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1.1. EL SISTEMA IMMUNE

El sistema immune és una organitzacidé sofisticada de molécules, cel-lules i teixits que
actuen conjuntament per protegir I’organisme front diferents patogens. La seva funcio principal
consisteix en evitar la colonitzacid, multiplicacié i1 invasio dels teixits per part de virus,
bacteris, fongs, protozous 1 helmints. Esta format per un compartiment innat classic 1 el més
complex compartiment adaptatiu, I’tltim restringit als vertebrats. Juntament amb el sistema
nervios, el sistema immune és el major sistema adaptatiu en I’organisme. Aquests dos sistemes
actuen 1 interaccionen, amb el principal objectiu de mantenir I’homeostasi.

El sistema immune ens protegeix de substancies potencialment nocives en recongixer-
les 1 respondre front a elles. Aquestes substancies, denominades antigens, estan presents en
cel-lules, bacteris, virus 1 fongs. En la primera linia de defensa esta la immunitat innata, els
components de la qual sén:

1. Barreres fisiques 1 quimiques, tals com epitelis 1 substancies produides en les

superficies epitelials;

2. Ce¢l-lules com neutrofils, macrofags, cel-lules dendritiques (CDs), cel-lules

citotoxiques naturals (NK) i limfocits B;

3. Proteines sanguinies que inclouen el sistema del complement 1 altres mitjancers de la

inflamacio;

4. Proteines denominades citoquines que regulen i coordinen altres cél-lules que

participen en la immunitat cel-lular [1], s’activen en un periode de temps molt curt

abans que es produeixi la infeccid i sdn capaces de produir una resposta rapida front als

microorganismes o antigens no especifics.

En canvi, la immunitat adaptativa o adquirida, €s un sistema de defensa més
evolucionat que es desenvolupa després de I’exposicio a I’agent infeccios o antigen especific
per diversos mecanismes de reconeixement, la intensitat i capacitat de la qual depenen de
I’exposici6 prévia al microorganisme, incloent a cél-lules T efectores CD4" i CD8" i limfocits
B. Aquestes c¢l-lules es comuniquen per mitja de citoquines, principalment interfer6 y (IFN-y),
TNF-a (Tumor necrosis factor), altres interleuquines (ILs) i quimioquines, d’aquesta manera

eliminen cel-lules infectades o transformades [1, 2].
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1.2. PROCESSOS IMMUNOINFLAMATORIS

La resposta immune consisteix en el desencadenament dels mecanismes destinats a
I’eliminaci6 de patogens o material estrany. La resposta immune s’inicia amb el reconeixement
de I’al-loantigen pels limfocits T 1 la posterior activacié d’aquests, que requereix d’un primer
senyal a través de la interaccid entre el receptor de cel-lules T (TCR) 1 el complex peptid
antigénic/peptid del complex major d’histocompatibilitat (MHC-II) en les cel-lules
presentadores d’antigen (APCs) (incloent cél-lules B, macrofags, monocits, CDs i cel-lules
endotelials). Un segon senyal coestimulador prové de la interaccid entre receptors especifics de
la superficie de les cel-lules T i els seus corresponents lligands en les APCs: CD40L 1 CD28
amb CD40 1 B7.1 (CD80) o B7.2 (CD86) respectivament. Hi ha, doncs, dos senyals
coestimuladors principals: el sistema CD28-B7 i el sistema CD40-CD40L [3].

La unié6 de CD40 amb la molecula CD40L participa, juntament amb CD28-B7, en la
coestimulacidé de la cel-lula T, 1 alhora, condueix a I’activacié de les APCs a través de la
induccio de la sobreexpressidé de diferents molécules d’adhesido (E-selectina, V-CAM 1 I-
CAM), I’alliberament de citoquines proinflamatories (IL-1p, TNF-a, IL-6, IL-8, IL-10 1 IL-12)
1 I’expressid, en la superficie cel-lular, de MHC-II, Fas 1 altres molécules coestimuladores com
CD32, CD80 1 CD86. Tot aixo0, finalment, resulta en 1’augment de la funcié de presentacio
d’antigen per part d’aquestes cel-lules.

Finalment es ddna el tipus i la intensitat de resposta adequada per a I’eliminacid o inactivacid
de I’agent infeccios.

Dins del procés de reaccio front a patogens, la resposta immunitaria per part de 1’hoste
es pot classificar en dos tipus: innata (natural o inespecifica) i adquirida (adaptativa o
especifica). Tanmateix, la resposta adquirida es pot dur a terme a través d’una resposta immune
mitjangada per cel-lules o mitjangcant una resposta de tipus humoral. Aquests mecanismes
immunes dependran del tipus d’agent, de les lesions que causa i del lloc on es produeix la

infeccio.

1.2.1. RESPOSTA IMMUNE INNATA, NATURAL O INESPECIFICA

Es desencadena al cap de poc temps de I’entrada de 1’agent a I’organisme (minuts o
hores) 1 predomina en les primeres fases d’una infeccid, tenint una gran importancia en la
proteccio sistémica i local de I’organisme [4]. Esta constituida per les barreres fisiques i agents
quimics no especifics (pell, secrecions sebacies, lisozim en la majoria de secrecions, mocs,
tapis ciliar de la traquea, acid gastric, secrecio lacrimal, saliva, enzims proteolitics, histamina,

acids grassos, etc.), els factors solubles que recobreixen o inactiven inespecificament patogens
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(proteines del complement, de fase aguda), aixi com per cel-lules (mondcits/macrofags,
polimorfonuclears (PMN), cel-lules citotoxiques (Tc), NK, etc.) que reconeixen

inespecificament als microorganismes o a cel-lules que es troben infectades [5].

1.2.2. RESPOSTA IMMUNE ADQUIRIDA, ADAPTATIVA O ESPECIFICA

Aquest tipus de resposta depén dels limfocits T i limfocits B, caracteritzats per
I’especificitat per reconeixer antigens i la generacié de memoria 1 per activar-se rapidament en
cas d’un posterior enfrontament al mateix agent. Consta d’una resposta primaria, que ¢s de
baixa intensitat i de curta durada, i una resposta secundaria, que es caracteritza per ser més
rapida, intensa i efectiva.

Dins del procés de la resposta especifica pot distingir-se un component humoral, basat
en la produccié d’anticossos, 1 un component cel-lular, basat en mecanismes de citotoxicitat.
Durant el desenvolupament de la resposta adaptativa front a un patogen, es sol desencadenar

ambdds tipus d’immunitat, no obstant generalment una d’elles predomina sobre 1’altra.

1.2.2.1. Resposta immune mitjangada per cél-lules

La resposta mitjancada per cel-lules es caracteritza per I’eliminacid de 1’agent estrany
mitjancant 1’accio directa de diferents tipus cel-lulars (monocits/macrofags, PMN, NK, Tc,
etc.) aixi com pels mecanismes d’inflamacid, quimiotaxis, fagocitosi, citotoxicitat, alliberament
de citoquines 1 presentacid d’antigen, no intervenint, de manera determinant, ni els limfocits B
ni els anticossos. El procés de citotoxicitat mitjangada per cel-lules pot ser, o no, restringida pel
MHC segons el tipus de cel-lules que intervinguin en ella. L’accié dels limfocits CD8 sobre les
cellules infectades per patogens esta determinada per 1’expressio de MHC-I per part de les
cel-lules envaides, mentre les NK i les LAK (c¢l-lules agressores activades per limfoquines)
posseeixen la propietat de ser citotoxiques sense especificitat antigenica 1 sense la participaciod
de MHC. Aixi mateix, cel-lules citotoxiques que posseeixen receptors Fc per IgG, poden unir-
se a les cel'lules diana recobertes per aquesta i lisar-les, actuant de manera dependent dels

anticossos [6].

1.2.2.2. Resposta immune humoral

La resposta de tipus humoral es caracteritza per la interaccid entre antigens que es
troben en 1’espai tissular i els anticossos, procés que es dur a terme després de la cooperacid
entre els limfocits T 1 els limfocits B per a 1’activacio i diferenciacid d’aquests ultims. No
obstant, la resposta de tipus humoral pot ser independent dels limfocits T interaccionant

directament les cel-lules B amb els antigens. Un cop activades, les cel-lules B es convertiran en
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cel-lules plasmatiques formadores d’anticossos o bé en c¢l-lules de memoria que romandran en
I’organisme durant un llarg periode de temps. D’aquesta manera es produeix un predomini de
la resposta Th2 i I’activacid i proliferacié de diverses cel-lules.

En la immunitat front patdogens, els anticossos poden actuar per tres vies diferents. Es
pot produir la unié d’aquests anticossos als patdogens per prevenir la infeccid de les cel-lules,
realitzant-se aixi la neutralitzacio. Per altra banda, aquest recobriment dels microorganismes
per part dels anticossos produeix 1’opsonmitzacio dels mateixos per ser aixi reconegut pels
receptors Fc especifics de les cellules fagocitiques, incrementant-se considerablement el
procés de la fagocitosi. Alternativament, els anticossos units als patogens poden activar les
proteines del sistema del complement per incrementar 1’opsonitzacio i la lisi d’alguns bacteris.

Malgrat que dins de tot el procés de la resposta immune especifica existeix una
especialitzacié de cada una de les respostes (cel-lular i humoral), els components basics
d’aquestes (cel-lules 1 immunoglobulines) sén necessaries per a 1’elaboracid d’una reaccid
immune efectiva, ja que malgrat que un tipus de resposta predomina sobre I’altra, en moltes
ocasions ambdues col-laboren entre si. En molts casos la resposta humoral no podria realitzar-
se amb exit sense la resposta de tipus cellular sobre els microorganismes recoberts

d’anticossos [6].
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1.3. EL SISTEMA DEL COMPLEMENT

El sistema del complement és una de les primeres linies de defensa de la immunitat
innata. Es defineix com un sistema funcional d’unes 30 proteines del sérum que interaccionen
entre si de forma regulada formant una cascada enzimatica, permetent una amplificacio de la
resposta humoral. Es important tant per la integritat cel-lular i ’homedstasi dels teixits com per
modificar la resposta immune adaptativa [7, 8, 9, 10]. El sistema de complement activat
reconeix i elimina microorganismes invasors mitjangant les activitats opsoniques, inflamatories
1 litiques, essent beneficids per I’hoste sense una previa exposicio a ells, ja que facilita
I’eliminaci6 de I’antigen 1 genera una resposta inflamatoria [11]. També contribueix a la
regulacié d’altres sistemes biologics, particularment la immunitat adaptativa. A més a més, el
complement facilita I’eliminacié de c¢l-lules propies mortes o modificades, aixi com particules
apoptotiques 1 restes cel-lulars. Les reaccions del complement individuals es desenvolupen
d’una manera seqiiencial, permetent la regulacié que modula la intensitat de la resposta i ajusta
les funcions efectores per donar lloc a una resposta immune especifica.

El sistema del complement va ser identificat fa més de 100 anys, a finals del segle XIX
per Ehrlich, com a resultat de la seva activitat bactericida complementaria i el seu paper en la
fagocitosi de restes cel-lulars. Perd és Jules Bordet qui descobreix I’any 1895 aquest
component caracteritzat front els anticossos per la seva termolabilitat. L’any 1907 Ferrata
comenca a caracteritzar alguns dels seus components recorrent a metodes de dialisi. Per motius
merament cronologics, els components van anar rebent denominacions a base de nombres
darrera de la lletra C conforme s’anaven descobrint. Per aixo, el seu ordre d’actuacié no guarda
en general relaci6 amb la seva nomenclatura.

El sistema del complement activat dirigeix les funcions immunes efectores i modula la
intensitat de la resposta d’una forma autocontrolada mitjangant una resposta immune efectora
apropiada, la qual és necessaria per al reconeixement i eliminacié d’agents infecciosos o
cel-lules modificades del propi organisme. L’activacié successiva del complement activa
mediadors proinflamatoris, genera peptids anafilactics, components citolitics 1 antimicrobians,
recluta cel-lules efectores 1 indueix respostes efectores. Aixd dona lloc a una activacid del
complement moderada i controlada, la qual és beneficiosa per I’hoste en detriment del
microorganisme invasor. Els aspectes beneficiosos d’un sistema del complement
moderadament activat inclou la vigilancia immune, 1’eliminacié de restes cel-lulars, la
regeneracid dels organs 1 la neuroproteccio. Aquestes funcions fisiologiques destaquen el paper

del complement en la fisiologia i I’homeostasi 1 demostra que la regulaciéo apropiada i
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I’activacié equilibrada dirigida cap al lloc diana sén crucials per mantenir el sistema del

complement en el seu estat fisiologic apropiat.

1.3.1. LA CASCADA DEL COMPLEMENT

La major part dels factors del complement sén proteines plasmatiques i una petita
proporcié d’elles son proteines de membrana (Taula 1). Molts dels components del
complement (C2, C3, C4, C6, C7, C8, Factor B i Factor I) son polimorfics, és a dir, que
existeixen diferents formes al-leliques que s’expressen amb diferents freqiiencies en poblacions
0 races.

L’hepatocit és el principal productor dels factors del complement. No obstant, els
components de C1 son sintetitzats per les cel-lules epitelials de I'intesti 1 del sistema genito-
urinari 1 els adipocits sintetitzen Factor D. S’ha observat que els macrofags activats produeixen
alguns factors del complement; tanmateix, aixd0 només t¢ importancia en el focus inflamatori.
Les citoquines inflamatories (IL-1, IL-6 1 TNF) i el IFN-y incrementen la sintesi d'alguns

factors del complement al fetge.

1.3.1.1. Activaci6 del complement: amplificacio, progressio i regulacio

En P’activacié del complement es posen en marxa una serie de reaccions consecutives
en cascada, de tal manera que en cada una d’elles, a partir d’'un component inactiu es genera un
producte actiu que, a més de determinar que la reaccid consecutiva prossegueixi, pot tenir
diferents accions biologiques importants en la defensa de 1’organisme. Aquests components
inactius s’anomenen zimogens que sén una preforma inactiva d’una proteasa que per si
mateixa li manca la funcio proteolitica. Un cop processada o segmentada proteoliticament la
proteina mostra una activitat enzimatica. L’s d’aquestes preformes inactives permet dirigir
I’activitat de la proteina cap al lloc correcte en el moment correcte. Moltes proteines del
complement, perd també components de la cascada de coagulacio i altres proteases, existeixen
i circulen com preformes inactives i requereixen modificacid i processament proteolitic per ser
convertides en les formes actives. Quan troben una superficie biologica, els zimogens inactius
son estructuralment modificats, s’uneixen amb components addicionals 1 son convertits en
compostos efectors o enzims actius que activen nous substrats, de manera que la cascada
progressa. Aquesta activacid seqiiencial pot ser dividida en quatre passos principals: inici de
I’activacio del complement, activacid de la convertasa C3 i amplificacio, activacié de la

convertasa C5 1 assemblatge del complex terminal del complement (TCC o MAC).
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Un cop activada, la cascada del complement genera compostos efectors que son
alliberats a qualsevol superficie d’una manera indiscriminada. No obstant, la progressio de la
cascada i1 I’acci6 de les molécules efectores son estrictament controlades a cada nivell a través
de multiples reguladors i inhibidors del complement. Aquests reguladors discriminen entre
superficies propies o no propies, com per exemple cel-lules — incloent cél-lules propies
modificades — teixits 1 agents infecciosos. Tals circuits de reguladors i1 inhibidors operen a cada
nivell de la cascada i per tant son centrals en ’enteniment de 1’acci6 del complement.

La primera reaccid enzimatica, la qual activa C3, esta fortament controlada per
assegurar que 1’activacio i la generacidé de compostos efectors biologicament actius tingui lloc
només en el lloc i en el temps apropiats. Si la cascada d’activacid progressa, les reaccions
s’amplifiquen 1 pot resultar en poderoses 1 potents funcions efectores. El sistema de
complement t¢ més de 60 components i fragments d’activacid, que comprenen els nou
components centrals de la cascada (C1 a C9), productes d’activacio multiples amb diverses
activitats biologiques (per exemple C3a, C3b, C31i, C3d i1 C3dg), reguladors i inhibidors (per
exemple Factor H, Proteina de tipus factor H (factor H-like protein), complement factor H-
related protein 1 (CFHR1), CR1 (CD35), C4b-binding protein (C4BP), Clq i vibronectin),
proteases 1 enzims formats recentment (factor B, factor D, C3bBb 1 C4bC2b) o receptors per
molecules efectores (C3aR, C5aR, C5L2 1 complement component Clq receptor (C1qR)).

El nombre de components coneguts d’aquesta xarxa, particularment reguladors i
receptors, esta continuament augmentant i s’identifiquen noves funcions per aquestes proteines.

Els principals factors del sistema del complement es mostren en la Taula 1.

TAULA 1. Principals factors del sistema del complement
Factor Cadenes Algunes caracteristiques Factor Cadenes Algunes caracteristiques
Clq 18 (6A,6B,6C) C8 3 (a,b,g)
Clr 1 E C9 1 E
Cls 1 E B 1 E
C2 1 E D 1
C3 2 (a,b) M P 4 Colectina
C4 3 (a,b,g) M MBP 18 E
Cs 2(ab) M C4BP 1
Co6 1 FH 2 (a,b)
C7 1

E: Molécules amb activitat serina esterasa;

M: Molécules amb capacitat d’unir-se a la membrana cel-lular.
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1.3.1.1.1. Inici de Pactivacio del complement

El complement és activat per tres vies principals. La via alternativa és activada
espontaniament i constantment en superficies biologiques en el plasma i en molts o tots els
altres fluids corporals. Aquesta accid espontania inicia facilment ’activacid. Connecta amb el
sistema d’immunitat natural o inespecific, interaccionant directament amb la superficie del
microorganisme. La via classica ¢s provocada per un anticos unit a I’antigen diana, de manera
que connecta amb el sistema immune adaptatiu per mitja de la seva interacci6 amb
immunocomplexes. Perod aquesta via també pot ser activada d’una forma independent a la unié
de I’anticos per virus i bacteris gram-negatius. La via lectina unida a manosa (manose-binding
lectin, MBL) és iniciada per carbohidrats a la superficie microbial. Es una espécie de variant de
la ruta classica, que s’inicia sense necessitat d’anticossos i, per tant pertany al sistema de la
immunitat natural.

L’activacio de cadascuna d’aquestes vies resulta en I’assemblatge del primer enzim de
la cascada, que s’anomena C3 convertasa. El complement també és activat per una via
addicional bypass que actua independentment de C3 o bypassa la C3 convertasa i ¢és

mitjangada per trombina actuant sobre la C5 convertasa.

1.3.1.1.2. C3 convertasa i amplificacio
a) La via classica

La via classica s’inicia després de la uni6 antigen-anticos (Ag-Ac). Els anticossos
solubles o lliures 1 els complexes Ag-Ac solubles no connectats amb membranes no activen el
complement, aquest sistema només s’activa quan es formen complexes Ag-Ac sempre i quan
aquests complexes estiguin integrats en la mateixa superficie (membrana cel-lular). La via
classica comenca per activacio del complex Cl desencadenant una serie de reaccions
enzimatiques que finalitzen amb la formacié de la convertasa C3 de la via classica (complex
C4b2a) el qual més tard s’unira a C4b2b per formar la convertasa C5 (C4b2a3b). Aquesta via
esta controlada per I’inhibidor de CI, i la convertasa C3 pot ser inhibida pel factor DAF

(Decay accelerating factor o factor accelerador de la degradacio).

b) Via alternativa

Aquesta via és més antiga, des del punt de vista evolutiu, que la classica, diferenciant-se
d’aquesta en que la via alternativa no necessita anticossos per activar-se [12], per la qual cosa
¢s un mecanisme de defensa important en els estadis inicials de la infeccid quan encara no

s’han sintetitzat quantitats importants d’anticossos. Funciona de forma continua a un baix
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nivell 1 solament en preseéncia de determinats factors s’amplifica. Per aixo, podem distingir
dues situacions per a la via alternativa:

-En estat de repds: en condicions normals, en el plasma, el factor C3 s’escindeix

continuament i de forma lenta, donant lloc a C3b, que té una vida mitja molt curta.

-En estat d’activacid: quan C3b s’uneix a les membranes de bacteris, fongs i parasits.
Aquesta via porta a la formacid de la convertasa C3 de la via alternativa C3bBb que ¢s
produida en el fetge. Aquesta convertasa allibera més factor C3b que en formar C3bBb3b
retroalimenta el circuit 1 aconsegueix la seva amplificacié. El complex C3bBb3b a més pot
actuar sobre C5 (C3bBb3b ¢€s la convertasa de C5 de la via alternativa) hidrolitzant-lo en C5a 1
C5b 1 iniciar la via litica que duu a la lisi dels germens.

La properdina (P) és una proteina constituida per 4 subunitats aparentment idéntiques
associades entre si de manera no covalent. Aquest factor s’uneix al complex C3bBb, que ¢és
labil, donant lloc a C3bBbP que és més estable, aixo contribueix a I’amplificacié. El factor C3b
generat en la via classica també pot amplificar la via alternativa, suposant aquest fenomen un

mecanisme de connexio entre ambdues vies.

C) La via de la lectina

La via de la lectina és homologa a la via classica, perd amb ’opsonina, MBL, 1
ficolines, en comptes de Clq. Aquesta via és activada per la unié6 de MBP (manosa binding
protein) a residus de manosa a la superficie patogena i dona lloc a la formacié de la convertasa
C3 (C4b2a), com en la via classica. Les ficolines son homologues a MBL 1 funcionen d’una

manera similar [9].

1.3.1.1.3. CS5 convertasa

El complex C4b2a actua sobre el factor C3 que es transforma per proteolisi en dos
fragments actius: 1’anafilotoxina C3a, que potencia la inflamacio en induir la desgranulacid
dels basofils 1 mastocits i alliberar, per tant, mediadors de la inflamacid, i el fragment C3b que
s’uneix a la membrana cellular facilitant d’aquesta forma el procés de la fagocitosi
(opsonizacio).

Aix0 genera C3bBb(C3b, la convertasa C5 per la via alternativa, o C4bC2bC3b, la
convertasa C5 per les vies classica i lectina. Ambdos enzims parteixen el C5 en C5a 1 C5b. C5a
¢s un poder6s peptid anafilactic i el fragment C5b pot iniciar la via terminal. La inflamacid

induida per C5a i la via terminal iniciada per C5b semblen estar regulades de forma separada.
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1.3.1.1.4. La via terminal o litica. Formacio del complex d’atac de membrana

Els enzims convertases de C5 (C4b2a3b i C3bBb3b), formats ja sigui en la via classica,
en I’alternativa o de la lectina, actuen fixant el factor C5 a C3b, que és escindit pels factors
amb activitat esterasa (C2a o Bb) en 2 fragments, I’anafilotoxina C5a i el fragment C5b el qual
s’uneix a les fraccions C6, C7, C8 i C9 formant el complex d’atac a la membrana (C5b6789,
membrane attack complex o MAC). El complex MAC penetra a la membrana, donant origen a
la formaciéo de canals hidrofilics, que permeten el lliure intercanvi de sodi i aigua amb
I’exterior de la cel-lula, provocant la lisi osmotica de la cel-lula atacada.

S’han descrit funcions addicionals per MAC com [Dactivitat estimulant en la
polaritzacié de cel-lules T col-laboradores, un paper per C7 unit a la membrana com un desti
final pels components del complement retardats per controlar la inflamaci6 excessiva induida
per MAC soluble 1 un paper de MACs solubles en 1’activitat activant de plaquetes.

Una vegada produida 1’activaci6 del complement, tota la serie de reaccions subsegiients
es duen a terme per un procés multiplicador, de tal manera que, encara que 1’activacié comenca
per un nombre limitat de molecules, sén molts els factors amb activitat biologica que apareixen
en el curs de les reaccions. L’accié de les molecules pot ser local, al lloc de la seva produccid,
perd també pot exercir-se a distancia per dispersio a altres zones. Un esquema general de les

reaccions del complement en el seu conjunt és complex (Figura 1).

[ Via classica ] [Via de la Iectina} [Via alternativa ]

Al—' C1 activat ] [ Properdina ]J—»[ Properdina activada]

//- l/
4

C4b23

C3bBb
Convertasa de C3 de Convertasa de C3 de
la via classica i de la i -
lectina E la via alternativa

Convertasa de C5 de
C4b233b ~ '/_ C3bBb3b la via alternativa
Convertasa de C5 de
la via classica
Lisi Membrana
N cel-lular

Figura 1. Esquema de les vies de la cascada del complement. La via classica s’activa per complexes Ag-Ac
mentre que la via alternativa s’activa per gérmens. La via de la lectina conflueix amb la via classica a nivell de la

convertasa del C3 (modificada de E. Garcia Olivares, www.inmunologiaenlinea.es [13]).
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1.3.2. RECEPTORS PER A FACTORS DEL COMPLEMENT

Moltes de les funcions del complement es duen a terme després de la unid de fragments
d’alguns factors del complement a receptors especifics presents en la superficie de diversos

tipus cel-lulars (Taula 2). Els més coneguts dels quals tenen com lligand a fragments de C3.

TAULA 2. Receptors del complement, els seus lligands i les seves funcions

Receptor: nom Lligands Cél'lules que I’expressen Funcions
C3b Aclariment d’immunocomplexes
iC3b o ) ) Fagocitosi
CR1 (CD35) Eritrocits, limfocits T i B, SFM, neutrofils
C4b Quimiotaxi
C5b67
C3b Citolisi
iC3b Aclariment de complexes en centres
limfocits B, c. dendritiques fol-liculars, c.
CR2 (CD21) C3d o germinals
epitelials
C3dg
C5b-9
) Fagocitosi
CR3 (CD11b/CD18) iC3b SFM, neutrofils, NK
Ancoratge a I’endoteli i diapedesi
) ) Fagocitosi
CR4 (CD11¢/CD18) iC3b SFM, neutrofils, Plaquetes, c. dendritiques
Ancoratge a I’endoteli i diapedesi
Mastocits, basofils, c. Endotelials, Degranulacio
C3aR C3a ¢. muscul 1lis Augment de la permeabilitat vascular
Contraccié muscul llis
Mastocits, basofils, c. Endotelials Quimiotaxi
C5aR Csa
neutrofils Opsonitzacio
ClgqR Clq Leucocits, plaquetes Aclariment d’immunocomplexes

SFM, ceél-lules del sistema fagocitic mononuclear.

1.3.3. FUNCIONS DEL COMPLEMENT

Les funcions del complement sén molt diverses, d’aqui la gran potencialitat defensiva
del mateix. Aquestes funcions es porten a terme per diferents fraccions del complement
actives. La Taula 2 mostra 1’accid fisiologica d’aquestes. Els factors actius freqiientment
desenvolupen la seva funci6 connectant amb diferents receptors de membrana. En la Taula 2
s’exposen els receptors de membrana per a les diferents fraccions del complement. Comentem,
a continuacid, les funcions biologiques fonamentals. Les accions anafilotoxiques,
quimiotactiques 1 opsonitzants del complement el converteixen en un factor clau en la

potenciaci6 de la inflamacid, fenomen basic en la defensa enfront de la infeccid.
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A) Accio citolitica

Una vegada engegada la cascada del complement, si es forma el complex final
C5b6789, es produeix la lisi de les cel-lules sobre les membranes de les quals s’ha adossat dit
complex per la formacié de multiples porus. A aquest efecte es pot arribar per la uni6 del Ag-
Ac (via classica) o per I’activacid per gérmens (via alternativa). Per un o altre mecanisme es
produeix la lisi de gran nombre de bacteris, tals com bacteridium, salmonella, shigella,
escherichia, vibrio, treponema 1 altres cel-lules. Totes aquestes accions s’agrupen sota la

denominacié coneguda de citotoxicitat depenent del complement.

B) Accio anafilotoxica

Les fraccions C3a i C5a, connectant amb receptors de membrana (C3aR, C5aR, Taula
2), exerceixen una acci6 anafilotoxica, i posseeixen una potent accid activadora sobre els
mastocits 1 basofils que en conseqiiencia, alliberen mediadors de la inflamacid. Les substancies
vasoactives alliberades incrementen la permeabilitat capil-lar, el que facilita ’afluéncia de

leucocits 1 molécules al focus inflamatori.

C) Accio quimiotactica
La fraccio C5a posseeix una potent activitat quimiotactica, que determina 1’atraccié de

leucocits al focus inflamatori.

D) Accio d’ajuda a la fagocitosis (opsonitzacio)

Els macrofags i els polimorfonuclears neutrofils presenten en les seves membranes
receptors (CR1, CR3 i probablement CR4, Taula 2) capacos d’unir la molécula C3b i els seus
derivats resultants de ’activacié del complement. D’aquesta forma, si el C3b esta fixat sobre la
superficie d’un germen, els fagocits poden connectar amb aquest mitjangant els receptors per a
C3b, facilitant-ne aixi el fenomen de la fagocitosi. Aquesta activitat d’ajuda a la fagocitosi es
denomina opsonitzacid. La fagocitosi de microorganismes depenent de C3b i1 iC3b és

probablement el major mecanisme de defensa enfront de les infeccions bacterianes.

E) Aclariment d’immunocomplexes

Es una funcié d’especial importancia lligada a la capacitat inductora de la fagocitosi de
certs factors del complement. En condicions normals, es poden detectar immunocomplexes
solubles circulant en sang. Aquests immunocomplexes sén potencialment perillosos, doncs de

precipitar en algun teixit activarien el complement i iniciarien un focus inflamatori. No obstant
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aixo, existeix un mecanisme fisiologic d’aclariment d’immunocomplexes. Els eritrocits, les
cel-lules més abundants de la sang, presenten CR1 en la seva membrana i mitjangant aquest
receptor capten immunocomplexes circulants a través del factor C3b. Quan els eritrocits
travessen el fetge o la melsa, els macrofags d’aquests organs, mitjancant els seus receptors
CR1, CR3 o CR4, uneixen els immunocomplexes a través de C3b (o mitjangant receptors per a
Fc a través de IgG) 1 els fagociten. Els eritrocits queden lliures per a captar nous

immunocomplexes.

F) Acci6 reguladora de la resposta immune

El factor C3b té importants funcions reguladores de la resposta immune. Aixi, el C3b o
els seus derivats (C3d), units a membranes faciliten la cooperacié entre les cél-lules immunes 1
actuen en I’estimulacid de les cel-lules T 1 B probablement a causa de la seva capacitat de
promoure 1’adhesié cel-lula-cel-lula. Les APCs tenen receptors per al complement, el que

permet la seva connexid amb I’antigen per a la seva posterior presentacio.

1.3.4. PATOLOGIES ASSOCIADES AL SISTEMA DEL COMPLEMENT

S’ha apres molt sobre la patologia de les deficiencies dels components de les cascades
del complement. Aquests estan sovint associats a infeccions recurrents amb bacteris
encapsulats, malalties del sistema immune com el lupus eritematos (SLE), la glomerulonefritis,
I’asma 1 el sindrome de Barraquer-Simons 1 diverses formes d’artritis, malaltia autoimmune de
cor, esclerosi multiple, dany per reperfusio isquemica, etc.

Deficiéncies en la via terminal predisposen tant a malalties autoimmunitaries com a
infeccions. Deficiéncies dels inhibidors del complement també causen malaltia. Mutacions en
els reguladors del complement com el factor H i la proteina cofactora de membrana han estat
associats amb el sindrome uraémic hemolitic atipic [14, 15]. A més, un polimorfisme (SNP,
single nucleotide polymorphism) en el factor H (Y402H) ha estat associat amb la degeneracio
macular associada a I’edat [16]. Es creu que ambdoés desordres porten a I’activacié aberrant del
complement en la superficie de les cel-lules hostes.

No obstant, el complement també és el major responsable del rebuig dels xenotrasplants.
L’activaci6 no desitjada del complement contribueix també a la patogeénia de la
glomerulonefritis, el dany per isquémia/reperfusid, 1’artritis reumatoide, 1’esclerosi multiple i
moltes més malalties. A causa de I’habilitat de la molécula C1 per recon¢ixer estructures
proteiques anormals, el complement esta implicat en la patologia de la malaltia de 1’ Alzheimer

1 malalties on estan implicats prions.
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Mutacions en el gen que codifica per I’inhibidor de C1 pot causar angioedema hereditari, una
malaltia autoimmune resultant d’una regulacio reduida de la via del complement. Mentre que

mutacions en els components del MAC sovint son implicades a infeccions per Neisseria.

1.3.5. MECANISMES DE REGULACIO DEL COMPLEMENT

El complement és important per 1’eliminacié d’agents infecciosos, pero els patogens
utilitzen un nombre d’estrategies d’evasid per modificar i bloquejar I’activitat del complement.
Molts patdogens expressen proteines de superficie que s’uneixen a reguladors del complement
de I’hoste o recluten inhibidors del complement i aixi bloquegen o interfereixen en les funcions
efectores del complement. Aquests reguladors de I’hoste units a la superficie retarden o fins 1
tot bloquegen les respostes immunes innates protectores de 1’hoste que, del contrari,
eliminarien I’agent infeccios 1 mantindrien intacte 1’organisme hoste. No obstant, un patogen
persistent provoca reaccions immunes addicionals. Per altra banda, durant una infeccié per un
patogen, el complement és induit localment 1 aquesta activacié també ataca cel-lules col-laterals
de I’hoste en el lloc de la infeccid. En aquesta situacid, una cel-lula hoste atacada requereix
maxima proteccio 1 utilitza nombrosos reguladors disponibles per assegurar la superviveéncia.
Per tant, el sistema del complement huma manté un delicat balang entre activacid i inhibicio
per permetre 1’activacid sobre les superficies propies modificades o de I’exterior i la seva

propia proteccid. Aixo explica perque la regulacié del complement €s crucial per I’homeostasi.

TAULA 3. Molécules reguladores del sistema del complement
Factor Lligand Efecte
Clinh Clr,Cls Inhibici6 de la C1 estearasa
C4BP C4b Dissociacié del complex C4b2a
FH C3b Facilita la degradacio de C3b per FI
FI C3b, C4b Degradaci6 de C3b, C4b
C3al C3b, C4b, C5b Proteolisi de residus terminals arginina
CR1 C3b, C4b, iC3b Facilita la dissociacio de les C3 convertases i fagocitosi
(CD35) C4b, C3b Facilita la dissociacié de C4b i 2a
DAF C4b, C3b Facilita la degradacio de C4b i C3b per FI
MCP C5b67 Impedeix la unié de C5b67 a la membrana cel-lular
(CD46) C5b-9 Modula la formacié de MAC
Proteina S C5b-8, C9 Inhibeix la insercié de C5b-8 i la polimeritzacié de C9.
SP-40,40 C5b-8, C9 Inhibeix la insercié de C5b-8 i la polimeritzacié de C9.
CD59
HRF
C3bl: Inactivador del C3b. HRF: factor de restriccio homologa. DAF: factor accelerador de la degradacio.
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El mecanisme més simple de regulacio €s la baixa concentracio i labilitat de molts dels
seus factors. No obstant aix0 els factors que actuen en la regulacié del complement exerceixen
la seva accio en diferents punts tant en la via classica com en ’alternativa o litica, centrant-se
fonamentalment en 1’activacié de C3. Les molecules reguladores del complement es mostren a

la Taula 3.

1.3.5.1. Distribucio6 dels reguladors del complement

Considerant el potencial explosiu i1 destructiu del complement, hi ha una necessitat
obvia de tenir inhibidors que protegeixin els propis teixits de 1’hoste.
La importancia de la restriccié del complement €s destacada pel gran nombre de reguladors
identificats els quals actuen a tots els nivells 1 es classifiquen en 3 categories principals: fase
fluida, unit a la superficie de les cellules hostes 1 receptors de molecules efectores del
complement. Sorprenentment, diversos reguladors tenen activitats addicionals més enlla del
complement, com son les de mitjangar I’adhesid cel-lular i les interaccions amb la matriu
tissular o ser el lligam de la cascada del complement amb vies fisiologiques importants com ¢€s

la cascada de la coagulacio.

A) Reguladors del complement de fase fluida

Els reguladors del complement de fase fluida estan distribuits en el plasma huma 1 en fluids
corporals com son el liquid sinovial 1 I’humor vitri. Aquests reguladors estan agrupats d’acord
amb la seva activitat majoritaria i inclou els reguladors de la via alternativa Factor H, FHLI1 i la
proteina activadora properdin. Carboxipeptidasa N, la qual parteix 1 inactiva parcialment els
peptids anafilactics C3a 1 C5a, actua en les tres vies principals del complement. Com a
reguladors solubles de les vies classica i de la lectina s’inclouen 1’inhibidor C1 (C1INH) i
C4BP. Clq és un inhibidor proteinasa que pertany a la familia serpin i inhibeix directament el
potencial proteolitic de C1 [17]. Té un paper crucial en la defensa de I’hoste i1 en 1’eliminacio6
de complexes immunes. Dins de la via terminal s’inclouen inhibidors solubles coneguts
recentment identificats com CFHRI1, clusterin i la proteina S (vitronectina), que tenen funcions
fisiologiques addicionals més enlla del complement.

La proteina C4BP té la capacitat de captar C4b facilitant la seva dissociacié del complex
C4b2a i inhibint, per tant, I’activitat convertasa de C3.

La proteina S o vitronectina és una glicoproteina plasmatica amb capacitat per unir-se al

complex C5b67 impedint que aquest s’uneixi a la membrana cel-lular.
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B) Reguladors del complement units a membrana

La membrana de les ce¢l-lules hostes estan equipades amb reguladors del complement,
on s’inclouen CR1 (complement receptor 1, CD35), CR2 (complement receptor 2 o CD21),
CD55 (DAF), CD46 (MCP, membrane cofactor protein o cofactor proteinic de membrana),
CD59 (protectin) 1 el receptor del complement de la superfamilia de les immunoglobulines
(CRIg). Els reguladors del complement units a membrana controlen les tres vies principals
d’activacio del complement i inactiven ambdds C3 i C4.

CD59 ¢és un inhibidor GPI (glucosilfosfatidilinositol) ancorat a la membrana del
complex d’atac MAC. [17] CR1, MCP 1 DAF soén proteines codificades per gens del

cromosoma 1, pertanyents al grup denominat RCA (Regulators of complement inhibitors).

C) Receptors de molecules efectores del complement

Els productes d’activacié del complement 1 compostos efectors tenen una activitat
biologica potent. Potencien 1 modulen la inflamacid, controlen les respostes inflamatories,
dirigeixen les respostes multiples cel-lulars 1 indueixen funcions efectores, com ¢és el marcatge
de superficies cel-lulars i la induccié o augment de la fagocitosi.

Hi ha molts receptors del complement, les quals s’uneixen a compostos efectors com
son C3a 1 C5a, superficies opsonitzades C3b, superficies de cel-lules modificades 1
microorganismes marcats, toxines o antigens. Cinc receptors majoritaris units a la membrana,
CR1, CR2, CR3 (coneguts també com CD11b-CD18), CR4 (CD11c-CD18) i CRIg, s’'uneixen
a C3b 1 C4b dipositats en la superficie de la diana 1 condueixen les funcions efectores
corresponents a la forma especifica dels compostos d’activacidé C3 i C4. L’acci6 dels fragments
anafilactics C3a 1 CS5a és mitjancada per membres de la familia de set receptors
transmembrana, incloent C3aR i dos receptors de superficie C5aR i C5L2. A més a més, Clq
¢s reconegut en la superficie cel-lular per dos receptors, CIqR 1 el dendritic cell-specific
ICAM3 grabbing non-integrin (DC-SIGN) homoleg a SIGN-related 1 (SIGNR1 o CD209).

Un aspecte important del paper dels receptors de membrana és la seva expressio i
distribucié en llinatges de ce¢l-lules individuals o tipus cel-lulars. Receptors de complement
units a la superficie i1 receptors efectors no s’expressen de forma uniforme en cel-lules hostes
nucleades, eritrocits i plaquetes. Conseqilientment, la distribucié i el nombre de receptors
individuals 1 el repertori complert de receptors en una membrana cel-lular donada son
parametres importants per definir la superficie de proteccid i1 la resposta cel-lular al

complement.
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D) Reguladors del complement units a la superficie

Actualment es coneix que diversos reguladors del complement de fase fluida també
s’uneixen a superficies cel-lulars i a biomembranes com la membrana basal glomerular del
fetge 1 la membrana Bruch de la retina. A més a més, aquests reguladors s’uneixen a
superficies propies modificades com sén particules apoptotiques, cossos necrotics 1 la matriu
tissular. Aixi, el Factor H, FHL1, C4BP, CFHRI1, clusterin i vitronectina, que controlen el
complement en la fase fluida, també s’uneixen a les bicapes lipidiques o a biomembranes i
mantenen [’activitat reguladora del complement. Aquesta unid a la superficie forma una capa
protectora addicional (zona de superficie) per cel-lules hostes intactes que controla el
complement 1 limita la formacid dels seus productes d’activacid 1 compostos efectors a la
superficie cel-lular. Aquest escut flexible 1 protector coopera amb la zona de membrana, un
escut interior que esta format per reguladors units a la membrana. Actualment, els lligands en
la superficie cel-lular i en la biomembrana que s’uneixen a reguladors del complement de fase
fluida no han estat identificats a nivell molecular 1 s’han proposat que els aminoglicans actuen
com a receptors de la superficie cel-lular i de biomembrana.

La uni6 simultania de multiples reguladors crea un zona de superficie protectora
addicional. La seva dimensi6 aproximada depén de la longitud i la densitat de les proteines

unides.

1.3.5.2. Expressio dels reguladors del complement

Aquestes proteines homologues pertanyen a una familia anomenada els Reguladors
d’Activacid6 de Complement (RCA, regulator of complement activation gene cluster) o
Proteines de Control de Complement (CCP, Complement control protein). Les proteines de
control de complement funcionen en concert per regular el sistema i evitar que danyi el teixit
hoste mentre que simultaniament el dirigeix cap a particules estranyes com virus i bacteris i
material indesitjat com restes de cel-lules i complexos d’Ag-Ac.

Aquestes proteines estan codificades per un conjunt de gens que es troben en el
cromosoma 1q32. El conjunt de gens que codifiquen per RCA s’estén al llar de 21-45 cM i
inclou més de 60 gens dels quals 15 son gens relacionats amb el complement. Tots aquests
gens estan distribuits en tandem dins de dos grups. Aquests dos grups son: un llarg segment de
DNA telomeric de 900 kb que inclou els gens que codifiquen per C4ABPB, CABPA, C4BPALL,
C4BPAL2, DAF, CR2, CR1, MCPLI1, CRILI i MCP i un segment de DNA centromeric de
650 kb que conté els gens que codifiquen per CFH, CFHR3, CFHRI1, CFHR4, CFHR2 i
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CFHRS, aixi com el gen que codifica per la subunitat B del factor de la coagulacio XIII, FI3B
(Figura 2).

Finalment, un nombre d’inhibidors actuen en les convertases C3 i C5, tant per la
dissociacié incrementada de complexos enzimatics (Acceleracid de la degradacid) com
promovent la degradacio enzimatica de C3b 1 C4b mitjancada pel Factor FI (Serine proteinase
Factor 1) [17]. Els tltims inhibidors estan formats quasi exclusivament per 4-35 dominis CCP.
Els dominis CCP consisteixen en aproximadament 60 aminoacids que formen un nucli
hidrofobic compacte envoltat per 5 0 més cadenes B organitzades en lamines [ 1 estabilitzades
per ponts disulfur. Aquests dominis també estan presents en un nombre de proteines no
relacionades amb el complement, com per exemple selectines, haptoglobina i el Factor de
coagulacio XIII (per veure una llista detallada de proteines que contenen els dominis CCP

consultar: http://smart.embl-heidelberg.de/).

El C4BP és el major inhibidor soluble de les vies classica 1 de la lectina, mentre que el
Factor H inhibeix la via alternativa. S’han descrit en els ultims anys tota una familia de
proteines de tipus Factor H i proteines relacionades, perd encara es desconeix si el paper

majoritari d’aquestes proteines és inhibir el complement.

Figura 2. conjunt de gens dels Reguladors d’Activacio de Complement en el cromosoma 1q32 [18].

Alguns inhibidors del complement tenen un potencial terapeutic a causa dels rols
cardioprotector, accions antiinflamatories 1 el seu potencial per contrarestar el rebuig hiperagut
durant el xenotrasplantament.

Logicament els germens no presenten en les seves membranes molécules reguladores
de I’autolisi de manera que no poden protegir-se dels efectes litics del complement. Aixo
determina, per tant, un mecanisme rudimentari de discriminacid entre el propi i el no propi. No

obstant, alguns germens han desenvolupat mecanismes per evadir I’actuacié del complement.
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En alguns gérmens la simple preséncia d’una capsula pot ser un mecanisme de resisténcia.
Altres gérmens presenten proteines de membrana que impedeixen el desenvolupament del
MAC o enzims que degraden els factors del complement o alliberen factors proteics que

inactiven les convertases de C3, etc.

1.3.5.3. C4BP (C4b-binding protein)

La proteina C4BP ¢és una glicoproteina plasmatica d’elevat pes molecular (570 kDa,
conté uns 4000 residus d’aminoacids, aa) amb una concentracid estimada en plasma de 200
mg/l [17] que inhibeix de forma eficient la via classica de 1’activacio del complement. Apart de
prevenir 1’assemblatge de la convertasa C3 (C4b2a), també accelera la descomposicié del
complex. A més, C4BP s’uneix a C4b 1 actua com a cofactor del factor serina proteasa I de
plasma en la fragmentacié de C4b tant quan esta en fase fluida com quan C4b esta dipositada

en la superficie cel-lular.

1.3.5.3.1. Estructura de C4BP

C4BP pertany a una familia de gens de proteines relacionades, les RCA, que també
inclouen el Factor H, els receptors del complement 1 i 2 (CR1 i CR2), la proteina cofactor de
membrana, 1 DAF. Cada una de les proteines d’aquesta familia s’uneix a C4b 1/o a C3b essent
important per la inhibicid de les vies classica 1/o alternativa de 1’activacid del complement.
Totes aquestes proteines contenen un nombre variable de dominis organitzats en tandem, els
quals son denominats CCP (complement control protein repeats) o SCR (short consensus
repeats o sushi domains). Aquests dominis son rics en cisteina, tenen una extensié d’uns 60
aminoacids de llarg, i cada un esta format per un nucli envoltat per cadenes f.

C4BP és una proteina oligomerica heterogenia present en plasma [19] en 3 isoformes
amb la composicid de les subunitats diferent. La isoforma majoritaria (75-80%) [17], a7B1, €s
un complex de 7 cadenes o (C4BPa, 70 kDa) idéntiques amb 8 CCPs cadascuna i una cadena 3
(C4BPS, 45 kDa) amb 3 CCPs [20]. Les vuit cadenes estan lligades per ponts disulfur en les
seves regions C-terminals formant un nucli central [17]. Les altres isoformes de C4BP en
plasma son a7B0 1 a6B1. Les cadenes C4BPa 1 C4BPJ estan codificades pels gens C4BPA i
C4BPB que estan localitzats en el cromosoma 1q32 en el grup de gens RCA i sén
principalment expressats en el fetge. Cada cadena C4BPa té un lloc d’unid per C4b, localitzat a
I’extrem N-terminal. Aquesta uni6 no requereix C4BPp. Per altra banda, la cadena C4BPp té
un lloc d’unié per la proteina S anticoagulant (PS) [17], i la cadena C4BPa no €s necessaria per

aquesta unid. Les parts C-terminals (60 aminoacids cada una) de les dues cadenes C4BPa i
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C4BPp contenen dos residus de cisteina 1 una regioé helix-o amfipatica, que son requerits per
I’assemblatge de C4BP. Analisis de microscopia electronica van demostrar una conformacio de
tipus pop (octopus), amb les 7 cadenes C4BPa formant tentacles extensos. L’estructura 3D de
C4BP no ha estat determinada experimentalment per Ressonancia magnetica nuclear o
cristal-lografia de raigs X. No obstant, diversos dominis CCP d’altres proteines han estat
estudiats per aquests metodes. Les estructures 3D globals de tots els dominis CCP sén altament
conservats, permetent la creacié de models 3D utils basats en homologia de tots els dominis
CCP de C4BP.

La interaccio entre C4BP i la proteina S és d’una elevada afinitat (Kq = 1-6x10"° M)
[17]. A concentracions normals de C4BP o de proteina S en plasma, un valor observat de Ky
baix implica que totes les molecules que contenen C4BPf en plasma estan unides a la proteina
S 1 que al voltant del 40% de la proteina S esta en la forma lliure i per tant activa. A causa que
la interaccié entre C4BPP 1 la proteina S inactiva aquesta ultima, s’ha suggerit que aquesta
interaccid juga un paper en el control del sistema de la coagulacid. No obstant, és remarcable
que en ratolins, bovins i altres mamifers, el polipeéptid C4BP ha desaparegut o ha esdevingut
no funcional. Mentre que la significanga fisiologica del polipeptid C4BPf es desconeix, en
experiments in vitro 1 in vivo s’indica que concentracions elevades de C4BPJ poden resultar en
una manca de proteina S lliure, 1 so6n un risc potencial per desencadenar desordres
tromboembolics a causa de la inactivacid de la via anticoagulatoria de la proteina C. Aixi,
nivells elevats de C4BP en pacients amb diferents malalties autoimmunes han estat associades
amb un increment del risc de desenvolupar malalties tromboemboliques. A més a més, s’han
trobat concentracions plasmatiques elevades de C4BP en pacients amb trombosi venosa

profunda aguda i coagulacié intravascular disseminada [20].

1.3.5.3.2. Biosintesi i regulacio de C4BP

Els gens que codifiquen per les cadenes C4BPa 1 C4BPJ estan localitzats en el cluster
génic RCA en el brag llarg del cromosoma 1. Els dos gens, que només estan separats per 4 kb,
estan organitzats de cap a cua, donant suport a la hipotesi que sén el resultat d’un esdeveniment
de duplicaci6 génica. Com moltes proteines del complement i del plasma, C4BP és sintetitzada
al fetge, pero hi ha llocs secundaris de sintesi, com son els mondcits, en els quals es va detectar
el mRNA 1 van mostrar un augment sota estimulaciéo amb IFN-a i -y [17]. A més, el mRNA de
la cadena C4BPf s’ha trobat en I’ovari huma perd es desconeix el significat funcional. Analisis
de puls-chase de cél-lules transfectades amb cDNA que codifica per la cadena o van mostrar

que C4BP polimeérica €s sintetitzada rapidament 1 apareix en el medi després de 40 minuts.
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Aquests experiments van demostrar que la subunitat de la cadena B no és requerida pel procés
de polimeritzacid. La cadena C4BPf quan era expressada sola (sense o) era retinguda en les
cel-lules i degradada. Els nivells plasmatics de C4BP estan hormonalment regulats, augmenten
durant ’embaras i1 en dones que utilitzen anticonceptius orals. Els nivells fetals i dels recent
nascuts son de 5 1 20%, respectivament, dels nivells adults. C4BP esta classificada com un
reactant de fase aguda perque el seu nivell és elevat en plasma (per sobre del 400%) durant la
inflamacio i1 en termes generals després d’un trauma definit. A més, els nivells plasmatics de
les isoformes a les quals els manquen la cadena C4BPf incrementen en la resposta de fase

aguda més que els nivells de C4BP que si la contenen.

1.3.5.3.3. Funcions de C4BP en relacio a la seva estructura. Localitzacio dels

llocs d’unio per C4b i C3b

C4BP és un important inhibidor de les vies classica 1 de la lectina del complement.
Exerceix la seva funcio inhibidora controlant les reaccions mitjangades per C4b en diverses
vies. (Figura 3) [17]. En primer lloc, C4BP actua com a cofactor de Factor I en la inactivacid
proteolitica de C4b tant soluble com unit a la cellula, aixi com preveu la formacio i
reconstitucio de la convertasa C3 classica (C4bC2a). En segon lloc, C4BP preveu
I’assemblatge de la convertasa C3 unint-se a C4b naixent, i en tercer lloc, accelera la
segmentacié natural del complex C4bC2a. A més a més, C4BP sembla incapa¢ d’inhibir
I’assemblatge de la convertasa C3 alternativa i no redueix 1’activitat hemolitica de C3b unit a la
cel-lula a menys que estigui a una concentracié molt alta. Per tant, no pot substituir plenament
al Factor H, el qual és el major inhibidor de fase fluida de la via alternativa.

Tot 1 que cada cadena C4BPa ¢és capa¢ d’unir-se a una molécula de C4b, només 4
molecules de C4b poden unir-se simultaniament a C4BP a causa de I’impediment estéric.
Molts treballs recents han arribat a la conclusié que els tres CCPs més N-terminals son
necessaris i suficients per la unié de C4b. C4BP és I’unic inhibidor polimeric del complement
amb multiples llocs d’uni6 per als seus lligands. La naturalesa polimerica de C4BP fa que la
molécula sigui particularment eficient en la degradacido de C4b dipositat en les superficies
cel-lulars. Una molécula monomeérica composta de subunitats simples de C4BP han mostrat ser
menys efectives en la regulacio de la unié de C4b a la superficie cel-lular, proveint el concepte
que el polimer té propietats biologiques tniques.

Utilitzant modelatge computeritzat basat en homologia i mutageénesi de proteines recombinants
s’han localitzat llocs d’uni6 per diversos lligands de C4BP: factor C4b del complement,

heparina, proteina S anticoagulant depenent de vitamina K (PS) [21]. S’ha vist que cada
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molecula de C4BP pot unir-se a 4 molecules de C4b fortament 1 a 2 més addicionalment de
forma més debil.

El grup de Dahlbdck 1’any 2001 van localitzar el lloc d’unié de C4b en la interfase entre
CCP1 i CCP2 de la cadena a i van identificar un c/uster d’aminoacids de carrega positiva que
son importants per la unid. Aquesta regié també ¢€s important per la unié6 de C4BP a heparina,
Bortedella Pertussis, 1 proteines M de Streptococcus pyogenes [22]. Van determinar que C4b
requereix CCP1-3 de la cadena C4BPa per a la seva unié. La pérdua de la unié a C4b resulta
en la perdua de totes les funcions inhibidores de C4BP dins de la via classica del complement.
La unié a heparina requereix CCPs 1-3 de la cadena C4BPa, amb CCP2 essent el més
important, aixi com el cluster d’aminoacids carregats positivament implicats en la uni6é a C4b.
La interaccio entre C4BP 1 PS és de molt alta afinitat i mitjangada pel cluster d’aminoacids
hidrofobics exposats localitzats en CCP1 de la cadena C4BPf. A més, C4BP és capturada en la
superficie d’alguns patogens, els quals poden contribuir a la seva resisténcia 1 patogenicitat en
sérum. S’ha localitzat la interaccié de C4BP amb Neisseria gonorrhoeae, Bortedella pertussis,
Streptococcus pyogenes 1 Escherichia coli a diverses regions de la cadena a.

En els recents anys, algunes noves funcions han estat adscrites a C4BP, com és un
paper en I’eliminacio de cel-lules apoptotiques i la proteccié de cel-lules B de I’apoptosi. Fins
el moment no hi ha cap cas conegut de deficiencia de C4BP que pugui emetre més informacio
a les funcions de C4BP. L’unic pacient descrit amb baixos nivells de C4BP presentava

simptomes de la malaltia de Behcet. [17].

Figura 3. Estructura tridimensional
de C4BP huma. La cadena C4BPa
és la de color blanc i la cadena
C4BPp la de color groc, cadascuna
amb els seus dominis CCPs. El
cilindre central de color vermell és
el nucli i les fletxes assenyalen els
llocs d’uni6 dels diferents lligands.

Modificada de Blom A.M. et al [22].
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1.3.5.4. Factor H

L’activaci6 de la via alternativa és regulada de forma precisa 1 aixo és a causa de la
dissociacid espontania i els complexes enzimatics de vida mitja curta i de I’activitat reguladora
d’un nombre de proteines plasmatiques i proteines associades a cel-lules [18].

Dues proteines del serum, Factor H i1 Factor I, i dues proteines de membrana, CR1 i MCP, les
quals interaccionen amb C3b, juguen un paper important en la regulacié de la via alternativa.
Aquestes proteines inhibeixen la via alternativa per regulacid de la deposicio en la diana [18].
Excepte el Factor I, els gens que codifiquen diferents proteines RCA estan localitzades en el
brag llarg del cromosoma 1, en el locus anomenat RCA [18].

Una regulacié inadequada o extensiva de I’activacié del complement pot alterar les funcions
fisiologiques de les cel-lules normals 1 aixi contribuir a la induccid de la malaltia [18].

El Factor H és una glicoproteina plasmatica gran i abundant de 155 kDa. Es essencial
per mantenir I’homedstasi del complement i per restringir 1’accidé del complement sobre les
superficies activants. Mutacions en el gen que la codifica han estat associades al Sindrome
hemolitic-uraémic (HUS) 1 a la nefropatia hipocomplementémica cronica.

El Factor H regula I’activacié del complement en les propies cel-lules posseint tant
activitat de cofactor per al Factor I mitjancer de la divisio6 de C3b, com en [activitat
d’acceleracio de la divisio de la convertasa C3 de la via alternativa, C3bBb. El Factor H
protegeix les propies cel-lules de 1’activacié del complement perd no a bacteris/virus, ja que
s’uneix a glicosaminoglicans (GAGs) que son presents en cel-lules hoste perd no en superficies

de cel-lules patogenes [23, 24].

1.3.5.4.1. Estructura del gen CFH
CFH ¢és un membre dels reguladors RCA situat en el cromosoma 1q32 (Figura 4). CFH

compren 23 exons i introns de més de 94 kb de DNA. El primer ex6 codifica la regié 5’ no
traduida del mRNA 1 els 18 aa N-terminals que organitzen el peptid senyal. Cada SCR en el
Factor H és codificat per un ex6 simple excepte SCR2, que és codificat pels exons 3 1 4. L’ex6
10 no contribueix al transcrit del Factor H. Es utilitzat exclusivament en el transcrit alternatiu
que codifica per a la molécula FHL-1. L’ex6 10 codifica els ultims 4 aa (Ser-Phe-Leu-Thr) i la

regid 3’ no traduida de FHL-1 [25].
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SCR2 FHL-1 FH

Figura 4. Estructura de CFH, mostrant un diagrama del 23 exons i 2 escissions alternatives del gen CFH.

Modificada de Rodriguez de Cordoba [18].

1.3.5.4.2. Estructura del Factor H

El Factor H ¢és una glicoproteina de cadena polipeptidica senzilla de 155 kDa formada
per 20 unitats repetitives de 60 aa, anomenats SCR o CCP ordenats de forma continua. La
molecula del Factor H conté diferents llocs d’interaccio per C3b 1 polianions que defineixen els

diferents dominis funcionals a les zones N i1 C-terminals (Figura 5).
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Activitat cofactor Unid a la superficie
Activitat accelerant del Regulacié de la

deteriorament superficie cel-lular

Figura 5. Dominis funcionals del Factor H del complement. El Factor H té tres llocs d’unié a C3b, SCR1-4,
SCR12-14 and SCR19-20, respectivament. Modificada de Rodriguez de Cérdoba [18].

1.3.5.4.3. Expressio del Factor H. Factor H i proteines relacionades

El Factor H té unes funcions antiinflamatories i actua com a lligand per Proteina C-
reativa (CRP). Es produit constitutivament per el fetge [26, 27] i es troba en el plasma huma a
unes concentracions de 116-562 pg/ml [28]. La sintesi del Factor H també té lloc en una
amplia varietat de tipus cel-lulars, com sén les cellules epitelials del pigment retinal, els
limfocits de sang periférica, mioblasts, cel-lules de rabdomiosarcoma, fibroblasts, cel-lules
endotelials del cordé umbilical, cel-lules mesangials glomerulars, neurones, cél-lules glia, etc
[29, 30 1 31]. La produccio extrahepatica de Factor H ¢€s interpretat com un mecanisme per
incrementar les concentracions locals, que podrien ser una avantatge per a la proteccio de les

cel-lules hoste de 1’activacio del complement en llocs d’infeccio o inflamacio.
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Tres llocs d’unié a C3b han estat identificats; en els SCR1-4, SRC12-14 1 SCR19-20.
També s’han identificat tres llocs de polianions per heparina 1 alguns glicosaminoglicans en el
SCR7, 13, 191 20. El lloc d’unié de 3Cb en el SCR1-4 és I'unic lloc essencial per a I’activitat
cofactor del Factor I per part del Factor H. Similarment, el lloc d’unié de C3b/polianions
localitzat dins de SRC19-20 és el lloc més important per prevenir ’activacid de la via
alternativa en les cel-lules hostes. En la Figura 5 es mostren els llocs critics per 1’activitat
acceleradora de la degradacid i per la regulacié de la superficie cel-lular en les regions N i C-
terminals. A més, hi ha altres dominis en el Factor H que interaccionen amb proteines
plasmatiques o amb microorganismes 1 que son interessants a causa del seu potencial rellevant
en la patologia. En aquest aspecte, s’ha vist que el Factor H s’uneix a CRP 1 pot ajudar a
contrarestar 1 inhibir I’activacié de la via alternativa depenent de CRP induida per dany tissular
[32, 33]. Els llocs d’uni6 d’heparina (Hep) 1 CRP sén llocs solapats en els quals un substrat
inhibeix la unié d’altres [34].

El Factor H té dos dominis funcionals importants que estan localitzats als fragments
terminals de la proteina. El fragment N-terminal és un regulador essencial de fase fluida de la
via alternativa. Amb el domini C-terminal i SCR7, el Factor H s’uneix a la superficies de
cel-lules 1 teixits 1 aixi fa de mitjancer del seu paper protector, exercint també aquesta funcié en
la superficie de les cel-lules hostes.

En plasma huma hi ha 6 proteines que estan estructuralment relacionades i reaccionen
de forma immunologicament creuada amb el Factor H. FHL-1 és el producte d’escissio del gen
que codifica pel Factor H (CFH) [27, 35, 25, 36, 37]. A més a més, 5 proteines relacionades
amb el Factor H son codificades per els segiients 5 gens CFHR1, CFHR2, CFHR3, CFHR4 i
CFHRS lligats estretament a CFH [38, 39, 40 1 41]. Aquestes proteines sén probablement
també sintetitzades al fetge, pero les seves concentracions son més baixes que les del Factor H.
Les propietats funcionals de CFHRI1, -2, -3, -4 i -5 no estan plenament definides. Totes elles
estan formades per SCRs amb diferents nivells d’identitat amb els SCRs del Factor H [41, 42,
43, 44].

Els nivells de Factor H en el plasma huma varien ampliament (116-562 pg/ml) en la
poblaci6. Aquesta variacio €s resultat dels efectes combinats dels factors genétics i ambientals.
S’ha vist que els nivells plasmatics de Factor H mostren un increment depenent de 1’edat i sén

disminuits en fumadors.
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1.3.5.4.4. Regulacio del complement pel Factor H

L’activitat reguladora de superficie del Factor H es basa en la seva habilitat per
discriminar entre estructures propies no activants i estructures activadores estranyes. El Factor
H regula el complement tant en la fase fluida com en les superficies cel-lulars.

En efecte, el Factor H, en la fase fluida, limita els efectes de la deposicio de C3 en
inactivar fortament les molecules de C3b lliures de la via alternativa.

La regulaci6 de la convertasa C3 (C3bBb) té lloc a multiples nivells i impliquen tant la
inhibicio de I’assemblatge com la dissociacid de la convertasa formada i funcional. El Factor H
accelera la descomposicio de la convertasa C3 per desplagament de la unitat Bb 1 actua com un
dels cofactors del Factor I per degradar C3b [45, 46 1 47]. No obstant, mentre el Factor H
s’uneix 1 inactiva rapidament C3b en la fase fluida, la inactivacié de C3b unit a la superficie és
depenent de la composicié quimica de la superficie en la qual esta unit aquest. En preséncia de
polianions com son acids sialics, glicosaminoglicans o polisacarids sulfatats (heparines),
I’afinitat del Factor H per C3b unit a superficies incrementa com a conseqiiencia del
reconeixement simultani tant de les molecules polianioniques com del C3b unit per la mateixa
molecula de Factor H [48, 49 1 50].

En microorganismes en els quals manquen aquests elements reguladors, 1’amplificacid té lloc
amb una convertasa C3 eficient i el patogen potencial €s rapidament cobert amb molécules C3b
les quals son lligands de receptors en cel-lules fagocitiques o participen en la formacié del

complex d’atac de membrana C5b9.

1.3.5.4.5. Malalties associades al Factor H

Hi ha evidéncies recents en la genética del Factor H que associen variants genétiques
diferents del Factor H amb malalties renals i oculars. Les dades disponibles mostren una
remarcable correlacid genotip-fenotip entre CFH [18] 1 aquestes condicions, suggerint que,
malgrat el lligam comu implicant la desregulaci6 del complement, hi ha diferents alteracions en
el Factor H que sén essencials en la patogenia d’aquests desordres. Actualment es coneix que
mutacions o polimorfismes que alteren el lloc d’unié6 de C3b/polianions localitzat a la regio
C3-terminal del Factor H estan associades fortament amb Sindrome Uraemic hemolitic atipic
(aHUS, atypical haemolitic uraemic syndrome). Especificament, aquestes mutacions afecten la
capacitat del Factor H de protegir les cel-lules hostes. Com a conseqiiencia, aHUS esta
emergent com un paradigma de la malaltia resultant de la proteccio ineficient de les superficies

cel-lulars de I’hoste de 1’activacio del complement.
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Per altra banda, mutacions que pertorben les activitats plasmatiques del Factor H per tal
que falli en el control de I’activacié del complement resulten en una activacid massiva de C3
que causa Glomerulonefritis Membranoproliferativa de tipus II (MPGN2), que és una malaltia
rara caracteritzada per diposits densos del complement dins la membrana basal de la paret
capil-lar glomerular. MPGN2 ha estat descrita en pacients als quals els manca el Factor H en
plasma 1 pacients que son positius per autoanticossos contra I’amplificacié de la convertasa. En
ambdos casos, hi ha una activacid permanent de la convertasa C3 i la descomposicid
permanent de C3.

Finalment AMD, ¢s una malaltia rara caracteritzada per una anémia hemolitica
microangiopatica, trombocitopenia i una fallida renal aguda. L’edat dels rangs d’aparicié van
des del periode neonatal al periode adult. També €s una de les majors causes d’invalidesa
visual en la vellesa dels paisos desenvolupats, estan associats amb mutacions o polimorfismes
en el gen CFH. Aquests estudis 1 la generacié de models animals per les diferents malalties
associades a variants genetiques del Factor H, ens guiarien en el desenvolupament futur de

terapies efectives per aHUS, MPGN2 i AMD.
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1.4. TIPUS CEL-LULARS QUE INTERVENEN EN LA RESPOSTA

IMMUNE-INFLAMATORIA
1.4.1. CEL-LULES ENDOTELIALS

En les ultimes décades s’ha produit un augment del coneixement de la cel-lula
endotelial 1 de la seva funcié durant el procés inflamatori. Abans, 1’endoteli era considerat com
una simple barrera fisica que separava la sang dels teixits subjacents. A pesar que la seva
estructura és aparentment senzilla, actualment se sap que €s un organ altament especialitzat 1
metabolicament molt actiu; ocupa un paper molt important no només en el manteniment del to
1 de la permeabilitat vascular sind també en el trafic dels leucocits i en la modulacié de
I'homeostasi i la trombosi. En condicions normals existeix un equilibri entre les accions dels
diferents factors endotelials [51]. En determinades situacions, aquest desequilibri homeostatic
pot veure’s alterat donant lloc a la disfuncié endotelial.

Les cel-lules endotelials son cel-lules polaritzades, amb un domini apical en contacte
amb la sang i un domini distal basal en contacte amb el subendoteli. Formen complexes unions
intercel-lulars 1 sintetitzen components de la matriu tissular que ajuden a mantenir ’estabilitat i
integritat de la paret vascular, com la fibronectina, i components de la lamina basal, com
proteoglicans, heparan sulfat, laminina, nidogen i col-lagen.

L’endoteli regula nombroses funcions vasculars a través de les seves accions endocrina,
paracrina 1 autocrina. A més, la cel-lula endotelial participa en totes les fases de la inflamacio
aguda o cronica; produeix mediadors de la vasodilatacid com oxid nitric 1 prostaciclina 1
expressa molecules d’adhesid que faciliten 1’adheréncia i transmigracié dels leucocits. A més,

produeixen el vasoconstrictor més potent que es coneix, I’Endotelina 1.

1.4.1.1. Funcions de I'endoteli vascular

L’endoteli participa en el reclutament leucocitari durant el procés inflamatori, no
obstant les cel-lules endotelials activades també controlen la immunitat innata, la immunitat
adquirida, regulen els processos de coagulacié sanguinia, la fibrinolisi natural, el to vasomotor
1 'intercanvi proteic. A més posseeixen una habilitat natural per reparar defectes intimals i s6n

I’element necessari per I’angiogeénesi.
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1.4.1.1.1. Immunitat innata

La principal funcié de la immunitat innata és el reconeixement de PAMPs (pathogen
associated microbial patterns) a través de receptors de superficie, com els TLRs (Toll like
receptors). Els TLRs desencadenen una via de transduccié de senyals que dona lloc a
I’expressio de gens proinflamatoris, quimiotaxi de leucocits, fagocitosi, citotoxicitat 1
I’activaci6é d’una resposta immune adaptativa [52]. Diferents estudis han demostrat I’expressio

de TLRs en cél-lules endotelials entre ells TLR2, TLR3, TLR4, TLRS, TLR7 i TLRS8 [53].

1.4.1.1.2. Immunitat adquirida

Les cel-lules endotelials expressen molécules MHC-I i MHC-II i poden processar
I’antigen 1 actuar com a APC. L’endoteli expressa a més, molecules accessories com CD8O0,
CD86, ICOS-L, PDL-1, PDL-2 (programmed death ligand), LFA-3, CD134L i CD40 [54], i
per tant, a través de la seva interaccidé amb els leucocits i les plaquetes, les cel-lules endotelials

poden modular directament la immunitat adaptativa.

1.4.1.1.3. Coagulacio

En condicions basals, I’endoteli confereix un estat de defensa antiinflamatori 1
anticoagulant, i esta implicada la proteina C (PC). En el procés d’activacié de la PC intervenen
la trombomodulina (THBD) i el receptor de proteina C (EPCR). Aquestes dues proteines
formen un complex en la superficie de la cellula endotelial que captura la PC generant la
forma activa de la proteina. THBD i EPCR s’expressen de manera abundant en la superficie de

la cel-lules endotelials mentre que PC és sintetitzada al fetge i circula sistémicament [55].

1.4.1.1.4. Angiogénesi

L’angiogenesi €s un component essencial d’inflamacié aguda 1 cronica i constitueix un
altre nexe d’unid entre immunitat i cel-lula endotelial. L angiogenesi consisteix en la capacitat
especial de crear noves estructures vasculars a partir d’altres preexistents, amb la finalitat de
millorar la perfusio d’organs 1 teixits isquemics.

En la primera fase de la inflamacid tenen lloc canvis funcionals en les cel-lules
endotelials que ocasionen un increment en la permeabilitat vascular, I’activacié i diapedesi de
cel-lules immunes a través de la vasculatura. Posteriorment es desencadenen canvis estructurals
en ’endoteli que impliquen la remodelacié de capil-lars i venes, donant lloc a modificacions
estructurals sense formacié de nous vasos sanguinis [56]. A mida que el procés inflamatori

avanca, els vasos sanguinis s’expandeixen per aportar suficients nutrients per sostenir
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I’acumulacio de cel-lules immunes activades en el teixit afectat. En la fase cronica de la
inflamacid, els macrofags 1 limfocits infiltrats produeixen factors de creixement de les cel-lules
endotelials [57], té lloc una reparacio continua del teixit danyat i els vasos sanguinis formats de

nou esdevenen permanents [58].

1.4.1.1.5. Mecanisme d’inflamacio

L’esdeveniment inicial en la inflamacié aguda és la vasodilatacié amb el subsegiient
augment de la permeabilitat vascular 1 ’exsudacié de neutrofils. Encara que els mediadors de
la vasodilatacié poden sorgir del plasma, els leucocits o les plaquetes, I’endoteli com a organ
regulador del to vascular contribueix en aquest procés.

La cel'lula endotelial, per la seva ubicacid entre la sang i els teixits, ocupa un paper
crucial en la resposta inflamatoria en controlar I’ingrés de mediadors 1 de cel-lules
inflamatories als llocs de la inflamaci6. Aquestes funcions son regulades per canvis en les
propietats adhesives de les cel-lules. En repos, la cel-lula endotelial és molt adherent a la
lamina basal subjacent del teixit connectiu com col-lagen, laminina i proteoglicans. Aquesta
adherencia és depenent de les integrines. La seva unid lateral és més complexa, pero les
caderines ocupen un paper important en el procés inicial.

En la inflamacio, ’endoteli emet senyals perque tingui lloc la migracid extravascular
dels leucocits. En condicions normals, aquests tenen un contacte fortuit amb les cel-lules
endotelials, perd quan els teixits es deterioren per infeccions, injuries traumatiques o d’altra
indole, les seves c¢l-lules alliberen citoquines proinflamatories (IL-1 1 TNF) i amines
vasoactives que ocasionen grans canvis en les cél-lules endotelials dels vasos sanguinis
contigus. Aquestes substancies incrementen el flux sanguini tissular i modifiquen Ia
permeabilitat endotelial causant eritema i edema local. Les citoquines modifiquen les propietats
adhesives de la cel-lula endotelial, el que permet la migracié dels leucocits al lloc de la lesio.
Les interaccions leucocit-endoteli s’inicien amb el desplagament dels leucocits cap a la
periféria de les venules postcapillars, on interaccionen de forma deébil amb les cel-lules
endotelials. Aquesta fase inicial es produeix per la interaccid entre molécules d’adhesid de la
familia de les selectines 1 els seus lligands. Aquesta interaccid fa que els leucocits presentin un
moviment de rotacid al llarg de la paret de les vénules, que es denomina rolling o rodament. En
una segona fase es pot produir 1’activacio dels leucocits per 1’accid de diferents mediadors
proinflamatoris, factors quimiotactics i quimioquines. Aquesta estimulacid dels leucocits fa
que un tipus de molecules d’adhesié leucocitaria, les integrines, que es troben habitualment

inactives en la superficie del leucocit, passin a la seva forma activa. Una vegada activats els
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leucocits, tindra lloc I’adhesio ferma d’aquests a 1’endoteli mitjangant la unié de les integrines
a molecules de la superfamilia de les immunoglobulines. El pas final d’aquesta seqiiencia es
produeix quan els leucocits adherits migren cap a ’espai intersticial a través de les unions
existents entre les cel-lules endotelials. Aquest fenomen de migracié transendotelial dels
leucocits €s fonamental per al desenvolupament de la resposta inflamatoria.

Aquests esdeveniments tenen lloc en seqiiencia, per mitja d’una serie de molecules que

discutirem a continuacio.

Molécules d’adhesio endotelials i leucocitaries

Es coneixen dos mecanismes pels quals les cel-lules es comuniquen entre si per a assolir
una bona resposta immune: les citoquines i les molecules d’adhesid. La seva funcié coordinada
¢s necessaria, doncs algunes citoquines indueixen i regulen les molecules d’adhesio.

Les molecules d’adhesio son proteines de superficie cel-lular que participen en la unio6
de cél-lules, normalment entre leucocits, unio a cél-lules endotelials o a la matriu extracel-lular,
facilitant les interaccions cel-lulars i la migracié d’elles pels diferents teixits i transdueixen
senyals reguladors de la transcripcié després de la interaccié amb els seus lligands.

Les interaccions 1 respostes que s’inicien per la unié d’aquestes molecules amb els seus
receptors lligands son essencials en processos d’inflamacio i1 reaccions immunes, fenomens
transcendentals en la defensa de I’organisme. Juguen un paper important en I’embriogénesi, el
creixement cel-lular i la diferenciacio, en la defensa de I’hoste i en el manteniment de la
integritat vascular 1 epitelial. Els principals grups de molecules son: les selectines, la familia de
les integrines, la superfamilia de les inmunoglobulines, proteines de la matriu extracel-lular i

les caderines.

a) Selectines

Sén molecules d’adhesid de baixa forca, dependents de calci, que fan de mitjancers en
el primer pas en ’adhesid dels leucocits en els llocs d’inflamacié o d’injuria 1 faciliten el
rodament dels leucocits sobre la superficie endotelial de les plaquetes o d’altres leucocits
responsables del rodament leucocitari. La seva funcié esta restringida exclusivament a nivell
del sistema vascular (leucocits, plaquetes i endoteli). El prefix fa referéncia al lloc on van ser
identificades inicialment (leucocits, endoteli i plaquetes, respectivament). La familia de les
selectines pot expressar-se com molecules de superficie (E- 1 L- selectines), poden ser

emmagatzemades als granuls a de les plaquetes o als cossos de Weibel-Palade de les cel-lules
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endotelials (P-SELECTINA), o actuar com a molecules solubles (L-SELECTINA). Les

principals caracteristiques d’aquestes selectines es descriuen a la Taula 4 [59].

b) Integrines

Son glicoproteines de membrana que s’expressen en gairebé totes les cel-lules
nucleades, principalment limfocits T no activats i monocits. Tenen un paper important en molts
processos biologics, incloent I’organogenesi, la modificacié de teixits, la trombosi i la migracid
dels leucocits. Son els principals receptors que intervenen en les interaccions d’alta for¢a amb
altres cel-lules 1 amb la matriu extracel-lular. Les principals caracteristiques d’aquestes
integrines es descriuen a la Taula 4 [60, 61].

De totes les integrines existents, les integrines B2 (CDI11/CDI18) s’expressen
exclusivament en els leucocits 1 son critiques en la migracié d’aquests leucocits als llocs

d’inflamaci6. Son importants en 1’adhesio de leucocits a altres cél-lules 1 a ’endoteli vascular.

¢) Superfamilia de las immunoglobulines

S’anomenen aixi per la seva estructura similar a la de les immunoglobulines; sén
fonamentals en 1’adhesié dels leucocits amb els seus principals receptors, les integrines. Aquest
grup compren un gran nombre de molecules importants en la resposta immune 1 inflamatoria 1
en el desenvolupament embriogenic i1 del sistema nervios; algunes participen directament en el
reconeixement de I’antigen i unes altres son les molecules del MHC. Els membres d’aquesta
familia son crucials en 1’adheréncia cel-lular, els més coneguts son: ICAM-1, ICAM-2, ICAM-
3, VCAM-1 i el PECAM-1 que tenen un paper important en 1’adhesié entre la cel-lula
endotelial 1 els leucocits. Les principals caracteristiques d’aquestes immunoglobulines es

descriuen a la Taula 4 [62, 63, 64].

1.4.1.1.5.1. Relacio de la inflamacid i les molécules d’adhesio

La seqiiencia d’esdeveniments pels quals els leucocits s’adhereixen a ’endoteli és la
segiient: la cel-lula endotelial rapidament respon als mediadors inflamatoris i en conseqiiéncia
la P-selectina migra del seu emmagatzematge intern a la superficie cel-lular; per tant, la
primera fase de rodament sembla ser depenent de les interaccions de la P- i E- selectines amb
lligands de carbohidrats en els leucocits. A més, el lligand per a la L-selectina s’indueix en la
superficie endotelial ocasionant major estancament dels leucocits. Aquest fenomen de
rodament ocasiona canvis en la conformacio de les integrines, el que afavoreix la unié d’alta

afinitat amb els seus lligands respectius. L’adhesio ferma és facilitada per la interaccid entre
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VLA-4 1 VCAM-1 i LFA-1 1 ICAM-1. La diapedesi i la transmigracié depenen d’un gradient
quimioatraient i de 1’activaci6 de PECAM-1, localitzat en les unions intercel-lulars. També els
monocits activats tenen la capacitat d’adherir-se a ’endoteli inactiu mitjancant I’accié de la
proteina-1 quimioatraient de monocits (MCP-1) per la regulacié en 1’expressio de les integrines
independent de I’expressid de les selectines. Les terapies actuals 1 futures dirigides a inhibir
aquestes interaccions adhesives poden ser tutils per a suprimir el desenvolupament de la placa
ateromatosa, limitar la seva activacio o atenuar la resposta trombotica que acompanya la seva
activacid; també son d’utilitat en el tractament d’algunes malalties autoimmunes (Figura 6).

[65]
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Figura 6. Procés seqiiencial i molécules d’adhesio implicades en les interaccions leucocit-endoteli. Modificada de

von Andrian, U.H [61].

Les principals molécules d’adhesié endotelials i leucocitaries i les seves funcions en el

procés de la inflamacio es descriuen en la Taula 4.
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TAULA 4. Molécules d'adhesi6 endotelials i leucocitaries

Nom
Tipus Distribucio Lligand Regulacio Funcié
alternatiu
Selectines
Sialil Lewis X (CD15s)
. Sialil Lewis A, L-selectina | Expressié augmentada per IL-1,
E-selectina o .
(CD62-E) ELAM-1 Endoteli activat LFA-1, CD66, ESL-1 TNF-a, IFN-y, IL-4, substancia | Rodament
CLA (antigen cutani P, LPS
leucocitari)
LECAM-I, E-selectina, P-selectina
L-selectina . GlyCAM (PNAd), CD34 | S'augmenta rapidament després
Leu-8 Leucocits en repos o Rodament
(CDh62-L) MAdJCAM-1, PSGL-1 Sialil de l'activacié
Mel-14Ag Lewis X
Plaquetes activades, Sialil Lewis X (CD15s) Expressié augmentada
P-selectina GMP-140, o ) per trombina, histamina, PAF,
endoteli activat Lewis X (CD15), PSGL-1 Rodament
(CD62-P) PADGEM) C5a, LPS, ROIs
L-selectina, PNAd
Integrines
PAF, IL-3, 5,6 Adhesio
LFA-1 CD11a/CD18 Tots els leucocits ICAM-1, 2 i 3 E-selectina
GM-CSF Migracid
MAC-1 CD11b/CD18, | Monocits, granulocits, limf. | C3bi, ICAM-1, CD23 Factor PAF,IL-3,5,6 Adhesio
CR3 grans granulars X, fibrindgeno GM-CSF, LTB4 Migracid
CDI1¢/CDIS, Monocits, granulocits, limf. PAF, IL-3, 5, 6 Adhesio
p150,95 CR4 grans granulars, plaquetes i C3bi, fibrinogen, CD23
alguns Limf. B GM-CSF, LTB4 Migracid
Limfocits, monocits, Els antigens Adhesio
CD49d/CD29,
VLA-4 endoteli, basofils, Fibronectina, VCAM-1
LPAM-1 . augmenten la seva activitat
mastocits, fibroblasts
Alguns Limf. T de Rodament
MadCAM-1, VCAM-1,
a4b7 CD49f/CD104 memoria, eosinofils, . . —
Fibronectina Adhesio
basofils, endoteli
Superfamilia de les Immunoglobulines
Endoteli, fibroblasts LFA-1, Mac-1 Expressio constitutiva; Adhesio
epiteli, monocits CD43 (leucosialina) augmenta por IL-1, TNF-a Migracid
ICAM-1 CD54
limfocits, cél. dendritiques IFN-y, LPS.
condrocits Disminueix per IL-6
Endoteli, limfocits Adhesio
ICAM-2 CD102 LFA-1 Expressio constitutiva
monocits, plaquetes Migracid
Endoteli, monocits Augmenta I'expressio
ceél-lules dendritiques per IL-1, TNF-o,IL-4 Adhesio
VCAM-1 CD106 VLA-4, a4b7, LPAM-1
fibroblasts, estroma IL-13, LPS Migracio
medul-la ossia
PECAM-1, Endoteli, plaquetes ) Té formes molt Adhesio
CD31 CD31, Heparina, aVb3
EndoCAM leucocits, mascul polimorfiques Migracio
Endoteli de mucoses, LPAM-1 (a4b7) Expressio augmentada per Adhesio
MadCAM-1 —_ veénules de lamina propia L-selectina IL-1, TNF-0, IFN-y Migracid
i plaques de Peyer, melsa
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1.4.2 CEL-LULES IMMUNES
1.4.2.1 Limfocits

Els limfocits sén les cel-lules responsables de les respostes immunitaries. Es
desenvolupen a partir de progenitors limfoides immadurs i es divideixen en dos grans grups,
limfocits B 1 limfocits T, segons si aquests progenitors limfoides maduren a la medul-la ossia
(B) o en el timus (T), respectivament. Els limfocits B son especialitzats en la produccio
d’anticossos. Els limfocits T son responsables de les respostes immunes intervingudes per
cel-lules, aixi com de funcions de cooperacido perquée es desenvolupin totes les formes de
respostes immunes, incloses les respostes d’anticossos pels limfocits B. Classicament es venen
distingint dos tipus de limfocits, tipus 1 o Thl 1 tipus 2 o Th2, que es diferencien per les seves
caracteristiques funcionals i el perfil de citoquines que produeixen. Les subpoblacions de
limfocits es poden diferenciar pel que, genericament, es denominen antigens de diferenciacio
de leucocits humans 1 es designen com CD (cluster de diferenciacid; el terme cluster fa

referéncia al grup d’anticossos monoclonals que els detecten).
S’han descrit diversos subtipus de cel-lules T, cada un d’ells amb una funcié distintiva [66]:

« Limfocits T citotoxics (CTL) o limfocits CD8" encarregats de les funcions efectores de la
immunitat cel-lular, mitjancant la interaccidé amb un complex "péptid-MHC-I"; els CTL
reconeixen les cel-lules infectades pel patogen per al qual sén especifics o cel-lules
tumorals, 1 les destrueixen segregant una série de molecules (perforina, granzimes, FasL)

que activen l'apoptosi de la cel-lula diana.

o Limfocits T cooperadors o limfocits CD4" o helper T cells s’encarreguen d’iniciar la
cascada de la resposta immune coordinada mitjangant la interacci6 amb un complex
"peéptid-MHC-II". Quan s’activen, els limfocits CD4" s’especialitzen, diferenciant-se al seu

torn en limfocits efectors, que es distingeixen pel tipus de citoquines que produeixen:

e Thl, indueixen activacié de la immunitat cel-lular o citotoxica, per a protegir
I’organisme front a virus o altres patogens intracel-lulars. Aquesta resposta esta
definida fonamentalment per la produccié de IFN-y, IL-2 i TNF-a i ’activacié de
macrofags.

e Th2, que roman sobretot en els teixits limfoides i col-labora en I’activacio dels

limfocits B; segreguen principalment IL-4 (que estimula la secrecid d’IgE, que al
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seu torn activa els mastocits) 1 IL-5 (que activa els eosinofils); els Th2 sén
importants en les reaccions al-lérgiques i en la defensa davant parasits 1 potencien la
produccid d’anticossos per fer front als patogens tissulars.

e Th17, denominats aixi perque segreguen IL-17, a més d’IL-22; sén els principals
mitjancers en algunes reaccions al-lérgiques, 1 semblen estar implicats en el
desenvolupament de malalties com I’esclerosi multiple, 1’artritis reumatoide 1 la
malaltia inflamatoria intestinal.

La diferenciacié en Thl, Th2 o Th17 no és a I’atzar, sind que depén dels estimuls que

rebi el limfocit T4 verge quan contacti amb un antigen estrany.

e Limfocits T de memoria son cél-lules que es generen després de I’activacid dels limfocits
T, per exposicid a un antigen estrany. Tenen vida llarga, sén funcionalment inactius, i
poden circular durant mesos o anys, preparats per respondre a noves exposicions al mateix

microbi.

o Limfocits T reguladors (cél'lules Treg), anteriorment coneguts com a c¢l-lules T
supressores. La seva funcid principal €s eliminar la immunitat mitjangada per cel-lules al
final de la reaccié immune 1 eliminar cel-lules T autoreactives que van escapar del procés

de seleccid negativa en el timus.

e Cél'lules T natural killers (NK) son un tipus especial de limfocits, situats entre la resposta
immune adaptativa i la resposta immune innata. Provenen del mateix precursor

hematopoctic que la resta dels limfocits T, perd no expressen el TCR.

Durant el seu desenvolupament, €s necessari que la cél-lula NK reconegui amb els seus
receptors inhibidors el MHC-I per convertir-se en cel-lula assassina. L’expressio dels receptors
inhibidors és a 1’atzar, de manera que s’expressen en abseéncia de lligand. A més, les cel-lules
NK son "anérgiques", és a dir, no sén funcionals en abséncia d’activacio. Una vegada
activades, aquestes cel-lules poden realitzar funcions relacionades tant amb els limfocits T4
com amb els T8: produccid de citoquines i alliberament de molécules citolitiques capaces de
destruir la cel-lula diana. Les cél-lules NK, per tant, destruiran totes aquelles cel-lules que
manquin de molecules MHC-I, ja que aquestes son cel'lules que s’identifiquen com

potencialment nocives: infectades o tumorals.
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e Cél'lules T gamma/delta. Son un petit grup de cel-lules T que tenen un TCR especific a la
seva superficie. La major part dels limfocits tenen un TCR compost per dues cadenes
glucoproteiques denominades o i1 . Tanmateix, a les cel-lules yd, el TCR esta format per
una cadena y i una cadena o . Aquest grup de limfocits és molt poc freqiient (5% del total),
perd sén abundants en la mucosa de I’intenti, formant part d’una poblacié de limfocits
denominada limfocits intraepitelials. Els antigens que activen aquests limfocits son
desconeguts. Tanmateix, els limfocits no presenten restricci6 MHC, i sembla que
reconeixen proteines completes en lloc de peptids, encara que alguns reconeixen molecules

MHC-IB [66].

1.4.2.2 Cél-lules dendritiques

La resposta immune resulta de la interaccio entre la immunitat innata inespecifica 1 la
immunitat adaptativa antigen especifica. Cél-lules i molecules de la immunitat innata utilitzen
vies de reconeixement no clonals com lectines i receptors de tipus toll (TLR). En canvi, el
sistema immune adaptatiu, limfocits T 1 B utilitzen receptors clonals que reconeixen antigens
de manera altament especifica. Entre la immunitat innata 1 ’adaptativa existeix un nexe d’unid
organitzador que transfereix la informacio des de I’exterior fins a la immunitat adaptativa.
Aquest nexe son les cél-lules dendritiques (CDs), una poblacié heterogenia de cel-lules
immunocompetents que s’han especialitzat en la captura, processament i presentacid d’antigens
als limfocits T per induir immunitat o tolerancia [67].

Les CDs constitueixen al voltant d’un 1 % de les cél-lules limfoides. Tot i que diversos
tipus cel-lulars expressen les molecules de MHC de classe I 1 II necessaries per a la presentacio
d’antigen, les CDs apareixen per ser I’inic tipus cel-lular que pot activar eficientment, o
preparar (priming), les cel-lules T naive [68, 69]. Tenen un paper crucial en la inducci6 o
regulaci6 de la resposta immune [70], i sén considerades unes de les cellules
immunoreguladores més potents descobertes. Expressen alts nivells de MHC-1 1 MHC-II,
molécules coestimuladores, com CD40, CD80 i CD86, requerides per a 1’activacio de cel-lules
T, 1 produeixen una varietat de citoquines que inclouen IL-1, IL-12, IL-18, IFN-y i TNF-a, que
estimulen una resposta de tipus Thl i per tant de tipus cel-lular [68], aixi com IL-4 i IL-10 que
indueixen una resposta de tipus Th2 iniciant la resposta mitjangada per limfocits B [71, 72].
Provoquen una potent resposta al-logénica [73], (100 vegades superior a altres APC) 1
expressen de 10 a 100 vegades nivells més alts de MHC respecte mondcits o limfocits B.
Tenen la propietat de generar una forta resposta T amb un nombre baix de CDs i baixes

concentracions d’antigen, tant de cél-lules quiescents, memoria i naive [74]. A més poden
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induir tolerancia [75], delecid de cellules T autoreactives, timocits 1 anérgia en cel-lules T
madures [76].

Les CDs van ser descobertes per primera vegada per Langerhans en 1’epidermis a finals
del segle XIX (cel-lules de Langerhans), posteriorment, van ser R.M. Steinman i Z.A. Chon qui
al 1973 les van descriure 1 localitzar en diferents teixits, denominant-les en general cel-lules
dendritiques [77]. El coneixement del paper de les CDs en les respostes immunes ha suposat un
llarg cami des que Steinmann 1 els seus col-laboradors les van descriure. La extensa recerca
durant aquest periode ha permes adquirir un bon coneixement de la complexitat del sistema de
les CDs i el seu paper crucial en la immunitat. També ha permes clarificar com interaccionen
els diferents subtipus de CDs i s’autoregulen i com les poblacions de CDs afecten la funcid
d’altres cel-lules del sistema immunitari. En I’actualitat es comenga a congeixer el paper de les
CDs, no només com a APCs, sind com a reguladores en la reparacid de teixits, en el rebuig a
trasplantaments 1 en la iniciacid 1 manteniment de la resposta inflamatoria. La millora del
coneixement del seu paper en les respostes immunes ha guiat cap a la idea que la modulacié de
les funcions de les CDs, per exemple, per agents farmacologics podria ser utilitzat com una
aproximaci6 terapeutica potent en algunes condiciones patologiques. L’actual aplicabilitat 1 el
potencial terapeutic de totes aquestes aproximacions han de ser demostrades. No obstant,
models animals de malalties humanes han aportat molta ajuda en I’avaluacié de CDs
manipulades com un nou tractament en malalties com cancer, autoimmunitat o asma. Resultats
antitumorals prometedors en ratolins utilitzant CDs com adjuvants naturals van potenciar el seu
us en humans [78]. Alguns assajos han estat publicats, en els quals s’ha destacat la seva

seguretat d’us 1 respostes cliniques evidents 1 esperangadores [79].

1.4.2.2.1. Origen i classificacio de les cél-lules dendritiques

Les CDs constitueixen una rara i heterogénia poblacid fenotipicament diferent dels
macrofags (CD14"). S’originen en els progenitors del moll d’os [80] i estan caracteritzades per
la seva caracteristica morfologia dendritica, tenen amplies extensions citoplasmatiques, baixa
densitat i I’habilitat de presentar antigens a les cel-lules T.

Inicialment es van caracteritzar CDs hematopoctiques, després CDs madures que
provenien de sang periférica (PBMC, Peripheral Blood Mononuclear Cells), que proveia d’una
font de CDs per al seu Us clinic. En I’actualitat existeixen un gran nombre de fonts de CDs amb
caracteristiques heterogénies i amb diferéncies substancials entre els diferents subtipus, tant
humans com murins [81] i distingim diferents subtipus de CDs que difereixen entre si tant en la

via de diferenciacid 1 d’activacié com en algunes de les seves funcions especifiques i perfils
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migratoris [82]. Tots els subtipus de CDs sén capacos de captar, processar i presentar 1’antigen
actuant com potents estimuladors dels limfocits T 1 B, o com a inductores de respostes de
tolerancia, per la qual cosa sén considerades les sentinelles del sistema immunitari [70, 83].
Alguns investigadors atribueixen les caracteristiques de les CDs d’acord al seu llinatge. No
obstant altres investigadors les han classificades d’acord a I’ambient en el qual es troben.

Es localitzen en els fol-licles de quasi tots els organs com CDs intersticials, en organs
no limfoides com epitelis, en forma de cel-lules de Langerhans, en la sang com CDs de sang
periferica, en arees riques en limfocits T d’organs limfoides secundaris com CDs interdigitants,
en la medulla timica com CDs timiques 1 en els follicles dels limfocits B dels organs
limfoides secundaris com CDs de centres germinals o CDs fol-liculars [84]. Recentment, hi ha
hagut una evidéncia creixent que les CDs es poden originar tant de precursors mieloides (CDs
tipus 1) com limfoides (CDs tipus 2), essent aquest ultim resident tipicament en el timus, on
apareixen per tenir funcions immunoreguladores [77].

Tots els subtipus de CDs, com totes les cel-lules sanguinies, deriven de cel-lules mare
hematopoctiques (HSC, hematopoyetic stem cells). Les HSC es regeneren a si mateixes en la
medul-la oOssia 1 poden diferenciar-se en precursors hematopoctics mieloides, limfoides i
eritroides. Els dos subtipus de CDs son: les CDs mieloides (CDmi) procedents del llinatge
mieloide 1 les CDs plasmacitoides (CDp), d’origen limfoide [71]. Aquests dos subtipus de CDs
presenten diferent distribucid tissular, produccié de citoquines i necessitats de creixement [86].
Les CDmi so6n formades a partir de precursors mieloides CD11c’, expressen els marcadors
mieloides CD13" i CD33" i requereixen del factor estimulador de granulocits (GM-CSF) per
sobreviure [86], mentre que les CDp s’originen a partir de progenitors limfoides CD11c¢” en els
organs limfoides [71], expressen el receptor de la cadena a de IL-3 (CD123), i a diferéncia de
les CDs mieloides, requereixen IL-3 per no de GM-CSF per sobreviure [87].

Dins del llinatge mieloide existeixen dues vies de desenvolupament a partir de
progenitors CD34", una via origina CDs derivades de monocits conegudes també com CDs
CD14%™CD1a" i I’altre via es caracteritza per ser CD14™#CDla’. Les CD14" humanes també
poden ser generades a partir de monocits de sang periferica, aquest és el meétode per generar
CDs per a estudis in vitro i per protocols d’immunoterapia dirigits contra el cancer i altres
malalties [88 i1 89]. Finalment CDs d’origen plasmacitoide van ser descrites inicialment en
teixits limfoides, per la seva morfologia similar a les cél-lules plasmatiques. En humans les
CDp provinents de PBMC es caracteritzen per una manca de marcadors de llinatge mieloide

com CD11b, CD1l1¢, CD13 1 CD33.
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Molts estudis realitzats sobre les CDs s’han dut a terme mitjangant I’obtencid ex vivo
d’ambdds subtipus cel-lulars. Les CDmi s’obtenen a partir de monocits de sang periferica en
presencia de IL-4 i GM-CSF. En canvi les c¢l-lules CDp humanes s’obtenen mitjangant cultiu

amb IL-3 [90, 91 i 92], INF-y/p i TNFa [93]. En la Figura 7 es mostren els diferents subtipus

de CDs que deriven dels progenitors CD34" mieloides i limfoides.

@

CD34* mieloide

/ \‘—p Granulocits

CD11¢*
Precursors de cD13*
la sang

Monocits CD33*

CcD14*
GM-CSF A
?\ M-CSF
IL-4/TNFa

Macrofag

Cél-lules
madures

CD Intersticial CD Langherhans

CD11¢c*
CD13*
CD33*
CD123
MHC Classe II*
CD11b*
CD40*
CD54*
CD80*
CD86*
CD1a-
CD-LAMP*
Langerin®
E-caderin
Granuls de Birbeck™
Xlla*
Prepara céls. CD4 i CD8
Secreta IL-12

Indueix la diferenciacié
de Céls. B

@ CD11c*
CD13*
CD33*

CD14-

GM-CSF
IL-4/TNFa

TGFB

CD Langherhans

CD11c*
CD13*
CD33*
CD123-
MHC Classe II*
CD11b*
CD40*
CD54*
CD8o*
CD86*
CD1a+
CD-LAMP*
Langerin*
E-caderin*
Granuls de Birbeck*
Xlla
Prepara céls. CD4 i CD8
Secreta IL-12

®

CD34* limfoide

l T~ CeluesB
@ CD11¢c Céllules T
CD13 Céllules NK
CD33
CD14
CD123*

| o

CD Plasmacitoide

CD11c
CD13
CD33
CD123*
MHC Classe II*
CD11b
CD40*
CD54*
CD8o*
CD86*
CD1a-
CD-LAMP*
Langerin
E-caderin
Granuls de Birbeck™
Xlla
Prepara céls. CD4 i CD8
Secreta IL-12
Secreta INFa

Figura 7. Esquema de la derivacié dels subtipus de CDs humanes dels progenitors CD34" mieloides i limfoides.
CDs poden ser propagades a partir de progenitors de la medul‘la dssia i precursors de la sang utilitzant diverses

combinacions de factors de creixement, com per exemple GM-CSF, TNF-a, IL-4, TGF-B i IL-3. Modificada de
Lipscomb M.F. [94].

1.4.2.2.2. Fenotip de les cél-lules dendritiques

Les CDs deriven de HSC CD34" i emigren als diferents teixits com cél-lules
dendritiques immadures (CD1i) distingint-se pel seu fenotip. Ambdos tipus cel-lulars, CDmi 1
CDp, es troben estrategicament localitzades en 1’organisme amb objecte de dur a terme la seva

funcio. Les CDmi provenen d’un progenitor mieloide, es caracteritzen per 1’expressio de
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CDll1c amb alta intensitat o high (CDllcalt) [95, 82], 1 es troben en els organs limfoides
secundaris, teixits perifeérics i en els llocs d’inflamacié [96].

Les CDp comparteixen un progenitor comt (CD34'CD38CD7") amb els limfocits T,
B, i NK [97, 98, 99, 100]. Es troben principalment en els organs limfoides secundaris i
expressen 1’antigen CD11c amb baixa intensitat o low (CD1 lcbaix) [92]. En humans les CDp
també presenten una scrie de caracteristiques que fan que es diferenciin clarament de les
CDmi, com s6n la manca d’expressié de marcadors mieloides [101], I’expressié de marcadors
limfoides com el CD123, i ’alta produccid de IFN tipus I després d’interaccionar amb alguns
microorganismes [96, 102].

Les caracteristiques funcionals de les CDs varien en funcié del seu estat de
diferenciacid. Aixi que les CDs immadures (CDi) romanen en els teixits amb 1’objecte de
captar ’antigen estrany. Quan té lloc la invasié de patogens, els precursors (monocits CD14")
de les CDmi sén atrets als llocs d’inflamacié mitjangant citoquines [103]. Aquests precursors
es diferencien a CDi, que son especialment eficients a I’hora de captar 1’antigen. Després de la
captacido d’antigen, les CDi mieloides abandonen el teixit cap als noduls limfatics, durant
aquesta migracié es produeixen diversos passos de maduracid intermedia i ’expressio entre
altres del receptor CCR7 (CC-chemokine receptor 7) que afavoreixen aquesta migracio [104].
Les pCD en canvi, romanen en els organs limfoides secundaris en estat immadur on capten 1
presenten 1’antigen a les cel-lules T [105, 71].

Les CDmi es caracteritzen per ser céllules CD11c¢™ i per expressar marcadors
mieloides com s6n CD13, CD33 i CD11b [106], son CD123%** [83] i presenten expressio de
receptors de tipus Toll (TLRs) com sén TLR1, TLR2, TLR3, TLR4, TLRS5 i TLRS8 [107].
Aquestes molecules pertanyen a un grup de receptors que es caracteritzen per unir-se i
reconeixer patrons de molecules associades a diferents patogens.

baix

Les CDp, no obstant, son cel-lules CD11¢™" i no expressen marcadors mieloides [106],

expressen nivells baixos de MHC i molécules coestimuladores [92], a més son CD123B1nt
[107]. En quant als receptors de tipus Toll, aquestes es caracteritzen per presentar 1’expressio
de TLR7 1 TLRY, que reconeixen components virals 1 després de la seva interaccid donen lloc a
una gran quantitat d’IFN de tipus I [107]. Les CDmi, en canvi, sén capaces de recongixer
components bacterians i donar lloc a la produccié de citoquines proinflamatories com TNF-q,
IL-611L-12 [107].

Les CDi d’origen mieloide son CD14°, CDla", MHCII"®, CD86"™, CD80™™, CD83
[108], mentre que les d’origen plasmacitoide son CDl11c’, CD13", CD33’, CD123", HLA-

DR"* [82]. Les CD madures (CDm) d’origen mieloide sén CD83", CDla", CD86", CD80",
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MHCII"™* [108], CD11c¢™*, CD33"**, CD11b" [82], mentre que les d’origen plasmacitoide sén
CD83", CD86", CD11¢", CD33%* [82].

Les CDs han estat també classificades com CD1 i CD2, respectivament, a causa que es
creia que les CDmi induien diferenciacio dels limfocits T cap a cellules efectores Thl
productores de INF-y. Mentre que les CDp induien només diferenciacié cap a Th2 productores
de IL-4 [92]. No obstant, s’ha pogut veure que les CDp també sén capaces d’induir una
resposta Th1l [109, 110]. In vitro, les CDp poden diferenciar-se a CDs madures capaces
d’induir a les cél-lules T indiferenciades CD4" cap a una resposta Thl o Th2 [92, 109, 93, 110,
111]. Per maultiples estudis aix0 sembla dependre de multiples factors com la naturalesa de

I’estimul antigenic 1 la seva via d’entrada, el microambient 1 la proporcio d’APCs 1 limfocits T.

1.4.2.2.3. Lligam entre la captura d’antigen, la migracio i la maduracio

1.4.2.2.3.1. Reclutament de precursors de Cél-lules Dendritiques
Les CDs son un sistema integral per I’inici de la regulacié de la resposta immune [68].
L’objectiu de la presentacid d’antigen mitjancant les CDs és determinat per 1’estadi de

maduracio, el qual pot ser induit per la seva interaccié amb senyals de perill.

TAULA 5. Expressio de receptors de quimioquines per les cél-lules dendritiques

Receptor Lligand
CD immadures
CCR1 MIP-1a, RANTES, MCP-3, MIP-5
CCR2 MCPs
CCR4 TARC, MDC
CCRS5 MIP-1a, MIP-1b, RANTES
CCR6 (només LC) MIP-3a
CXCRI1 IL-8
CXCR4 SDF-1

CD madures

CCR7 MIP-3b, SLC (6Ckine)

Taula 5. Expressio de receptors de quimioquines per les CDs: MIP, macrophage inflammatory protein; RANTES,
regulated on activation, normal T expressed and secreted;, MCP, monocyte chemoattractant protein, TARC,
thymus and activation-regulated chemokine; MDC, monophage derived chemokine; SDF, stromal derived factor;

IL, interleukion; SLC, secondary lymphoid-tissue chemokine.

Dins dels teixits del cos, les CDs es troben tant com c¢l-lules immadures com madures.
En estat immadur de desenvolupament les CDs resideixen en teixits periferics on exploren

I’ambient per detectar senyals d’infeccié. Es denominen cel-lules velades per presentar
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vellositats en lloc de dendrites. Les CDs estan presents en la sang on elles i els precursors dels
macrofags existeixen com a poblacions fenotipicament, morfologicament 1 funcionalment
diferents dels monocits expressant nivells baixos de CD2. Aquestes CDi migren cap a teixits
no limfoides en resposta a estimuls antigenics. Aquest reclutament implica la interaccid de les
CDs amb I’endoteli vascular 1 la matriu extracel-lular via molécules d’adhesid 1
quimioatraients. Les CDi expressen molecules d’adhesid 1 receptors de quimioquines CC
(CCR) que dirigeixen la migracid cel-lular [112]. Diferents subtipus de CDs disposen d’una
sensibilitat tinica per certes quimioquines. En la Taula 5 es mostren com diferents CDi

responen a un ampli espectre de quimioquines a través del seus receptors especifics.

1.4.2.2.3.2. Captacio, processament i presentacio d’antigens

L’inici 1 la propagacié de les respostes immunes depenen normalment de I’habilitat de
les CDs de capturar antigens, convertir proteines en peptids, carregar-los intracel-lularment en
els MHC 1 aleshores alliberar els complexes peptid-MHC en la membrana plasmatica. Les CDi
(plasmacitoides 1 mieloides) son cel-lules especialitzades en la captura de D’antigen via
pinocitosi, endocitosi 1 fagocitosi, actuant com a cel-lules sentinelles. No obstant tenen

disminuida la capacitat de presentar aquests antigens de manera eficient a les cél-lules T [113].

La captaci6 d’antigens la realitzen per diferents mecanismes com:
1) macropinocitosi, depenent de citoesquelet, que permet la captura de grans volums de
fluid 1 soluts,
2) endocitosi mitjangcada per receptors de tipus lectina com el receptor de manosa
(CD206) o DEC-205 (CD205) [114], que s’expressen tant en CDmi [115] com en les
CDp [116], DC-SING (DC specific intracellular adhesion molecule-3 grabbing
nonintegring o CD209) i receptors Fc. Aquest ultim receptor es degrada després de la
internalitzaci6, mentre que el receptor de manosa es recicla, el que permet I’acumulacié
de lligands per un reduit nombre de receptors,

3) captura de cossos apoptotics a través del receptor de vitronectina [117].

Les CDs reconeixen patogens tant de forma directa com indirecta via factors endogens
com soOn citoquines i quimioquines, les quals sén produides per altres tipus cel-lulars en
resposta a la infeccid. Tot 1 que els senyals indirectes en forma de factors endogens alerten les
CDs, la seva activacié directa mitjancant patrons moleculars associats a patogens (PAMP) ¢és

crucial per a la induccio de respostes primaries de cel-lules T [118 119, 120].
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Per realitzar el procés de captacio de 1’antigen les CDs reconeixen a les particules
microbianes mitjancant diferents receptors, com son els receptors de reconeixement (PRR) de
patrons incloent als Toll-like receptors (TLR) principalment TLR-2, TLR-3, TLR-4, TLR-5,
TLR-8 1 TLR-9, receptors de manosa i receptor scavenger 1 els receptors de tipus lectin-C
(CLR) que reconeixen components estructurals de patogens i discriminen entre molecules
propies 1 externes. A més, les CDs sén capaces d’endocitar els complexes immunologics que
contenen antigens opsonitzats per immunologlobulines i productes d’activacio del
complement. Aquests interaccionen amb receptors Fc per als anticossos i receptors del
complement (CRs) expressats per les CDs. Els principals receptors per fagocitar immuno-
complexes son CR3, receptor per al C3 1 derivats, i FcyRs, receptors per a la IgG. Els
microorganismes coberts per fragments derivats del C3 adquireixen la capacitat d’unir-se
eficientment als receptors de complement [121, 122] i C3, que juntament amb altres molécules
d’adhesio, faciliten I’entrada de diferents tipus de ce¢l-lules diana [123]. Els TLR detecten
components de la paret cel-lular de bacteris, fongs i protozous en la superficie cel-lular o
estructures bacterianes o d’acids nucleics virals en un compartiment endosomal especialitzat,
mentre que els CLR s’uneixen a estructures de carbohidrats associades a la paret cel-lular dels
patogens [124, 125].

Després de la captacid d’antigen, les CDs rapidament creuen 1’endoteli dels vasos
limfatics 1 migren cap a organs limfoides drenants secundaris. Durant la migracid, les CDs
pateixen un procés de maduracid caracteritzat per una disminuci6 de la capacitat de capturar
antigen 1 un augment del processament i presentacié d’antigen, de 1’expressio de molécules
coestimuladores com CD40 i CD86, un augment de la morfologia dendritica i la secrecio de
diverses citoquines 1 quimioquines que inicien i/o amplifiquen la resposta mitjancada per
limfocits T 1 B. Les caracteristiques de les CDi 1 les CDm es descriuen en la Figura 8.

Tant les CDp com les CDmi estan especialment dissenyades, després del processament
de I’antigen ingerit a peptids, per dur a terme ’activacio de les cel-lules T naive (sense contacte
previ amb 1’antigen especific). Els peptids son carregats en les molécules de MHC 11 II essent
després transportats a la superficie cel-lular. S’ha demostrat que les molécules de MHC-II,
després de la captacio de 1’antigen, desapareixen del compartiment endosomal de les CDs i
incrementen en la membrana plasmatica de manera que romanen durant un periode de temps
major en la membrana plasmatica, per tal d’induir I’estimulacio6 de les cel-lules T [126]. En les
arees de cel-lules T dels noduls limfatics, quan es dona la transformacié definitiva a CDs
madures (CDm), apareix 1’expressid de molécules coestimuladores com CD80-CD86, que son

crucials per a que les cel-lules actuin com a APC [127].
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Citoquines GM-CSF

FACTORS L3 Patogens: LPS, DNA bacteria, CpG
INDUCTORS L4 Citoquines: TNF, GM-CSF
Precursors de CDs Migraci6 transendotelial  cpj Céls T: CD40L CDm
@ Virus? 'a dsRNA viral
ALLIBERAMENT DE CITOQUINES CAPTURA D’ANTIGEN PRESENTACIO D’ANTIGEN
PROPIETATS IFNa MHCII elevat MHCII elevat
TNF Endocitosi Endocitosi baixa
L1 Fagocitosi Fagocitosi baixa
CCR1, CCRS5, CCRé6 elevats CCR1, CCR5, CCR6 baix
CCRY baix CCR?7 elevat
CD54, CD58, CD80, CD86 baix CD54, CD58, CD8O, CD86
CD40 baix elevat
CD83 baix CDA40 elevat
CD68 elevat CD83 elevat
No CD-LAMP CD68 baix/CD-LAMP elevat

P55 elevat

Figura 8. Maduracio6 de les CDs. En la part superior de la figura es mostren els factors que indueixen la progressioé d’un estat a
un altre. (GM-CSF, granulocyte/macrophage colony-stimulating factor; 1L, interleucina; LPS, lipopolisacarid; TNF, tumor
necrosis factor; dsRNA, double-stranded RNA); la part inferior mostra les principals caracteristiques de cada estat de
diferenciacié/maduracié (IFN, interfer6; MHCII complex major d’histocompatibilitat II; LAMP, [lysosome-associated

membrane protein).

En contrast amb les CDm, les CDi, tant plasmacitoides com mieloides, expressen
menys quantitat de molecules MHC 1II 1 no expressen molecules coestimuladores, essent aixi

incapaces d’induir I’activacio de les cél-lules T.

1.4.2.2.3.3. Capacitat de captacio d’antigens i fagocitosi de les Cél-lules Dendritiques

Una de les principals funcions de les CDm és que son potents APCs capaces d’activar a
les cel-lules T helper memoria 1 indiferenciades, cel-lules T citotoxiques i cel-lules B [70]. Les
CDm poden estimular a les cel-lules T per processament 1 presentacid de peptids antigenics
dins del context de les molécules MHC de classe 11 11 [128].

La capacitat fagocitica de les CDi €s menor que en altres cel-lules fagocitiques, com per
exemple els macrofags. Les CDi tenen capacitat fagocitica tot 1 que la seva funcid no és la
d’eliminar als microorganismes, sin6 la presentacié de 1’antigen. No obstant, necessiten de la
fagocitosi i1 dels mecanismes d’eliminacié del microorganisme per processar i presentar els
antigens en el context del MHC de classe 11 II. Els fagocits professionals han evolucionat cap a
la internalitzacio i1 eliminacié de bacteris. Pel contrari, les CDi limiten la seva capacitat

fagocitica després de la ingestid del microorganisme o antigens estranys, tant pel programa de
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maduracio com el de I’activitat migratoria [129]. Per aquesta rad la capacitat fagocitica de les
CDs madures esta altament disminuida. Diversos estudis han demostrat que les CDi poden
fagocitar eficientment una série de particules antigéniques, com poden ser diversos llevats com
el Sacharomyces cerevisiae 1 bacteris com Corynebacterium parvum. També fagociten
particules de zymosan i particules de latex d’un diametre entre 0.5 1 6 um [130]. No obstant, la
seva capacitat fagocitica es veu disminuida front a altres tipus de bacteris, per exemple
Streptococcus gordonii, que indueixen la maduracié de les CDi, per la qual cosa la capacitat
fagocitica es veu disminuida després de la ingesta de la mateixa [129].

Les CDs obviament destrueixen els patogens ingerits. Tot 1 que utilitzin alguns dels
mecanismes tipics de mort propis dels fagocits professionals, la principal funcié de les CDs ¢€s
la captacid d’antigens per al seu processament, 1 aixi dur a terme la presentacio dels mateixos a
les cel-lules T. Les CDi internalitzen major quantitat d’antigen que les CDm, ja que actuen com
sentinelles per als patogens entrants, mentre que la presentacid d’antigen a les cel-lules T és dut
a terme per les CDm, que tenen disminuida la seva capacitat fagocitica en favor de la seva

funcié com a APCs [131].

1.4.2.2.3.4. Activacio de les cél-lules dendritiques i maduracio

La maduraci6 de les CDs €s un procés continu que s’inicia en els teixits periferics quan
la CD entra en contacte amb [’antigen i/0 amb citoquines inflamatories, i es completa durant la
interaccid CD-limfocit T. Constitueix una série de canvis coordinats, que inclouen la
disminucié de la macropinocitosi 1 els receptors Fc, la transicio dels compartiments rics en
MHC-II a la superficie cellular en forma de complexes peptidics, I’augment de molécules
accessories coestimuladores, secrecid de citoquines, canvis en el patrd de receptors per
quimioquines, canvis morfologics, etc. En la Figura 8 es mostren els canvis que experimenta la
CD en passar a I’estadi de maduresa. La maduracio representa un punt de control per I’inici de
la immunitat [68]. La maduraci6 de les CDs esta intimament lligada amb la seva migracio des

dels teixits periférics cap als organs limfoides.

Molts factors estan implicats en la induccid de la maduracio:

* Productes derivats de patdogens virals o microbians, del tipus LPS, CpG DNA, o dsRNA. Per
molts d’aquests els receptors TLR juguen de manera directa o indirecta un paper critic. La
preséncia de receptors TLR en la maduracid proporciona un mecanisme atractiu pel qual les

CDs actuarien de nexe entre la immunitat natural i ’adquirida.
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* Citoquines proinflamatories tals com TNF-a, IL-1B, IL-6, 1 prostaglandines com per exemple
PGE2 [132]. La interaccio a través dels receptors de la familia TNF per aquestes citoquines,
provoca I’activacio de NF-xB [133].

* La interacci6é amb els limfocits T, també provoca la maduraci6 de la CD, via CD40L, i per la
secrecio de IFN-y que sinergitza amb altres senyals maduratives i estimula la secreci6 de IL-12
[134, 135].

* Altres situacions poden provocar la maduracié de les CDs, com ¢€s la preséncia de proteines
d’estres termic (HSP-70) [136], com a resultat d’una destruccio tissular. En els cultius ex-vivo,
s’ha descrit que la propia disgregacio dels contactes cel-lula-cél-lula provoca la maduracio

[137, 138].

De manera continuada es descriuen factors nous que provoquen o modulen la maduracid. Per
contra alguns factors s’han descrit com a inhibidors de la maduracid de les CDs, 1 per tant de la
seva funcionalitat. La presencia de IL-10 en el moment d’induir la maduracié inhibeix
I’expressio de CD80, CD86, i de les molécules de MHC-II. També té un efecte inhibitori en
I’expressio de CD83 1 de la secrecid de citoquines, en concret IL-12 (quan han estat activades
amb LPS), 1 TNF-a. La IL-10 no té el mateix efecte en cel-lules plenament madures, 1 no
sembla afectar a la seva funcionalitat.

Major controversia susciten les prostaglandines (en concret PGE2). Alguns estudis la presenten
com una molécula inhibidora de la maduracid, mentre que en altres situacions esdevé un factor
clau en la maduraci6 “total” de les CDs. No sembla afavorir la secrecid de IL-12 [139], pero
incrementa tant 1’expressio de les molécules coestimuladores, aixi com 1’expressio de novo del
receptor de quimioquines CCR7, que esta associat a la capacitat de les CDs per migrar a través
de I’endoteli limfatic i concentrar-se dins de les arees riques en cel-lules T [103, 140, 141,
142]. Es molt possible que el benefici que aporta en I’augment de la capacitat estimuladora de
les CDm la preséncia de PGE2 [143], pugui contrarestar 1’efecte antagonistic que té sobre la IL-
12 [144].

Els canvis morfologics que acompanyen a la maduraci6 de les CDs inclouen una pérdua
d’estructures d’adhesid, reorganitzacio del citoesquelet, i adquisicié d’elevada motilitat
cel-lular.

Es requereixen diversos agents estimuladors, principalment d’estimuls bacterians (LPS,
CpG) amb ajuda de la senyalitzacio T a través de CD40-CD40L [145], per assolir la maduracid
completa de la CD 1 molt possiblement la secreci6 de la forma activa de la IL-12 només tingui

lloc dins una curta finestra d’activacio (8-16 hores).
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La familia de les molecules coestimuladores B7, també es veu fortament regulada
durant la maduracio i influencia la polaritzacio cap a Thl o Th2. Per exemple, CD86 augmenta
marcadament durant la maduracid, i s’expressa de novo en els conjunts de MHC-peptids.
Altres molecules que augmenten sén B7-DC/PD-L2, que estimulen la produccié de citoquines
de tipus Thl per limfocits T immadurs [146] i1 B7-H3, una molecula homologa a B7, clonada
en CDs, la qual estimula la produccio de IFN-y. Per contra, durant la maduraci6é disminueix la
expressio del lligand de ICOS, el qual potencia la polaritzacié cap a Th2. A més s’expressen
diverses molécules d’adhesié que inclouen CD2, CD11a, CD54 (ICAM-1), CD58 (LFA-3) i les
integrines B1 1 B2 (90). Aixi, les CDs activades alliberen citoquines com IL-12, la qual modula
1 estimula la produccio de IFN-y per les cel-lules T 1 NK, activen a cel-lules T, les quals migren
als fol-licles de cel-lules B, via activacié de molecules d’adhesio que interactuen amb cel-lules
B antigen-especifiques. Producte d’aquesta interaccid es produeix una expansio clonal de
cel-lules B, les quals arriben a les arees riques en cel-lules T 1 als centres germinals (91). La

resposta mitjancada per limfocits T 1 B inclou:

1) induccié de limfocits T CD4" i diferenciacié en els subtipus Th1 i Th2,
2) activaci6 i augment de la citotoxicitat mitjangada per limfocits T CD8",
3) maduracié de limfocits B, canvi de la classe d’immunoglobulines 1 produccio

d’anticossos [84].

Un concepte molt recent que s’esta introduint és ’estadi semi-madur de les CDs [148].
Les CDs en aquest estadi podrien induir tolerancia. Entre els factors que induirien aquest estadi
de semi-maduraci6 hi hauria: el TNF-a, la flora intestinal, les cél-lules apoptotiques, etc. Les
CDs semi-madures expressarien nivells elevats de molécules presentadores d’antigen, alts
nivells de molécules coestimuladores, perd no produirien les citoquines responsables de la
generacid d’una resposta per part dels limfocits T. Les CDs en aquest estat serien el major
component de ’homeostasi immunitaria, donant lloc a 1’establiment d’una tolerancia activa i
permanent 1 a la induccié de limfocits T CD4* reguladors. En aquest estat, les cel-lules son
susceptibles de respondre a estimuls de tipus LPS, a través de TLRs, acabar la seva maduracié i

generar en aquest cas una resposta immunitaria.

56



Introduccid

1.4.2.2.3.5. Migracio de les cél-lules dendritiques: CCR7 i CCL21

Les CDs migren des dels teixits periférics als noduls limfatics per estimular els
limfocits T en aquestes arees 1 activar la resposta immune. La migracié de les CDs cap a les
arees de les cel-lules T requereix la sobreregulacioé del receptor de quimioquines CCR7, un
esdeveniment que té lloc durant el procés de maduracié de les CDs, juntament amb CCR3, les
quimioquines CCL21 1 CCL19 1 molecules d’adhesié com ICAM-1, ICAM-3, tenint un paper
crucial en la migraci6 de les CDs.

Les quimioquines son petites citoquines quimiotactiques (8-10 kDa) que regulen la
migracid 1 la localitzacid dels leucocits en diferents teixits [149]. Diferents tipus cel-lulars,
incloent cel-lules de 1’estroma, epitelials 1 endotelials, secreten quimioquines, tant sota
condicions inflamatories com homeostatiques. Les quimioquines s’uneixen als dominis 7
transmembrana de receptors acoplats a proteina G (GPCR). Entre aquests receptors, CCR7 és
altament expressat en CDm, 1 els seus lligands, CCL21 1 CCL19 sén expressats als noduls
limfatics 1 a la melsa [120]. A més, CCL19 s’expressa en les CDm, i CCL21 és expressat per
cél-lules endotelials dels vasos limfatics aferents i de les venes altes endotelials. A més, CCL21
1 CCL19 son potents estimuladors de la maduraciéo de les CDs. La importancia d’aquest
receptor en les respostes immunes s’ha vist clarament en ratolins deficients en CCL19 1 CCL21
o CCR7 que mostren un trafic defectuds de CDs 1 respostes immunes alterades [120, 150, 151].
Recentment s’ha suggerit que CCR7 expressat en diferents linies de cel-lules metastatiques
poden dirigir aquestes c¢l-lules als seus ninxols.

Els receptors de quimioquines confereixen a les cel-lules I’habilitat de detectar 1
moure’s de forma direccional cap a I’estimul quimiotactic. Sovint els receptors de
quimioquines regulen la velocitat de migraci6 de les cel-lules (també denominat migracid a
I’atzar o velocitat no direccional). Tot i la importancia cardinal de CCR7 en la resposta
immune, poc €s conegut dels senyals induits per aquest receptor i com sén integrats en les
funcions motrius de les CDs. No esta clar si les vies de senyalitzacié que regulen la
quimiotaxis 1 la velocitat de migraci6 estan unides o bé son independents 1’'una de 1’altra.

Alguns estudis recents han mostrat funcions addicionals de CCR7 en les CDs, a part de
la quimiotaxi. S’ha vist que ’estimulacié de CDs per part de CCR7 indueix I’aparicio de
dendrites, indicant que CCR7 pot regular la citoarquitectura d’aquestes cel-lules [151].
També s’ha vist que I’estimulaci6 de CCR7 amb els lligands CCL19 i CCL21 regula
positivament la velocitat d’endocitosi de les CDm [151], restablint en aquestes cel-lules
I’habilitat d’incorporar antigens exogens, un tret tipic de les CDi [151]. Aquest fet també s’ha

vist en les molécules coestimuladores CD40 1 B7-CD.
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L’estimulacio de CCR7 en les CDm protegeix aquestes cel-lules de I’apoptosi, de
manera que regula la seva superviveéncia i1 pot contribuir en la ruta o dins dels noduls limfatics
en I’extensa longevitat d’aquestes c¢l-lules 1 a una millora de la resposta immune [151].

Recentment s’ha vist que 1’estimulacio de CCR7 augmenta el fenotip madur de les CDs
exposades préviament a un estimul microbia, guiant la secrecid de citoquines infamatories, un
increment en els nivells de MHC 1 molecules coestimuladores, i la potenciacié de I’habilitat de
les CDs per activar limfocits T naive [151]. Mitjangant diferents estudis s’ha vist que les tres
funcions controlades per CCR7 en CDs, supervivencia, velocitat de migracid i quimiotaxi estan
regulats per tres moduls de senyalitzacié independents, tal i com es descriu a la Figura 9 [150,
151]. La quimiotaxi esta regulada pels tres membres de la familia de les MAPK, ERK1/2
(extracellular signal-regulated kianses), INK 1 p38 [150, 151]. La velocitat de migracid esta
regulada per la via de senyalitzacié Rho/Pyk2/cofilin. Mentre que la superviveéncia de les CDs
esta regulada per la via PI3K/Akt i el factor de transcripcio NF-kf [151].

Altres autors han indicat que I’endocitosi regulada per CCR7 esta controlada per un conjunt de
molécules que son independents d’aquelles que regulen la quimiotaxi [152]. Es desconeix si el

control de la maduracié i de la citoarquitectura es dur a terme amb algun dels moduls o no.
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Figura 9. Funcions que exerceix CCR7 sobre les CDs: control de la supervivéncia, quimiotaxi i velocitat
migratoria. Es desconeix el mecanisme de control de la maduracid, I’endocitosi i1 la citoarquitectura. Figura

adaptada de Sanchez-Sanchez N. [151].

1.4.2.2.4. Interaccio Cél-lula Dendritica-Limfocit T

Durant DI’activacié de la cel-lula T es requereix d’un contacte denominat ‘“‘sinapsi
immunologica” [153]. Per a que es doni una eficient resposta immune, el TCR en el limfocit,

s’uneix a la CD per mitja de la molécula MHC formant-se el complex peptid/MHC (senyal 1).
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Aquests complexes es troben inicialment en la periféria de 1’anell d’unio, pero al cap de pocs
minuts s’acumulen en el centre de la sinapsi. La segona fase d’aquesta interaccid té lloc als
pocs segons. Senyals de calci, seguits pel reclutament de molécules de senyalitzacié com LCK,
ZAP70, PIK3 i la seva fosforilacid, activen la cascada intracel-lular. Al cap de 5-30 minuts
d’una continua interaccio es forma una unié cel-lula-cel-lula, definida com una segregacid
molecular que condueix a una zona central que és acompanyada per un reclutament d’una gran
quantitat de molécules accessories que expressen les CDs com CD80, CD86 1 CD40, i la seva
interaccid amb els lligands de les cel-lules T (CTLA-4, CD28 i CD40L respectivament),

coneguda aquesta com senyal 2. En la Figura 10 podem observar les molécules implicades en

la sinapsi immunologica.

Figura 10. Sinapsi
immunologica.
Molécules involucrades
en la interaccid de la
cél'lula  presentadora
d’antigen (APC) y la
cel'lula  T. Figura
modificada de Huppa
J.B. [154].

Per ultim la resolucié d’aquesta unié té lloc quan la cél-lula T i la CD son separades, donant
com a resultat la migracié d’aquestes ultimes [155].

Les CDs secreten per si soles nombroses citoquines durant el procés de maduracio,
entre les quals destaquen IL-6, IL-10, TNF-a i IL-12. Aquesta ultima €s essencial per a
’activacio i la polaritzacié dels limfocits cap al subtipus Thl els quals secreten principalment
IL-2 i IFN-y que promouen la immunitat cel-lular, mentre que els limfocits Th2 secreten 1L-4,
IL-5, IL-6 1 IL-10, que faciliten la resposta humoral. Aquest és el denominat senyal 3 implicat

en la sinapsi immunologica donat pel microambient en el qual té lloc la interaccio.
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1.4.2.2.5. Les cél‘lules dendritiques com a inductores de tolerancia

La tolerancia definida també com abseéncia d’autoimmunitat antigen-especifica és
atribuida a la manca d’accessibilitat de 1’antigen, abséncia de cel-lules T (delecid) o manca de
senyals d’activaci6 suficient, durant el procés de seleccio clonal en el timus. A més existeixen
altres mecanismes implicats en la tolerancia a nivell periferic que inclouen aneérgia o apoptosi
de cellules T reactives, induccid de cel-lules T reguladores 1 citoquines immunoreguladores
secretades per cel-lules T [114].

Les cel-lules T regulen o suprimeixen a altres cel-lules T efectores per mitja de cel-lules
T naturalment reguladores (Treg), cel-lules T helper tipus 3 (Th3), 1 cel-lules T reguladores de
tipus 1 (Trl) que bloquegen la funcié d’altres cél-lules efectores CD4" i CDS". El terme Treg
s’utilitza per denominar les cél-lules CD4 CD25", que son generades en I’epiteli cortical del
timus 1 que migren a la periferia després de patir la seleccid negativa. Constitueixen
aproximadament el 5-10% de les cél-lules T CD4 CDS" de sang periférica. Es caracteritzen per
expressar constitutivament el receptor de glucocorticoides induit per TNF (GITR), la proteina
relacionada amb la familia de la L-selectina (CD62L), CTLA-4 (CD152), CD45RB, la
integrina o4f7, 1 el factor transcripcional Foxp3. En canvi el terme Trl és utilitzat per les
cél-lules T reguladores induides, els precursors dels quals son CD4'CD25 generats en la
periféria, 1 que son productors de IL-10 1 TGFp, controlant la funcié de les cel-lules T de
memoria 1 suprimint la resposta Thl 1 Th2 [156]. Les cel-lules reguladores Th3 sén 'Unic
subgrup que primariament secreten TGFf, donant ajuda per a la sintesi de IgA i disposant de
propietats supressives a cel-lules Th1 i Th2 [157].

Les CDs també estan implicades en la induccid de tolerancia central i periférica. En
abseéncia de senyals inflamatoris o estimuls infecciosos, denominat “steady-state”, moltes CDs
es mantenen en estat immadur, amb capacitat d’endocitar, processar i presentar antigens en la
forma de complexes peptid-MHC classe 1 o II, pero incapaces d’iniciar la diferenciacid de
cel-lules T efectores i de memoria. Aquestes CDs “steady-state” sén responsables de diferents
formes de tolerancia periferica, com delecid, anergia o ’expansié de cél-lules T reguladores
[158], tal i com es pot veure a la Figura 11.

Tant les CDi plasmacitoides com mieloides han estat descrites com inductores de
tolerancia de les cel'lules T [76, 114, 159]. En abséncia d’inflamacié o infeccié hi ha
evidencies que les CDi controlen la tolerancia periférica. S’ha vist que les CDs poden induir la
producci6 de IL-10, principal citoquina antiinflamatoria, secretada principalment per limfocits
T, monocits i macrofags, donant lloc a céllules CD4™ i CD8" reguladores [160]. En

consonancia amb aix0 s ha descrit que tractaments in vitro de CDi exposades a IL-10 mostren
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una capacitat fortament reduida per estimular una resposta de cél-lules T CD4" i CD8", que a la
vegada secreten IL-10 1 suprimeixen la resposta in vitro de cel'lules T naive [161].
Pretractaments de CDs amb IL-10 inhibeixen la maduracio d’aquelles que sota estimulacié de
LPS secreten citoquines proinflamatories que inclouen IL-1p, IL-6, IL-12p70 i TNFa, regulant
positivament 1’expressio de molecules coestimuladores com CD80, CD86 i1 també CD40 1
indueixen la proliferacié de limfocits T [162]. No obstant, altres investigadors han demostrat
que les CDs pretractades amb IL-10 romanen inalterades en 1’expressio de molecules
coestimuladores 1 en la seva capacitat fagocitica. En canvi, per a que la immunitat mitjangada
per CDs es desenvolupi, aquestes cel-lules han d’estar exposades a estimuls de maduracid, com

el desencadenat pel CD40.

,-O' Figura 11. Generaci6 de Tolerancia.
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La preséncia de CDs en la medul-la del timus suggereix que poden participar en
I’establiment de tolerancia central. A més a més, la uni6 d’anticossos antigen especifics a
algunes molecules de la superficie de les CDs indueix tolerancia especifica de cel-lules T.

En el trasplantament d’organs, la tolerancia ¢€s definida com un estat en el qual es troba
absencia de tota reaccidé de rebuig eficient contra un antigen i de les estructures cel-lulars
relacionades. Estudiant el mecanisme de la tolerancia central i periférica, un procés fisiologic
el qual actua per eludir una possible activacio de cel-lules T autoreactives, nombrosos estudis
experimentals han documentat el paper central jugat per les CDs en aquest procés.

En el context del trasplantament, esta ben documentat que les CDs son iniciadores clau

de la resposta immunitaria que condueix al rebuig agut. A més a més, la presentacio d’antigen
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per CDs de I’hoste cap a les cel-lules T durant 1’al-loreconeixement indirecte, ha estat suggerit
per ser parcialment responsable d’induir rebuig cronic. Donades aquestes circumstancies, la
manipulacié de CDs ha esdevingut una idea molt atractiva per induir tolerancia permanent en

el trasplantament.

1.4.2.2.5.1. Manipulacio farmacologica per a la generacio de cél-lules dendritiques
tolerogéniques

Hi ha una gran varietat d’agents farmacologics que inhibeixen la maduraci6 de les CDs,
adquirint aixi propietats tolerogeéniques. S’ha mostrat que la vitamina D3 inhibeix la maduracié
de les CDs, la seva funcié estimuladora de cel-lules T i1 la seva capacitat de secretar 1L-12.
Aquest compost exerceix la seva accid unint-se a un receptor especific (receptor de vitamina D,
VDR) expressat en CDs immadures. La senyalitzacié de VDR indueix el manteniment del
fenotip immadur en CDs derivades de monocits in vitro. A més, s’ha vist que la inhibici6 de la
maduracio per la vitamina D3 en ratolins que els manca el receptor VDR és absent. El
mecanisme derivat de VDR ¢és associat amb la inhibicid de la sobreregulacié de CD86, CD80 i
CDA40, capacitat danyada de CDs per estimular cel-lules T al-logéniques i la inhibicié de IL12-
p75 donant lloc a wuna menor resposta cel-lular. Quan les CDs derivades de donadors
condicionats amb vitamina D3 s’injecten in vivo en receptors al-logénics, indueixen la
supervivencia prolongada d’empelts de pell [164].

L’immunosupressor 15-deoxispergualina permet la prevencié del rebuig de ’empelt 1
indueix tolerancia en models murins d’al-lotrasplantament. T¢é un efecte tolerogenic en CDs
immadures. Quan les CDs son exposades in vitro a aquest immunosupressor abans de la
maduracié amb TNF-a o LPS, les cellules fallen en la sobreregulacié dels seus marcadors

superficials (MHC-II, CD86, CD80, CD40) i mostren una producci6 de IL-12 destacada. [164].
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1.5. CD40-CD40L, NEXE ENTRE LA IMMUNITAT INNATAI LA
IMMUNITAT ADQUIRIDA

La unié de CD40 amb la molécula CD40L participa, juntament amb CD28-B7, en la

coestimulacid de la cél-lula T, i alhora, condueix a ’activacié de les APCs a través de la
induccio de la sobreexpressié de diferents molecules d’adhesid (E-selectina, V-CAM 1 I-
CAM), I’alliberament de citoquines proinflamatories (IL-1p, TNF-a, IL-6, IL8, IL-101 [L-12) 1
I’expressio, en la superficie cel-lular, de MHC-II, Fas i altres molecules coestimuladores com,
CD32, CD80 i CD86. Tot aix0, finalment, resulta en I’increment de la funcié de presentacid
d’antigen per part d’aquestes cel-lules.

La interaccidé entre CD40 1 CD40L juga un paper important en diferents aspectes de la
resposta immunitaria humoral 1 cel-lular. Aquesta interacci6 és essencial en ’activacid dels
limfocits T [165, 166], per a potenciar la capacitat de presentacio d’antigen de les APCs, en
I’activacio de les cel-lules B (induint la seva proliferacié i en el control del canvi d’isotip de les
IgG) 1 en I’activacio de cel-lules epitelials 1 endotelials, involucrades en processos inflamatoris.

La importancia de la interaccio6 CD40-CD40L en la resposta immune es va posar de
manifest per primera vegada en pacients amb Sindrome Hyper IgM (HIM), on mutacions en
CDA40L que impedeixen la seva uni6 a CD40, causen una immunodeficiéncia que es manifesta
per una elevada susceptibilitat a infeccions bacterianes, a causa de la incapacitat de dur a terme

una resposta immune humoral adequada.

1.5.1 CARACTERISTIQUES DEL CD40 | DEL CD40L

1.5.1.1 CD40

CD40 ¢és una glicoproteina de membrana de 45-50 kDa membre de la superfamilia de
receptors del Factor de Necrosi Tumoral (TNFR). També rep el nom de TNFRSF5 (tumor

necrosis factor receptor superfamily 5).

1.5.1.1.1 Estructura de CD40

La proteina CD40 humana va ser identificada en limfocits B 1’any 1984 utilitzant
anticossos monoclonals, encara que el cDNA no va ser aillat fins 5 anys després a partir d’'una
genoteca de cel-lules Raji derivada d’un limfoma de Burkit.

El gen que codifica pel CD40 es troba en el cromosoma 20 (q11-q13.2). El seu mRNA

té 1.5 kb i esta format per 9 exons i 8 introns [167].
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Figura 12. Estructura i organitzaci6 del gen i la proteina de CD40. Modificat de van Kooten C.[175].

La regulacié de la via de senyalitzaci6 de CD40 esta mitjancada per diferents
mecanismes de control endogens i1 és especifica del tipus cel-lular. L expressié de CD40 esta
regulada posttranscripcionalment i s’han descrit multiples isoformes del mRNA de CD40
generades per splicing alternatiu.

La transcripci6 del gen ddna lloc a una proteina de 255 aa dels quals 22 formen part
d’un domini transmembrana que connecta amb un domini extracel-lular de 171 aa 1 un domini
intracel-lular de 62 aa. Tal 1 com es ddna en altres membres de la familia de TNF-R, la proteina
CD40 es caracteritza per presentar 4 dominis extracel-lulars enriquits en cisteina, de 45 aa
cadascun, amb 6 residus de cisteina formant 3 ponts disulfur [168]. La molécula de CD40
presenta dos llocs de glicosilacié altament conservats en la seva seqiiencia (Asnl153, Asn180).

El domini intracel-lular de la proteina CD40, que no presenta semblanca amb el d’altres
membres de la familia, conté diferents dominis d’unié a proteines adaptadores que serien

importants en la transduccié de senyals.

1.5.1.1.2 Expressio de CD40

CD40 va ser descrit per diferents grups de manera independent I’any 1984, els quals
identificaven un polipeptid d’aproximadament 50 kDa en la superficie dels limfocits B de
carcinoma [169]. Inicialment se li va donar el nom de p50 o Bp50, més tard CDw40 i finalment
I’any 1989 es va anomenar CD40. Posteriorment s’ha vist que CD40 s’expressa de forma
constitutiva en una amplia varietat de tipus cel-lulars. A més de les APCs (c¢l-lules B, CDs,
monocits/macrofags), també expressen CD40 les cel'lules T, cél-lules epitelials, cel-lules
endotelials, queratinodcits i fibroblasts [170, 171, 172]. L’estimulacié d’aquestes c¢l-lules amb
les citoquines proinflamatories IL-1, IL-3, TNF-a, GM-CSF 1 INF-y, incrementa 1’expressio de
CDA40 in vitro [170]. Aquesta expressi6é induida de CD40 s’observa 6-12 hores després de
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I’estimulacid, assolint un maxim d’expressio a les 24 hores que persisteix fins a 24-72 hores

després.

1.5.1.2. CD40 L
El lligand de CD40, CD40L (CD154, TNFSF5, gp39), és una glicoproteina de

membrana de tipus Il de 32-39 kDa, membre de la superfamilia del Factor de Necrosi Tumoral

(TNF).

1.5.1.2.1 Estructura del CD40L

El cDNA del CD40L es va aillar inicialment en limfocits de sang periferica. El gen que
codifica pel CD40L huma es troba en el cromosoma X (q26.3-q27.1) i consta de 5 exons i1 4
introns (Figura 13). Una vegada transcrit, aquest gen déna lloc a un mRNA de 2,3 kb que
codifica per a una proteina de 261 aa. El domini intracel-lular aminoterminal (22 aa), el domini
transmembrana (24 aa) 1 una petita part del domini extracel-lular enriquit en cisteina, estan
codificats per I’ex6 I, mentre que els exons II-V codifiquen per la resta del domini
extracel-lular de la proteina (215 aa). De la mateixa manera que altres membres de la familia de
TNF, CD40L s’uneix al seu receptor com a un complex multiproteic.

A més de la forma transmembrana de 39 kDa, CD40L existeix en forma soluble
(sCD40L). S’han caracteritzat tres fragments biologicament actius, de 31, 18, 1 14 kDa
obtinguts a partir de la seva divisid proteolitica del domini extracel-lular de la proteina
ancorada a la membrana en el moment de ’activacid dels limfocits T [173]. La forma soluble
majoritaria de CD40L té un pes molecular de 18 kDa i es troba en forma oligomerica i sobretot

trimerica [174].

CD40 L
Chr Xq26-q27
20 4.0 2.0 3.0 (kb)
3UTR 5UTR
[
Proteina 39 kDa
N
Domini Domini Domini
brana extracel-lular

Figura 13. Estructura i organitzacio del gen i la proteina de CD40L. Modificat de van Kooten C. [175].
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1.5.1.2.2 Expressio de CD40L

CD40L s’expressa predominantment en c¢l-lules T CD4 activades, perdo també s’ha
descrit en cel-lules T CDS 1 altres tipus cel-lulars com plaquetes, eosinofils, mastocits, basofils,
cel-lules NK, cel-lules endotelials, CDs, c¢l-lules de la musculatura llisa i macrofags [171,
172].

A diferencia de CD40, aquestes cel-lules no expressen el lligand de forma constitutiva,
sind que la seva expressid €s induible. En limfocits T 1’expressiéo de CD40L és transitoria, la
proteina s’expressa en la superficie cel-lular 5 minuts després de la seva activacid, pero a partir
de les 6 hores té lloc una disminucid de la seva expressid, que desapareix completament a les
12-24 hores postactivacid. Aquest patré de regulacido també ha estat descrit per altres tipus
cel'lulars que expressen la proteina. En limfocits T aquesta expressié esta regulada
principalment a través del TCR perd també hi intervenen altres molecules coestimuladores i
moléecules accessories presents en les APCs. A més de la senyalitzacid a través del TCR, les
citoquines proinflamatories IL-1, IL-12, TNF-a o INF-y, 1 glucocortocoids, indueixen
I’expressido de CD40L en limfocits T, probablement per activacid dels factors de transcripcid
AP1 i NFAT (nuclear factor of activated T cells) [176, 177]. S’ha descrit que CD40L és capag

d’induir la seva propia expressid després de la unio al seu receptor [178].

1.5.1.2.3. Altres potencials lligands de CD40

CD40 interacciona amb el seu lligand, CD154 que es troba principalment en les
cel-lules T, jugant un paper clau en les respostes immunes tant humoral com mitjancades per
cel-lules. L’activaci6 de CD40 en les cellules B a través del lligand CD154 causa la
proliferacid, diferenciacio i el canvi d’isotip de les cel-lules B, la formacid de centres germinals
i I’estimulacio de la resposta de la memoria humoral. S’ha vist que CD40 fa de mitjancer en
una amplia varietat de respostes immunes 1 inflamatories [176]. Dins la cél-lula, la molecula de
CDA40 actua com a transductor de la senyal transmembranal que porta a I’activacio de quinases
intracel-lulars i factors de transcripcid.

Becker I’any 2002 [179] va trobar que macrofags de ratoli que expressaven
especificament CD40 s’unien i internalitzaven HSP70 huma (Heat-shock 70 kDa protein 14)
amb el seu péptid d’unid. La unié d’aquest complex HSP70-péptid al domini exoplasmic
incrementava en preséncia del substrat peptidic, 1 la uni6 induia la via de senyalitzacid de p38
(MAPK14, Mitogen-activated Protein Kinase 14). El grup de Becker va concloure que CD40

té el paper de mitjancer en la captacié dels complexes HSP70-peptid per macrofags i CDs.
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L’any 2003, I’equip de Brodeur [180] va identificar una proteina de 23 kDa que s’unia
a CD40 com a C4BPa. L’analisi per Citometria de Flux demostrava la unié de C4BP a linies
humanes de cel-lules B que expressaven CD40, perd no a cel-lules procedents de pacients
deficients en CD40. L’analisi d’unié competitiu mostrava que CD40L i C4BP s’unien a
diferents llocs de CD40. C4BP induia la proliferacio i1 incrementava la regulacié de 1’expressid
superficial de CD54 (ICAM-1) 1 CD86, 1, juntament amb la sintesi de IL-4, la sintesi d’IgE en
cel-lules B normals, perd no en ce¢l-lules B de pacients amb deficiencies en CD40 o IKBKG
(Inhibidor de kappa light polypeptide gene enhancer in B cells, kinase of, gamma). Analisis
immunohistoquimics mostraven la colocalitzacié de C4BP amb CD40 en c¢l-lules B en els
centres germinals tonsil-lars. L’equip de Brodeur va proposar que C4BP era un lligand activant
per CD40 i representa la interfase entre el complement i I’activaci6 de cel-lules B. Les seves
troballes van suggerir que C4BP podia proporcionar una via alternativa per ’activacié de
cel-lules B a través del receptor CD40.
No obstant, un estudi recent [ 181] del 2007 mitjancant analisis de “surface plasmon resonance”
(Biacore) amb proteines purificades suggereixen que C4BP no s’uneix a CD40, perd forma
complexos estables d’alt pes molecular amb el CD40L soluble (sCD154 o sCD40L). Van veure
que C4BP pot modular la interacci6 CD40/sCD154 a través de la presentacid d’un complex
sCD154/C4ABP multimeric d’alt pes molecular que suprimeix vies de senyalitzacid
intracel-lular critiques i inhibeix completament 1’apoptosi mitjancada per CD40, permetent la
supervivencia cel-lular sense induir proliferacido. A més afirmen que C4BP no s’uneix
directament a CD40. La presencia de C4BP no preveu la unié de sCD154 a CD40. Aquests
resultats demostren un mecanisme nou a través del qual components del sistema immune innat

poden modular la supervivencia de cel-lules epitelials durant la inflamacid 1 la infeccio.

1.5.1.3 Transducci6 de senyals de CD40

Tal i com es dona en altres membres de la familia de TNF-R, 1’activacid efectiva de la
via de senyalitzaci6 de CD40 requereix de la multimeritzacié d’aquest receptor. Inicialment es
pensava que la trimeritzacié del receptor depenia de la seva uni6 amb el lligand CD40L (the
ligand induced trimerization model). Estudis més recents suggereixen que, préviament a la
uni6 del lligand, cada molecula de CD40 podria associar-se amb ella mateixa formant una
estructura trimerica a través d’un domini anomenat PLAD (pre-ligand binding assembly
domain) present a l’extrem N-terminal del domini d’uni6 al lligand en la seva regid

extracel-lular. Per tant, el receptor CD40 podria expressar-se a la superficie cel-lular com un
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complex preformat en comptes de com subunitats monomeriques (the pre-linand assembly

model) [182].

A TNFa TNFu
.V. PLAD |:
Unié al 4 Unié aI
lligand > Illgand

Figura 14. Model de senyalitzacié per TNFR. A) The pre-ling assembly model 1 B) The pre-ligand
binding assembly domain. Modificat de Chan F.K. [182].

Malgrat que la proteina CD40 no presenta un domini intracel-lular amb activitat
catalitica, 1’oligodimeritzaci6 del receptor CD40 induida per la interaccio amb el lligand
CDA40L desencadena el reclutament de molécules TRAF 1/0 altres proteines intracel-lulars, com
son membres de la familia dels STATS (signal transducers and activators of transcription),
que s’uneixen al domini citoplasmatic del receptor. Les proteines TRAFs o factors associats a
la familia de receptors de TNF son molecules adaptadores utilitzades per una amplia varietat de
receptors de superficie, entre ells el CD40, per transduir senyals intracel-lulars. Aquestes
proteines TRAFs s’acoblen formant un complex de senyalitzacio multiproteic que desencadena
I’activacio de cascades de quinases, com les MAPKs, Erk1/Erk2 i la via JNK, i fosfatases 1
I’estimulacio de factors de transcripcid de la familia NF-Kf (incloent els membres p50, RelA i
c-Rel) [183], AP-1 i NFAT que finalment regulen la transcripcié de gens implicats en la

proliferacid, diferenciacio i apoptosi.

1.5.1.4 Funcions bioldgiques de CD40-CD40L

Les interaccions CD40/CD40L soén claus en la regulacidé de nombrosos processos
d’activacié del sistema immune, I’expressié d’aquestes moleécules en diversos teixits aixi ho
confirma. En la immunitat humoral, la unié del CD40 amb el CD40L és important en la
resposta immune primaria i secundaria als antigens T dependents, en la creacid de cel-lules B
de memoria i en la generaci6 1 manteniment dels centres germinals [184, 185]. De la mateixa
manera, les interaccions d’aquest parell lligand-receptor estan implicades en ’activitat d’altres
APCs com les CDs, on modulen la produccié de certes citoquines (IL-8, MIP-MIP-1a, TNF-a i
IL-12) i en mondcits on 1’estimul amb la proteina quimerica CD154-CDS8 indueix I’expressid

de CD54, molecules del MHC classe I 1 CD40 [185].
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Els estudis que han investigat el paper de les interaccions CD40/CD40L en la
maduracio timica dels limfocits suggereixen que CD40 pot participar en el procés de seleccid
negativa només quan el superantigen utilitzat s’expressa de forma endogena. Resultats similars
es van obtenir amb la utilitzacidé de ratolins transgenics [184]. Nombrosos assaigs in vivo 1 in
vitro indiquen que I’expressio de CD154 en cel-lules T CD4 1 CDS8 és important per a la seva
sensibilitzacio, expansio 1 maduracid cap a cel-lules efectores capaces de produir citoquines 1
tenir activitat litica [188]. També s’ha trobat que 1’estimul a través del CD40 ¢s fonamental per
a la maduraci6 de les CDs i les cel-lules B, 1 podria intervenir en ’augment de la supervivéncia
de les cel-lules T [186].

La coestimulacié per mitja de CD40/CD40L regula la produccidé d'IL-12 per les CDs 1
macrofags, necessaria per al desenvolupament de les respostes Thl. Si bé no s’ha observat en
tots els sistemes, el bloqueig de les interaccions CD40/CD40L desvia el patr6é de produccid de
citoquines cap a Th2, un fenomen que en alguns animals d’experimentacié millora la
simptomatologia clinica d’algunes malalties autoimmunes com la colitis, 1 en altres models
com la infeccid6 per Leishmania causa susceptibilitat a la infeccid per aquest parasit
intracel-lular [185, 187].

També s’han investigat els efectes de les interaccions CD40/CD40L en el control de les
funcions efectores d’algunes cel-lules immunes. La lligacié del CD40 en monocits €s important
per a la producci6é d’IL-1a, IL-1b, TNF-a, IL-6 i IL-8, aixi com per al rescat dels monocits
circulants de la mort apoptotica. En macrofags, la uni6 CD40/CD40L es requereix per a la
produccio d’oxid nitric 1 IL-12. Aixi mateix, les cel-lules NK que expressen CD40L lisen
cel-lules que expressen CD40 [185]. S ha vist a més que durant la seva expansio les cel-lules T
poden requerir, en alguns casos, la coestimulacio6 CD40/CD40L per madurar cap a cel-lules
efectores, 1 que els limfocits T efectors han de trobar secundariament 1’antigen en el context

d’aquest parell lligand-receptor per iniciar la secrecié de citoquines [187].

1.5.1.5. Interacci6 CD40-CD40L en cél-lules presentadores d’antigen. Un
procés clau en la regulacié de la resposta immunoinflamatoria

CD40 té una historia remarcable com un prominent activador de cél-lules immunes
[188]. CD40 és conegut com el mitjancer clau del canvi d’isotip de les immunoglobulines en

els limfocits B. També serveix com a activador majoritari de les APCs professionals, com

macrofags 1 CDs.
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Les CDs poden induir resposta immune i també tolerancia. Aixo depén basicament de
la presencia o absencia (o bloqueig) de molécules coestimuladores, participants en 1’activacid
el limfocit T. Si es dona aquest segon cas, la CD no activa el limfocit T sind que el toleritza.

Tot 1 que la interaccid6 CD-cel-'lula T s’ha observat tradicionalment de manera
unidireccional, existeixen evideéncies recents que les cel-lules T juguen un paper important en
I’activaci6 de les CDs, en particular via CD40. La senyalitzacido de CD via CD40 provoca la
secrecid de multiples citoquines (IL-1, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12, TNF-oa, MIP-1a). La
produccio6 de IL-12 per aquestes cel-lules desvia la maduracié de la cel-lula T cap a la via Thl.
A més, la interacci6 CD40-CD40L altera considerablement el fenotip d’aquestes APCs en
incrementar 1’expressio d’altres molecules coestimuladores com CD54/ICAM-1, C58/LFA-3,
CD80/B7-1, CD86/B7-217. Per tant, I’activacio dels receptors CD40 és una senyal critica per
completar la maduraci6 de les CDs que es converteixen en les APCs més potents,
incrementant-se la seva supervivéncia [189]. Finalment, la interrupcid de la interaccid
bidireccional CD40-CD40L in vitro en cocultius de cel-lules T amb CDs provoca una reduccid
en la proliferaci6 de cél-lules T aixi com un increment en la seva produccid de citoquines. In
vivo, el bloqueig de la interacci6 CD40-CD40L en les APCs pot provocar una presentacid
inadequada d’antigen, una deficiéncia en I’entorn inflamatori, respostes parcials de les cel-lules
T implicades 1, en alguns casos, tolerancia de dites cel-lules. De fet, s’ha postulat que els
efectes causats pel bloqueig de CD40L en la immunitat cel-lular sén conseqii¢éncia d’un defecte
en la maduracio de les CDs [190]. Un coneixement més exhaustiu del procés de maduracié de
les CDs permetra noves estratégies de manipulacid d’aquest nexe critic de control entre la
immunitat i la tolerancia.

M¢és recentment, es va descobrir que CD40 s’expressa en molts tipus de cel-lules
humanes incloent-hi cél-lules estructurals de teixits, com fibroblasts, cel-lules epitelials, 1
cel-lules endotelials [191 i 192]. En aquestes cel-lules, com en cél-lules immunes classiques, la
unié6 de CD40 incita la produccié de moleécules d’adheréncia, citoquines, quimioquines, i
importants mediadors inflamatoris [192 1 193].

El lligand natural per a CD40, CD40L, pot ser expressat, després de 1’activacio, a la
superficie d’uns quants tipus cel-lulars, incloent limfocits T i1 plaquetes [191, 193 1 194]. Hi ha
molt interés en I’activacidé de la cel-lula endotelial mitjangant CD40L a causa de les
conseqiiencies potencials d’aquest esdeveniment, com per exemple la progressid
aterosclerotica, inflamacid cronica, i rebuig de ’empelt. Inicialment, el bloqueig de CD40L es
va proposar com a diana terapeutica en certes malalties inflamatories, 1 en el rebuig de I’empelt

com una via per induir tolerancia immunologica. No obstant, a causa de I’expressié de CD40L
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en plaquetes humanes, s’han donat esdeveniments tromboembolics en els primers estudis
clinics utilitzant anticossos contra CD40L, complicant I’us d’aquesta molécula com a diana
terapeutica [195 1 196]. Malgrat aquests efectes imprevistos no desitjats, la senyalitzacid via
CD40 és utilitzada com a diana ja que s’ha vist que és un mitja per atenuar ’activaciod
endotelial no desitjada i d’altres tipus cel-lulars.

Referent a aix0, el nostre grup es va centrar en els esdeveniments que tenen lloc
després de la interaccido de CD40L, expressat en cel-lules T activades, amb cel-lules humanes
endotelials. Dues aproximacions complementaries van ser utilitzades simultaniament per
analitzar les conseqiiencies derivades de la senyalitzaci6 de CD40 en cel-lules endotelials. Es
va utilitzar una linia de cél-lules T humanes que expressa de forma constitutiva el lligand de
CD40, CDA40L, per activar cel-lules humanes endotelials que expressen CD40. Mitjangant 1°0s
de RNAI contra CDA40 i la tecnologia dels arrays es van identificar molts gens nous dels quals
es desconeixia que estaven regulats per la via CD40-CD40L, demostrant la importancia de
CD40 com a activador clau de gens 1 vies de senyalitzacio implicats en la induccié de la
resposta inflamatoria [197].

Aixi, es va demostrar la resposta rapida i global de les cél-lules endotelials després de
I’activacio per cel-lules T, incloent canvis coordinats en factors de transcripcid 1 en quinases
que afecten la inflamacio, la motilitat de les cel-lules, 1 el to vascular. Cal destacar dos
descobriments de particular interes. El primer implica un peéptid vasoactiu anomenat apelin
[197 1 198]. L’expressio del gen d’apelin es va trobar altament inhibida en cél-lules endotelials
després de la interaccio CD40-CD40L. Apelin sembla jugar un paper important com un
dilatador de vasos sanguinis i pot tenir efectes cardioprotectors. Aquesta inhibicié de
I’expressio endotelial d’apelin en un ronyd trasplantat inflamat pot ser un factor important en la
desregulacié de ’homeostasi de fluids associada al rebuig en transplantament renal. El segon
descobriment destacat consisteix en qué les céllules endotelials estimulades via CD40
augmenten 1’expressi6 de gens implicats en la defensa de ’hoste front a virus. Aquests gens
inclouen gens implicats en la detecci6 de RNA viral, com per exemple TLR3, resultant en
I’activacio de I’expressid de la quimioquina IL-8 i1 la sintesi de IFN-B [197]. També és
d’interés el descobriment de la inhibicid, mitjancada per CD40, de ’expressié de certes
proteines que permeten I’entrada viral. Aquestes inclouen CXCR4, un receptor de
quimioquines important per I’entrada de HIV a les cel-lules [197]. Aquests esdeveniments
coordinats semblen amplificar la immunitat innata mitjangant la resposta immune adquirida a

partir de les ce¢l-lules T.
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Aquest treball proporciona molta informacié nova referent a 1’activacié de la cel-lula
endotelial humana via CD40. De tota manera, les cé¢l-lules endotelials difereixen d’organ a
organ 1 fins i tot dintre del mateix organ [199]. A més, 1’activacio de les cel-lules endotelials
via CD40L pot diferir depenent de 1’estimul on s’associa, ja sigui limfocits T, plaquetes o
d’altres. Aix0 obra les portes a noves dianes en la via de senyalitzaci6 CD40-CD40L en les

cel-lules endotelials.

72









2. ANTECEDENTS







Antecedents

La inflamacid és un procés tissular constituit per una serie de fenomens moleculars,
cel-lulars 1 vasculars de finalitat defensiva enfront d’agressions fisiques, quimiques o
biologiques. Els aspectes basics que es destaquen en el procés inflamatori son: en primer lloc,
la focalitzacié de la resposta, que tendeix a circumscriure la zona de lluita contra 1’agent
agressor; en segon lloc, una resposta immediata, d’urgencia 1 per tant, preponderantment
inespecifica, encara que pot afavorir el desenvolupament posterior d’una resposta especifica; i
en tercer lloc, ’atraccio de les cél-lules immunes dels teixits propers al focus inflamatori. Les
alteracions vasculars permeten, a més, 1’arribada des de la sang de molécules immunes. El
procés inflamatori s’estableix quan els leucocits que viatgen pel torrent sanguini s’adhereixen a
I’endoteli, atrets per molecules que produeix el propi endoteli i altres cel-lules inflamatories;
després el leucocit migra entre les cel-lules endotelials i arriba al focus inflamatori, on produira
la destrucci¢ tissular. Entre les principals caracteristiques de la inflamacié es troba I’augment
del flux sanguini, augment de la permeabilitat capil-lar 1 la mobilitzacid6 de cél-lules
inflamatories cap al focus on s’ha produit el dany [51]. Per tant, en la inflamacié tant les
cellules de la vasculatura com les cel-lules immunes sén components essencials.

Amb anterioritat I’endoteli era considerat una simple barrera fisica que separava la sang
dels teixits subjacents. Actualment se sap que és un Organ altament especialitzat 1
metabolicament molt actiu; exerceix un paper molt important no només en el manteniment del
to 1 de la permeabilitat vascular sind també en el trafic dels leucocits 1 en la modulacié de
I’homeostasi 1 la trombosi. La cel-lula endotelial participa en totes les fases de la inflamacid
aguda o cronica, produeix mediadors de la vasodilatacio 1 expressa molecules d’adhesioé que
faciliten I’adheréncia i transmigracio dels leucocits [61].

Les cellules dendritiques (CDs) sén un sistema integral del sistema
limfohematopoictic. Distribuides per tot el cos, actuen com a sentinelles especialitzades en
capturar antigens, migrar cap a organs antigen-especifics als quals presenta 1’antigen processat,
iniciant aixi les respostes immunes [70].

CDA40 és una proteina de membrana que s’expressa en totes les cél-lules presentadores
d’antigen entre elles les CDs i les cél-lules endotelials [175]. El seu lligand, el CD40L és una
glicoproteina de membrana de tipus II que s’expressa en limfocits T activats [200, 201].
Existeixen dues isoformes, una forma transmembrana (mCD40L) i una forma soluble
(sCD40L) provinent de la divisio proteolitica de la proteina de membrana [178]. Les
interaccions CD40/CD40L sén claus en la regulacié de nombrosos processos d’activacio del
sistema immune. Estudis previs realitzats en el nostre grup van posar de manifest la rellevancia

de la interaccid mCD40L-CD40 en I’activacid proinflamatoria endotelial [197]. Mitjangant un
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siRNA dirigit contra el receptor CD40 huma [202] 1 la informativitat dels microarrays en la
determinacid i comparacio de perfils globals d’expressid geénica en cel-lules endotelials
activades via mCD40L, s’ha pogut confirmar el paper de CD40-CD40L com a “activador”
cel-lular. Mitjangant analisi d’ontologia genica (GO) s’ha determinat que la majoria dels gens
regulats estan involucrats en la resposta immune 1 processos inflamatoris, com molecules
d’adhesié cellular (E-selectina, ICAM-1, VCAM-1), citoquines 1 quimioquines
proinflamatories (CCL2, CXCL1, IL-8), gens antiapoptotics (BIRC-3), factors de creixement,
factors de transcripcido (NFkB, RelB) 1 gens implicats en la presentacié d’antigens (TAP-1),
confirmant el paper de la senyalitzacié via CD40 i de les cel-lules endotelials en 1’inici 1 el
desenvolupament dels processos immunoinflamatoris [197].

No obstant, les plaquetes activades secreten també moduladors inflamatoris, com el
lligand de CD40 soluble (sCD40L) al qual 1i manca la regi6é transmembrana i part del domini
extracel-lular, perd manté completa la regido homologa al domini TNF-a 1, per tant, és capag
d’unir-se a CD40 [203]. Interaccionant amb CD40, sCD40L pot provocar ’alliberament de
mediadors inflamatoris, conduir cap a una activitat augmentada de metal-loproteinases de la
matriu, 1 activar la cascada de coagulacio. Estudis recents han demostrat que sCD40L és un
marcador poderds 1 independent de sindromes coronaris aguts [204, 205]. L’elevacié de nivells
de lligand de CDA40 soluble indica un risc agreujat d’esdeveniments cardiovasculars com
I’aterosclerosi i la inflamacio cronica.

Una de les qiiestions que van sorgir va ser si sCD40L, a nivell funcional, tenia
rellevancia en 1’activacio endotelial, tal i com s’havia observat en mCD40L, o si era un simple
subproducte provinent de 1’escissid proteolitica de plaquetes activades i romandria només el
seu potencial diagnostic. Per tant, es va realitzar un analisi d’expressi6 génica mitjangant
microarrays en c¢l-lules HUVEC electroporades amb un siRNA-antiCD40 i estimulades durant
4h amb sCD40L. Posteriorment es va dur a terme un analisi comparatiu de 1’expressi6é genica
d’aquestes cel-lules estimulades amb mCD40L vers sCD40L.

Per altra banda, es coneix la importancia fonamental de les cel-lules dendritiques en la
resposta immune ja que constitueixen un nexe d’uni6 entre la immunitat innata i ’adquirida. A
m¢és, evideéncies recents suggereixen que les CDs tenen un paper fonamental en la determinacid
del desti de les respostes immunes cap a la immunitat o tolerancia [206]. Aixi, en les cél-lules
immunes esta establerta la importancia del binomi CD40-CD40L en la diferenciacidé/maduracio
(activacid) de les CDs, ja que ’activacid del receptor CD40 per la interacciéo amb cel-lules T
CD40L" és un senyal critic per completar la seva maduracié de manera que es converteixen en

les cel-lules presentadores d’antigen més potents [199, 207].
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En trasplantament d’organs, els esfor¢os actuals es centren en 1’estudi de la capacitat de
les CDs (immadures o semimadures) per silenciar la reactivitat immune amb la intencid de
prevenir el rebuig de ’empelt i de disminuir la dependéncia de farmacs immunosupressors
potencialment nocius. Una de les estratégies fonamentals implica generar CDs reguladores (o
tolerogeéniques) ex vivo i la seva posterior reinfusié (terapia cel-lular) [208].

El sistema del complement és un component clau de la immunitat innata. A més de ser
un sistema de proteccié front microorganismes invasors a través de les seves activitats
opsonitzants, inflamatories 1 litiques, també incrementen la immunitat adquirida 1 participa en
el procés d’eliminaci6 de cel-lules apoptotiques. L’activacidé del complement pot iniciar-se per
tres vies: la via classica s’activa per la uni6 antigen-anticos; la via alternativa s’activa per
productes bacterians; i la via de la lectina s’inicia per ’enlla¢ de la lectina d’unié de manosa
(MBL) a la superficie dels bacteris que contenen polisacarids rics en aquests carbohidrats.
Donat el potencial lesiu del sistema del complement, aquest es troba estretament regulat per
diversos mecanismes i molecules, 1’objecte de la qual és evitar la lisi de les cel-lules
autologues. Els principals reguladors del complement son la proteina C4BP que actua sobre la
via classica 1 la via de la lectina, i el factor H, una proteina plasmatica homologa a C4BP que
actua sobre la via alternativa.

S’ha suggerit que la senyalitzacié via CD40 pot alterar-se per canvis en les respostes
immunes innates. Recentment s’ha reportat que C4BP seria lligand del receptor CD40 en
limfocits B, induint la seva proliferacio, la sobreexpressio de CD54 (ICAM-1) 1 CD86, aixi
com el canvi d’isotip IgE dependent de 1L-4 [180]. Es desconeix la influéncia de C4BP en
I’activacio d’altres cel-lules presentadores d’antigen, com les CDs, ce¢l-lules endotelials, etc i el
seu efecte en la senyalitzacid via CD40. Per tant, es va voler determinar si aquest regulador del
complement podia tenir una contribuci6 potencial en la diferenciacié/maduracié de les CDs.

Finalment, es va voler comprovar si el factor H també afectava aquests processos en les

CDs.
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Objectius

Els factors solubles alliberats per 1’organisme que actuen sobre cel-lules rellevants en
condicions inmunoinflammatories, com les cel-lules endotelials i les cel-lules dendritiques, sén
claus tant per la progressid com pel control d’aquest procés. Aixi, els nostres esfor¢os s’han
dirigit cap a I’analisi del comportament de la proteina plasmatica sCD40L i dels inhibidors
solubles del complement C4BP i1 Factor H en 1’activacidé proinflamatoria d’ambdos tipus
cel-lulars.

Per tant, els objectius concrets han estat:

- En cél'lules endotelials.-

1- Clarificar la funcid biologica de la isoforma soluble de CD40L (sCD40L) analitzant el perfil
global d’expressid genica, mitjangant microarrays, de cél-lules endotelials humanes induides
pel sCD40L en les quals s’inactiva especificament la senyalitzacié via CD40 per RNAI.
Identificar vies metaboliques 1 gens especifics regulats per aquesta via de senyalitzacid
rellevants en processos immunoinflamatoris.

2- Realitzar una analisi comparativa dels perfils globals resultants de la interaccié d’ambdues
isoformes de CD40L (sCD40L i mCD40L) amb el receptor CD40 en c¢l-lules endotelials.

- En cellules dendritiques.-

3- Analitzar la capacitat de C4BP 1 del factor H d’influir en el procés de diferenciacid 1/o
maduraci6 de les cel-lules dendritiques induides in vitro a partir de mondcits de sang periférica,
caracteritzant exhaustivament el seu fenotip 1 funcionalitat.

4- Caracteritzar el domini de C4BPA responsable de la seva funcio reguladora sobre les

cel-lules dendritiques.
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Materials 1 Métodes

4.1. LINIES CEL-LULARS I CULTIUS

El cultiu primari de cel-lules endotelials HUVEC (Human Umbilical Vein Endothelial
Cells) (Advancell) es van créixer en EGM bullet kit (Clonetics), que consta de medi EBM
(Endothelial Basal Medium), suplementat amb 10% FBS (Fetal Bovine Serum) (Linus), thEGF
(Human Epidermal Growth Factor) (Linus), hidrocortisona, BBE (Bovine Brain Extract), GA-
100 (gentamicina), L-glutamina (2 mM) (Invitrogen), i antibiotics (penicil-lina 100 unitats/ml i
estreptomicina 100 pg/ml) (Invitrogen).

La linia cel-lular Jurkat D1.1 es van fer créixer en RPMI (Roswell Park Memorial
Institute) (Invitrogen) suplementat amb 10 % FBS (Linus), L-glutamina (2 mM) (Invitrogen), 1
antibiotics (penicil-lina 100 unitats/ml i estreptomicina 100 pg/ml) (Invitrogen).

El cultiu primari de cel-lules dendritiques es van créixer en diferents tipus de medi de
cultiu:

a) RPMI (Roswell Park Memorial Institut) (Invitrogen) suplementat amb 10 % FBS (Linus), L-
glutamina (2 mM) (Invitrogen), 1 antibiotics (penicil-lina 100 unitats/ml i estreptomicina 100
png/ml) (Invitrogen).

b) X-VIVO (Invitrogen) 15 suplementat amb 2 % Human Serum AB (Invitrogen), L-glutamina
(2 mM) (Invitrogen), i antibiotics (penicil-lina 100 unitats/ml 1 estreptomicina 100 pg/ml)
(Invitrogen).

Totes les cel-lules es van fer créixer en una estufa d’atmosfera humida a 37°C 1 5%CO,.

4.2. COMPTATGE CEL-LULAR

El comptatge i1 la viabilitat cel-lular van ser calculats mitjangant la tinci6 amb el

marcador blau tripa (Trypan Blue Solution, Sigma Aldrich) que és el metode més comu utilitzat
per discriminar entre cel-lules vives i mortes. El blau tripa penetra la membrana de les cel-lules
mortes 1 les tenyeix de blau, mentre que les cel-lules vives no I’incorporen. La suspensiod
cel-lular va ser diluida 1:2 amb blau tripa afegint 10 pl de la suspensio cel-lular a 10 pl de
marcador. Es va utilitzar una cambra de comptatge de Neubauer o hemocitometre i un
microscopi de contrast de fases. Es va comptar el nombre de cél-lules viables (no tenyides) en

els quatre quadrats de les cantonades mitjancant la férmula que es mostra a continuacié [209].
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Mitja del nombre de cél-lules per quadrat x 10*

Concentracid cel-lular = X2

n° de quadrats comptats

N° total de cel-lules = Concentracio cel-lular x Volum de suspensio cel-lular

4.3. CRIOPRESERVACIO DE LES CEL-LULES

Tant les céllules endotelials HUVEC com les cé¢l-lules Jurkat D1.1, les PBMC, els
monocits 1 limfocits extrets van ser congelats en volums de 1 ml de medi de congelacid. Els
pelets van ser resuspesos en 90% de FBS 1 10% de DMSO (Dimetil Sulfoxid, Fluka), la
suspensié cel-lular es va repartir en aliquotes de 1 ml en criovials els quals es van
emmagatzemar a -80°C dins d’un contenidor amb 2-propanol fins a ’endema. Al dia segiient,
els criovials van ser transferits al tanc de nitrogen liquid per al seu emmagatzematge a llarg

termini a -196°C.

4.4. DESCONGELACIO DE CEL-LULES CRIOPRESERVADES

Els criovials de 1 ml de cé¢l-lules criopreservades van ser recuperats del nitrogen liquid 1
desglacats rapidament en un bany d’aigua a 37°C. El seu contingut es va transferir a un falcon
de 15 ml que contenia 9 ml de PBS o medi de cultiu. El tub es va centrifugar immediatament a
1000 rpm durant 10 min. Els pelets cel-lulars es van resuspendre en el medi de cultiu

corresponent preescalfat a 37°C.

4.5. CEL-LULES ENDOTELIALS HUVEC

4.5.1. ESTIMULACIO D’HUVEC AMB CEL-LULES JURKAT D1.1 O LA
PROTEINA CD40L

Per tal d’activar les ce¢l-lules endotelials via CD40-CD40L, un cop transfectades, les

cel-lules del cultiu primari HUVEC van ser activades per coincubaci6 amb c¢l-lules Jurkat
DI1.1 o tractant-les amb la proteina recombinants CD40L a una concentracié de 10 pug/ml
(rhuCD40L, Prospec) durant 4 hores. Les ce¢l-lules Jurkat D1.1 sén un subclon de cel-lules
Jurkat que expressa de forma constitutiva el lligand de CD40 de membrana, mCD40L. Al
cultius de cel-lules HUVEC es van afegir Jurkat D1.1 amb una relacio T/EC (cel-lula T/cel-lula

endotelial) de 10:1 o sCD40L durant 4 hores préviament a 1’analisi.
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48 hores post-transfeccid, aquests cocultius eren rentats exhaustivament amb PBS per
tal d’eliminar les Jurkat D1.1 que havien quedat adherides a la monocapa d’HUVEC. Després,
les cel-lules HUVEC, tant estimulades amb les ce¢l-lules Jurkat D1.1 com amb la proteina

recombinant sCD40L, eren recollides per a ser analitzades.

4.5.2. DISSENY DEL siRNA anti-CD40

La seqiiencia del siRNA2 anti-CD40 huma es va obtenir a partir del cribatge de 8
siRNAs dissenyats 1 sintetitzats per transcripcid in vitro mitjancant el kit Silencer ™
siRNAConstruction Kit (Ambion) [202]. Pel disseny d’aquests siRNAs es van buscar
seqiiencies de 21 parells de bases (pb), 19 de les quals son complementaries al gen diana, del
tipus AA(19)TT al llarg del cDNA de CD40 huma (GenBank Acc.n® X60592) 1 evitant les
regions 5’ 1 3’ no traduides i les regions properes al codé d’inici de traduccid, ja que poden ser
riques en llocs d’unid a proteines reguladores que podrien interferir amb la unié del complex
RISC.

Un cop escollides les seqiiencies dels diferents siRNAs, 1 per tal d’evitar efectes off-
target en altres gens 1 assegurar I’especificitat d’unié d’aquests siRNAs al gen diana, es va
comprovar que la seqtiencia del siRNA2 no presentava homologia amb cap altra seqiiéncia
publicada en la base de dades de GenBank utilitzant el programa BlastN
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST).

Les seqiiéncies d’aquests siRNA2 anti-CD40 1 siRNAControl (msiRNA2, mutat per transversio

de 5 nucleotids centrals) es mostren a la Taula 6:

TAULA 6. Seqiiéncies de siRNA2 i msiRNA-2

siRNA2 msiRNA-2
5’-GCGAAUUCCUAGACACCUGUU-3’ 5’-GCGAAUUCGAUCUCACCUGUU-3’
3’-UUCGCUUAAGGAUCUGUGGAC-5’ 3’-UUCGCUUAAGCUAGAGUGGAC-5’

4.5.3. TRANSFECCIO DE siRNAs

La membrana plasmatica cel-lular té la funci6 vital de separar el contingut molecular de
la cel-lula del seu ambient exterior. Les membranes estan formades de lipids amfifilics els
quals s’autoassemblen en forma de bicapa. Existeixen diferents estratégies per introduir DNA
en cel-lules eucariotes: transfeccid per metodes quimics, transfeccid per méetodes fisics o
transduccié amb virus. En aquest apartat es descriuen els meétodes que s’han utilitzat per

transfectar diferents linies cel-lulars humanes amb siRNAs.
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4.5.3.1. Electroporaci6 del cultiu primari de cél-lules HUVEC

En aquest estudi es va utilitzar I’electroporacié com a sistema de transfeccié d’un
cultiu primari de cél'lules HUVEC. L’electroporacié indueix permeabilitat reversible de
membranes plasmatiques quan les cel-lules sén exposades a polsos curts de camps eléctrics
externs forts. La formacid de porus hidrofil-lics és un resultat de la reorientacid de lipids en la
membrana en forma de bicapa. El mecanisme molecular d’aquest fenomen encara &s
desconegut. Mentre que petites moleécules simplement es difonen a través dels porus cap al
citoplasma, molécules més grans, com acids nucleics, son conduits a dins de la cel-lula per
forces electroforetiques. La presencia d’acids nucleics facilita la formacio de porus.

Per a I’electroporacié del cultiu primari de cél'lules HUVEC es va emprear
I’electroporador ECM 830 Electropulse Generator System (BTX). La transfeccié es va fer
utilitzant el tampd siPORT siRNA Electroporation Buffer (Ambion), un medi d’electroporacid
amb baixa conductivitat. El protocol seguit va ser el seglient: es van transferir 400 ul de la
suspensié cellular de HUVEC (2x10° céllules) i 100 nM de siRNA a una cubeta
d’electroporacio de 4 mm de pas (BTX), es va barrejar i incubar en gel 10 min. Després es va
aplicar un camp electric de 160 V durant 70 msec per induir I’entrada del siRNA dins les
cel-lules. Un cop electroporades, les cel-lules es van incubar en la cubeta 10 minuts més a
temperatura ambient 1 a continuacid es van transferir a una placa de 10 cm de diametre amb 10
ml de medi EBM complet. A les 48 hores posttransfeccid, es van recollir les cel-lules per

analitzar I’expressio genica [202].

4.6. CEL-LULES DENDRITIQUES

La transfusié d’hemoderivats forma part de la practica clinica diaria de multiples
especialitats en la medicina actual. Malgrat els avencos en immunohematologia i1 de la rigorosa
normativa en materia de seguretat transfusional, persisteix el risc, encara que baix, de
transmissio d’infeccions mitjancant la transfusio o bé que s’originin altres efectes adversos. Per
altra banda, es tracta d’un bé escas a causa del baix nombre de donants, per ’augment de les
necessitats a causa de la complexitat de la medicina actual i per no disposar-se de productes
alternatius comercials.

Tant el risc com I’escassetat son raons que han motivat el desenvolupament de
metodologies de fraccionament de la sang total que permeten reduir en part el risc patologic i
optimitzar 1’us de la sang al maxim. D’una donaci6 de sang total, es poden obtenir els segiients

components: concentrat d’hematies, concentrat de plaquetes, plasma fresc i crioprecipitat.
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Un dels productes de desfet que s’obtenen en la produccié d’aquests components ¢€s la
capa leucoplaquetaria, també coneguda com Buffy Coat. En aquesta fracci6 de desfet es troben
grans quantitats de plaquetes, eritrocits i leucocits. Convenientment tractat, el buffy coat es pot
utilitzar per a 1’obtencido de grans quantitats de cel-lules dendritiques (CDs) a partir dels
mondcits que es troben en el mateix. Es convenient realitzar el procés de purificaci6 i cultiu

dels monocits abans de les 24 hores segiients a I’extraccid sanguinia.

4.6.1. OBTENCIO | PURIFICACIO DE CEL-LULES DENDRITIQUES

4.6.1.1. Obtenci6 i purificaci6 dels monocits: obtencid de cél-lules

mononucleades

Grans quantitats de cel-lules mononuclears poden ser facilment recol-lectades de la sang
periferica mitjancant leukaferesi. Els monocits poden ser aillats d’altres leucocits recol-lectats
per afeéresi amb alta puresa per adheréncia, elutriaci6 o utilitzant boles immunomagnetiques
[210]. Els monocits es van purificar recollint la fracci6 de PBMC adherent al plastic o utilitzant
anticossos monoclonals anti-CD14 acoplats a perles magnétiques emprant el sistema de
MiniMacs, MACS CD14 isolation kit (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Alemanya) o el
EasySep Human CD14 Selection Kit (StemCell Technologies, Grenoble, France).

a) Aillament de PBMC de sang periférica

El primer pas a realitzar és 1’aillament de la fraccid de cel-lules mononucleades
(principalment limfocits, monocits 1 cel-lules NK) presents en el Buffy coat 1 separar-les de les
plaquetes, dels eritrocits i1 dels polimorfonuclears (granulocits).

A partir d’'una mostra de 50-60 ml de la capa leucoplaquetaria (Buffy Coat), es va
realitzar 1’aillament de la fraccio de PBMC de sang periférica de donants sans per gradients de
Ficoll-Paque (GE Healthcare Bio-Sciences AB; Uppsala, Suécia). Primer es va deplaquetar la
mostra realitzant una dilucié 1:2 en PBS preescalfat a 37°C i centrifugant a 900 rpm durant 10
minuts. Aquest pas té com a objectiu purificar la fraccid cel-lular al maxim i eliminar el
plasma. Si es realitza bé i la sang es troba en bones condicions, en acabar la centrifugacid
s’obtindran dues fases: una superior d’un color groguenc (fase plasmatica) i una altra inferior
de color vermell (fase cel-lular). En cas contrari ambdues fases seran vermelloses a causa de la
lisi d’eritrocits en la fase plasmatica. Per tant, es va descartar la fraccid superior del tub que

contenia la suspensié plaquetaria, i la part inferior es va diluir en PBS (dilucié 1:2) i es va
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transferir a un tub falcon de 50 ml que contenia 15 ml de ficoll, amb cura de no barrejar la
suspensiod cel-lular amb el ficoll (la sang no ha de caure directament sobre ell sind sobre el tub i
anar relliscant de forma que es dipositi suaument sobre el mateix mantenint-se les dues fases).
En cas contrari, la fraccié sanguinia penetraria en el ficoll contaminant amb eritrocits la
purificaci6 mononuclear. A continuaci6 els tubs es van centrifugar a 400 g durant 40 min.
Després d’aquest pas s’obtenen dues fases separades per un anell blanquinds, la fase superior
que conté grans quantitats de plaquetes i la fase inferior vermellosa on hi haura la majoria
d’eritrocits. En la zona on es toquen ambdues fases es forma una capa blanca de cel-lules que
conté cel-lules mononucleades barrejades amb plaquetes.

Utilitzant una pipeta pasteur, es va transferir 1’anell blanc de la interfase, corresponent a la
fracci6 de PBMC entre el ficoll i el plasma, a un altre tub de 50 ml. Es van realitzar rentats
amb PBS per eliminar I’excés de ficoll que pugui haver quedat en realitzar I’extraccio de la
capa, centrifugant 5-10 min a 1400 rpm. Els pelets resultants es van resuspendre en el medi
RPMI no suplementat amb FBS pero si amb L-glutamina (2 mM) (Invitrogen), 1 antibiotics
(penicil-lina 100 unitats/ml i estreptomicina 100 pg/ml) (Invitrogen), si es realitza la purificaid
per adherencia al plastic, o bé amb medi RPMI suplementat amb 10% FBS, L-glutamina (2
mM) (Invitrogen), 1 antibiotics (penicil-lina 100 unitats/ml 1 estreptomicina 100 pg/ml)
(Invitrogen) si pel contrari es fa la purificacid mitjancant anticossos monoclonals anti-CD14
acoplats a perles magnetiques. Es va avaluar la viabilitat cel-lular amb blau de tripa 1 es va
realitzar el comptatge en una cambra de Neubauer. Es solen obtenir entre 10° i 0.5x10° PBMC
per Buffy Coat compostos per un 90% de limfocits i un 10% de monocits. Després es va

procedir a la purificacio dels monocits.

b) Purificacio dels monocits: Separacio de monocits i limfocits
-Per adherencia al plastic de la placa de cultius

Un cop s’han separat les plaquetes, la banda mononucleada esta formada principalment
per limfocits i monocits. Normalment hi haura un 90% de limfocits i un 10% de monocits. Els
mondcits presenten una capacitat d’adheréncia al plastic molt major que els limfocits per la
qual cosa es pot utilitzar aquest parametre per aconseguir una purificacié parcial. Normalment
amb aquest sistema es pot arribar a obtenir una purificacié de monocits que oscil-la entre el
35% 1 el 70% depenent de diversos factors tals com els rentats, la qualitat del Buffy Coat o la

variabilitat de les fonts. La principal avantatge és que els limfocits rentats poden ser aprofitats
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per altres experiments. El seu inconvenient s un rendiment en ocasions molt inferior al de les
boles magnétiques.

Es van sembrar en plaques de 60-100 cm” o plaques de 6 pous cm” en medi lliure de
sérum 1 es van incubar a 37°C 1 amb un 5% CO2 durant 2 hores. La fraccié de cel-lules no
adherents va ser eliminada realitzant rentats suaus amb PBS atemperat per eliminar el nombre
maxim de limfocits. La fraccié adherent, formada per la poblacié de monocits, va ser cultivada

en diferents condicions de cultiu.

-Separacid mitjancant boles magnetiques

La separacio cellular mitjangant boles magnetiques ha esdevingut una técnica més
rapida 1 facil. En minuts, cél-lules en suspensid poden ser separades magneticament amb una
elevada puresa d’acord amb els seus antigens de superficie. Aquesta tecnologia permet separar
un ampli rang de productes.

La purificaci6 amb boles magnetiques s’ha realitzat mitjangant 1’is d’anticossos
monoclonals anti-CD14 acoplats a perles magnetiques utilitzant el sistema de MiniMacs,
MACS CD14 isolation kit (Miltenyi Biotec) o bé el sistema EasySep Human CDI14 Positive

Selection kit (StemCell Technologies) i avaluant la puresa de la poblacio per citometria de flux.

1. Tecnologia MACS CD14 isolation kit

L’aillament de monocits es dur a terme realitzant una seleccid positiva marcant
aquestes cel-lules amb boles magnétiques recobertes amb [’anticos anti-CD14 que és un
marcador de monocits (super-paramagnetic MACS MicroBeads) 1 recuperant la fraccid
positiva. Després del marcatge magnétic, les cél-lules es passen a través d’una columna MACS
LS col'locada en un fort imant permanent. Aquestes columnes permeten obtenir un maxim de
10® cél-lules magnéticament marcades, les quals son retingudes en la columna i separades de
les no marcades, que passen a través d’ella. La fraccid retinguda pot ser eluida, de manera que
ambdues fraccions cel-lulars, les marcades i les no marcades, poden ser completament
recuperades. Aquest metode permet obtenir una poblacié enriquida tinicament en monocits,
obtenint-se purificacions del 80% o més en monocits. El seu principal inconvenient és el cost
economic que suposa. A més, no ¢€s necessari eliminar les boles magnétiques ja que son
biodegradables (formades per Oxid de ferro i polisacarids), de manera que no activen les

cel-lules ni influencien en la seva funcio ni viabilitat.
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El protocol que es va seguir va ser el segiient: es van resuspendre les cel-lules a rad de
5-10x10” cél-lules/ml en el tamp6 PBS suplementat amb EDTA (Acid etilendiaminotetraacétic)
2 mM 1 0.5% de BSA (Bovine serum albumin). Es va afegir 20 pl de la suspensié d’anticos per
cada 10’ PBMC i es va incubar 15 min a 4°C. Durant aquest temps es va equilibrar la columna
LS amb tampo descrit anteriorment descartant I’eluent. Es va aplicar la suspensid cel-lular per
aquesta, de manera que els monocits marcats amb I’anticos anti-CD14 van quedar retinguts a la
columna mentre que la resta de PBMC van ser rentats afegint més tamp6 per la columna. Es
van recuperar els monocits afegint 1 ml del tampo6 a la columna 1 amb ’ajuda de la xeringa.
Aquesta suspensio cel-lular es va rentar centrifugant les cel-lules 5 min a 1200 rpm. Es va

descartar el sobrenedant i el pelet resultant es va resuspendre en el volum de medi necessari.

2. Tecnologia EasySep Human CD14 Positive Selection kit

L’aillament de monocits es va dur a terme realitzant una seleccid positiva. Es van
marcar aquestes cel-lules amb nanoparticules magnetiques cobertes de dextra utilitzant
Complexes d’anticossos tetramerics (TAC) biespecifics que reconeixen tant el dextra com
I’antigen de superficie cellular diana, en aquest cas el CDI14. La petita grandaria de les
particules d’iman dextra magnetiques permet una unid eficient a cél-lules marcades amb els
complexes TAC, 1 no interfereixen en el subsegiient analisi per citometria de flux. Les cél-lules
marcades magneticament son separades de les cel-lules no marcades utilitzant un iman
EasySep.

En aquest cas es va realitzar un pas previ a la separaci6 per gradients de Ficoll-Paque de
deplecié dels limfocits CD3" de la sang sencera mitjangant el RosetteSep” Human CD3"
Depletion Cocktail (StemCell Technologies, Grenoble, France). Aquest producte conté
Complexes d’anticossos tetramerics (TAC) biespecifics que reconeixen cel-lules
hematopoictiques humanes (CD3) de la sang humana sencera i la glicoporina A en multiples
globuls vermells de la sang (RBCs), de manera que es formen immunorosetes de cel-lules no
desitjades amb RBCs. Aix0 permet augmentar la densitat de cél-lules no desitjades ja que
quedaran unides als globuls vermells formant un pelet en la separacié per gradients de Ficoll-
Paque. Les cel-lules desitjades no s’uneixen a ’anticos i son facilment recol-lectades com una
poblacio enriquida en la interfase entre el plasma i el ficoll.

El protocol que es va seguir va ser el segiient: abans de realitzar el pas de la separacid
per gradients de Ficoll-Paque es va afegir RosetteSep™ Human CD3 Depletion Kit a una
concentracio de 50ul/ml de sang total i es va incubar 20 min a temperatura ambient. Es va

diluir la sang en un volum igual de PBS i es realitza la separacio per gradient de Ficoll-Paque
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(explicat a I’apartat de Materials 1 Métodes 4.6.1.1). Una vegada recuperada la interfase entre
el plasma i el ficoll es va passar a la seleccié positiva de les cél-lules CD14" preparant la
suspensié de cél-lules mononuclears a una concentracié de 1x10® cél-lules /ml en PBS. Les
cél'lules es van traspassar a un tub de poliestiré i es va afegir EasySep”™ Positive Selection
Cocktail a una concentracid de 100 pl/ml de cel-lules (per exemple, per 2 ml de cel-lules afegir
200 pl del coctel). Es va barrejar 1 incubar 15 min a temperatura ambient. Aleshores es va
barrejar les nanoparticules per assegurar-nos que constitueixen una suspensié uniforme
pipetejant unes 5 vegades i1 es van afegir a una concentracié de 50 ul/ml de cel-lules (per
exemple, per 2 ml de cel-lules afegir 100 pl de nanoparticules) realitzant una incubacié de 10
min a temperatura ambient. Es va portar la suspensio cel-lular fins a un volum final de 2.5 ml
afegint PBS, i es va barrejar i col-locar el tub dins de I’iman durant 5 min. Passat aquest temps
es va invertir I’iman 1 el tub en un moviment continu, traient la fraccid sobrenedant. Les
cel-lules marcades magnéeticament van romandre enganxades a les parets del tub gracies al
camp magnétic creat pel EasySep™ Magnet. Es va treure el tub de I’iman i es van recuperar les
cel-lules enganxades mitjangant 2.5 ml de PBS. Es va tornar a col-locar el tub dins I’iman
durant 5 min més 1 es van recuperar les ce¢l-lules marcades magneticament enganxades a les
parets del tub amb medi de cultiu.

Un cop acabada la purificacid, es va comprovar la puresa de la poblacioé realitzant el
marcatge d’unes 2x10° céllules mitjancant I’anticos anti-huma CD14 marcat amb ficoeritrina
(PE, IM0650U, Clone RMOS52, Beckman-Coulter) a una concentracié de 4 pg/ml per avaluar
la puresa per citometria de flux seguit per l'utilitzacié de Perfect-Count Microspheres ™
(Cytognos) a un volum igual al volum de cél-lules marcades (per exemple, 20 pl de cel-lules,
afegir 20 ul de Perfect-Count Microspheres) que permet realitzar comptatges absoluts de
cel-lules utilitzant també la citometria de Flux. L’avantatge d’aquesta estratégia ¢s la seva
capacitat inherent per identificar positivament totes les cel-lules d’interes i aixi excloure les
cel-lules contaminants. Aquest sistema es pot combinar amb anticossos monoclonals conjugats

amb diferents fluorocroms, la qual cosa permet identificar positivament les cel-lules d’interes.

Perfect-Count Microspheres és un sistema de plataforma simple basat en microesferes (A i B)
que asseguren la precisié dels resultats de comptatge absoluts. El seu sistema tnic de control
de qualitat intern conté dos tipus d’esferes amb densitats per sobre i per sota de les densitats de
les cel-lules de la sang. Aquest sistema pot ser utilitzat com un estandard doble de referencia, ja

que assegura la precisio de 1’assaig i el calcul acurat del nombre de cél-lules per pl.
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Els dos tipus d’esferes tenen diferent dispersid6 de la llum, diferents fluorescéncies i
caracteristiques de flotacid. Ambdos tipus d’esferes romanen estables durant un llarg periode
de temps 1 son facilment detectables i diferenciades pel citometre de flux a causa de les seves
diferents intensitats de fluorescencia:
-Microesferes de tipus A son esferes fluorescents de 6,4 um excitables a 506 nm.
-Microesferes de tipus B son esferes fluorescents de 6,36 um excitables a longituds
d’ona que van de 365 a 650 nm.
La proporcio i el rang que es considera acceptable per a la proporcid d’esferes A 1 B present en
el vial s’especifica en el full tecnic del producte. Un cop adquirida la mostra en el citometre de
flux cal comprovar que la proporci6 entre les subpoblacions de les esferes de referéncia son el
mateix o cauen dins del rang acceptable de variabilitat dins de la proporcid existent en la

solucio inicial.

El calcul del nombre absolut de la poblacié cel-lular d’interés es calcula mitjangant la segiient

férmula:

Nombre de c¢l-lules de la subpoblacié diana comptada

Comptatge absolut (Cels/ul) = x Nombre de Perfect-Count//ul

Nombre total de microesferes comptades (valor especificat pel fabricant)

4.6.1.2. Diferenciacié de monocits a cel-lules dendritiques

Un cop obtingudes les cel-lules 1 sembrades en les plaques corresponents, es van fer
créixer en medi RPMI (Invitrogen) + 10 % FBS (Linus), L-glutamina (2 mM) (Invitrogen), 1
antibiotics (penicil-lina 100 unitats/ml i estreptomicina 100 pg/ml) (Invitrogen).

Els monocits es van incubar a 37°C 1 amb un 5% COz2 en plaques de 6-12-24 pous a una
densitat de 1x10° cél-lules/ml en preséncia de 500 U/ml de IL-4 (interleuquina 4, Gentaur) i
800 U/ml de GM-CSF (granulocyte-macrophage colony-stimulating factor, Gentaur). Als 2-3
dies es va afegir medi fresc suplementat amb 500 U/ml de IL-4 i 800 U/ml de GM-CSF. La
morfologia de les CDs immadures es va comprovar per microscopia de contrast de fases a dia
5. La preséncia de marcadors de CDs immadures es va avaluar per citometria de flux als dies 5

17 del cultiu.
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4.6.1.3. Maduracio de cél-lules dendritiques immadures a cel-lules dendritiques

madures

A causa que les CDs madures sén superiors a les CDs immadures per 1’estimulacid de
cel-lules T citotoxiques, CDi derivades de mondcits son sovint tractades amb diversos estimuls
exogens coneguts per induir la maduracié de les CDs incloent lipopolisacarid (LPS) 1 IFN-y. A
dia 5 de cultiu es va canviar el medi de cultiu per medi fresc addicionant diferents tipus
d’estimuls de maduracio i afegint els suplements 500 U/ml de IL-4 1 800 U/ml de GM-CSF
durant 48 hores per afavorir la maduraci6é de les CDs; com a control negatiu es van utilitzar
cel-lules sense estimul de maduracid. La morfologia de les cel-lules es va comprovar per
microscopia de contrast de fases a dies 51 7. La presencia de marcadors de CDs immadures es
va avaluar per citometria de flux al dies 51 7 del cultiu i el de CDs madures al dia 7.

Els estimuls de maduracié que s’han utilitzat al llarg d’aquest estudi son:

a) Lipopolisacarid (LPS, Lipopolysaccaharides from Escherichia coli 055.B5, Sigma L2880),
a una concentracio de Spg/ml.

b) Coctel Ribomunyl que conté 1000 U/ml de INF-y, 500 ng/ml de rHusCD40L/TRAP 1 9,5
ul/ml de ribomunyl.

4.6.2. EFECTE DE C4BP EN LA MADURACIO | DIFERENCIACIO DE
LES CEL-LULES DENDRITIQUES

Les isoformes plasmatiques purificades a7B1 1 a7p0 de la proteina C4BP i la proteina
recombinant C4BP a (reca6f0) es van afegir en tres moments diferents de la diferenciaci6 de
monocit a CDs: des de I’inici de ’extraccio fins a la maduracid inclosa, inicament fins el
procés de diferenciacio de monocit a CD o bé només en el moment de la maduracié de CDi a

CDm afegint-les al comencament de la maduracio6.

4.6.2.1. Assaig de Binding

Aquest protocol permet avaluar si les isoformes plasmatiques purificades a7p1 1 a7B0 de la
proteina C4BP s’uneixen especificament a la membrana de les CDs. Per realitzar aquest estudi
s’han utilitzat monocits extrets de sang periferica, tant purificats per adheréncia al plastic de la
placa de cultius com per separacidé mitjangant boles magnetiques utilitzant el sistema de
MiniMacs, MACS CD14 isolation kit, i CDs en estat immadur. Aquestes c¢l-lules han estat
tractades amb diferents concentracions de les dues isoformes plasmatiques purificades de

C4BP.
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El protocol que es va dur a terme va ser el segiient: primer de tot es van rentar les
cel-lules en PBS per eliminar qualsevol resta de FBS. Es va fer un ultim rentat amb el tampo
que s’utilitza per realitzar I’assaig. Es van incubar 4x10° cél-lules diluides en 100 pl de tampd
que facilita la unio (binding buffer, 10 mM HEPES, 150 mM NaCl, 5 mM KCI, I mM MgCl,,
1.8 mM CaCl,) amb quantitats incrementades de a7B1 1 a7B0 (2 pg/ml, 5 pg/ml1 10 pg/ml en
’assaig realitzat en monocits; i 2 pg/ml, 10 pg/mli 20 pg/ml en I’assaig en CDi) durant 30 min
a temperatura ambient. Es van rentar les cel-lules amb 1-2 ml de binding buffer i es van incubar
amb D’anticos rabbit anti-human C4BPA Ab (PK 9008, cedit per la Dra. Ana Blom) a una
proporci6 de 2:1 (Ac:C4BPA) en un volum final de 100 pl durant 30 min. Es van rentar les
cel-lules amb 1-2 ml de binding buffer i es van incubar amb 1’anticos secundari goat F(ab’)2
fragment anti-rabbit IgG (H + L)-FITC (eBioscience) a una concentracio de 5 ng/pul en un
volum final de 100 pl durant 30 min. Finalment es van rentar les c¢l-lules amb 1-2 ml de
binding buffer 1 es va resuspendre el pelet final amb 300 pl de tampdé FACS (composicio
descrita en I’apartat 4.6.9.1 de Materials i metodes). Les mostres es van analitzar per citometria
de flux mitjangant el programa CellQuestPro.

Com a controls negatius es van utilitzar cel-lules marcades amb rabbit anti-human
C4BPA A4b + I’anticos secundari goat F(ab’)2 fragment anti-rabbit IgG (H + L)-FITC a les
mateixes proporcions que les proteines testades i cel-lules marcades només amb 1’anticos
secundari. Es van realitzar triplicats de cada mostra i el resultat es van obtenir calculant la mitja

de la Median Fluorescence Intensity (MFI) de les cél-lules tractades amb les proteines a testar.

4.6.2.2. Efecte en la diferenciacio

Es va afegir des del moment de I’extraccid dels monocits diferents estimuls en medi
RPMI 10% FBS suplementat amb les citoquines IL-4 1 GM-CSF per comprovar el seu paper en
la diferenciaci6 de les CDs.
Es van utilitzar diverses condicions per obtenir a dia 5 de cultiu diferents fenotips:
1) CDs immadures: cultiu en preséncia d’IL-4 i GM-CSF i en abséncia d’estimuls de
maduracid.
2) CDs estimulades amb les formes de C4BP: a7B1 o reca6p0 des del primer dia de cultiu.

Els estimuls utilitzats per realitzar aquests assajos es descriuen a la Taula segiient:
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TAULA 7. Estimuls de diferenciacio utilitzats

Estimul Concentracié

2 pg/ml
a7pl &

5 pg/ml
2 pg/ml

reca6p0
5 pg/ml

Es van comprovar a dia 5 la morfologia cel-lular per microscopia de contrast de fases 1

la presencia de marcadors superficials per citometria de flux.

4.6.2.3. Efecte en la maduracio6

Es van afegir al dia 5 de cultiu diferents estimuls de maduracié en medi RPMI 10%
FBS suplementat amb IL-4 i GM-CSF, els quals es mostren en la Taula 8, per comprovar el seu
paper en la maduracid de les CDs.
Es van utilitzar diverses condicions per obtenir al dia 7 de cultiu diferents fenotips:
1) CDs immadures: cultiu en preséncia d’IL-4 1 GM-CSF 1 en abseéncia d’estimuls de
maduracid.
2) CDs madures: cultius en preséncia d’IL-4 1 GM-CSF 1 addicié de LPS o les isoformes de
C4BP: a7B1 o reca6P1 el dia 5 de cultiu.

Els estimuls utilitzats per realitzar aquests assajos es descriuen a la Taula segiient:

TAULA 8. Estimuls de maduracié utilitzats
Estimul Concentracié
LPS 5 pg/ml
2 pg/ml
o«7p1 He
5 pg/ml
2 pg/ml
reca6p0 e
5 pg/ml

Es van comprovar a dia 7 la morfologia cel-lular per microscopia de contrast de fases i

la preséncia de marcadors superficials per citometria de flux.

4.6.2.4. Efecte en la diferenciacié i maduracio

a) Efecte en la diferenciacio i maduracio de les isoformes plasmatiques purificades
a7p1 i a7p0 de la proteina C4BP i de la proteina recombinant C4BP a (reca6p0)
Es van afegir des del primer dia de cultiu les isoformes plasmatiques purificades o781 i

a7B0 de la proteina C4BP i de la proteina recombinant C4BP o (reca6p0) en medi de cultiu
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RPMI 10% FBS suplementat amb IL-4 i GM-CSF a les concentracions de 2 ug/ mli 5 pug/ ml i
es va anar renovant el medi cada 2-3 dies afegint les proteines a les concentracions esmentades.
A dia 5 també se’ls va afegir 1’estimul de maduracié LPS (5 pg/ml).
Es van utilitzar diverses condicions per obtenir al dia 7 de cultiu diferents fenotips:
1) CDs immadures: cultiu en preséncia d’IL-4 1 GM-CSF 1 en abseéncia d’estimuls de
maduracid.
2) CDs madures: cultiu en preseéncia d’IL-4 i GM-CSF 1 addici6 de les isoformes a781, a7p0 1
reca6P0 de la proteina plasmatica C4BP a partir del primer dia i de LPS el dia 5 de cultiu.

Els estimuls utilitzats per realitzar aquests assajos es descriuen a la Taula segiient:

TAULA 9. Estimuls utilitzats
Dia 0 Dia 5
Estimul Concentraci6 Estimul Concentracio
- - LPS 5 ug/ml
2 pg/ml 2 pg/ml
a7pl a7B1 +LPS
5 ug/ml 5 pg/ml
2 pg/ml reca6p0 + 2 pg/ml
reca6p0
5 pg/ml LPS 5 pg/ml
2 pg/ml 2 pg/ml
a7p0 a7B0 + LPS
5 ug/ml 5 pg/ml

Es van comprovar a dia 7 la morfologia cel-lular per microscopia de contrast de fases, la

presencia de marcadors superficials per citometria de flux 1 I’expressio geénica.

b) Efecte dels mutants de la cadena a de la proteina C4BP en la diferenciacio i
maduracio

El grup de la Dra. Blom va construir 1 caracteritzar funcionalment un total de 8 mutants
recombinants de la cadena o de la proteina C4BP als quals els mancava els dominis CCPs de
forma individual (ACCP).

El métode d’obtencié d’aquests mutants es descriu en 1’article [211] i I’estructura dels
mutants es descriu en la Figura 15.

Es va afegir des del primer dia de cultiu després de I’extraccié els 8 mutants
recombinants diferents, cedits per la Dra. Anna Blom, en medi de cultiu RPMI 10% FBS
suplementat amb IL-4 1 GM-CSF a les concentracions de 2 p1g/ ml i es va anar renovant el medi

cada 2-3 dies afegint les proteines a les concentracions esmentades.
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1,.2/3/,4.5.6.7.8 Cadena a
2/.3/.4.5,.6/.7,8=1 ACCP1
1).3/4/5/.6,.7).8= ACCP2
1.2,4/5..6,7,.8 ACCP3

Figura 15. Estructura dels mutants de la cadena
1)2/3/5/6/. 7.8 ACCP4

o de la proteina C4BP. Modificat de Bloom A. 2304 6l 7 8= ACCP5

[211]. 1)2/.3/4/5/.7).8=1 ACCP6

12345 .6 8 ACCP7
1)2/3/4/.5/.6/. 7 ACCP8
A dia 5 també se’ls va afegir I’estimul de maduracio LPS (5 pg/ml).
Es van utilitzar diverses condicions per obtenir al dia 7 de cultiu diferents fenotips:
1) CDs immadures: cultiu en preseéncia d’IL-4 i GM-CSF i en abséncia d'estimuls de
maduracid.
2) CDs madures: cultiu en preséncia d’IL-4 1 GM-CSF i addicid dels diferents mutants a partir
del primer dia 1de LPS el dia 5 de cultiu.

Els estimuls utilitzats per realitzar aquests assajos es descriuen a la Taula segiient:

TAULA 10. Estimuls utilitzats
Dia 0 Dia §

Estimul Concentracié Estimul Concentracié

- - LPS 5 ug/ml
ACCP1 2 pg/ml ACCP1 + LPS 2 pg/ml
ACCP2 2 pg/ml ACCP2 + LPS 2 pg/ml
ACCP3 2 pg/ml ACCP3 + LPS 2 pg/ml
ACCP4 2 png/ml ACCP4 + LPS 2 pg/ml
ACCP5 2 pug/ml ACCP5 + LPS 2 pg/ml
ACCP6 2 pg/ml ACCP6 + LPS 2 pg/ml
ACCP7 2 pg/ml ACCPS + LPS 2 pg/ml
ACCP8 2 pg/ml ACCP6 + LPS 2 pg/ml

Es van comprovar a dia 7 la morfologia cel-lular per microscopia de contrast de fases, la

presencia de marcadors superficials per citometria de flux i I’expressio genica.

4.6.2.5. Medicio6 de citoquines en el medi extracel-lular

En resposta a la deteccio per part de les CDs de I’antigen extracel-lular es produeix
I’activacié de mecanismes de secrecid de citoquines entre les quals es troben IL-10 i IL-12.
Aquestes dues citoquines es troben a concentracions maximes en els medis extracel-lulars a les

24 hores d’haver entrat en contacte la CD amb I’estimul. La concentracio de IL-12p40/70, com
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inductor de resposta Thl, i de IL-10, com a citoquina inductora de resposta Th2, van ser
determinades en els sobrenadants de cultius de CDs a dia 7, a una concentracio de 10°
cel-lules/ml, en els diferents estats de maduracié mitjancant Human Inflammatory Cytoquines
Multi-Analyte ELISArray Kit: MEH-004A (Sabiosciences, Maryland, USA) 1 Human Thi/Th2
11plex FlowCytomix Multiplex (Bender-medsystems, Viena, Austria) on es detecten les
segiients citoquines i quimioquines:

-Human Inflammatory Cytoquines Multi-Analyte ELISArray Kit: 1L-1a, IL-18, IL-2, IL-4, IL-
6, IL-8, IL-10, IL-12, IL-17A, IFN-y, TNF-a, GM-CSF

-Human Thi1/Th2 1lplex FlowCytomix Multiplex: 1L-1p, IL-2, 1L-4, IL-5, IL-6, IL-8, IL-10,
IL-12 (p70), TNF-a, TNF-B, IFN-y

Totes les CDs que es van utilitzar per a la medicié de secrecions de citoquines van ser
obtingudes de Buffy Coats 1 purificades per adherencia a la placa.

Amb el Human Inflamatory Cytoquines Multi-Analyte ELISArray Kit es van avaluar les
mostres estimulades amb els mutants ACCP6 1 ACCPS8, mentre que amb el Human Thi/Th2
1Iplex FlowCytomix Multiplex es van avaluar els sobrenedants de les mostres estimulades amb
les isoformes plasmatiques purificades a7pB1 1 a7B0 de la proteina C4BP i1 de la proteina
recombinant C4BP a (reca6f0).

Els estimuls es van afegir des del primer dia i després de 5 dies de cultiu amb IL-4 1
GM-CSF, se’ls va afegir LPS a una concentracio de 5 pug/ml. A les 48 hores es van recollir els

sobrenedants i es van congelar a -80°C immediatament per al seu Us posterior.

4.6.3. EFECTE DEL FACTOR H EN LA MADURACIO | DIFERENCIACIO
DE LES CEL-LULES DENDRITIQUES

El Factor H (10-15-1106, Biopur, Suissa) es va afegir en tres moments de la
diferenciacié de monocit a CDs: des de I’inici de I’extraccidé fins a la maduracié inclosa,
unicament fins el procés de diferenciacid de monocit a CD o bé només en el moment de la

maduracié de CDi a CDm afegint-lo sol o en combinaci6é amb 1’estimul maduratiu LPS.

4.6.3.1. Efecte en la diferenciacid

Es va afegir des del moment de 1’extraccié dels monocits diferents concentracions de la
proteina Factor H (2 pg/ml, Spg/ml i 10 pg/ml) en medi RPMI 10% FBS suplementat amb IL-
4 1 GM-CSF per comprovar el seu paper en la diferenciacio de les CDs.

Es van utilitzar diverses condicions per obtenir a dia 5 de cultiu diferents fenotips:
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1) CDs immadures: cultiu en preséncia d’IL-4 i GM-CSF 1 en abséncia d’estimuls de
maduracid.

2) CDs immadures: cultiu en presencia d’IL-4 i GM-CSF 1 addici6 de Factor H des del primer
dia de cultiu.

Els estimuls utilitzats per realitzar aquests assajos es descriuen a la Taula segiient:

TAULA 11. Estimuls de diferenciacio utilitzats
Estimul Concentracio
2 pg/ml
FH 5 pg/ml
10 pg/ml

Es van comprovar a dia 5 la morfologia cel-lular per microscopia de contrast de fases 1

la preseéncia de marcadors superficials per citometria de flux.

4.6.3.2. Efecte en la maduracio

Es va afegir a dia 5 de cultiu diferents concentracions de la proteina Factor H (2 pg/ml,
Sug/ml i 10 pg/ml) sola o combinada amb 1’estimul maduratiu LPS (5pg/ml) en medi RPMI
10% FBS suplementat amb IL-4 1 GM-CSF per comprovar el seu paper en la maduracié de les
CDs.

Es van utilitzar diverses condicions per obtenir al dia 7 de cultiu diferents fenotips:

1) CDs immadures: cultiu en preséncia d’IL-4 1 GM-CSF 1 en abséncia d’estimuls de
maduracid.

2) CDs madures: cultius en preséncia d’IL-4 i GM-CSF i addicié de Factor H sol o en
combinacié amb LPS el dia 5 de cultiu.

Els estimuls utilitzats per realitzar aquests assajos es descriuen a la Taula segiient:

TAULA 12. Estimuls de maduraci6 utilitzats
Estimul Concentracio
LPS 5 pg/ml
2 pg/ml
FH 5 ug/ml
10 pg/ml

Es van comprovar la morfologia cel-lular per microscopia de contrast de fases i la

preséncia de marcadors superficials per citometria de flux a dia 7.
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4.6.3.3. Efecte en la diferenciacié i maduracio

Es va afegir des del primer dia de cultiu després de 1’extraccié de monocits, diferents
concentracions de la proteina Factor H (2 pg/ml, 5 pg/ml i 10 pg/ml) en medi RPMI 10% FBS
suplementat amb IL-4 i GM-CSF i es va anar renovant el medi cada 2-3 dies afegint les
proteines a les concentracions esmentades.

A dia 5 també se’ls va afegir I’estimul de maduracio LPS (5 pg/ml).

Es van utilitzar diverses condicions per obtenir a dia 7 de cultiu diferents fenotips:

1) CDs immadures: cultiu en preséncia d’L-4 i GM-CSF i en abséncia d’estimuls de
maduracid.

2) CDs madures: cultiu en presencia d’IL-4 1 GM-CSF 1 addicié del Factor H a partir del
primer dia i de LPS el dia 5 de cultiu.

Els estimuls utilitzats per realitzar aquests assajos es descriuen a la Taula segiient:

TAULA 13. Estimuls de diferenciacié-maduracié utilitzats
Dia 0 Dia §
Estimul Concentracié Estimul Concentracié
- - LPS 5 pg/ml
2 pg/ml 2 pg/ml
FH 5 pg/ml FH 5 pg/ml
10 pg/ml 10 pg/ml

Es van comprovar a dia 7 la morfologia cel-lular per microscopia de contrast de fases, la

preséncia de marcadors superficials per citometria de flux i I’expressid genica.

4.6.4. MICROSCOPIA ELECTRONICA D’ESCOMBRATGE

La microscopia electronica d’escombratge (SEM, Scanning Electron Microscope)
consisteix en la generacié d’una imatge d’electrons secundaris o retrodispersats de la mostra a
observar mitjangant 1’escombratge d’un feix d’electrons accelerats i enfocats sobre la seva
superficie. La preparacio de les mostres €s relativament facil ja que la majoria de SEMs només
requereixen que aquestes siguin conductores. Primer de tot es realitza una fixacié de la mostra
amb glutaraldehid al 2.5% en Tampd Fosfat 0.1 M, durant 10 min. Passat aquest temps es retira
la soluci6 fixadora, 1 es torna a afegir de nova i es guarda a 4°C. Seguidament es realitzen
rentats de la mostra amb el mateix tampo fosfat i es postfixa la mostra amb tetraoxid d’osmi a
1’1% contenint ferricianur potassic (0.8%) durant 1 hora a 4°C. Després de I’osmificacid, la

mostra es deshidrata en un gradient ascendent d’alcohols i al final es fan diversos canvis

104



Materials 1 Métodes

d’alcohol 100%. Posteriorment es realitza el procés de punt critic (CPD) per tal d’assecar la
mostra sense col.lapsament de les estructures (CPD 751 de VGmicrotech). Un cop assecada la
mostra es realitza el seu muntatge amb plata col-loidal i amb [’orientacid que interessi.
Finalment es realitza el procés de sputtering en el qual la mostra es recobreix amb una fina
capa (aproximadament 14 nm) d’or. En el cas del microscopi electronic d’escombratge la
mostra ¢s recoberta amb una capa de carbd o una capa prima d’un metall com I’or per donar-li
propietats conductores a la mostra. Posteriorment €s escombrada amb els electrons accelerats
que viatgen a través del cand. Un detector mesura la quantitat d’electrons enviats que llanga la
intensitat de la zona de mostra, sent capac¢ de mostrar figures en tres dimensions, projectades en
una imatge de TV o una imatge digital. Aquesta técnica permet observar, a més de la
topografia, canvis en la densitat i composicid superficial de la mostra fins a profunditats
maximes de 1’ordre de 1 um. En tots els estudis s’utilitzen un microscopi Zeiss DSM940A amb
un potencial de acceleracido d’entre 10-15 kV, una intensitat de filament de 2.85 A 1 una
intensitat electronica sobre la mostra de 75 pA. Amb aquest equip s’aconsegueix resoldre
detalls topografics de 1’ordre d’1 pm.

Amb aquesta teécnica es van generar imatges de les CDs en estat immadur, en estat
madur 1 les tractades des del comencament del cultiu amb les isoformes a7p1 1 a7B0 de la
proteina plasmatica purificada C4BP, els mutants ACCP6 1 ACCP8 i amb el FH, totes elles
combinades amb LPS des del dia 5.

4.6.5. AVALUACIO DE LA CAPACITAT ENDOCITICA DE LES CDs

La capacitat endocitica de les CDs va ser determinada per citometria de flux utilitzant
DQ-Ovalbumin conjugada a BODIPY FL dye (Molecular PROBES, Leiden Netherland) que té
una fluorescéncia d’excitaci6 i d’emissié maxima de 505 a 515 nm. 2x10° CDs en un volum
final de 100 pl de medi de cultiu van ser incubades amb 4 pl de DQ-Ovalbumin a una
concentracio de 1 mg/ml a 37°C durant 15 min, en foscor. Per a determinar I’endocitosi no
especifica de DQ-Ovalbumin per les CDs, la mateixa quantitat de cél-lules van ser incubades a
4°C durant 15 min en foscor (control negatiu). Passat el temps d’incubacié les CDs van ser
rentades 2 vegades amb tampd FACS i centrifugades a 16000 rpm durant 1 min a 4°C.
Finalment, les cél-lules es van resuspendre en 300-500 pl de tampd FACS i es va realitzar
I’analisi citomeétric mitjancant citometria de flux. Les dades obtingudes van ser analitzades

mitjancant el programa CellQuestPro.
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4.6.6. ASSAIG DE QUIMIOTAXI

Es va voler determinar si la isoforma a7p0 de la proteina plasmatica C4BP i el Factor H
eren capagos de reduir la quimiotaxi de les CDs en resposta a quimioquines. Aquesta va ser
determinada mesurant la migracié de les CDs a través d’un filtre de policarbonat (8 um de
tamany de porus) en plaques de 12 pous denominades 12-wells Transwell chambers (Costar
Europe) utilitzant RPMI 10% FBS com a medi d’assaig. Primer de tot es va realitzar un
periode d’equilibri dels filtres, per tal de millorar la unié de les cél-lules, afegint medi als
transwells 1 incubant la placa durant una hora a la mateixa temperatura de creixement de les
céllules. A la part superior es van sembrar 1x10° CDs estimulades amb LPS i no tractades o
tractades durant tot el cultiu amb les proteines a7B1, a7B0 o FH en 100 pl de medi RPMI 1640
+ 10% de FBS, 1 a la part inferior 400 pl del mateix medi amb o sense quimioquines CCL21 (a
una concentracid de 200 ng/ml). Les cel-lules van ser incubades durant 2 hores a 37°C 1 amb un
5% de COs. La totalitat de cel-lules que van migrar van ser comptades mitjangant citometria de
flux adquirint events per un temps fix de 2 min 1 utilitzant el programa CellQuestPro (Beckton
Dickinson). Cada experiment es va realitzar per triplicat. Els valors son donats com el
percentatge del nombre mig de cel-lules migrades respecte el total i relativitzats al valor de les

CDm. ASSAIG DE QUIMIOTAXI O MIGRACIO

— Medi + cél-lules

v

— Filtre (diametre del porus 8 ym)
— Medi + CCL21

Cél-lules que no migren

Cél-lules migrades

Figura 16. Esquema de 1’assaig de quimiotaxis realitzat en CDs en estat madur i tractades amb o731, a7f0 o FH

des del principi del cultiu i afegint LPS a dia 5.

4.6.7. ESTUDIS D’APOPTOSI

Durant el procés de desenvolupament embrionari d’un organisme o durant els processos
encaminats a mantenir 1’homeostasi d’aquest, €s necessari eliminar cel-lules no desitjades.
Aquest procés es denomina mort cel-lular programada o apoptosi. L’apoptosi pot ser activada
per diferents estimuls tals com dany al DNA, citoquines, pérdua de matriu extracel-lular,
etc...[212]. Dins del rang de processos comunament utilitzats en la deteccid de 1’apoptosi esta
la deteccid de degradacio del DNA, canvis en la simetria de la membrana cel-lular 1 activacio

de proteines especifiques. Per a ’avaluacié de toxicitats cel-lulars els mesuraments amb Blau
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de tripa no son suficients ja que no permeten descartar a les cel-lules apoptotiques (que
segueixen sent impermeables al Blau de tripa en els primers estadis d’apoptosi) de les
necrotiques [213, 214]. Per aix0 primerament s’ha estudiat el nombre de cel-lules que son
encara actives o viables. S’ha de tenir en compte que, encara que el procés apoptotic pot durar
des d’unes poques hores fins a uns dies, una vegada generat, les cél-lules apoptotiques tenen un

temps de vida finit abans de desintegrar-se [215].

4.6.7.1. Deteccio d’Annexin V/7-ADD

Es un estudi d’apoptosi primerenca. En els primers estadis de 1’apoptosi es produeix la
perdua de la simetria de la membrana citoplasmatica. En DI’apoptosi la integritat de la
membrana es manté, ¢s a dir, la semipermeabilitat es troba present. No obstant aixo, es
produeixen canvis en la simetria de la membrana. Un d’aquests canvis és la distribucio de la
fosfatidil serina, la qual és una molécula que es troba orientada cap a I’interior de la cél-lula, i
que, en activar-se el procés d’apoptosi, es transloca a la membrana externa. Un dels metodes
que permeten detectar la preseéncia o abséncia de fosfatidilserina a I’exterior de la membrana
cellular és el que utilitza Annexin V. Aquesta és una moleécula que no és capag de difondre a
través de la membrana cel-lular. Té afinitat per la fosfatidil serina pel que queden marcades
amb Annexin V aquelles cel-lules que es trobin en els primers estadis de 1’apoptosi.

El marcatge amb Annexin V precedeix la perdua d’integritat de membrana que
acompanya les etapes més tardanes de mort de la cel-lula que resulta en qualsevol procés
apoptotic o necrotic. Per aixo, el marcatge amb Annexin V ¢és tipicament utilitzat conjuntament
amb un tint vital com 7-Amino-Actinomycin (7-AAD) per permetre identificar ce¢l-lules
apoptotiques primerenques (Annexin V positives, 7-ADD negatives). 7-ADD permet distingir
cel-lules vives de les mortes [217, 218]. Per exemple, cél-lules que sén considerades viables
son Annexin V 1 7-ADD negatives; cel-lules que estan en estat d’apoptosi primerenca son
Annexin V positives 1 7-ADD negatives; o cel-lules que estan en apoptosi tardana o ja mortes
son Annexin V i 7-ADD positives. Aquest assaig no distingeix, per se, entre c¢l-lules que ja
han sofert mort per apoptosi i aquelles que han mort com a resultat d’una via de necrosi,
perque en ambdos casos, les cel-lules mortes es tenyiran amb Annexin V i 7-ADD.

Es mesura el grau de translocacio de la fosfatidilserina en la membrana cel-lular amb
marcatge mitjangcant Annexin V-PE (Annexin V-PE Apoptosis Detection Kit I, 559763, BD
Pharmigen" ™) per determinar el grau d’apoptosi i 7-ADD (51-68981E, BD Pharmigen™") per
distingir les cel-lules viables de les no viables. Les cel-lules viables exclouen 7-ADD ja que

tenen la membrana intacta, mentre que la membrana de les ce¢l-lules danyades o mortes ¢€s

107



Materials 1 Métodes

permeable a 7-ADD. Per realitzar aquest assaig es resuspenen les cel-lules en 40 ul de tampo
Annexin 1x (10 mM Hepes, 140 mM NaCl, 2.5 mM CaCl,, pH 7.4) a una concentraci6 de
2x10° cél-lules/ml. S’afegeixen 2.3 pl d’Annexin V-PE i 2.3 pl de 7-ADD a cada suspensio
cel-lular i s’incuba en la foscor 1 a temperatura ambient durant 18 min. Després s’afegeixen 100
ul de PBS seguit de I'utilitzacié de Perfect-Count Microspheres ™ a un volum igual al volum
de cellules marcades. Es mantenen les mostres en gel procurant realitzar 1’analisi en el

citometre de flux el més aviat possible.

4.6.8. PROLIFERACIO DE LIMFOCITS AUTOLEGS

Al mateix temps que es purifiquen monocits per adhesi6 al plastic, la fraccido que no
s’adhereix s’enriqueix en limfocits. Les cél-lules mononucleades no adherents que resulten
d’una purificacio per adheréncia al plastic sén principalment limfocits en més d’un 90%. No
obstant, també es poden obtenir limfocits T a partir de sang periférica per purificacié de la
poblacié CD3" mitjangant boles magnétiques, de manera que es poden obtenir poblacions
enriquides entre un 95% i un 99% de cél-lules CD3".

CD3 pertany a la familia de les immunoglobulines 1 és un tipus d’antigen CD propi del
sistema immune de mamifers. La seva funcid biologica €s intervenir en la transduccio de
senyals, en ’expressid del TCR en la superficie de la cel-lula i en 1’associacié a aquest Gltim

receptor. S’expressa especificament en timocits 1 cel-lules T [218].

4.6.8.1. Obtenci6 de limfocits TCD3" de sang periférica

Els limfocits T CD3" es van seleccionar a partir de PBMC provinents de sang periférica
(Buffy Coat) mitjangant boles magnétiques realitzant una seleccid negativa amb el kit EasySep

Human T Cell Enrichment Kit (19051, StemCell Technologies, Grenoble, France).

EasySep Human T Cell Enrichment Kit

El protocol que es va seguir va ser el segiient: es van resuspendre les cél-lules a rad de 5x10’
cél'lules/ml en tampé PBS en un tub de poliestiré. Es va afegir EasySep”"Human T Cell
Enrichment Cocktail a 50 pl/ml de cel-lules i es va incubar 10 min a temperatura ambient. Es
van barrejar les EasySep®™ Magnetic Nanoparticles per assegurar-nos que formen una suspensié
uniforme i es van afegir 50 pl/ml de cel-lules. Es va incubar 10 min a temperatura ambient. Es
va afegir PBS fins a un volum de 2.5ml i es va posar el tub dins I’iman durant 5 min. Es va
recuperar la fracci6 sobrenedant on romanen les cél-lules CD3" girant I’iman en un moviment

continu sense treure el tub. Les cel-lules marcades magneticament romanen enganxades a les
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parets del tub gracies al camp magnétic creat pel EasySep” Magnet. Es va treure el tub de
I’iman i es van recuperar les cel-lules enganxades mitjancant 2.5 ml de PBS. Es va tornar a
col-locar el tub dins I’iman, es va deixar 5 min més i es va invertir I’iman i el tub per recuperar
la fraccié sobrenedant. Les fraccions negatives es van juntar i centrifugar 5 min a 1200-1300
rpm 1 els pelets es van resuspendre en medi de cultiu.

La puresa de les cel-lules T provinents de sang periférica va ser mesurada per citometria de
flux després de marcar 2x10° céllules amb I’anticos anti-huma CD3 conjugat amb el
fluorocrom ficoeritrina (345765, Clone SK7, Becton Dickinson) a una concentracié de 4 pg/ml
seguit per l'utilitzacié de Perfect-Count Microspheres ™ a un volum igual al volum de

cel-lules marcades.

4.6.8.2. Marcatge intracel-lular dels limfocits T amb CFSE

Per avaluar proliferacions limfocitaries s’utilitzen principalment dos meétodes: el
marcatge amb timidina tritiada 1 el marcatge amb CFSE o un altre fluorocrom de
caracteristiques similars. Els partidaris d’un metode o de 1’altre aporten arguments contundents
per defensar les seves postures 1 per invalidar el métode contrari. El marcatge radioactiu és més
rapid de dur a terme i aporta parametres quantitatius que permeten avaluar les proliferacions
facilment. No obstant, no informen sobre el que passa en el cultiu. Unicament s obtenen dades
del punt inicial i el punt final, de manera que el que té lloc durant el procés és una incognita.

En canvi, el marcatge amb CSFE permet una aproximacié major al que passa realment
en el cultiu. Permet saber si les cel-lules estan o no proliferant i amb quina intensitat ho estan
fent. Una contaminacié del cultiu seria rapidament detectada perque és dificil que el
contaminant es trobi ubicat en la mateixa zona del citograma que els limfocits. A més, permet
descartar limfocits no viables que continuament moren en proliferar les cel-lules i que el
metode de la timidina tritiada té en compte com a valids si encara no han estat degradats per
complet en el cultiu. La desavantatge del metode citometric €s que 1’analisi no és quantitatiu
com el metode radioactiu, per la qual cosa es fa necessari un analisi exhaustiu de les dades
obtingudes per aconseguir resultats objectius.

Es per aixd que s’esta realitzant un gran esforg per proporcionar dades estadistiques que
permetin avaluar objectivament les proliferacions mesurades amb CFSE. S’han desenvolupat
programes com el FlowJo 5.7.2. (Tree Star, Inc; Ashland; USA) que, de manera totalment
automatitzada, avalua i calcula les diferents generacions presents en I’histograma i també molts
altres parametres estadistics, entre els quals es troba el percentatge de ce¢l-lules inicials que

s’han dividit (percentatge de cel-lules dividides, %CDs). Aquest parametre permet calcular
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mitjangant calculs de creixements poblacionals reversos la proporcio de limfocits presents en la
poblacio primigenia que s’activen 1 donen lloc a la distribucié de poblacions generacionals que
mostra el citometre. Aquest parametre no coincideix amb el nombre real de limfocits que
s’activen ja que D’activacio limfocitaria provoca ’entrada en apoptosi de gran quantitat de
limfocits en cada duplicacid, els quals son descartats en realitzar 1’estudi. No obstant, si €s un
analisi objectiu dels resultats des del punt de vista comparatiu.

Per determinar la proliferacié limfocitaria produida per les CDs es va avaluar I’estat de
les CDs exclusivament, de manera que la proliferacié unicament sera estudiada en relacié a
I’estat de la CD. Es va comparar les proliferacions tractades amb les proliferacions control.

El CFDA/CFSE és un compost capa¢ de difondre passivament a través de les
membranes cel-lulars. EI CFSE consisteix en una molécula de fluoresceina amb dos grups
acetat 1 un grup funcional eéster succinimida. En aquest estat, és permeable, incolor i no
fluorescent. Després d’entrar a la cél-lula, esterases intracel-lulars eliminen els grups acetat,
transformant el compost en Carboxifluoresceina Succinimidil Ester, el qual és altament
fluorescent i no permeable a la membrana cel-lular. A més el Succimidil éster reacciona amb
grups amina de proteines intracel-lulars, formant grups conjugats fluorescents que sén ben
retinguts a la cel-lula. Les proteines que tenen una vida llarga, incloent alguns components del
citoesquelet, son els que es creu que confereixen al CFSE la llarga durada de la seva tincid.
L’excés de compost sense conjugar i els productes col-laterals difonen passivament al medi
extracel-lular, on poden ser rentats 1 eliminats.

Els aductes proteina-CFSE que es formen a les cél-lules marcades son retinguts per
aquestes a través del seu desenvolupament, meiosi 1 fins 1 tot poden utilitzar-se in vivo. El
marcatge ¢s heretat per les cel-lules filles després de la divisié cel-lular, o per fusio cel-lular 1
no és transferida a altres cél-lules adjacents de la poblacid. Limfocits tenyits amb CFDA-SE
poden ser detectats fins a vuit setmanes després de la injeccid en ratolins en estudis de
migraci6 limfocitaria; hepatocits viables tenyits de forma similar van ser localitzats facilment
mitjancant microscopia de fluorescencia fins i tot 20 dies després del trasplantament
intrahepatic [219].

Els pics aproximats d’excitacid i emissié d’aquest producte després de la hidrolisi son
492 nm 1 517 nm respectivament. Les cel-lules marcades amb CFDA-SE poden ser
visualitzades amb microscopia de fluorescéncia. Es recomana que per a tincions a llarg termini
(més de tres dies) o per a cel-lules amb temps de divisié molt rapids, la concentracio no baixi
de 5-10 uM. En experiments més curts tals com assaigs de viabilitat, la concentracio ideal

oscil'la entre 0.5-5 puM. Per mantenir la fisiologia cel-lular normal i reduir al maxim els
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potencials artefactes produits per una sobrecarrega, es recomana mantenir sempre la
concentracio de tincid el més baixa possible. El marcatge amb CFDA-SE pot arribar a
ser toxic i1 pot induir parada en el creixement cel-lular aixi com apoptosi en alguns tipus
cel-lulars si es troba en concentracions excessives.

En el tractament amb limfocits, el marcatge amb CFSE permet diferenciar fins 8 o 10
divisions cel-lulars. Aixd ve determinat per l'autofluorescencia dels limfocits no tenyits. El
temps que solen emprar els limfocits en realitzar 6-7 divisions sol ser de 96 hores o 4 dies.

El procés que es va dur a terme per realitzar aquest assaig va ser el segiient: el marcatge
es va realitzar dissolent el CFDA-SE en estat solid en DMSO fins a tenir una concentracid de 5
mM. Aquest compost va ser diluit en PBS 1x realitzant una dilucié 1:4000. Tots els rentats
després del marcatge es van realitzar amb RPMI 10% FBS. L’alta concentracié de proteina
ajuda a inactivar el CFDA-SE que no ha reaccionat. Es van resuspendre les cel-lules en PBS a
una concentraci6 de 5x10° cél-lules/ml. Els volums totals de reaccié no haurien d’excedir els 4
ml en un tub de 15 ml pel qual les suspensions cel-lulars no han de ser superiors a 2 ml cada
una. Es va barrejar la solucié amb la suspensid cel-lular a volums 1:1 (suspensid cel-lular:CFSE
1:4000). Es van barrejar ambdues solucions, agitar suaument i incubar 12 min a temperatura
ambient i en foscor. Una vegada realitzat el marcatge es van omplir els tubs amb medi de cultiu
(RPMI 10% FBS) el maxim possible 1 es va centrifugar a 1200 rpm durant 5 min. Es van
resuspendre les cel-lules en 3 ml de RPMI 10% FBS i1 es van incubar al bany a 37°C durant 15
min. Aixo permet que el CFDA-SE que no hagi reaccionat difongui fora de les cél-lules 1 pugui
ser eliminat en el rentat final. Es van tornar a rentar les ce¢l-lules amb RPMI 10% FBS i es van
centrifugar a 1200 rpm durant 5 min. Finalment es van resuspendre les cel-lules en medi X-
VIVO 15 suplementat amb 2 % Human Serum AB, L-glutamina (2 mM), i antibiotics
(penicil-lina 100 unitats/ml i estreptomicina 100 pg/ml) a una concentracié de 1x10°
cel-lules/100 pl de medi i es va repartir en plaques de cultiu de 96 pous (U96 MicroWell™
Plates, Polystyrene Clear, Nunclon TM Surface. Roskilde, Denmark).

4.6.8.3. Enfrontament limfocit-cél-lula dendritica

Les CDs carregades amb un determinat antigen poden activar la proliferacid
limfocitaria en poblacions de limfocits no activats préviament. Aquestes proliferacions solen
ser optimes quan la relacié dendritica:limfocit és de 1:10. Amb relacions menors tals com a
1:20 o 1:40 les proliferacions també es produeixen encara que amb menor intensitat. En canvi,

les proliferacions sofreixen descensos acusats en passar de 1:40 a 1:80 o 1:160. En aquest punt
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es produeix un salt qualitatiu important en la capacitat d’activar proliferacions limfocitaries per
part de la CD.

El procés que es va dur a terme es descriu a continuacid: les CDs 1 els limfocits es van
cultivar conjuntament a rad de 10> limfocits per pou i concentracions de CDs de 2.5x10°,
1.25x107 i 6.25x107 (relaci6 dendritica:limfocit T 1:40, 1:80 i 1:160) en un volum final de 200
pul de medi X-VIVO 15 suplementat amb 2 % Human Serum AB, L-glutamina (2 mM), i
antibiotics (penicil-lina 100 unitats/ml i estreptomicina 100 pg/ml). Es van realitzar 4 répliges
de cada condicid. Previament al cocultiu les CDs havien estat tractades amb diferents estimuls:
les isoformes a7B1 1 a7B0 de la proteina plasmatica purificada C4BP i1 FH durant tot el cultiu 1
a dia 5 es va afegir I’estimul maduratiu LPS. Els limfocits havien estat tenyits amb CFSE.

Després de ser cultivades 120 hores el contingut en CFSE de les cel-lules va ser mesurat
mitjangant citometria de flux. Els assaigs es van realitzar en plaques de 96 pous. Els controls
que es van realitzar van ser els segiients: limfocits marcats i1 sense estimular per avaluar la
possible toxicitat del CFDA-SE i limfocits marcats i estimulats amb PMA (25 ng/ml) i
ionomicina (250 ng/ml).

Com a control també es va utilitzar la vitamina D3, a una concentraci6 de 2.4 uM
(calcitriol, Calcigex®, Abbott Laboratories, S.A.). La vitamina D3 inhibeix la proliferacié de
limfocits T 1 la produccid de citoquines ja que actua sobre la diferenciacié i maduracid de les
CDs, donant lloc a la generacié de CDs amb un fenotip tolerogenic.

Els limfocits marcats amb CFSE no necessiten cap marcatge addicional. El propi CFSE
€s un compost cromogenic mesurable citometricament, es resuspeén en tampo FACS després de

dos rentats i es passen les cel-lules directament pel citometre.

4.6.9. CITOMETRIA DE FLUX | ANALISI DE LES DADES

Totes les analisis de fenotipatge per FACS (Fluorescence activated cell sorting) van ser
realitzades emprant el citometre de flux FACSCalibur de Becton-Dickinson del servei
cientifico-teécnic de I'IDIBELL (Institut d’Investigacié Biomedica de Bellvitge). Mentre que
els assajos de proliferacid cel-lular i d’apoptosi es van realitzar amb el citometre de flux
FACSCanto en el servei cientifico-tecnic del LIRAD (Laboratori d’Immunobiologia per a la

Recerca i les Aplicacions Diagnostiques).
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4.6.9.1. Citometria de Flux

Les cel-lules van ser analitzades per la técnica de citometria de flux utilitzant el
citometre FACSCalibur (Becton Dickinson, CA, USA) mirant dos fluorocroms (Isotiocianat de
Fluoresceina, FITC, 1 Ficoeritrina, PE), equipat amb un laser d‘argd6 de 488nm 1 FACS
CANTO Becton Dickinson, CA, USA) mirant diferents fluorocroms, equipat amb tres lasers:
blau (488nm), vermell (633nm), i violeta (405nm). Entre 2.500 i 30.000 events van ser

adquirits 1 analitzats mitjancant el programa CellQuestPro i FlowJo 5.7.2.

a) Determinacio de I’expressio de marcadors superficials en ce¢l-lules dendritiques

Per procedir al marcatge de les mostres, les CDs van ser recollides mitjancant tripsina
1x o rentats amb PBS. Després es van centrifugar 10 min a 1000 rpm i es van resuspendre els
pelets en tampo FACS. Aquest tampo conté Azida sodica la qual paralitza a la cel-lula
impedint-li endocitar els anticossos de marcatge. Un cop s’ha afegit el tampé FACS a les
cel-lules, la mesura citometrica s’ha de realitzar durant les 24 hores segilients de 1’addicid.
Passat aquest temps les cel-lules comencen a degradar-se.

Per a mesurar I’expressio de les molecules de superficie de les cel-lules es va realitzar
una técnica de marcatge directa en la qual s’utilitzen anticossos conjugats directament a un
fluorocrom que reconeixen cada marcador de superficie cel-lular. Els fluorocroms utilitzats
presenten poc solapament, la qual cosa permet detectar cada emissid6 de manera separada
mitjangant sistemes de filtres optics. Els diferents fluorocroms utilitzats 1 les seves energies

d’excitaci6 i d’emissié es mostren en la segiient Taula:

TAULA 14. Fluorocroms utilitzats
Fluorocorm Ex (nm) Em (nm)
R-Phycoerythrin (PE) 480; 565 578
PE-Cy7 conjugates 480; 565; 743 767
Fluorescein (FITC) 495 519
APC-Cy7 conjugates 650; 755 767
Allophycocyanin (APC) 650 660

Els marcadors superficials que es van analitzar van ser CD14, CDla, CD83, CD40, CDS86,
CD80, HLA-DR, CD206 i CCR7. Aproximadament 7.5%10*-2x10° cél-lules van ser incubades
amb els anticossos (de 2 a 5 pl) durant 20 min en foscor, rentades dues vegades amb tampod
FACS i centrifugades a velocitat maxima durant 1 min a 4°C. Finalment, les c¢l-lules es van

resuspendre en 300-500 pl de tamp6 FACS 1 es va realitzar 1’analisi citomeétric.
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A causa de la sensibilitat dels citometres és convenient utilitzar controls negatius en les
tincions. Els controls utilitzats van ser:
-Control isotipic: processar una part de la mostra utilitzant un anticos del mateix isotip 1
conjugacio que 1’utilitzat en la tincid.
-Control d’autofluorescencia: cel-lules sense marcar.
El processament dels controls ha estat el mateix que el de les mostres. Per quantificar
I’expressid de marcadors superficials es van fer servir els anticossos monoclonals humans que

es descriuen en la Taula 15.

TAULA 15. Anticossos monoclonals utilitzats en Citometria de Flux. Tots els anticossos son originats en ratoli.
Especificitat Clon Isotip Conjugacié Aplicacié Fabricant
HLA-DR Immu-357 1gGl FITC Primari Beckman-coulter
Isotip control IgG1 4E02 1gGl FITC Primari Beckman-coulter
CDS83 HB15a IgG2b FITC Primari Beckman-coulter
Isotip control IgG H2 1gG2b FITC Primari Beckman-coulter
CD14 RMO52 IgG2a FITC Primari Beckman-coulter
Isotip control IgG2 7T4-1F5 IgG2a FITC Primari Beckman-coulter
CD40 MABS&9 1gGl PE Primari Beckman-coulter
CDla BL6 1gGl PE Primari Beckman-coulter
CD80 MABI104 1gGl PE Primari Beckman-coulter
Isotip control IgG1 4E02 1gGl PE Primari Beckman-coulter
CD86 HAS5.2B7 1gG2bxk PE Primari Beckman-coulter
Isotip control IgG H2 1gG2b PE Primari Beckman-coulter
HLA-DR 1243 IgG2A APC-Cy7 Primari Becton-Dickinson
CDS83 4B15e IgGlk APC Primari Becton-Dickinson
CD14 UCHT1 1gGl PE Primari Beckman-coulter
CD14 MSE2 IgG2a PE-Cy7 Primari Becton-Dickinson
CD40 5C3 1gG1 PE Primari Becton-Dickinson
CD86 FUN-1, 2331 1gGl FITC Primari Beckman-coulter
CCR7 TGS8/CCR7 IgG2ak Alexa Fluor 488 Primari Biolegend
Isotip control IgG MOPC-173 IgG2ax Alexa Fluor 488 Primari Biolegend
CD206 15-2 IgGlk PE Primari Biolegend

Un dels principals problemes en analitzar cel-lules en un citometre és la presencia de
cel-lules mortes 1 nuclis aillats als quals s’uneixen de manera inespecifica els anticossos. Per
solucionar aquest problema es va utilitzar lodur de Propidi (IP) per tenyir les cel-lules mortes i
comprovar la viabilitat cel-lular. IP és un fluorocrom que s’intercala en els acids nucleics

incrementant sensiblement la seva fluorescéncia. La membrana de les c¢l-lules vives no permet
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el seu pas a I’interior del citoplasma, de manera que Unicament tenyira les cel-lules que tinguin
danyada la membrana (mortes) i els nuclis aillats.
Es va afegir IP d’una concentraci6 de 5 pg/ml a una dilucié de 1:100.
Solucions:
-PBS 1X: KC10.20 g/L; KH,PO4 0.20 g/L; NaCl 8g/L; Na,HPO,4 1.15 g/L.
-Tampd FACS: PBS; 0.1% Azida sodica (NaNH3); 1% BSA (Albimina seérica bovina).

b) Avaluacié de la capacitat endocitica de les cel-lules dendritiques

La capacitat endocitica de les CDs en les diferents condicions experimentades va ser
determinada per citometria de flux utilitzant DQ-Ovalbumin conjugada a BODIPY FL dye (D-
12053, Molecular PROBES, Leiden Netherland) que té una fluorescéncia d’excitacio i
d’emissido maxima de 505 a 515 nm. El procediment dut a terme es descriu en ’apartat 3.6.5 de

Materials 1 Métodes.

¢) Analisi d’apoptosi

La viabilitat de les CDs en les diferents condicions experimentades va ser determinada
per citometria de flux utilitzant la tincié per Annexin V-PE 1 7-ADD que tenen unes energies
d’excitaci6 de 480/565 nm 1 546 nm respectivament i unes energies d’emissio de 578 nm i1 647
nm respectivament, de manera que presenten poc solapament i permet detectar cada emissié de
manera separada mitjancant sistemes de filtres optics.

El procediment dut a terme es descriu en 1’apartat 7.6.7.1. de Materials 1 Metodes.

d) Assaig de quimiotaxi

Mitjancant citometria de flux adquirint events per un temps fix de 2 min i utilitzant el
programa CellQuestPro (Beckton Dickinson) es va analitzar la capacitat de migracié de les
CDs en les diferents condicions experimentades.

El procediment dut a terme es descriu en 1’apartat 4.6.6. de Materials 1 Métodes.

e) Determinacio de proliferacio de Limfocits T per CFSE
Es va realitzar el cocultiu de CDs, préviament tractades en les diferents condicions
experimentades, amb limfocits T CD3" procedents de sang periférica i marcats amb CFSE, a

una proporci6 cel-lular 1:40, 1:80 1 1:160 en plaques de 96 pous durant 120 hores.
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Passat aquest temps es van recollir les cel-lules i es van analitzar les proliferacions limfocitaries

per citometria de flux tal i com es descriu en 1’apartat 4.6.8. de Materials i Metodes.

4.6.9.2. Analisi de dades

La Citometria de Flux és una técnica que permet obtenir informacid sobre les

caracteristiques fisiques (fenotipiques) i quimiques (metaboliques) de les cel-lules. Les dades
obtingudes van ser analitzades mitjancant el programa CellQuestPro o Flowjo 5.7.2. utilitzant
tecniques d’analisi multiparametric, que es basen en seleccionar diferents poblacions de
cel'lules en funcidé de diferents parametres (gating) 1 es van representar mitjancant
Histogrames de freqiiéncies que poden ser unidimensionals (o monoparameétrics) o
bidimensionals (o biparameétrics). En un histograma monoparametric el parametre estudiat es
presenta en I’eix de les X mentre que el nimero de cel-lules es presenta en I’eix de les Y. En
un biparameétric els eixos X 1 Y esta ocupats pels dos parametres estudiats i el nimero de
cel-lules ocupa ’eix Z, aquests histogrames es poden representar de tres maneres diferents:
"dot plot", "contour plot" o representacié isometrica.
Els estadistics més emprats per a caracteritzar una poblacid son: el percentatge de cel-lules
que presenten un determinat fenotip, 1 els caracteristics de la distribucié normal, la median
d’un parametre, la mitjana aritmética, la desviacio estandard, el percentatge de variacio, la
moda o pic (el canal on hi ha el maxim numero de cel-lules).

Les dades del percentatge de cel-lules positives 1 de la intensitat de fluorescéncia mitja
(MFI, Median Fluorescence Intensity) per a totes les dades experimentades son representades

com la mitja + la desviacid estandard.

4.7. ANALISI DE LI’EXPRESSIO GENICA MITJANCANT PCR A

TEMPS REAL O gRT-PCR

Generalment els resultats dels experiments de microarrays han de ser validats per mitja
de plataformes, 1 entre elles la PCR a temps real és la més extensa.
La PCR a temps real o PCR quantitativa és una variaci6 de la PCR estandard utilitzada per a la
quantificaci6 de DNA o de RNA missatger (mRNA) d’una mostra. Utilitzant encebadors
especifics de seqiiencia, és possible determinar el nimero de copies o la quantitat relativa

d’una determinada seqiiéncia de DNA o RNA.

116



Materials 1 Métodes

Quan la PCR a temps real es combina amb una reaccio de retro-transcripcié o RT (RT-PCR),
pot determinar-se la quantitat de mRNA d’una mostra mitjangant una quantificacio relativa.
Aquesta quantificacié es denomina relativa ja que compara entre diferents mostres (teixits,
tractaments, time-points, ...) la quantitat relativa o la relaci6 del mRNA d’un gen especific
respecte a la quantitat de mRNA d’un gen constitutiu (control endogen). Per a la quantificacid,
es mesura en cada cicle de PCR la quantitat d’amplicé produit. La quantificacid del producte es
produeix mitjancant 1’addicié de fluordfors que s’uneixen a ’amplicé de forma quantitativa, de
manera que a major producte major fluorescéncia emesa.

Els sistemes de PCR a temps real detecten la quantitat de fluorescéncia produida en
cada cicle de PCR 1 els softwares d’analisi representen aquesta fluorescencia graficament
respecte al nombre de cicles. La quantitat d’amplicé produit és proporcional al nombre de
molecules de RNA/DNA inicials, de manera que en aquelles mostres amb major expressio del

gen ’amplico fluorescent apareixera en cicles anteriors.

a) Tipus de fluorocroms

S’utilitzen principalment dos tipus de fluorocroms. Un meétode molt utilitzat per el seu
menor cost és emprar fluorofors que s’uneixen al DNA de doble cadena, com el SYBR Green.
El SYBR Green s’uneix inespecificament al DNA de doble cadena i produeix fluorescencia.
Aquests fluorocroms no son especifics ja que s’uneixen a tota moleécula de DNA de doble
cadena, incloent els dimers d’encebadors (primer-dimers). Una altra alternativa, més cara pero
recomanada quan hi ha problemes d’especificitat, és I’s de sondes especifiques fluorescents,
com les sondes TagMan. Aquesta técnica permet la quantificacié especifica del cDNA
d’interes fins 1 tot en la preséncia d’amplificacid inespecifica (dimers d’encebadors, DNAg).
L’ts de SYBR Green implica un disseny molt acurat dels encebadors a fi d’evitar
dimers d’aquests, 1 evitar ’amplificacio de DNA genomic contaminant a la mostra de cDNA,
per a aix0, s’han de dissenyar els encebadors de manera que I’amplico contingui seqiiéncies de

diferents exons.

b) Controls endogens

La mesura de I’expressié génica per mitja de RT-PCR ¢és una quantificacid relativa, en
la que es compara entre les diferents mostres 1’expressioé del gen objecte d’estudi respecte a
I’expressio d’un gen constitutiu I’expressid del qual no varia en les condicions de I’experiment
(control endogen). Es el que es denomina com a normalitzacié de 1’expressio del gen especific,

o normalitzar respecte a la diferent concentracidé de RNA total de les mostres, ja que si la
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quantitat de control endogen varia €s a causa de canvis en la quantitat de RNA total empleada
en la sintesi de cDNA, no a canvis en la seva expressio. Els gens més utilitzats com controls
endogens son: rRNA 18 S, GAPDH, B-actina, TBP, HPRT, B-2-microglobulina, entre altres.
No existeix cap gen 1’expressié del qual no varia en cap de les condicions, s’ha de valorar quin

seria el millor control endogen per a cada experiment.

¢) Métodes de quantificacio

Existeixen principalment dos meétodes de quantificacid, depenent si D’eficiencia
d’amplificacid del gen objecte d’estudi i el del gen de referéncia son comparables: Metode del
AADt, en el qual es comparen directament els Cts del gen testat i del gen de referéncia (ADt)
en cada mostra, i posteriorment es comparen els ADt de la mostra experimental respecte a la
mostra control, per aplicar I’esmentat métode és necessari que les eficiéncies d’ambdds gens
siguin similars. L’altre metode es basa en la utilitzacié d’una recta estandard a partir de cDNAs
de concentracions conegudes, 1 extrapolar la concentraci6 del gen a la mostra experimental a
partir del Ct obtingut, posteriorment es calcularia la relacié entre la quantitat del gen testat 1 el
gen de referéncia, 1 es compararia I’esmentada relacid entre les mostres.
Existeix un tercer metode, similar al ACDt, pero corregit per a les eficiéncies dels diferents

gens: Metode Pfaffl [220].

d) Requisits de les mostres

Es requereix un RNA de gran puresa i integritat i lliure de contaminaci6 de DNA
gendmic per a la sintesi de cDNA. Els requisits especifics del RNA total son: A260/280 >1.8,
A260/230 > 1.8, relacié rRNA 28S/18S > 1.2. En el cas de disposar del bioanalizador 2100
Bioanalyzer de Agilent, es recomana un RIN 7. En el cas de RNA de menor qualitat,
disminueix 1’eficiéncia, sensibilitat i precisid dels resultats. En aquells casos en els quals la
contaminacio de DNA genomic afecti la sensibilitat i especificitat de I’assaig de PCR a temps
real es recomana el tractament de la mostra amb DNAsa, bé després de la seva extraccid o bé
durant el procés d’extraccié, emprant kits que contenen DNAsa. Es important eliminar de la

mostra de RNA la DNAsa després del tractament, ja que inhibeix la sintesi de cDNA.

4.7.1. EXTRACCIO DE RNA TOTAL
El RNA total de les cel-lules en cultiu va ser aillat utilitzant el kit RNAeasy RNA

Isolation Kit (Qiagen). Les restes de DNA gendomic contaminant de la mostra van ser digerits
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amb I’enzim desoxiribonuclease 1 (DNAsa 1) utilitzant el reactiu DNAfree (Ambion) seguint
les instruccions recomanades pel fabricant.

Posteriorment, el RNA va ser quantificat llegint 1’absorbancia a 260 nm mitjancant
I’espectrofotometre Nanodrop® (ND-1000 spectrophotometer, Nucliber) i la seva qualitat va
ser comprovada per electroforesi en un gel d’agarosa al 1 % no desnaturalitzat i posterior

visualitzacid per tincié amb bromur d’etidi (0.15 pg/ml).

4.7.2. RETROTRANSCRIPCIO O TRANSCRIPCIO REVERSA (RT)
La sintesi de la cadena de DNA complementari (cDNA) a partir del RNA, es va

realitzar amb la transcriptasa reversa Omniscript, utilitzant el sistema Omniscript RT KIT
(Qiagen). Seguint les instruccions del fabricant, de 500 ng a 1 pg, en el cas de les cél-lules
dendritiques, i de 1.5 pg, en el cas de les HUVEC, de RNA total van ser retrotranscrits a
cDNA. Els productes de cDNA obtinguts van ser analitzats mitjancant PCR a temps real (Real

Time Polymerase Chain Reaction).

4.7.3. PCR SEMIQUANTITATIVA A TEMPS REAL

Per tal de quantificar I’expressid genica es va utilitzar la tecnica de PCR quantitativa a
temps real. Es tracta d’una teécnica molt sensible que permet quantificar nivells d’expressio
génica de manera rapida i reproduible, monitoritzant I’amplificacié a temps real. La PCR a
temps real permet tant una quantificacio absoluta del nombre de copies del mRNA com una
quantificacid relativa. En aquest treball es va optar per la quantificacio relativa, que es basa en
mesurar ’expressid del gen diana respecte a un gen de referéncia o gen d’expressio constant
(housekeeping) que s’utilitza com a element normalitzador.

S’utilitza el sistema Lightcycler® (Roche Molecular Biochemicals) i el SYBR Green,
un fluorocrom intercalant que s’uneix amb gran afinitat perd de manera inespecifica a la doble
cadena de DNA a mida que es va sintetitzant. L’especificitat i sensibilitat d’aquest metode ve
determinada pels encebadors utilitzats en la reaccid. El principal avantatge d’aquest sistema ¢€s
que només requereix d’una parella d’encebadors que amplifiqui un determinat producte génic
de manera especifica. L’aplicacid de la técnica es veu limitada per la presencia en la reaccié de
PCR de productes amplificats de manera no especifica, que contribuirien a la mesura de la

fluorescencia impedint una correcta quantificacio de 1‘expressio genica.
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4.7.3.1. Quantificacié de I'expressio de CD40 huma

La teécnica de PCR semiquantitativa a temps real es va fer servir per a ’analisi de
I’expressio endogena de CD40 huma en cel-lules transfectades amb els siRNAs, tant cel-lules
HUVEC com CDs. Els encebadors especifics per amplificar CD40 huma es van dissenyar
utilitzant el programa Oligo 4.0 en base a la seqiiencia de cDNA de la base de dades de
GenBank: NM 001250 (CD40 huma). Per a la normalitzacid de I’expressid genica es va
emprar com a gen de referéncia el gen de la ciclofilina-A (CypA). Els encebadors utilitzats per
a I’amplificacié d’aquests gens van ser:

ePer CD40 huma

h-CD40 FOR2 (5’-CAG CCA GGA CAG AAA CTG GTG AGT-3’)

h-CD40 REV2 (5’-CTT CTT CAC AGG TGC AGA TGG TGT C-3°)

els quals amplifiquen un fragment de 199 pb.

ePer ciclofilina humana

h-ciclofilina F (5°’-CTC CTT TGA GCT GTT TGC AG-3")

h-ciclofilina R (5’-CAC CAC ATG CTT GCC ATC C-3°)

els quals amplifiquen un fragment de 325 pb.
Les amplificacions es van realitzar per triplicat en un volum final de 20 ul contenint 3 mM
MgCl2 (CD40 huma) o 4 mM MgCl2 (ciclofilina), 0.15 uM de cada encebador, 5% DMSO, 2
ul de LightCycler FastStart DNA Master SYBR Green I (Roche Molecular Biochemicals), que
inclou els dNTPs, la Taq DNA polimerasa i el tampo, i 1 pl (75 ng) de cDNA com a motlle.

El programa d’amplificacio de la PCR va ser de 600 seg de desnaturalitzacio inicial a
95°C, seguit de 45 cicles d’amplificacié consistint en un pas a 95°C 1 seg, anellament a 56°C o

64°C (com s’indica a la Taula 16) 5 seg i extensid a 72°C 20 seg.

4.7.3.2. Validacié de I'expressio génica obtinguda per microarrays

Els resultats d’expressio génica obtinguts per microarrays es van confirmar per als gens
d’interés mitjangant PCR semiquantitativa a temps real. En aquest cas es va utilitzar el gen de
la ciclofilina-A com a gen de referéncia.

Pel disseny dels encebadors o oligonucleotids especifics de cada gen es van utilitzar els
programes Oligo 4.0, Oligo 6.0 i primer 3. Per determinar la formacié d’estructures
secundaries que podien adquirir aquestes parelles d’encebadors, es va fer sevir els programes
Oligo 4.0. 1 Oligo 6.0. Aquests encebadors van ser seleccionats evitant la possible formacié de

dimers d’encebadors per no afavorir una amplificacié inespecifica durant la reaccio de PCR.
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Per a la normalitzaci6 de 1’expressio genica es va emprar com a gen de referéncia el gen de la
ciclofilina-A (CypA).

Les reaccions es van fer per triplicat i en un volum de 20 ul que contenia 2 pl de
Lightcycler Fast Start DNA Master SYBR Green I (Roche Molecular Biochemicals); MgCl2 (de
3 mM a 5 mM); 0.15-0.30 uM de cada encebador; i 75 ng de cDNA com a motlle. En alguns
casos s’ha utilitzat un 5% de DMSO. Les condicions d’amplificaci6 utilitzades van ser: un pas
de desnaturalitzaci6 inicial (10 min, 95°C), anellament (5 seg, 55°C a 63°C), 1 extensio (18 seg,
72°C) amb adquisici6 de fluorescencia al final de cada extensio. A la Taula 16 s’indiquen les
seqiiencies dels encebadors dels gens validats i les condicions de les reaccions de PCR.

La lectura de la fluorescéncia o mesura de la intensitat del fluorofor SYBR Green, es va
realitzar al final de cada cicle d’amplificacid. El seguiment d’aquesta fluorescencia es va fer
utilitzant el software d’analisi del Lightcycler versid 3.5 1 el metode de la segona derivada
maxima (Second Derivate Maximum Method) tenint en compte unicament la fase exponencial
d’amplificaci6. Aquest metode defineix un determinat llindar de fluorescencia, en el qual el
senyal és major que el soroll de fons (background) i estableix un valor d’emissié de
fluorescencia basal (Threshold). El cicle en el qual es supera aquesta fluorescéncia basal
s’anomena punt de creuament o crossing point. El crossing point representa el nliimero de
cicles on la intensitat de la fluorescencia supera aquest llindar 1 depen de la quantitat de DNA

inicial present a la mostra (Figura 17).

Mostra
ARn

Rn

Threshold

I A ——

|—| No template control

Baseline Ct

Cycle Number
Figura 17. Grafica d’amplificacié de PCR a temps real. L’eix vertical representa la quantitat de fluorescéncia
normalitzada, i 1’eix horitzontal el nombre de cicles. La Baseline o linia base es refereix als cicles inicials en els
quals no hi ha canvis perceptibles en la quantitat de fluorescéncia, i només es detecta la fluorescéncia basal.
Threshold és el llindar en el qual es produeix un canvi significatiu en la fluorescéncia, i el tall entre el Threshold i
la corba d’amplificacio determina el Ct o cicle llindar que s’empra per a la quantificacio. El calcul del Ct sempre

es realitza en la fase exponencial de la corba.

Per determinar 1’especificitat de la reaccio, al final de cada amplificacio, es realitzava

un analisi de la corba de fusié (melting curve) amb mesura constant de la fluorescéncia a mida
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que va augmentant la temperatura. Es tracta d’incrementar molt lentament la temperatura i
mesurar de manera continua la pérdua d’emissi6 de la fluorescéncia. A mida que el producte
amplificat es va desnaturalitzant i es separen les dues cadenes de DNA t¢é lloc 1’alliberament de
les molecules de SYBR Green. L’objectiu d’aquest analisi €s determinar la temperatura de
fusio caracteristica de cada fragment amplificat, el qual depén de la seva mida 1 composicid de
bases, 1 descartar I’amplificacié de productes de PCR no desitjats. El programa d’analisi de la
corba de fusi6 utilitzat es basava en escalfar el producte a 20°C/seg fins a 95°C, refredar-lo a
20°C/seg fins a 65°C 1 escalfar-lo lentament a 0.2°C/seg fins a 95°C-98°C amb lectura continua
de la fluorescencia.

La mida esperada del producte especific també es comprovava per electroforesi en un
gel d’agarosa al 1 % no desnaturalitzat i posterior visualitzacid per tincié amb bromur d’etidi
(0.15 pg/ml).

Els nivells de mRNA de cada gen diana i el gen de referéncia es van determinar en
paral-lel per cada mostra. Totes les quantificacions es van fer per triplicat a partir de tres
experiments independents. Per tal de poder quantificar de forma relativa 1’expressiéo d’un
mRNA per PCR a temps real, les mostres a comparar han de tenir eficiéncies de PCR similars 1
la cinética d’amplificacio ha de seguir una resposta lineal dins el rang de concentracions de
treball. Per aix0, cada gen d’interes va ser amplificat a partir de dilucions seriades del cDNA
amb factor 5 (de 0.12 a 75 ng) 1 es va determinar la seva eficiencia d’amplificacid tenint en
compte la pendent de la recta obtinguda i segons I’equacié: E=10¢"/Pendent),

Per a la quantificaci6 relativa, els nivells d’expressio del gen problema s’analitzen
respecte el gen de referéncia. Dins de la fase exponencial de I’amplificacio es calcula el ratio
d’expressio relativa (R) del gen problema segons un model matematic [220, 221] en base a la
diferéncia del valor de crossing point de la mostra tractada amb el siRNA-2 respecte la mostra
control, tenint en compte les eficiéncies d’amplificacié de tots dos gens.

ACP gen diana (mitjana mostra control-mitjana mostra tractada)

E (gen diana)

Ratio expressi6 =

ACP gen ref (mitjana mostra control-mitjana mostra tractada)

E (gen ref)
On: E (gen diana) i E (gen ref) son les eficiéncies de la reaccio de PCR del gen diana i del gen

de referéncia; ACP ¢és la diferéncia entre el valor de crossing point de la mostra control

respecte la mostra tractada amb siRNA-2.
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TAULA 16. Encebadors utilitzats per validar els gens obtinguts per I’analisi de microarrays per RT-PCR

Gen Accession Number Seqiiéncia encebadors MgCl, | T*anellament | mida
F5'-AACCTACCAGAGACCTTACC-3'
PRDXS NM_012094.3 4mM 60°C 100pb
R5'-ATGCTTCTTTGTCATCCTCC-3'
F5'-GGCAGTCTCAATGGGTCAG-3'
TRAF-1 NM_005658.3 3mM 56°C 470pb
R'-CAGAAATAGGCAATCAAAAGTG-3'
F5'-TCTTATTCCTCTAGGCAAGC-3'
IRF-1 NM_002198.2 4mM 58°C 313pb
R5'-CCAGTGACAGCGAGACCC-3'
F5'-TGGGCATCTGGATACTAGC-3'
SELE NM_000450 3mM 52°C 389pb
R5'-AAGAAAGGGTTGACGCAGC-3'
F5'-TTGCCACCATCCGTTTTCAT-3'
STAT-1 NM_007315.3 4mM 55°C 571pb
R5'-CTCCGCTTCCACTCCACTA-3'
F5'-GAAAGCGTAAAGAGGATGTGT-3'
IFNGR1 NM_000416.2 3mM 55°C 198pb
R5'-CCAAGGCAGAGAAAAGAAAAA-3
F5'-GGAAAAGGAGCAAGAAGATG-3'
INFGR2 NM_005534.3 4mM 58°C 125pb
R5'-GAGGCAGCAAAAGGGAATAC-3'
F5'-CATGCCCATACGATTAAACCTG-3'
KYNU NM_003937.2 3mM 62°C 151pb
R5'-CATGCAAGGAACAGACCAACA-3'
F5'-GGTCTCTTCTGGGCGTCTGA-3'
LAT-1 NM_003486.5 3mM 63°C 314pb
R5'-GCTTGTTGTGGTGGGTTGTG-3'
F5'-GGTCATGGAGATGTCCGTAA-3'
IDO NM_002164.4 5mM 60°C 227pb
R5'-ACCAATAGAGAGACCAGGAAGAA-3'
F5'-CAAAAGCGAAATGGGCACAC-3'
TMEM-49 NM_030938.3 4mM 58°C 323pb
R5'-TTAGCACAGAAGGAAAAAGTAT-3'
F5'-TTCCCATCTCTTAGCACAG-3'
C9Yorfs NM_001099734.1 4mM 58°C 491pb
R'5-CCCTTTTCTCTCCCACATT-3'
F5'-AACCTACCAGAGACCTTACC-3'
BIC-1 NR_001458.2 4mM 60°C 296pb
R5'-ATGCTTCTTTGTCATCCTCC-3'
F 5’-CACAAAATGAATCCCTATGCT-3’
APLN NM_017413 4mM 57°C 244pb
R 5’-TGGCTAAAAAGTCCTGAAAGT-3’
F 5’-CTGGAACCCTGAACCTGAAT-3’
MMP10 NM_002425 4mM 59°C 166pb
R 5’-CTTGGATAACCTGCTTGTAC-3’
F 5’-GACAAACCTCAGCCCTAAC-3’
SOD-2 NM_000636 4mM 58°C 248pb

R 5’-ACACATCAATCCCCAGCAGT-3’

Taula 16. Gens analitzats per PCR a temps real, encebadors i condicions d’amplificacié. F, forward; R, reverse;

PRDXS, Peroxiredoxin 5; TRAF-1, TNF receptor-associated Factor I; IRF-1, interferon regulatory factor 1;

SELE, selectin E; STAT-1, signal transducer and activator of transcription 1, IFNGRI1, interferon gamma

receptor 1; IFNGR2, interferon gamma receptor 2; KYNU, kynureninase (L-kynurenine hydrolase); LAT-1,

solute carrier family 7 (cationic amino acid transporter, y+ system), member 5; 1DO, indoleamine-pyrrole 2,3

dioxygenase; TMEM-49, transmembrane protein 49; C9orf5, chromosome 9 open reading frame 5; BIC-1, BIC

transcript (BIC), non-coding RNA; APLN, Apelin; MMP10, matrix metalloproteinase 10; SOD-2, superoxide

dismutase 2.
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4.7.3.3. Quantificacié del marcador de maduraci6 de les cel-lules dendritiques
CCR7

La técnica de PCR semiquantitativa a temps real es va fer servir per a 1’analisi de
I’expressio endogena de CCR7 huma en CDs en estat immadur, madur i tractades amb els
diferents estimuls emprats al llarg de P’estudi (a7Bp1, a7p0, reca6B0 i1 el Factor H). Els
encebadors especifics per amplificar CCR7 huma, les condicions d’amplificacid i I’analisi de la
corba de fusid es descriuen a la Taula 17. Per a la normalitzacid de 1’expressio genica es va

emprar com a gen de referéncia el gen de la ciclofilina-A (CypA).

TAULA 17. Encebadors i condicions de la reaccié de RT-PCR per CCR7

Gen Accession Number Seqiiéncia encebadors MgCl, T*anellament mida

F5'-TGGGCATCTGGATACTAGC-3'
CCR7 NM_001838.2 3mM 58°C 435pb
R5'-AAGAAAGGGTTGACGCAGC-3'

4.7.3.4. Quantificaci6 dels gens IDO/BIC-1/SOD-2 en les cél-lules dendritiques
La técnica de PCR semiquantitativa a temps real es va fer servir per a 1’analisi de
I’expressio endogena de IDO, BIC-1 i SOD-2 humans en CDs en estat immadur, madur 1
tractades amb els diferents estimuls emprats al llarg de DI'estudi (a7B1, a7p0, reca6p0
recombinant 1 el Factor H). Els encebadors especifics per amplificar aquests gens humans, les
condicions d’amplificacio 1 I’analisi de la corba de fusi6 es descriuen a la Taula 16. Per a la
normalitzacid de 1’expressid genica es va emprar com a gen de referéncia el gen de la

ciclofilina-A (CypA).

4.8. DETERMINACIO DE PERFILS D’EXPRESSIO GENICA

En els estudis d’expressio genica, la tecnologia d’arrays de DNA permet 1’analisi

simultani de milers de gens en un unic experiment. De manera similar a altres técniques com el
Northern Blot, 1a RT-PCR, el differential display o 1’analisi seriat d’expressio genica (SAGE),
els microarrays permeten la quantificacid relativa de I’expressié génica amb ’avantatge que es
poden analitzar milers de gens a la vegada.

Els microarrays consisteixen en un suport solid, generalment un portaobjectes de vidre
pretractat, sobre el qual han estat dipositades amb elevada precisié milers de sondes conegudes,
ja siguin sondes de ¢cDNA o oligonucleotids. L’abundancia de cada transcrit es determina
hibridant aquest microarray amb mostres de RNA marcades amb un fluorocrom. La intensitat

del senyal obtinguda €s una mesura de I’abundancia del mRNA en la mostra analitzada.
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4.8.1. CLASSES DE MICROARRAYS D’EXPRESSIO

S’han descrit diferents tipus de microarrays segons el material immobilitzat, que pot ser
cDNA, mRNA, proteina o teixit. Pel que fa a I’estudi de ’expressié genica, existeixen dos
tipus principals de microarrays que es diferencien en funcié del metode de fabricacid i el tipus
d’acid nucleic immobilitzat: els microarrays de DNA i els microarrays d’oligonucleotids.

-Els microarrays d’oligonucledtids comercials es poden sintetitzar in sifu 0 de manera
externa. Per a la fabricacié dels microarrays d’oligonucleotids in situ Affymetrix utilitza la
técnica de fotolitografia, que consisteix en la sintesi in sifu d’oligonucleotids de 25 bases
mitjancant un sistema d’emmascarament litografic i fotodesproteccid de grups reactius.
Aquesta tecnologia requereix una infraestructura molt sofisticada, permet generar fins a
100.000 spots per array 1 €s utilitzada Gnicament per Affymetrix. En el cas dels microarrays
comercials que fabrica Agilent, els oligonucleotids tenen una grandaria de 60 mer i son
sintetitzats in sifu en el porta mitjangant tecnologia ink-jet i un sistema piezoeléctric.

-Els microarrays de DNA es sintetitzen per impressié del DNA utilitzant un sppoter o
arrayer, en superficies de vidre recobertes quimicament per a permetre la unié d’aquest DNA.
Aquesta uni6 pot ser ionica o covalent. El DNA utilitzat prové de productes amplificats per
PCR a partir de genoteques o llibreries de DNA genomic. Es tracta de fragments de DNA de
doble cadena amb longitud variable, de 500 a 2500 bases, que son purificats per tal d’eliminar
les sals, els encebadors 1 les proteines presents en la reaccié de PCR. Cada punt de I’array es
genera mitjancant la deposicié de pocs nanolitres del producte purificat fent servir el robot
arrayer, 1 permet generar fins a 20.000 spots per array.

Els microarays de cDNA generats per deposicio de productes de PCR a partir d’una
llibreria de clons, presenten certes limitacions a causa per exemple de la croshibridacio entre el
mRNA marcat utilitzat com a sonda i altres elements no especifics del clon de cDNA, i sovint
existeixen clons mal assignats dins de la llibreria de cDNA. Els microarrays d’oligonucleotids
en canvi, confereixen una elevada especificitat del senyal d’hibridacid, perd poden generar una
baixa sensibilitat i especificitat en comparacidé amb els arrays de cDNA per a un gen Unic, per
aixo la majoria d’arrays utilitzen diferents seqiiéncies d’oligonucleotids per a un mateix gen
distribuides al llarg de 1’array.

Els experiments d’hibridacié de microarrays presentats en aquest treball es van realitzar
en el Laboratori de la Unitat de Microarrays del Centre de Regulacié Genomica (CRG). En
aquests experiments, les cel-lules HUVEC que havien estat electroporades amb siRNA-2 o

siRNA-control (seguint el protocol descrit a I’apartat 3.5.3.1. de Materials 1 Métodes), van ser
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activades amb la proteina sCD40L a una concentracié de 10 ug/ml o amb cel-lules Jurkat D1.1
(mCD40L) durant 4 hores, préviament a I’analisi. 48 hores posttransfeccio, el cocultiu va ser

rentat amb PBS i tripsinitzades i es va procedir a I’extraccié del RNA total d’aquestes cel-lules.

4.8.2. DISSENY DE L’EXPERIMENT DE MICROARRAYS

El disseny tipic d’un experiment de microarrays consta de diverses etapes: ’aillament
de la mostra de RNA, I’amplificacid 1 el marcatge d’aquest RNA, la hibridacié amb ’array i la

deteccid del senyal i posterior analisi de dades.

1. Extraccio de RNA total

Les mostres de RNA total es van extreure fent servir el kit RNeasy RNA Isolation kit
(Qiagen) i posteriorment tractades amb DNAsa [ utilitzant el reactiu DNAfree (Ambion) per
eliminar les restes de DNA genomic tal i com s’ha descrit anteriorment a 1’apartat 4.7.1. de

Materials 1 Métodes.

2. Comprovacio de la qualitat del RNA

La puresa del RNA utilitzat és un factor critic en la hibridacio de microarrays,
particularment quan s’utilitza fluorescéncia, ja que les proteines cel-lulars, els lipids 1 els
carbohidrats poden produir unions no especifiques del DNA marcat en la superficie dels arrays.
Per aquest motiu abans de procedir amb els passos segilients calia comprovar la qualitat del
RNA obtingut.

La concentracié del RNA va ser mesurada fent servir 1’espectrofotometre Nanodrop i la
seva qualitat va ser determinada per nanoelectroforesi amb el sistema Bioanalyzer 2100
(Agilent). Tots els RNAs presentaven un RIN (RNA integrity number) entre 9.3 1 10 (en una
escala de 1 a 10), 1 un ratio 28S/18S entre 1.67 1 2.07.

3. Amplificacid, sintesi i marcatge del cDNA

500 ng de RNA total van ser retrotranscrit, amplificat i marcat per transcripcio in vitro
fent servir el kit Low RNA Input Fluorescent Linear Amplification kit (Agilent 5184-3523)
seguint les instruccions del fabricant. Breument, per a la sintesi del cDNA a partir del RNA
total s’utilitza I’enzim transcriptasa reversa MMLV-RT i un oligodT que conté el promotor de
T7 RNA polimerasa. Posteriorment, té lloc una reacci6 de transcripcio in vitro i sintesi de la

cadena de RNA complementari (cCRNA) amb la T7 RNA polimerasa al mateix temps que
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s’incorporen els fluorocroms Cy5 1 Cy3 conjugats a CDTP. Finalment, aquest cRNA amplificat
¢s purificat 1 quantificat.

El principal problema d’aquest metode de marcatge directe és que els fluorocroms
utilitzats sén compostos relativament grans, a més, Cy5S €s major que Cy3 1, per tant, la seva
incorporacié pot ser menor. Per tal de solucionar aquest problema s’ha utilitzat un marcatge
reciproc que consisteix en hibridar dos arrays per a cada condicid, un marcant la mostra

problema amb Cy3 i el control amb Cy5 i I’altre fent el marcatge invers.

4. Hibridacio6 dels microarrays

Es van utilitzar microarrays comercials d’Agilent 4x44K de genoma complet Whole
Human Genome Oligo Microarray (Agilent G4112F). Es tracta de microarrays
d’oligonucleotids de 60 mer sintetitzats in situ mitjangant el sistema [Ink-jet. Aquests
microarrays contenien 44.290 spots, 41.000 dels quals representaven en copia tnica o multiple,
un total de 37.312 transcrits humans.

Les mostres de RNA complementari (CRNA) marcat amb Cy5 o Cy3 es van hibridar a
aquests microarrays d’oligonucleotids de 44k seguint les instruccions del fabricant.

Es van realitzar tres experiments o repliques biologiques tant per les cel-lules
electroporades i estimulades amb sCD40L com per les estimulades amb les Jurkat D1.1
(mCD40L). En cadascun d’aquests experiments es comparaven cel-lules HUVEC transfectades
amb siRNA-2 i les mateixes cel-lules tractades amb el msiRNA-2. Cada parella experimental
de mostres marcades va ser cohibridada per separat en dos microarrays amb intercanvi de
fluorocroms (dye swapping) per tal de corregir I’efecte explicat anteriorment d’incorporacid
preferencial d’un dels fluorocroms (dye bias). Es van fer 12 hibridacions per cada tipus

d’experiment, generant un total de 24 conjunts de dades de microarrays.

5. Analisi de les imatges i extraccid de les dades
Les imatges dels dos canals de fluorescencia, Cy5 i Cy3, van ser captades amb
I’escaner Agilent G2565BA i quantificades utilitzant el software GenePix 6.0 (Axon,

Molecular Devices) emprant 1’opci6 de trobar elements irregulars.

6. Normalitzacio
Les dades crues extretes van ser filtrades i normalitzades utilitzant MMarge (Lozano et
al, unpublished), 1 un servidor web local que implementa el paquet Limma desenvolupat dins

del projecte Bioconductor en I’entorn de programacio estadistica R [222]. La intensitat dels dos

127



Materials 1 Métodes

canals es va compensar utilitzant normalitzacié per regressié robusta (metode lowess) emprant
0.3 com a parametre de cobertura amb pesos reduits per a elements control o de baixa qualitat.

Es va fer un escalat entre els diferents xips per poder comparar les dades entre si.

7. Processament de les dades

Es va calcular un estadistic empiric Bayesia, B, tenint en compte I’intercanvi de
fluorocroms, 1 les sondes es van ordenar segons el valor de B, encara que a causa del baix
nombre de repliques no es va considerar el valor B sind el rang de B com a valor indicatiu de
significacio.

Els gens diferencialment expressats es van escollir fent servir com a criteri de tall (cut
off) un percentil de rang de B superior al 95% 1 una taxa de canvi (FC, Fold Change) absoluta
per damunt o igual a 1.2. Les taules de dades van ser visualitzades emprant AFM 4.0 Array

File Marker, una aplicacié d’Excel.

8. Analisi o interpretacid de les dades de microarrays

4.8.3. CLUSTERING

Possiblement 1’eina informatica més utilitzada en 1’analisi de dades de microarrays sén
els metodes d’agrupament o clustering, que s’utilitzen per trobar gens amb un mateix patrd
d’expressié o per agrupar condicions experimentals. Es d’esperar que gens que comparteixen
una mateixa funcié biologica es comportaran de la mateixa manera. Per a trobar aquestes
relacions entre gens, cal saber quan es pot considerar que dos gens es comporten igual, definint
una distancia entre patrons. Existeixen dos tipus de funcions de distancia: la distancia euclidea
1 la correlacio lineal. La primera es basa en diferéncies absolutes, mentre que la segona es fixa
en tendencies. En funcié de la distancia utilitzada per agrupar els diferents patrons d’expressid
s’obtenen uns grups o uns altres, ¢s a dir, la distancia utilitzada defineix la relacié que es busca
entre els gens.

Els metodes de clustering es divideixen en supervisats i no supervisats, en funcio6 de si
s’utilitza o no informaci6é externa per a determinar els grups que tenen patrons similars
d’expressié geénica. Els metodes més utilitzats son els no supervisats que, en funcidé de com
agrupen les dades, es poden dividir en métodes jerarquics o no jerarquics, segons generin 0 no

una classificacid amb informacié de possibles relacions jerarquiques entre les dades.
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L’objectiu de I’analisi de les dades o de les analisis de clustering, és 1’obtencio
d’informacid sobre caracteristiques biologiques comunes en un grup de gens d’intergs.
Existeixen diversos programes que faciliten aquest analisi, la majoria dels quals utilitzen els
termes de Gene Ontology.

Gene Ontology (GO) és un projecte col-laboratiu que té com a objectiu generar un
vocabulari comu i1 dinamic per a les descripcions del productes genics en les diferents bases de
dades. Els tres principis organitzatius del terme GO son la funcid molecular, el procés biologic
1 el component cel-lular. Un producte geénic pot tenir més d’una funcié molecular, pot ser
utilitzada en un o més processos biologics, 1 podria estar associat amb més d’un component

cel-lular. Dins de cada categoria de GO especifica existeixen fins a 9 nivells descriptius.

4.8.4. ANOTACIO FUNCIONAL

Per analitzar grups de gens amb una funcié biologica o mecanisme de regulacié comu,
es va utilitzar I’aplicaci6 GSEA (Gene Set Enrichment Analysis) en versid java, utilitzant el
paquet p-GSEA, un software desenvolupat per Massachussetts Institute of Technology (MIT)
[223]. L’aplicacié GSEA analitza grups de gens i calcula un Enrichment Score (ES) que indica
el grau amb que un determinat grup de gens esta sobrerepresentat a la nostra llista total de
gens. Al mateix temps, fa una estimacid del nivell de significancia d’aquest ES donant un p-
valor ajustat per multiples tests (Multiple Hypotehsis Testing). Aquesta aplicacid
desenvolupada per el MIT utilitza una col-leccié de bases de dades que ells mateixos han
generat anomenada MSigDB 1.0 (Molecular Signature Database) que conté 4 categories o
bases de dades de gens (C1, C2, C3 i C4) que representen un total de 1325 grups de gens. Per a
aquest estudi hem utilitzat la base de dades funcional C2 que inclou un total de 522 grups de
gens: 472 dels quals corresponen a productes implicats en una determinada via metabolica o
via de senyalitzacié i 50 son grups de gens regulats en resposta a determinada pertorbacid

genetica o quimica.

4.9. ANALISI ESTADISTIC

Fixat un marcador, s’ha realitzat el test t de comparacid6 de mitjanes per mostres
independents per comparar cada grup amb el grup de referéncia. Aquest test t€¢ en compte les
diferéncies en magnituds, i1 per tant pot proporcionar resultats significatius quan aquestes
diferéncies siguin prou importants. S’han considerat com a significatius p-valors menors que

0.05.
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5. RESULTATS







Resultats

5.1. CEL-LULES ENDOTELIALS HUVEC

5.1.1. ESTIMULACIO D’HUVEC AMB CEL-LULES JURKAT D1.1 O
PROTEINA sCD40L

Amb la finalitat d’establir el paper de CD40 en 1’activacio de cel-lules endotelials en
processos immunoinflamatoris, es va inhibir especificament aquesta via de senyalitzacio amb
siRNA-2 1 es va utilitzar la tecnologia de microarrays per determinar els perfils d’expressio

genica o grups de gens dependents de CD40 en cel-lules endotelials HUVEC.

Per realitzar aquest estudi es va utilitzar el metode d’electroporacid com a sistema de

transfeccid a les condicions d’escrites en I’apartat 4.5.3.1. de Materials i M¢todes.

Utilitzant aquest sistema, les HUVEC van ser transfectades en paral-lel amb siRNA-2
anti-CD40 o el siRNA control mismatched (msiRNA-2) que havien estat dissenyats préviament
en el nostre laboratori [202], 1 després van ser activades via CD40L mitjancant el cocultiu
d’aquestes cel-lules amb Jurkat D1.1 (un clon de Jurkat que sobreexpressa el lligand CD40L), a
una relaci6 cel-lula T/cél-lula endotelial de 10:1 (T/EC), o bé afegint el lligand soluble CD40L
(sCD40L), a la concentracié de 10 pg/ml, durant 4 hores d’estimulacidé préviament a la

recol-leccio dels RNAs.

A les 48 hores post-transduccio, es van recollir les cel-lules transduides i es va procedir a
I’extraccio de RNA total, el qual es va quantificar mitjancant el Nanodrop® i es va sintetitzar
el cDNA a partir de 1.5 pg de RNA total (descrit en I’apartat 4.7.1 de Materials 1 M¢todes)
(Figura 18)

| Inhibicié del receptor CD40 Addici6 de lligand CD40L
Co-incubacié amb
Transfeccio Jurkat D1.1
siRNA

| =P |4h

Co-incubacié amb
sCD40L
l =P | 4h

0 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40 44 48 hores

Figura 18. Protocol del tractament de les cél-lules: els RNAs es van extreure a les 48 hores posttransfeccio,
previament les cel-lules havien estat estimulades mitjangant cocultiu amb Jurkat D1.1 o bé el lligand sCD40L

durant 4 hores.

Posteriorment es va procedir a la quantificacié relativa dels transcrits de CD40 huma

mitjancant PCR a temps real utilitzant el fluorofor SyBR Green 11 el LightCycler®.
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Per a la quantificaci6 relativa, els nivells d’expressio del gen problema es van analitzar
respecte el gen de referéncia. Dins de la fase exponencial de I’amplificacié es calcula
I’expressio relativa (R) del gen problema en base a la diferéncia de crossing point de la mostra
respecte el control 1 I’eficiencia d’amplificacié de tots dos gens (segons el model matematic
descrit en I’apartat 4.7.3.2 de Materials i metodes).

Per confirmar la precisi6 i reproductibilitat de la PCR a temps real, es van realitzar tres
repliques de la PCR per a cada concentracié de cDNA, corresponent a cada condicio de
cel-lules HUVEC transfectades amb els siRNAs, 1 es va determinar la variacidé de crossing
point entre elles.

Totes les repliques van amplificar un producte Unic. Per confirmar 1’especificitat
d’aquests productes, al final de cada reaccié de RT-PCR en el LightCycler®, es realitza un
analisi de la corba de fusio, la qual cosa permet determinar la Temperatura de Fusié (Tm)
especifica del fragment amplificat, que depen de la mida i1 de la composicio de G/C.

L’analisi de la corba de fusidé va demostrar que per cada parella de répliques
s’amplificava un unic producte génic amb la Tm especifica: CD40 huma 85°C i una mida de

199 pb i ciclofilina humana 82°C i1 una mida de 325 pb.

A b Bﬁ“t
ol ciclofilina. R CD40
g ;w
- ;._‘
ﬁ,; i
- ?-I
GUETETRTRTA AR E A Rk R
[l
5 Tm=82°C Tm=85°C

Figura 19. Representacid grafica de I’analisi de la corba de fusié de la cilofilina (A) i CD40 (B) humans. L’analisi
de la corba de fusid de la reaccié d’amplificacio del gen mostra una gradual reduccid en la fluorescéncia a mida
que la temperatura augmenta. La rapida caiguda a 82°C (ciclofilina) o 85°C (CD40) indica la preséncia d’un
producte especific en aquesta temperatura. La Tm d’aquest producte pot ser visualitzada més clarament com a un

pic en ’altre grafica.

La variacio de crossing point entre les répliques de la mateixa mostra era minima i, per
tant, la reproductibilitat de la técnica es considera bona.
Les eficiéncies de la PCR tant pel CD40 com per la ciclofilina sén Ecpsao=2 1 Eciclofilina=1,96 1

havien estat calculades en estudis anteriors a partir de dil-lucions seriades de CD40 de

134



Resultats

I’amplificaci6 dels gens corresponents al CD40 i a la ciclofilina humans segons I’eqiiacié E=10
(-1/pendent)

En cap cas, no es va produir la formacio de dimers entre els encebadors al llarg dels 35-40
cicles d’amplificacio de la PCR.

Les dades obtingudes es van normalitzar respecte I’expressié de la ciclofilina (gen de
referéncia), calculant el ratio d’expressié del gen CD40/Ciclofilina. En aquesta analisi
semiquantitativa, I’expressié del gen diana de cada mostra tractada s’expressa com a un valor
relatiu a la mostra control no tractada. Variacions causades per possibles errors de pipeteig van
ser corregides realitzant tres repliques de cada PCR per a cadascuna de les mostres.

En la segiient grafica es mostra els ratios CD40/Ciclofilina corresponents a la inhibicié de
I’expressio de CD40 per siRNA-2 antiCD40 en comparacié amb el msiRNA-2 control en les
cel'lules HUVEC que han estat estimulades via CD40-CD40L mitjan¢ant cocultiu amb
cel-lules Jurkat D1.1 (mCD40L) o amb sCD40L. En ambdés casos s’observa una disminucio

de I’expressiéo de CD40L del voltant al 70%.

CD40

ratio CD40/CypA
(=}
o

msiRNA-2 siRNA-2
@ Jurkat D1.1 B CD40L

Figura 20. Quantificacio de la inhibicid de 1’expressié de CD40 per RT-PCR a temps real amb el LightCycler® en
cel-lules HUVEC tractades amb el siRNA-2 anti-CD40 o el msiRNA-2 i incubant les cél-lules amb Jurkat D1.1
(barres de color verd) o sCD40L (CD40L, barres de color vermell) en valors del ratio d’expressid relativa
CD40/CypA. Els resultats es mosten con la mitja de ’expressié + desviacié estandard (SD) de 3 experiments

independents.

5.1.2. DETERMINACIO DE PERFILS D’EXPRESSIO GENICA

En el procés inflamatori, 1’activacid endotelial via interaccié CD40-CD40L indueix
I’expressio en la superficie cel-lular de diferents molécules d’adhesid que finalment causen
I’extravesacié dels leucocits al lloc d’inflamacié. Inicialment, es quantificava per qRT-PCR
I’expressio de CD40 i de la molecula d’adhesié E-selectina per tal de determinar si aquest

siRNA-2 era capag¢ d’interferir en 1’activacio de la via CD40-CD40L en cel-lules HUVEC.
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Segons els resultats obtinguts, les cel-lules tractades amb el siRNA-2 estimulades via
CD40L, amb les cel-lules Jurkat D1.1 (mCD40L) o bé amb sCD40L, presentaven una reduccid

significativa de I’expressio de la molecula d’adhesio E-selectina del 90%.

E-SELECTINA

ratio E-selectina/CypA

msiRNA-2 siRNA-2
@ Jurlat D1.1 O CD40L

Figura 21. Quantificacié6 de la inhibicio de 1’expressiéo d’E-selectina per RT-PCR a temps real amb el
LightCycler® en cel-lules HUVEC tractades amb siRNA-2 anti-CD40 o msiRNA-2 i incubant les cél-lules amb
Jurkat D1.1 (barres de color taronja) o sCD40L (CD40L, barres de color groc) en valors del ratio d’expressid
relativa CD40/CypA. Es va fer pool de 3 experiments. Els resultats es mosten con la mitja de 1’expressié +

desviacid estandard (SD) de 3 triplicats interns a partir del pool.

5.1.3. CLASSES DE MICROARRAYS D’EXPRESSIO

Una vegada confirmat el silenciament genic tant del receptor, com de la molécula
d’adhesid E-selectina, conseqiiencia de la inhibicid de la via de transduccid de senyals de
CD40 per RNAI, aquests RNAs van ser amplificats i marcats. Per cada condicié les mostres
amb 1 sense inhibicio de CD40 es van marcar respectivament amb dos fluorocroms diferents
Cy5 1 Cy3. Posteriorment aquestes mostres van ser cohibridades per duplicat, amb intercanvi
de fluorocroms, en un array de genoma complet. Es van realitzar tres experiments independents
per cada tipus d’estimulacio (Jurkat DI.1 i sCD40L), aixi doncs per cada condicio
experimental es van hibridar 12 microarrays, la qual cosa fa un total de 24 xips.

Els microarrays utilitzats en aquest estudi van ser microarrays comercials d’oligonucleotids
d’Agilent de 44.000 elements que representaven un total de 37.312 transcrits o ESTs
representats per 41.000 sondes. Les caracteristiques de 1’array aixi com els protocols de
marcatge, hibridacio 1 normalitzaci6 es detallen en 1’apartat 4.8.2. de Materials 1 M¢todes. A

continuacio es mostra un esquema del protocol de I’experiment de microarrays.
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Figura 22. Disseny de 1’experiment de microarrays en cél-lules HUVEC. Els RNAs obtinguts es van amplificar i
amb cadascun d’ells es van hibridar 2 microarrays, un marcant la mostra problema amb Cy3 i la control amb Cy5,

i ’altre de manera inversa.

Els parametres utilitzats en 1’analisi van ser la taxa de canvi (fold change, FC) i el g-
value (SAM, Significance Analysis of Microarrays) [224]. FC és un indicador de I’expressid
diferencial entre les intensitats dels dos canals (relacid tractat/control) amb correccid de
I’escala per als valors negatius (FC > 1 induccid; FC = +1 sense canvis; FC < -1 repressio).
L’estadistic g-value esta basat en el concepte de false discovery rate (FDR; la proporcid
esperada de falsos positius d’entre totes les hipotesis significatives) i es considerat I’analeg del
p-value. En el nostre cas es pot assumir com la mitjana del nombre de gens que s’han indicat
con significativament regulats perd que realment no ho estan, dividit per el nombre de gens
significativament regulats.

L’analisi global de les dades indicava que, en silenciar especificament el receptor de
CD40 mitjangant RNAI en cel-lules endotelials estimulades via CD40L durant 4 hores, hi havia
un baix nivell de regulacié geénica. Utilitzant com a punt de tall un valor absolut de FC > 1.2 1
un q value 5% (SAM), es van identificar 478 transcrits diferencialment regulats per sCD40L,
1.3% de la totalitat de gens del xip. Aquest percentatge de regulacié representa el 2.0%
respecte al transcriptoma de les HUVEC. Aproximadament 3/4 d’aquests transcrits estarien
sobreexpressats (349 gens), mentre que 1/4 veurien disminuida la seva expressio (129 gens).

Per altra banda, en condicions analogues mCD40L va ser capa¢ d’induir 623 transcrits, el 1.7%

137



Resultats

de la totalitat de gens del xip. Aquest percentatge de regulacid representa el 2.5% respecte al
transcriptoma de les HUVEC. Aproximadament 10/11 d’aquests transcrits estarien
sobreexpressats (573 gens), mentre que 1/11 veurien disminuida la seva expressié (50 gens).
Aquestes dades confirmen el paper de CD40 com a “activador” cel.lular, encara que estableix
diferencies entre les dues isoformes de CD40L en quant al grau d’activacié endotelial que
s’assoleix a les 4 hores d’estimulacid, essent mCD40L un activador més potent que sCD40L.

Finalment, es van trobar 238 gens coregulats (206 gens sobreexpressats 1 32 gens reprimits), i
114 gens diferencialment regulats (111 gens sobreexpressats 1 tan sols 3 gens reprimits) entre

mCD40L 1 sCD40L. Aquests resultats es mostren en el segiient diagrama de Venn (Figura 23).

CD40L (478) D1.1 (623)

B cpaoL
O D1.1

Figura 23. Diagrama de Venn mostrant la regulacio genica diferencial dels transcrits induits a les 4 hores via
CD40 per les dues isoformes de CD40L (sCD40L i mCD40L) en cél-lules HUVEC, amb un criteri de tall de FC >
1.2 i g-val 5% (SAM).

A les Taules 18 1 19 es mostra una relacié dels gens més fortament regulats, tant induits
com reprimits, en resposta a la inhibicié de CD40 per RNAI a les 4 hores d’estimulacio de les
cel'lules HUVEC amb sCD40L i amb mCD40L (Jurkat D1.1), respectivament. Entre els gens
més significativament regulats per CD40 en ambdds casos es troben les molecules d’adhesio
(E-selectina, ICAM1, VCAMI); gens implicats en apoptosi (BIRC3 i1 CASP1), citoquines i
quimioquines proinflamatories (CXCL2, CXCL3, CCL2, IL-8) i inhibidors del factor de
transcripcio NFKBIA (NFKBIA). Resulta forca interessant el fet que, en ambdos casos, trobem
el receptor CD40 entre els 40 gens més fortament reprimits en tractar les HUVEC amb el
siRNA-2 anti-CDA40, la qual cosa confirma la validesa dels nostres assaigs. Per altra banda, un
dels gens que es troba més reprimit per ambdods tipus d’estimuls, sCD40L i mCD40L, és
PRDXS, un enzim antioxidant y protector de D’estrés oxidatiu, de la familia de les
peroxiredoxines. Finalment, de la llista de gens més diferencialment regulats entre sCD40L i
mCDA40L (Taula 20) cal mencionar el més induit, la quimioquina CX3CL1 (fractalquina)

sobreexpresat per mCD40L pero no per sCD40L, que participa en la quimiotaxi i en 1’adhesio
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de cel-lules inflamatories mitjangant el seu receptor CX3CRI1, 1 el més reprimit per mCD40L
perd no per sCD40L, APLN (apelina), un peptid vasoactiu que regula ’homeostasi de fluids, la
funcié cardiovascular i la secrecid d’insulina, i que ja va ser identificat i caracteritzat
previament per el nostre grup [197] (vegis article annex).

Tot 1 que alguns d’aquests gens ja havien estat descrits com a dianes de CD40, s’han
identificat també altres gens que préviament no havien estat relacionats amb la via de
senyalitzaci6 de CD40 en cel-lules endotelials. Aquest patrd global d’expressié confirma el
paper clau de CD40 1 de ’activacid de les cel-lules endotelials en 1’inici 1 progressio dels
processos immunoinflamatoris, 1 estableix que les diferencies d’activacid de les cel-lules

endotelials via CD40 entre mCD40L i sCD40L son més bé quantitatives que qualitatives.

Posteriorment, es va realitzar una analisi d’ontologia génica (GO) per tal de determinar
quines funcions biologiques estaven significativament sobreexpressades en el grup de gens
regulats, és a dir, es trobaven presents amb major freqiiencia en el llistat de gens regulats
respecte la resta de gens del xip. En el moment de realitzar aquesta analisi, dels 478 transcrits
regulats per sCD40L, 368 gens tenien anotacié a la base de dades de GO 1 per tant
representaven una funcié coneguda. Pel que fa als 623 transcrits induits per mCD40L, 474
tenien anotacio a GO. Segons els resultats d’aquesta analisi, la major part dels gens regulats
codificaven per molécules amb funcions en resposta a estrés, resposta immune, processos
inflamatoris 1 quimiotaxi. De tota manera es van observar alguns processos biologics o
funcions moleculars que semblaven estar predominantment regulades per mCD40L
(processament d’antigens, resposta a virus 1 bacteris), mentre que d’altres estarien
majoritariament regulats per sCD40L (unié a heparina, hemostasia, regulacio de ’adhesio
cel-lular, angiogenesi).

Quan I’analisi de GO es va realitzar amb els 114 transcrits diferencialment regulats
entre ambdos estimuls, sSCD40L 1 mCD40L, només 84 gens estaven inclosos a la base de dades
del GO. En la Taula 21 es mostra la distribucié d’aquests gens diferencialment regulats dins les
diferents categories de GO sobrerepresentades de manera significativa amb p-valor < 0.05. Cal
remarcar un procés biologic diferencialment regulat entre mCD40L i sCD40L que es dedueix
d’aquest analisi: el catabolisme del triptofan, en el que els dos enzims regulats: IDO
(Indoleamine 2,3-Dioxygenase) i KYNU (kinureninasa), tenen capacitat immunosupressora

sobre les cél-lules immunes.
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NM 001611 ACP5 Homo sapiens acid phosphatase 5, tartrate resistant (ACP5) 1,87 0,00
NM 021968 HISTH4J Homo sapiens histons 1, H4j (HIST1H4J) 1,48 0,00
NM 012094 PRDX5 Homo sapiens ptfgg:i(:ﬁs?:;igétPFDXS), nuclear gene encoding mitochondrial protein, 1,46 0,00
NM 003541 HISTH4K Homo sapiens histons 1, H4k (HIST1H4K) 1,46 0,00
NM 002814 | PSMD10 Homo sapiens ﬁrgtfsgﬁ’ﬂ”[‘ﬁ é’;y"t’;zrgce;i&‘ig’r‘i’;:‘tiq) 268 subunit, non-ATPase, 144 | 0,00
NM 002770 PRSS2 Homo sapiens protease, serina, 2 (trypsin 2) (PRSS2), transcript variant 1 1,44 0,00
NM 033520 C190rf33 Homo sapiens chromosome 19 open reading frame 33 (C190rf33) 1,43 0,00
A23P111766 | A23 P111766 unknown 1,43 0,00
NM 015635 GAPVD1 Homo sapiens GTPase activation protein and VPS9 domains 1 (GAPVD1) 1,43 0,32
NM 021992 TMSL8 Homo sapiens thymosin-like 8 (TMSL8) 1,42 0,00
NM 002771 PRSS3 Homo sapiens protease, serina, 3 (mesotrypsin) (PRSS3) 1,41 0,00
NM 032552 DAB2IP Homo sapiens DAB?2 interacting protein (DAB2IP), transcript variant 1 1,41 0,00
THC2294587 | THC2294587 Egg?ga:wﬁlﬁ)(gzi?jiégas) proteasome non-ATPase regulatory subunit 10 (26S proteasome regulatory subunit 1,40 0,00
NM 178516 LOC283849 Homo sapiens hypothetical protein LOC283849 (LOC283849) 1,39 0,00
NM 004677 GMFG Homo sapiens glia maturation factor, gamma (GMFG) 1,39 0,00
NM 016445 PLEK2 Homo sapiens plekstrin 2 (PLEK2) 1,38 0,00
NM 032717 LPAAT-THETA Homo sapiens lysophophatidic acid acyltransferase theta (LPAAT-THETA) 1,38 0,32
NM 002276 KRT19 Homo sapiens keratin 19(KRT19) 1,36 0,32
NM 015444 TMEM158 Homo sapiens transmembrane protein 158 [TMEM158) 1,36 0,00
BC046362 TMEM37 Homo sapiens transmembrane protein 37 [TMEM37) 1,35 0,00
CR625942 CR625942 full-lenght cDNA clone CSODL007Y 118 of B cells (Ramos cell line) Cot 25-normalized of Homo sapiens (human) 1,35 0,00
NM 000584 IL8 Homo sapiens Interleukin 8 (IL8) -1,94 | 0,00
NM 024119 LGP2 Homo sapiens likely ortholog of mouse D11Igp2 (LGP2) 1,95 0,00
NM 032012 C9orf5 Homo sapiens chromosome 9 open reading frame 5 (C9orf5) -1,95 | 0,00
THC2371963 | THC2371963 QLIJPa:];g{g/Ier:la(SC;Ei's\LlJel_ge)dA_tzr)o:)’\r;&-G'll_i;;‘e;aaﬁ:gg(gzzt)ein 1 (Atrophin-1 interacting protein A) (Membrane associated 1,96 | 0,00
NM 002090 CXCL3 Homo sapiens chemokine (C-X-C motif) ligand 3 (CXCL3) -1,98 | 0,00
NM 033292 CASP1 Homo sapiens ::ra:]p;i?ie’:)t1\,laar?aorﬁtg;s’i;—;eIated cysteine peptidase (interleukine 1, beta, convertase) (CASP1), 205 | 0,00
NM 002996 CX3CL1 Homo sapiens chemokine (C-X3-C motif) ligand 1 (CX3CL1) -2,08 | 0,00
NM 022168 IFIH1 Homo sapiens interferon induced with helicase C domain 1 (IFIH1) -2,11 0,00
NM 004159 PSMB8 Homo sapiens E;tétaaBs;Tﬁa(ﬁggzgin\zrirgi;:qopain) subunit, beta type, 8 (large multifunctional peptidase 7) 212 | 0,00
NM 002089 CXCL2 Homo sapiens chemokine (C-X-C motif) ligand 2 (CXCL2) -2,23 | 0,00
NM 006398 uBD Homo sapiens ubiquitin D (UBD) -2,23 | 0,00
NM 000201 ICAM1 Homo sapiens intercellular adhesion molecule 1 (CD54), human rhinovirus receptor (ICAM1) -2,24 | 0,00
NM 003407 ZFP36 Homo sapiens zinc finger protein 36, C3H type, homolog (mouse) (ZFP36) -2,29 | 0,00
NM 020529 NFKBIA Homo sapiens nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells inhibitor, alpha (NFKBIA) -2,30 | 0,00
THC2317110 | THC2317110 unknown -2,32 | 0,00
NM 001078 VCAM1 Homo sapiens vascular cell adhesion molecule 1(VCAMT1), trasncript variant 1 -2,35 | 0,00
NM 001781 CD69 Homo sapiens CD69 molecule (CD69) -2,41 0,00
NM 001165 BIRC3 Homo sapiens baculoviral IAP repeat-containing 3 (BIRC3), trancript variant 1 -2,63 | 0,00
NM 002982 CCL2 Homo sapiens chemokine (C-C motif) ligand 2 (CCL2) -3,78 | 0,00
NM 000450 SELE Homo sapiens selectin E (endothelial molecule 1) (SELE) -2,17 | 0,00

Taula 18. Principals gens que estarien induits (vermell) o reprimits (verd) transcripcionalment en silenciar CD40,

en cel-lules HUVEC estimulades amb sCD40L, amb un criteri de tall de FC > 1.2 i g-val 5% (SAM).

140




Resultats

Y

o

. % HEE

§ 5 2 B} E

P4 O] o T (%)
NM 017413 APLN Homo sapiens apelin, AGTL1 ligand (APLN) 1,71 0,00
NM 002814 PSMD10 Homo sapiens ?r;c;t:::snzri;ﬁﬁsome, macropain) 26S subunit, non-ATPase, 10 (PSMD10), 1,57 0,00
THC2294587 THC2294587 ?esgi)gtol:yxﬁynit(ggss)sfégnE}(/Srisn)‘ppr(;trteizlsz()é?)e%)non—ATPase regulatory subunit 10 (26S proteasome 1,49 0,00
BC046362 TMEM37 Homo sapiens transmembrane protein 37 [TMEM37) 1,48 0,00
NM 021992 TMSL8 Homo sapiens thymosin-like 8 (TMSL8) 1,42 0,00
NM 002771 PRSS3 Homo sapiens protease, serina, 3 (mesotrypsin) (PRSS3) 1,38 0,27
NM 002770 PRSS2 Homo sapiens protease, serina, 2 (trypsin 2) (PRSS2), transcript variant 1 1,37 0,11
NM 016445 PLEK2 Homo sapiens plekstrin 2 (PLEK2) 1,37 0,00
NM 002276 KRT19 Homo sapiens keratin 19(KRT19) 1,36 1,21
A 23 P111766 A 23 P111766 unknown 1,35 0,00
NM 002770 PRSS2 Homo sapiens protease, serina, 2 (trypsin 2) (PRSS2), transcript variant 1 1,35 0,11
NM 012094 PRDX5 Homo sapiens Cgiic;)gﬁdoxin 5 (PRDXS5), nuclear gene encoding mitochondrial protein, transcript 1,33 155
NM 019069 HES2 Homo sapiens hairy and enhancer of split 2 (Drosophila) (HES2) 1,33 0,00
NM 007150 ZNF185 Homo sapiens zinc finger protein 185, CLIM domain) (ZNF185) 1,32 3,24
CR625942 CR625942 f(l;lflﬂ{eonrggtsz?):\éﬁscl(%rﬁgf)oDL007Y1 18 of B cells (Ramos cell line) Cot 25-normalized 1,32 1,21
ENST00000372602 | ENST00000372602 | Homo sapiens :‘eyt‘;:‘:gig?r']tf_’;f}‘fé%(")ﬂ%gggfoo' mRNA (cDNA clone IMAGE:3876145), with apparent | 5, | 57
NM 002444 MSN Homo sapiens moesin (MSN) 1,31 3,98
A 24 P803809 A 24 P803809 unknown 1,31 2,36
AW901755 AW901755 AW901755 QVO-NN1020-170400-192-M2 NN1020 Homo sapiens cDNA 1,29 3,24
u8s048 u88048 Human clone KISS-16 unkown product mRNA, complete cds. [U88048] 1,29 0,11
NM 033520 C190rf33 Homo sapiens chromosome 19 open reading frame 33 (C190rf33), mMRNA [NM 033520] 1,29 4,79
NM 001781 CD69 Homo sapiens CD69 molecule (CD69) -1,89 0,00
NM 005658 TRAF1 Homo sapiens TNF receptor-associated factor 1, (TRAF1) -1,91 0,00
NM 006290 TNFAIP3 Homo sapiens tumor necrosis factor, alpha induced protein 3 (TNFAIP3) -1,92 0,00
NM 001511 CXCLA Homo sapiens ?g;a(rgﬁl;i)ne (C-X-C motif) ligand 1 (melanome growth stimulating activity, alpha) 1,94 0,00
NM 033292 CASP1 Homo sapiens E;ézpsa;e)’k;ggﬁgs;z—rgzlrit:ﬂ)ﬁgsteine peptidase (interleukine 1, beta, convertase) 2,02 0,00
NM 000584 IL8 Homo sapiens Interleukin 8 (IL8) -2,05 0,00
NM 022168 IFIH1 Homo sapiens interferon induced with helicase C domain 1 (IFIH1) -2,05 0,00
NM 002341 LTB Homo sapiens lymphotoxin beta (TNF superfamily, member 3), (LTB), transcript variant 1 -2,09 0,00
NM 000201 ICAM1 Homo sapiens intercellular adhesion molecule 1 (CD54), human rhinovirus receptor (ICAM1) -2,11 0,00
NM 018689 KIAA1199 Homo sapiens KIAA1199 (KIAA1199) -2,20 0,00
NM 006291 TNFAIP2 Homo sapiens tumor necrosis factor, alpha induced protein 2 (TNFAIP2) -2,21 0,00
NM 002089 CXCL2 Homo sapiens chemokine (C-X-C motif) ligand 2 (CXCL2) -2,24 0,00
NM 001165 BIRC3 Homo sapiens baculoviral IAP repeat-containing 3 (BIRC3), trancript variant 1] -2,34 0,00
TozTions | Tacasrises | AP HUMAN (08U e et 1 oot g proton &) (e | 3 | o
NM 002090 CXCL3 Homo sapiens chemokine (C-X-C motif) ligand 3 (CXCL3) -2,57 0,00
NM 002982 CCL2 Homo sapiens chemokine (C-C motif) ligand 2 (CCL2) -2,75 0,00
NM 006398 UBD Homo sapiens ubiquitin D (UBD) -3,30 0,00
NM 001078 VCAM1 Homo sapiens vascular cell adhesion molecule 1(VCAM1), trasncript variant 1 -4,09 0,00
NM 000450 SELE Homo sapiens selectin E (endothelial molecule 1) (SELE) -4,32 0,00
NM 002996 CX3CL1 Homo sapiens chemokine (C-X3-C motif) ligand 1 (CX3CL1) -5,18 0,00

Taula 19. Principals gens que estarien induits (vermell) o reprimits (verd) transcripcionalment en silenciar CD40,

en cel'lules HUVEC estimulades amb mCD40L, amb un criteri de tall de FC > 1.2 i g-val 5% (SAM).
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NM 017413 APLN Homo sapiens apelin, AGTL1 ligand (APLN) 1,42 3,80

NM 001005845 | ADAM9 Homo sapiens ADAM metallopeptidase domain 9 (meltrin gamma) (ADAM9), transcript variant 2 1,41 3,80

NM 019028 ZDHHC13 Homo sapiens zinc finger, DHHC-type containing 13 (ZDHHC13), transcript variant 1 1,40 3,80

NM 002198 IRF1 Homo sapiens interferon regulatory factor 1 (IRF1) -1,47 0,00

AL833655 AL833655 Homo sapiens mRNA; cDNA DKFZp56700320 (from clone DKFZp66700320) -1,47 0,00

NM 006398 UBD Homo sapiens ubiquitin D (UBD) -1,48 0,00

NM 001565 CXCL10 Homo sapiens chemokine (C-X-C motif) ligand 10 (CXCL10) -1,48 0,00

NM 003855 IL18R1 Homo sapiens interleukine 18 receptor 1 (IL18R1) -1,48 0,00

NM 005755 EBI3 Homo sapiens Epstein-Barr virus induced gene 3 (EBI3) -1,51 0,00

THC2279115 THC2279115 | ALU8 HUMAN (P39195) Alu subfamily SX sequence contamination warning entry, partial (12%) -1,51 0,00

NM 015714 GOS2 Homo sapiens G0/G1 switch 2 (GOS2) -1,52 0,00

NR 001458 BIC Homo sapiens BIC transcript (BIC) on chromosome 21 -1,63 0,00

NM 006290 TNFAIP3 Homo sapiens tumor necrosis factor, alpha induced protein 3 (TNFAIP3) -1,55 0,00
. superoxide dismutase 2, mithocondrial (SOD2), nuclear gene encoding mithococndrial protein,

NM 000636 SOD2 Homo sapiens trasncript variant 1 -1,59 0,00

NM 196098 AQP1 Homo sapiens aquaporin 1 (Colton blood group) (AQP1) -1,64 0,00

NM 133467 CITED Homo sapiens Cbp/p300-interacting transactivator, with Glu/Asp-rich carboxy-terminal domain, 4 (CITED4) -1,72 0,00

NM 001078 VCAM1 Homo sapiens vascular cell adhesion molecule 1(VCAMT1), trasncript variant 1 -1,74 0,00

NM 006291 TNFAIP2 Homo sapiens tumor necrosis factor, alpha induced protein 2 (TNFAIP2) -1,75 0,00

NM 002164 INDO Homo sapiens indoleamin-pyrrole 2,3 dioxygenase (INDO) -1,79 0,00

NM 018689 KIAA1199 Homo sapiens KIAA1199 (KIAA1199) -1,84 0,00

NM 002341 LTB Homo sapiens lymphotoxin beta (TNF superfamily, member 3), (LTB), transcript variant 1 -1,88 0,00

NM 001611 ACP5 Homo sapiens acid phosphatase 5, tartrate resistant (ACP5) -2,25 0,00

NM 002996 CX3CL1 Homo sapiens chemokine (C-X3-C motif) ligand 1 (CX3CL1) -2,56 0,00

Taula 20. Principals

transcripcionalment en
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gens diferencialment regulats que estarien induits (vermell) o reprimits (verd)
silenciar CD40, en cél-lules HUVEC estimulades amb mCD40L vs sCD40L, amb un
criteri de tall de FC > 1.2 i g-val 5% (SAM).
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5 o
2 S (S
£ S @ £
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response to biotic stimulus 3.24E-11 1.47E-08
immune response 4.85E-11 2.20E-08
defense response 3.73E-10 1.70E-07
response to external stimulus 9.24E-09 4.19E-06
taxis 4.22E-05 1.92E-02
chemotaxis 4.22E-05 1.92E-02
response to stress 6.05E-05 2.75E-02
response to wouding 8.81E-05 4.00E-02
response to pest/pathogen/parasite 0.000125864 | 5.71E-02
inflammatory response 0.000396645 | 1.08E-01
innate immune response 0.000587528 | 2.67E-01

GO Biological Process response to chemical substance 0.001605936 | 7.29E-01
cell-cell signaling 0.002276638 | 1.00E+00
indolalkylamine catabolism 0.010584906 | 1.00E+00
indole derivative catabolism 0.010584906 | 1.00E+00
biogenic amine catabolism 0.010584906 | 1.00E+00
trypthophan catabolism 0.010584906 | 1.00E+00
amino acid derivative catabolism 0.015835903 | 1.00E+00

cell communication 0.025515357 | 1.00E+00
trypthophan metabolism 0.03142477 1.00E+00
response to abiotic stimulus 0.032110265 | 1.00E+00
indolalkylamine metabolism 0.041681983 | 1.00E+00
indole derivative metabolism 0.041681983 | 1.00E+00
indole and derivate metabolism 0.041681983 | 1.00E+00
chemokine activity 2.63E-06 1.20E-03
chemokine receptor binding 2.63E-06 1.20E-03
chemoattractant activity 3.27E-06 1.48E-03

GO Molecular Function G-protein-coupled receptor binding 3.27E-06 1.48E-03
cytokine activity 6.20E-06 2.82E-03
receptor binding 0.000229446 | 1.04E-01
signal transducer activity 0.008395677 | 1.00E+00
hematopoietin/interferon-class (D200-domain) cytokine receptor activity 0.03194871 1.00E+00

GO Cellular Component extracellular space 0.001090518 | 4.95E-01
extracellular space 0.001824827 | 8.28E-01

Taula 21. Categories de GO sobrerepresentades dels transcrits diferencialment regulats entre ambdos estimuls,

mCD40L i sCD40L, utilitzant com a criteri estadistic un EASE score o Bonferroni < 0.05.

5.1.4. VALIDACIO DELS RESULTATS DE MICROARRAYS PER qRT-
PCR

Per verificar els resultats dels microarrays, es va validar per qRT-PCR semiquantitativa
a temps real, la induccié o inhibici6 de I’expressid d’un total de 15 gens a les 4 hores

d’estimulacidé amb Jurkat D1.1 o sCD40L.
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Entre els gens seleccionats validats a 4 hores d’estimulacié es troben: el gen antioxidant
SOD-2, les subunitats IFNGR1 1 IFNGR2 del receptor de 'IFN-y huma, 1’activador de la
transcripcid 1 de transduccié de senyal 1 STAT-1 (signal transduction and activator of
transcription-1), ’enzim IDO que catalitza la degradacié de 1’aminoacid essencial L-triptofan,
I’enzim Kinureninasa implicat en la via de la kinurenina (KYNU), el factor de transcripcio
IRF-1, la metal-loproteasa MMP10, el receptor TRAF-1 (Tumor necrosis factor receptor-
associated factor 1), el peptid bioactiu Apelin (APLN), el microRNA mirl55 o BIC-1 (BIC
transcript (BIC), non-coding RNA), el gen PRDXS, Peroxiredoxin 5, LAT-1, solute carrier
family 7 (cationic amino acid transporter, y+ system), member 5, TMEMA49, transmembrane
protein 49; C9orf5, chromosome 9 open reading frame 5.

Els resultats de validacid de I’expressié génica per qRT-PCR per aquests 15 gens eren
concordants amb les dades expressades obtingudes en els experiments de microarrays. La
majoria de gens estarien significativament reprimits a 4 hores d’estimulacié amb Jurkat D1.1 o
CDA40L en les mostres tractades amb siRNA-2 anti-CD40 en comparacié amb les mostres amb
el msiRNA-2, tal com indicaven els resultats dels microarrays. Entre els gens induits en
ambdos tipus de cultius es va seleccionar i1 quantificar la seva expressio per qRT-PCR el gen de
I’APLN, 1 entre els gens reprimits es van escollir els enzims de la via del triptofan, IDO 1
KYNU, el gen antioxidant SOD-2; C9orf5, el receptor TRAF-1, BIC-1 i el factor de
transcripcio IRF-1.

També es va seleccionar el gen STAT-1 que es trobava induit en cocultivar les cel-lules
HUVEC amb les Jurkat D1.1, mentre que es trobar reprimit en tractar les cel-lules amb
sCD40L. Els gens que codifiquen per la subunitat IFNGR2 del receptor de IFN-y i la
metal-loproteasa MMP10 no es trobaven afectats en el cas de tractar les cel-lules tant amb
Jurkat D1.1 com amb sCD40L.

L’expressio dels gens que codifiquen per la subunitat IFNGR1 i per LAT1 es van
mostrar reprimits en el cocultiu amb Jurkat D1.1, mentre que en el tractament amb sCD40L no
es veien afectades les seves expressions.

Finalment, es va determinar que 1’expressio6 de TMEM49 no estava afectada en el
cocultiu amb Jurkat D1.1 perd es trobava reprimida en tractar les HUVEC amb sCD40L. I el
gen PRDXS es trobava induit en el cas del tractament amb Jurkat D1.1 i no afectat en el cultiu

amb sCD40L.
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Figura 24. Analisi de D’expressid per
gRT-PCR dels transcrits de IFNGRI,
IFNGR2, IDO, KYNU, APLN, MMP10,
SOD-2, STAT-1, C9orf5, TMEM-49,
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o CD40L (sCD40L). Els nivells
d’expressié s’han normalitzat utilitzant

com a gen de referéncia la ciclofilina

MMP10
16 (CypA). Els resultats es mostren com la
1,2
; T - .,
08 T mitja de D’expressi6 + SD de 3
04 experiments independents pels gens
0,0
msiRNA-2 SiRNA-2 CD40, IFNGR2, IFNGR1, IDO i KINU.
M Jurkat D1.1 1 Jurkat D1.1
Per la resta es va fer pool de 3
P experiments amb triplicats interns.
Reprimits P P
IDO KYNU
1,2 < 12
< 10 il g'. 1,0
3 08 5 08
S 08 T g 06
o 0,4 % 04
£ 02 2 o2
0,0 =00
msiRNA-2 SiRNA-2 msiRNA-2 SiRNA-2
BJurkatD1.1 M CDA4OL B Jurkat D1.1 @ CD40L
IRF-1 SO0D-2
1,2
r} 1,0 T T < 1,6
> >
Q 08 [9) 1,2
L 06 T 2 os
£ 04 s v
F 02 i o 04
0,0 T l [ 0,0
msiRNA-2 siRNA-2 msiRNA-2 siRNA-2
1 Jurkat D1.1 11 CD40L m Jurkat D1.1 m CD40L
LAT-1 C9orf5
1,2 1,2
< <
g 10 ! L 2 1,0
L o8 % 08
£ 06 5 06
< 8 Y
4 04 3 04
2 o
K] 0,2 = 0,2
0,0 =00
siRNA-C siRNA-2 msiRNA-2 siRNA-2
® Jurkat D1.1 m CD40L m Jurkat D1.1 ®m CD40L
BIC-1
< 1,2
g 10
Q o8
O 06
: 04
E 0,2
0,0

msiRNA-2 siRNA-2

H Jurkat D1.1 m CD40L

145



Resultats

5.1.4.1. Analisi de les dades de Microarrays

Per analitzar grups de gens amb una funcié biologica o mecanisme de regulacié comu,
es va utilitzar una eina estadistica anomenada GSEA (Gene Set Enrichment Analysis). Es va fer
servir ’aplicacid6 GSEA en versio java, un software desenvolupat al Massachussetts Institute of
Technology (MIT). Es tracta d’una eina util per detectar blocs de gens funcionalment
relacionats en el cas que existeixi un baix nivell de regulacié o I’analisi de microarrays mostri
pocs gens regulats de manera significativa.

L’analisi per GSEA ¢és un metode computacional que determina si, a priori, un conjunt
definit de gens mostra diferéncies estadisticament significatives entre dos estats biologics.
Utilitzant la versi6 en java del GSEA-p software, el programa fa servir una col-leccio de bases
de dades que ells mateixos han generat anomenada MSigDB 1.0 (Molecular Signature
Database) que conté 4 categories o bases de dades (C1, C2, C3 i C4) que representen un total
de 1325 grups de gens. Dins d’aquesta col-leccid, nosaltres hem utilitzat principalment la base
de dades anomenada C2. Aquesta base de dades a la versid 1.01 recull informaci6 sobre 475
vies de senyalitzaci6 i rutes metaboliques obtingudes a partir de 10 bases de dades publiques:
BioCarta, Signaling pathway database, Signaling gateway, Signaling transduction knowledge
environment, Human protein reference database, GENMAPP, Gene Ontonlogy, Sigma Aldrich
pathways, Gene arrays, BioSciences corporation, 1 Human cancer genome anatomy
consortium. A més incorpora informacio sobre 51 sets amb dades d’expressio génica causades
per pertorbacions genétiques 1 quimiques 1 que han estat recopilades a partir de diversos
resultats experimentals recollits a la literatura.

Mitjancant aquesta analisi per GSEA, més sensible, es volia determinar quines altres
funcions o processos biologics estarien afectats comparant el tractament amb siRNA-2 o
msiRNA-2 en cadascuna de les condicions d’estimulacié (mCD40L o sCD40L) durant 4 hores.
Per a aquesta analisi es van utilitzar les dades d’expressio de la totalitat de gens del xip. Es van
considerar els valors d’intensitat d’expressio en el cas de comparar tractament amb siRNA-2
respecte msiRNA-2.

L’aplicacio de GSEA analitza grups de gens i calcula un Enrichment Score (ES) que
indica el grau en que un determinat grup de gens esta acumulat cap a un extrem a la llista total
de gens ordenada segons els valors relatius d’expressio. Al mateix temps fa una estimacié del
nivell de significancia d’aquest ES donant un p-valor ajustat per multiples tests. L’ Enrichment
Score representa la posicid de tots els gens d’un grup concret, dins la llista ordenada segons els

valors d’expressi6 relativa. Quant més a 1’extrem de la llista es troba un gen, més contribueix
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al comput d’aquest grau d’enriquiment calculat sumant un valor cada vegada que hi ha un gen
del grup analitzat, i restant un altre valor si el gen no pertany al grup. El resultat és la generacid
d’una corba que precedeix el maxim és el leading edge, que mesura el biaix del grup i el seu
enriquiment en els valors extrems d’expressio relativa.

A continuaci6 es proposa un model d’activacié endotelial per CD40 segons I’analisi
diferencial de la resposta transcripcional. Es mostra el conjunt de processos biologics que
estarien més significativament regulats per CD40 en c¢l-lules endotelials com a conseqiiéncia
de la seva interaccid6 amb el mCDA40L, expressat en els limfocits T, o afegint la proteina

CDA40L (sCD40L) durant 4 hores d’estimulacio.

Regulacio després de 4 hores d’estimulacio de la via CD40/CD40L

L’analisi per GSEA a 4 hores d’estimulacid indicaria que té lloc una resposta cel-lular
primerenca, tant per estimulaci6 amb mCD40L com amb sCD40L, on hi ha una série de
processos biologics que es trobem induits de forma significativa i concorden amb un fenotip
“activador” de CD40. La interaccié CD40-CD40L en cel-lules endotelials activaria entre altres,
vies de transduccid de senyals proinflamatories, com la via NFkB (Figura 25) per sCD40L,
[197, mirar annex], implicades en el control de I’expressié de gens amb funcié immune 1
inflamatoria. Els corresponents factors de transcripcid produirien la induccié de gens amb
funcié6 immune i inflamatoria, com 1’expressié6 d’un conjunt de citoquines i quimioquines
proinflamatories que guiarien 1’atraccio dels diferents tipus de leucocits al focus inflamatori
(Figura 25). A més, I’activacid primerenca de les cel-lules endotelials via CD40-CD40L faria
que aquestes cel-lules adquirissin un estat de proadhesid, amb la induccid de I’expressio, a la
seva superficie cel-lular, de diferents molecules d’adhesié leucocitaries (CAM) (Figura 25),
entre elles ICAM-1 i E-selectina (validada per qRT-PCR), que promourien 1’ancoratge i

I’extravasacié d’aquests al focus inflamatori (Figura 25).
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Figura 25. Enrichment plot d’algunes vies significativament activades a 4 hores d’estimulacié amb sCD40L en el
conjunt de gens regulats amb un FDR < 0.25 i Heat map amb els gens més regulats en cada via segons 1’analisi de
GSEA, comparant msiRNA-2 amb siRNA-2 per estimulacio de la via de CD40. Vermell: sobreexpressat; blau

infraexpressat.

Per altra banda, com a conseqiiencia de la activacido endotelial, aquestes cel-lules
incrementarien la seva permeabilitat per tal de permetre la diapedesi dels leucocits adherits

disminuint la expressid de vies relacionades amb contractilitat i uni6 a actina (Figura 26).
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Figura 26. Enrichment plot d’algunes vies significativament inhibides a 4 hores d’estimulacié amb sCD40L en el
conjunt de gens regulats amb un FDR < 0.25 i Heat map amb els gens més regulats en cada via segons 1’analisi de
GSEA, comparant msiRNA-2 amb siRNA-2 per estimulacio de la via de CD40. Vermell: sobreexpressat; blau

infraexpressat.

Finalment, segons 1’analisi per GSEA, les vies diferencialment induides en comparar els dos
estimuls activadors, mCD40L i sCD40L, estarien també relacionades amb resposta immune 1
inflamatoria 1 activitat de quimioquines (Figura 27), la qual cosa reforgaria la nocié de que les
diferencies d’activacié de les cel-lules endotelials via CD40 entre mCD40L i sCD40L sén més

bé quantitatives que qualitatives.
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Figura 27. Enrichment plot d’algunes vies significativament i diferencialment activades a 4 hores d’estimulacié
amb mCD40L vs sCD40L en el conjunt de gens regulats amb un FDR < 0.25 i Heat map amb els gens més
regulats en cada via segons 1’analisi de GSEA, comparant msiRNA-2 amb siRNA-2 per estimulacié de la via de

CD40. Vermell: sobreexpressat; blau infraexpressat.
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De tota manera, si que es poden trobar alguns trets diferencials en aquest analisi, com el fet de
la sobreexpressio de gens relacionats amb 1’activacié de caspases i dels receptors de
interleuquina per I’estimul mCD40L perod no per sCD40L (Figura 28), i també la repressid
especifica per mCD40L de gens relacionats amb el cicle cel-lular i de dany al DNA (Figura
28), podent-se donar un arrest de la proliferacié cel-lular quan les cel-lules endotelials

s’indueixen amb cel-lules Jurkat D1.1 (mCD40L).
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Figura. 28. Enrichment plot d’algunes vies significativament i diferencialment inhibides a 4 hores d’estimulacid
amb mCD40L vs sCD40L en el conjunt de gens regulats amb un FDR < 0.25 i Heat map amb els gens més
regulats en cada via segons 1’analisi de GSEA, comparant msiRNA-2 amb siRNA-2 per estimulacio de la via de

CD40. Vermell: sobreexpressat; blau: infraexpressat.
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5.2. CEL-LULES DENDRITIQUES
5.2.1. CARACTERITZACIO DE LES POBLACIONS DE MONOCITS |

CEL-LULES DENDRITIQUES
Els monocits van ser aillats dels PBMC mitjancant el kit MACS CDI4 isolation kit

utilitzant perles magnétiques conjugades a anticossos anti-CD14 1 columnes de separacid
cel-lular magnetiques, o per recol-leccid de la fraccidé adherent de PBMC com es descriu en
I’apartat 4.6.1. de Materials i Métodes. A partir de 10 PBMCs s’obtenien entre 2-4x10°
monocits €s a dir, entre 6-8%, depenent de la mostra de sang periférica. Es van obtenir entre
12-24x10° monocits/buffy coat. Els mondcits van ser cultivats amb IL-4 i GM-CSF durant 7
dies, de manera que a dia 5 es van diferenciar a CDs immadures (CD1i) 1 aquestes van ser
cultivades durant 2 dies amb 1’estimul de maduracié LPS. Es va realitzar 1’analisi de les tres
poblacions a dies 0, 5 1 7 mitjangant la técnica de citometria de flux amb un citometre FACS

Calibur 1 realitzant 1’analisi de dades amb els programes CellQuestPro 1 Flowjo 5.7.2. (Figura

29) . Diferenciacié Maduracié
T 1T 1
DIAO DIAS DIA7
_— ——»
@ ik
Mondcits CDi Cbm
IL-4 + GM-CSF g

Figura 29. Procés dut a terme per a I’obtencié de CDi i CDm. CDi, CDs immadures; CDm, CDs madures.

La citometria de flux ¢és una técnica d’analisi que permet seleccionar una poblacié de
cellules en suspensid en funcio de les seves caracteristiques morfologiques com la grandaria 1
la granularitat, o de I’expressié d’antigens detectats mitjangant anticossos especifics. La Figura
30 mostra una grafica de “dot plof” que representa la grandaria cel-lular front la morfologia
(SSC vs FSC).
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Figura 30. Monocits extrets de Buffy coats en cultiu van ser fixats i analitzats per citometria de flux. Els dot-plot
obtinguts representen en 1’eix d’ordenades la granularitat o complexitat cel-lular (SSC) i en ’eix d’abcisses la
grandaria (FSC) cel-lular. Es mostren les poblacions cel-lulars observades a dies 0, 5 i 7. (R1, monocits ; R2,

Limfocits; R3, CDs).
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Es pot observar la presencia de dues poblacions a dia 0, consistent en una poblacio
elevada de monocits R1, que sén cellules de petita grandaria i granularitat, 1 una poblacid
menys nombrosa corresponent als limfocits R2. Mentre que a dia 5 1 7 ja podem distingir la
poblacié de CDs, R3 que son cel-lules de més grandaria i amb prolongacions.

La poblacid situada en la finestra R3 es va analitzar amb objecte de determinar

I’expressio de diversos antigens de superficie en les CDs.

5.2.1.1. Caracteritzacio fenotipica de les Cél-lules Dendritiques

No hi ha un marcador caracteristic que defineixi a les CDs. Son les combinacions amb
els diferents marcadors, i I’abséncia d’uns altres el que defineix els diferents estats maduratius
d’aquestes cel-lules.

Les CDs que s’obtenen a partir de monocits es defineixen fenotipicament, per la manca
de marcadors de llinatge, en especial per la manca de CDI14, que defineix als mondcits-
macrofags, la preséncia de molecules presentadores d’antigen MHC-I, MHC-II, CDla,
molécules coestimuladores CD40, CD80, CD83, CD86, el marcador CD&3 caracteristic de les
CDs en estat madur, molecules d’adhesi6 CDI1la, CD18, CD54, CDS5S8, receptors de
quimioquines CCRS5, CCR7, receptors de fagocitosi CD32, CD36, CD64, DEC205, i altres
marcadors de tipus CD2, CD25, CD95, etc...

En la Figura 31 es mostra el resultat del fenotip amb diferents marcadors de membrana
analitzats, respecte els seus isotips controls, que es van realitzar a CDs en ambdoés estadis de
maduracié a dia 7 mitjangant la técnica de citometria de flux, per tal de caracteritzar millor
I’expressio de determinades molecules i els canvis que pateixen en estimular la maduracié amb
la barreja de citoquines i LPS, que indueixen una forta maduracié. L’analisi de dades es va
realitzar amb els programes CellQuestPro i FlowJo 5.7.2.

Les CDs es caracteritzen per ser APCs molt potents [70]. Per dur a terme aquesta funcio
s’indueix en les CDi I’expressid de molécules MHC-II juntament amb ’expressio d’altres
marcadores necessaris durant el procés de maduracio a APC.

Es va estudiar I’expressio de HLA-DR, molécula de classe II, propia de les APCs
perque €s un important marcador de la capacitat de la CD per presentar 1’antigen. Per la
mateixa rad es van escollir els marcadors CD80 (B7-1) i CD86 (B7-2), ja que sén molecules
coestimuladores de 1’activitat limfocitaria que col-laboren en 1’accié6 de MHC. El CD83 és un
antigen pertanyent a la superfamilia de les Immunoglobulines, es caracteritza per ser marcador
especific de CDs madures (CDm) i intervé en la presentacié d’antigen a les cel-lules T induint

una resposta immunitaria (tot i que es desconeix el mecanisme) [70]. CD14 és un marcador
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diferenciador entre CD 1 monocit. CD1a és també un important marcador derivat de monocit
especialitzat en la presentacié d’antigen, ja que uneix antigens lipidics i glicolipidics 1 els
presenta als receptors de cel-lules T i1 a les NK. Per ultim CD40 que és una proteina de

membrana que s’expressa en totes les APCs 1 és un marcador d’activacio de les CDs.

Percentatge d'expressié dels marcadors superficials
Figura 31. En la taula A es descriu el percentatge
d’expressié dels marcadors superficials, mentre

que en la taula B es descriu la MFI (Median

HLA-DR CD40 cD83 CD14  CD86 CcD80 CD1a

Fluorescence Intensity) d’aquests mateixos

[ cbi [ cbm . . .
marcadors analitzats per Citometria de Flux en les

B poblacions  CDi,  Cél-lules  Dendritiques

Median Fluorescence Intensity

2000 Immadures; i CDm, Ce¢l-lules Dendritiques

1500 b
1000 . .
W | ii ;l 4 Madures, respecte els seus isotips controls. Els

150 resultats es mostren com la mitja dels valors de %

MFI

100 o i MFI + SD de 10 experiments independents.
% * P <0.05; ** P <0.01; *** P <0.005.

0
HLA-DR CD40 CD83 CcD14 CD86 CD80 CD1a
I cbi [ cbm

Com es pot observar en I’apartat A de la Figura 31, a nivell de percentatge observem
una expressio elevada de les molecules associades a la maduracid/activacié de les CDs (HLA-
DR, CD40, CD86 1 CD80) tot 1 que no hi ha diferencies significatives en I’expressié de CD40 1
HLA-DR entre les CDi i les CDm. També hi ha una expressié elevada dels marcadors CDS86 i
CD80 en ambdues poblacions tot 1 que hi ha un augment més significatiu en les CDm. CD14
pot indicar la preseéncia de monocits i macrofags. En aquest cas veiem abséncia de CD14 tant
en CDi com en CDm. Es va determinar que el marcador caracteristic de les CDm, CD83 era
absent en CDi, mentre que la seva expressido augmentava de forma considerable en les CDm.
Finalment s’observa una lleugera disminuci6 de I’expressié de CD1a en les CDm.

En I’apartat B es descriu la MFI o Median Fluorescence Intensity associada a cada molécula de
superficie. No s’observen diferéncies significatives en 1’expressio dels marcadors CDla ni
HLA-DR entre CDi i CDm. Mentre que es dona abséncia de CD14 en ambdues poblacions i un
augment molt elevat en les moleécules coestimuladores CD40, CD80 1 CD86 a nivell de la
poblacio de CDm, tot i que també s’observa expressié elevada en les CDi. Per altim veiem
absencia del marcador CD83 en CDi i un augment de la seva expressiéo en CDm. En la Figura
32 veiem els histogrames d’expressid d’aquests marcadors superficials d’un experiment

representatiu.
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Figura 32. Expressi6 de HLA-DR,
CD40, CD83, CD86, CD80, CD14 i
CDla, representada en histogrames
en les poblacions CDi i CDm al 7¢
dia de cultiu cel-lular, respecte els
seus isotips controls.

Es wvan marcar les CDs per
determinar 1’expressio d’aquestes
molécules per citometria de flux. Es
va obtenir la MFI mitja associada a
cada poblacié per a cada una de les
moleécules de superficie. Figura
representativa de 10 experiments

independents.
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En estar les cél-lules en cultiu durant uns 7 dies, temps necessari per a la diferenciacio
de monocits a CDm, hi ha la possibilitat que processos de mort cel-lular tinguin lloc durant
aquest procés. Per aixo, es va analitzar amb lodur de propidi per citometria de flux la viabilitat
cel-'lular de les CDs durant el procés de diferenciacié de monocit a CD 1 també durant la

maduracio de la mateixa. Els resultats es mostren en la Figura 33.

Viabilitat
100 A
* % %
80 - Figura 33. Viabilitat de les CDi i CDm. Els
60 resultats es mostren com la mitja dels valors de %
X + SD de 10 experiments independents.
40 1 %% P> 0,001,
20 -
o - -
CDi CDm

5.2.1.2. Avaluacio6 de la capacitat endocitica

Per determinar les propietats funcionals de les CDs tractades amb els diferents estimuls,
es va mesurar la capacitat d’aquestes cel-lules per endocitar mitjancada per receptor utilitzant
ovoalbumina conjugada amb un fluorocrom fluorescent, BODIPY (DQ-OVA), insensible al
pH. El conjugat DQ-OVA és endocitat via el receptor de manosa, després de la qual els nivells
de fluorescencia detectats son proporcionals a I’extensié del processament de DQ-OVA, i
aquesta ¢s la mesura de ’extensio de la internalitzacid mitjangada per receptor dins la cél-lula
[225].

Les CDi i les CDm van ser incubades amb DQ-OVA, i I’extensi6 del processament
d’ovalbumina va ser determinat per citometria de flux. Les CDs es van incubar amb DQ-OVA
durant 15 min a 37°C i per mesurar 1’endocitosi no especifica de 1’antigen, aquestes es van
incubar durant 15 min a 4°C amb DQ-OVA. Posteriorment es va determinar la MFI associada a
la seva capacitat endocitica, restant el valor obtingut d’uni6 no especifica als valors obtinguts a
37°C. Com s’observa en la Figura 34 les CDi son capaces d’endocitar 1 processar DQ-OVA a
alts nivells. Mentre que les CDm, tractades amb LPS durant 48 hores, tenen una menor

capacitat d’endocitosi comparada amb les CDi.
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DQ-OVA Figura 34. Capacitat endocitica de les CDs. Tant les CDi

25001 com les CDm van ser incubades amb DQ-OVA i I’extensio
del processament d’ovalbumina va ser determinat per
citometria de flux. Les CDm no sén capaces d’endocitar i
processar DQ-OVA a alts nivells en comparacié amb CDi
que tenen la capacitat d’endocitar antigens. Els resultats es

mostren com la MFI mitja + SD de 10 experiments

independents.

CDi CDm **% P <0.001.

5.2.1.3. Avaluacio del marcador de maduracié CCR7

Es va avaluar I’expressi6 de CCR7, un receptor de quimioquines que controla la
migracid de les cel-lules T de memoria cap als teixits inflamats, aixi com 1’estimulacio de la
maduracid de les CDs. La determinacid de la seva expressido ens dona informacio de la
capacitat de migracio de les CDs.

Es va realitzar un estudi de 1’expressi6 de CCR7 en les CDs tant en esta immadur com
madur, a nivell de proteina per mitja de la tecnica de citometria de flux i a nivell de RNA
mitjangant RT-PCR a temps real.

En la Figura 35 veiem la MFI associada a aquesta molecula de superficie. S’observa
presencia de CCR7 en ambdues poblacions, tot i que la seva expressido augmenta de forma
considerable en estat madur de les CDs. En la Figura 36 veiem els histogrames d’un exemple

representatiu de I’expressié de CCR7.

Median Fluorescence Intensity

15000 -
*
E10000 1 Figura 35. MFI del receptor CCR7 en CDi i CDm.
= Els resultats es mostren com la MFI mitja + SD de
5000 1 6 experiments independents.
0 - * P <0.05.
CCR7
@ cpi & cbm

En la Figura 36 veiem els histogrames d’expressié d’aquest receptor de quimioquines d’un

experiment representatiu.
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CDi CDm

Figura 36. Expressio de la MFI associada a
cada poblaci6 del marcador CCR7,

B cCoR7 FITC representada en histogrames en les

=
CCRTFITC & o ER e

lgG2a FITC

CCR7

poblacions CDi i CDm al 7¢ dia de cultiu

cel-lular. Figura representativa de 6

experiments independents.

Assumint que les CDm expressen CCR7, utilitzant la técnica de QqRT-PCR a temps real
es va quantificar I’expressi6 del transcrit CCR7 huma en CDs immadures i madures al 7¢ dia
de cultiu cel-lular. Es van calcular els nivells d’expressi6 del mRNA de CCR7 relatius al gen
constitutivament expressat de la ciclofilina-A (ratio CCR7/CypA). Els resultats es van

relativitzar a CDm. Es pot observar una expressioé molt reduida en el cas de les CDi.

CCR7
1,2
Figura 37. Analisi per qRT-PCR a temps real de ‘é_ 1,0 7
>
I’expressio de CCR7 en CDs immadures i madures a dia '% 0,8
. .- 14 4
7 del cultiu. Els resultats es mostren com la mitja de 8 0,6
I’expressio + SD de 6 experiments independents. ._% 0,4 1 *
* P < 0.05. = 021 .i
0,0

CDi CDm

5.2.2. EFECTE DE LES ISOFORMES DE LA PROTEINA PLASMATICA
PURIFICADA C4BP (a7B81 | a7B0) | DE LA PROTEINA RECOMBINANT
C4BPa (reca6B80), EN LA MADURACIO | DIFERENCIACIO DE LES
CEL-LULES DENDRITIQUES

Es va voler determinar si el regulador del Sistema del Complement C4BP afectava les
etapes de diferenciacié i/o maduracié de les CDs provinents de monocits CD14" de sang
periferica.

Les proteines amb les quals es va fer 1’estudi, les isoformes de la proteina plasmatica
C4BP (a7B1 1 a7p0) 1 de la proteina recombinant C4BP a (reca6p0) van ser cedides per la Dra.

Anna Blom.
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5.2.2.1. Assaig de Binding

Es va dur a terme un assaig d’unié de C4BP a les CDs. Aquest va ser desenvolupat per
determinar si les isoformes de la proteina plasmatica C4BP (a7B1 1 a7P0) s’uneixen
especificament a la membrana de les CDs en estat immadur i1 dels monocits.

Per realitzar aquest estudi s’han utilitzat monocits extrets de sang periferica, tant
purificats per adheréncia al plastic de la placa de cultius com per separaci6 amb boles
magnetiques utilitzant el sistema de MiniMacs, MACS CDI14 isolation kit, i CDs en estat
immadur. Es va realitzar un marcatge indirecte de la unié de C4BP a les cél-lules incubant tant
els monocits com les CDi amb concentracions creixents de a7p1 1 a7p0, tal i com es descriu en
I’apartat 4.6.2.1 de Materials 1 M¢etodes. Aquestes proteines van ser marcades amb un anticos
primari especific per la cadena a (rabbit anti-human C4BPA Ab) i aquest va ser marcat amb
un anticos secundari goat F(ab’)2 fragment anti-rabbit IgG (H + L) que portava associat el
fluorocrom FITC. Mitjangant citometria de flux es va poder obtenir les dades de MFI de les
concentracions estudiades.

Tant en el cas dels monocits com de les CDi s’observa uni6 de la isoforma a7p1 i
aquesta unio sembla ser dosi depenent ja que a mesura que augmentem la concentracid de la
proteina s’incrementa la MFI associada a la unio. Mentre que en el cas de la a7B0 es dona molt
poca unid a monocits 1 aquesta no s’incrementa en tractar els monocits amb dosis creixents
d’aquesta proteina. En el cas de les CDi es dona poca uni6 perod aquesta €s dosi depenent. Els

resultats, que es mostren en la Figura 38, son preliminars i1 caldria augmentar el nombre de

repliques.
Assaig d'unié B Assaig d'unié
804 80+
60 60
i - 40
= L
p - 3
& & & & & &
& & & S o )
® < KN o & o
-o- C4BPa7R1+antiC4BP a Ab+2° FITC -o- C4BPa7R1+antiC4BP a Ab+2° FITC
-#- C4BPa7R0+antiC4BP a Ab+2° FITC -#- C4BPa7R0+antiC4BP a Ab+2° FITC

antiC4BP a Ab+2° FITC

Figura 38. Assaigs d’uni6 de les isoformes a7p1 i a7p0 a les poblacions de monocits (2, 51 10 pg/ml) i CDi (5, 10
i 20 pg/ml) analitzades. A. MFI de I’assaig d’unié a monocits. B. MFI de ’assaig d’unié a CDi. Els resultats es
mostren com la MFI mitja + SD de 3 experiments independents en el cas de 1’assaig d’unié en monocits i de 7

experiments independents en el cas de 1’assaig d’unié en CDi .
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5.2.2.2. Efecte en la diferenciacio

En aquest estudi es va voler determinar si la proteina C4BP podia actuar en la
diferenciacid dels monocits a CDs immadures. Es van sembrar monocits purificats per
adheréncia al plastic de la placa de cultiu en medi RPMI + 10% de FBS i suplementat amb IL-
4 1 GM-CSF a les concentracions descrites en I’apartat 4.6.2.2 de Materials 1 Métodes 1 es va
afegir la proteina plasmatica purificada a7f1 1 la proteina recombinant C4BP a (reca6p0) a les
concentracions de 2 pg/ml 15 pg/ml des del primer dia de cultiu.

Per confirmar si aquestes proteines actuaven sobre la diferenciacié de les CDs, es va
determinar I’expressié dels marcadors superficials per citometria de flux, a dia 5 del cultiu, de
les CDs immadures i de les CDs estimulades amb les diferents condicions esmentades (Figura
39).

Diferenciacid
) 1

DIAO DIAS
—
Mondcits CcDi
C4BP a7pB1
C4BP reca6pO R
IL-4 + GM-CSF g

Figura 39. Procés dut a terme per obtenir CDi.

Els resultats obtinguts es mostren en la Figura 40. En el cas del tractament amb a781 es
van determinar els marcadors superficials HLA-DR, CD40, CD80, CD83, CD86, CD141CDla
tant a nivell de percentatge (A) com de MFI (B). Cap dels marcadors mostren diferéncies
significatives ni a nivell de percentatge ni de MFI.

En el cas del tractament amb reca6f0, es van determinar els marcadors HLA-DR,
CD40, CD80 i CD83 tant a nivell de percentatge (C) com de MFI (D). En ambdds casos es pot
observar un augment significatiu tant de CD80 com de CD83 en tractar les CDs amb reca6f0 a
les dues concentracions experimentades respecte al control dels monocits sembrats sense
estimular amb la proteina C4BP. En la Figura 41 veiem els histogrames d’expressio dels
marcadors superficials CD80 1 CD83 en tractar les CDs amb reca6pf0 d’un experiment
representatiu.

També es va analitzar per citometria de flux la viabilitat cel-lular de les CDs amb lodur
de propidi durant el procés de diferenciacié de monocit a CD en tractar les CDs amb reca6f0.

Els resultats es mostren en la Figura 42.
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Resultats
Figura 40. Analisi d’expressid de
diferents antigens de superficie en les
CDs
Percentatge d’expressido (A) i MFI (B)

poblacions  de analitzades.
dels marcadors superficials en tractar les
CDs amb a7p1 a les concentracions de 2
i 5 pg/ml. Percentatge d’expressio (C) i
MFI (D) dels marcadors superficials en
tractar les CDs amb reca6B0 a les
concentracions de 2 i 5 pg/ml. Els
resultats es mostren com la mitja dels
MFI + SD de 3

valors de % i

experiments  independents (en el
tractament amb reca6f0 pel marcador

CD83 n=>5).
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Figura 41. Expressi6 CD83 i CD80 representada en histogrames en les poblacions CDi i tractades amb reca6p0 a

les concentracions de 2 i 5 pug/ml al 5¢ dia de cultiu cel-lular respecte els seus isotips controls. Es van marcar les

CDs per determinar I’expressié d’aquestes molécules per citometria de flux. La MFI associada a cada poblacid va

ser obtinguda per a cada una de les molécules de superficie. Figura representativa de 3 experiments independents.

S’observa que el tractament de les cel-lules amb reca6f0 no afecta a la viabilitat

cel-lular ja que tant en el cas de les CDi com les tractades, els percentatges de mortalitat

cel-lular son al voltant del 80-90% en tots els casos.

Figura 42. Viabilitat de les CDi i les
CDs tractades
reca6B0 de la proteina C4BP. Els

amb la isoforma

resultats es mostren com la mitja

dels valors de % + SD de 3

experiments independents.

5.2.2.3. Efecte en la maduracio

%
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Viabilitat

En aquest estudi es va voler determinar si la proteina C4BP podia actuar en la

maduracié les CDs. Es van sembrar monocits purificats per adheréncia al plastic de la placa de
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cultiu en medi RPMI + 10% de FBS 1 suplementat amb IL-4 1 GM-CSF a les concentracions
descrites en 1’apartat 4.6.2.3 de Materials i M¢ctodes i es va afegir afegir la proteina plasmatica
purificada a7f1 1 la proteina recombinant C4BP a (reca6f0) a les concentracions de 2 pg/ml 1
5 ng/ml al 5¢ dia de cultiu.

Per confirmar si aquestes isoformes de la proteina C4BP actuaven sobre la maduracié de les
CDs, es va determinar I’expressio dels marcadors superficials per citometria de flux a dia 7 del
cultiu de les CDs madures (tractades amb LPS), de les CDs immadures no estimulades 1 de les

CDs estimulades amb les diferents condicions esmentades (Figura 43).

Diferenciacié Maduracié

Mondcits CDi C4BP a7p1
reca6f0

CDm

v

IL-4 + GM-CSF

Figura 43. Procés dut a terme per obtenir mCDs.

Els resultats obtinguts es mostren en la Figura 44.

En el cas del tractament amb a7B1 es van determinar els marcadors superficials HLA-
DR, CD40, CD80, CD83, CD86, CD14 i CDla tant a nivell de percentatge (A) com de MFI
(B). No es van trobar diferéncies significatives en tractar les CDs amb a7B1 a les dues
concentracions experimentades respecte al control dels monocits sembrats sense estimular amb

proteina C4BP, ni a nivell de percentatge ni de fluoresceéncia.

En el cas del tractament amb reca6f0, es van determinar els marcadors HLA-DR,
CD40, CD80 i CD83 tant a nivell de percentatge (C) com de MFI (D). Tampoc es van trobar
diferéncies significatives, ni a nivell de percentatge ni de fluoresceéncia, en tractar les CDs amb
reca6P0 a les dues concentracions experimentades respecte al control dels monocits sembrats

sense estimular amb la proteina C4BP.
També es va analitzar amb lodur de propidi per citometria de flux la viabilitat cel-lular

de les CDs durant el procés de maduracié de les CDs en tractar les cel-lules amb a7B1 o

reca6f0. Els resultats es mostren en la Figura 45.
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Figura 44. Analisi de D’expressio dels
diferents antigens de superficie en les
CDs
Percentatge d’expressio (A) i MFI (B)

poblacions  de analitzades.
dels marcadors superficials en tractar les
CDs amb a7B1 a les concentracions de 2
1 5 pg/ml. Percentatge d’expressio (C) i
MFI (D) dels marcadors superficials en
tractar les CDs amb reca6f0 a les
concentracions de 2 1 5 pg/ml. Els
resultats es mostren com la mitja dels
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* P <0.05; ** P <0.01.



Resultats

S’observa que el tractament de les CDs amb a731 o reca6B0 no afecta a la viabilitat cel-lular ja

que obtenim viabilitats del voltant del 80-90% en tots els casos.

Viabilitat
A B
100- 100-
80 T 80+ I
60 60-
S X
40 40
20 20-
0' T 0' T
S & & & o & & &
QO o q}é@ 6\@ QO o q?q’\ 6‘9\
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¢ & ¢ &°
& g o® &
& ¢

Figura 45. Viabilitat de les CDi i les CDs tractades amb les isoformes a7f1 (A) i reca6p0 (B) de la proteina

C4BP. Els resultats es mostren com la mitja dels valors de % + SD de 3 experiments independents.

5.2.2.4. Efecte en la diferenciacié i maduracio

a. Efecte de la proteina plasmatica purificada C4BP a7p1 i la proteina recombinant
C4BP a (reca6p0)

En aquest estudi es va voler determinar si la proteina C4BP podia actuar en la
diferenciacid 1 en la maduracid de les CDs. Es van sembrar monocits purificats per adheréncia
al plastic de la placa de cultiu en medi RPMI + 10% de FBS i suplementat amb IL-4 i GM-CSF
a les concentracions descrites en 1’apartat 4.6.2.4 de Materials i Métodes i es va afegir la
proteina plasmatica purificada a7B1 1 la proteina recombinant C4BP a (reca6p0) a les
concentracions de 2 pug/ml i 5 ug/ml des del primer dia de cultiu. Un cop diferenciats a CDs, es
va afegir ’estimul de maduraci6 LPS a la concentraci6 de 5 pg/ml en combinacié de les
isoformes de la proteina C4BP amb LPS a les mateixes concentracions descrites amb
anterioritat (Figura 46).

Diferenciacié Maduracié
T 1T 1

DIAO DIAD DIA 7
_— %
e ’ LPS,
C4BP a7B1

Mondcits Di reca6po CDm
C4BP a7p1

recaépo R

IL-4 + GM-CSF

Figura 46. Procés dut a terme per obtenir CDs.
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Per confirmar si aquestes isoformes de C4BP actuaven sobre la diferenciacid i
maduracid de les CDs, es va determinar I’expressioé dels marcadors superficials de les CDs
madures (tractades amb LPS), de les CDs immadures no estimulades i de les CDs estimulades

amb les diferents condicions esmentades per citometria de flux a dia 7 del cultiu.

Els resultats obtinguts es mostren en la Figura 48.

En el cas del tractament amb a781 es van determinar els marcadors superficials HLA-
DR, CD40, CD80, CD83, CD86, CD14 i CDla tant a nivell de percentatge (A) com de MFI
(B). No es van trobar diferencies significatives en tractar les CDs amb a781 a les dues
concentracions experimentades respecte al control de les mCDs madurades amb LPS, ni a

nivell de percentatge ni de fluorescéncia.

En el cas del tractament amb reca6p0, es van determinar els marcadors superficials
HLA-DR, CD40, CD80, CD83, CD86, CD14 i CDla tant a nivell de percentatge (C) com de
MFI (D). Es va poder observar una disminucié de 1’expressido del marcador de maduracid
CD83 del voltant del 80% respecte mCDs, en tractar les CDs amb reca6B0 a les dues
concentracions experimentades tant a nivell de percentatge com de MFI. En la Figura 47 veiem
els histogrames d’expressio del marcador superficial CD83 en tractar les CDs amb reca6p0

d’un experiment representatiu.

També es va analitzar amb lodur de propidi per citometria de flux la viabilitat cel-lular
de les CDs durant el procés de diferenciacid i maduracio de les CDs en tractar les cel-lules amb
reca6P0 i a dia 5 combinant el tractament amb I’estimul de maduracié LPS. Els resultats es

mostren en la Figura 49.
recaépo

CDi CDm recabp0 2 pg/ml reca6f0 5 pg/ml

B cps3 FITC
B 1gG2b FITC

cDs3

1w w w0

FLI-H: TS FLIH: FITE FLI-H: FITE

Figura 47. Expressi6 de la MFI del marcador CD83 associada a cada poblacid representada en histogrames en les
poblacions CDi i tractades amb reca6p0 a les concentracions de 2 i 5 pg/ml al 7¢ dia de cultiu cel-lular respecte

els seus isotips controls. Figura representativa de 5 experiments independents.
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Resultats

Figura 48. Analisi de ’expressio dels
diferents antigens de superficie en les
poblacions de CDs analitzades.
Percentatge d’expressio (A) i MFI
(B) dels marcadors superficials en
tractar les CDs amb o7l a les
concentracions de 2 i 5 pg/ml des del
primer dia i durant tot el cultiu i a dia
5 afegint I’estimul maduratiu LPS.
Percentatge d’expressiéo (C) i MFI
(D) dels marcadors superficials en
tractar les CDs amb reca6B0 a les
concentracions de 2 i 5 pg/ml des del
primer dia i durant tot el cultiu i a dia
5 afegint I’estimul maduratiu LPS.
Els resultats es mostren com la mitja
dels valors de % i MFI + SD de 4
experiments independents en el
tractament amb o781 1 de 6
experiments independents en el
tractament amb reca6p0.

P <0.05; ** P <0.01; *** P <0.001.
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Resultats

S’observa que el tractament de les cel-lules amb reca6p0 no afecta a la viabilitat cel-lular ja que

obtenim viabilitats del voltant del 80-90% en tots els casos.

Viabilitat
100+
801 : * * . . )
T T Figura 49. Viabilitat de les CDi i les CDs
® 80’ tractades amb la isoforma reca6B0 de la
40 proteina C4BP. Els resultats es mostren com la
207 mitja dels valors de % + SD de 5 experiments
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. independents.
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b. Efecte de la proteina plasmatica purificada C4BP a7B0 en cél-lules dendritiques
purificades per adheréncia

La isoforma majoritaria de C4BP en sang és la formada per 7 cadenes o i una cadena 3
(a7B1) 1 esta tota acomplexada amb la proteina S, un component del sistema anticoagulant de
la proteina C [226]. Es van realitzar assajos de diferenciacio 1 maduracié amb la isoforma de la
proteina plasmatica purificada C4BP a7p0. Les isoformes als quals els manca la cadena 3 no

tenen 1’habilitat d’unir-se a la proteina S.

En aquest estudi es va voler determinar si la isoforma o780 de la proteina C4BP podia
actuar tant en la diferenciacio com en la maduracié de les CDs. Es van sembrar mondcits
purificats per adheréncia al plastic de la placa de cultiu en medi RPMI + 10% de FBS i
suplemetat amb IL-4 i GM-CSF a les concentracions descrites en 1’apartat 4.6.2.4. de Materials
1 Metodes 1 es va afegir les isoformes plasmatiques purificades de C4BP (a7B1 a la
concentracio de 2 pug/ml o a7B0 a les concentracions 2 pg/ml 1 5 ug/ml) 1 la proteina
recombinant C4BP a (reca6P0 a la concentracié de 2 pg/m) des del primer dia de cultiu. Un
cop diferenciats a CDs, es van afegir I’estimul de maduracio LPS a la concentracié de 5 pg/ml
o la combinacid de les isoformes de la proteina C4BP amb LPS a les mateixes concentracions
descrites amb anterioritat.

Per confirmar si aquestes isoformes de la proteitna C4ABP actuaven sobre la diferenciaci6 1 la
maduracié de les CDs, es va determinar 1’expressio dels marcadors de les CDs madures

(tractades amb LPS), de les CDs immadures no estimulades i de les CDs estimulades amb les
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diferents condicions esmentades superficials per citometria de flux a dia 7 del cultiu (Figura

50).

Diferenciacié Maduracié
T 10 1
DIAO DIAS DIA 7
e
Mondcits C48BP a7[31
C4BP a7p1 Di C4BP a7B0 cDm
CABP a7B0 reca6p0
reca6p0 .
IL-4 + GM-CSF

Figura 50. Procés dut a terme per obtenir CDs.

Els resultats obtinguts es mostren en la Figura 51.

Es van determinar els marcadors superficials HLA-DR, CD40, CD80, CD83, CD86,
CD14 i1 CDla tant a nivell de percentatge (A) com de MFI (B) en els tres tipus de tractament.
No es van trobar diferéncies significatives en tractar les CDs amb o731 respecte al control de
les CDm madurades amb LPS, ni a nivell de percentatge ni de fluorescencia.

En el cas del tractament amb a7p0 i reca6p0, es va poder observar una disminucié de
I’expressio del marcador de maduracié CD83 respecte CDm, en tractar les CDs amb o730 a les
dues concentracions experimentades 1 amb reca6fB0 tant a nivell de percentatge com de MFIL
També es va observar una disminucié més lleugera dels percentatges i1 la MFI dels marcadors
CD86, CD80 i1 CDla en tractar les cellules amb a7B0 a les dues concentracions
experimentades. Pel que fa a la resta de marcadors no es van trobar diferéncies significatives ni
a nivell de percentatge ni de fluorescencia respecte les CDm.

També es va analitzar amb lodur de propidi per citometria de flux la viabilitat cel-lular
de les CDs durant el procés de diferenciacid i maduracio de les CDs en tractar les cel-lules amb
a7B1, a7p0 1 reca6PO i a dia 5 combinant el tractament amb 1’estimul de maduracié LPS. Els
resultats es mostren en la Figura 52.

En la Figura 53 veiem els histogrames d’expressié dels marcadors superficials CD83,
CD86, CDla 1 CD80 de les CDs tractades amb a7B1, a7B0 o reca6Bf0 d’un experiment

representatiu.
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Figura 51. Analisi de D’expressié dels
diferents antigens de superficie en les
poblacions de CDs  analitzades.
Percentatge d’expressido (A) i MFI (B)
dels marcadors superficials en tractar les
CDs amb a7Bl, o7f0 a les
concentracions de 2 i 5 pg/ml i amb
reca6P0 des del primer dia i durant tot el
cultiv i a dia 5 afegint D’estimul
maduratiu LPS. Els resultats es mostren
com la mitja dels valors de % i MFI +
SD de 8 experiments independents.

* P <0.05; ¥ P<0.01; *** P <0.001.

S’observa que el tractament de les cél-lules amb aquestes proteines no afecta a la viabilitat

cel-lular ja que obtenim viabilitats del voltant del 80-90% en tots els casos.

Viabilitat
100+

170

Figura 52. Viabilitat de les CDi i les CDs
tractades amb les isoformes de la proteina
C4BP. Els resultats es mostren com la mitja
dels valors de % + SD de 5 experiments
independents.

* P <0.05.
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cDi cDm a7f 2 pgiml reca6go 2 pg/mi a7R0 2 pg/ml
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Figura 53. Expressio de CD83, CD80 i CD1a, representada en histogrames en les poblacions CDi i tractades amb
a7B1, a7p0 i reca6PB0 a la concentracid de 2 pg/ml al 7¢ dia de cultiu cel-lular respecte els seus isotips controls.
Les CDs van ser marcades per determinar 1’expressié d’aquestes molécules per citometria de flux. La MFI
associada a cada poblacio va ser obtinguda per a cada una de les molecules de superficie. Figura representativa de

4 experiments independents.

c. Efecte de la proteina plasmatica purificada C4BP a7B0 en cél-lules dendritiques
purificades per adheréncia vers boles magnétiques

Es va voler determinar si la puresa de la poblacio inicial de monocit era determinant en
I’efecte en la diferenciacid 1 maduracié de les CDs mitjangada per C4BP. Es van tractar els
monocits purificats per adheréncia i per boles magnetiques amb les proteines plasmatiques de
C4BP (a7p1 i a7p0) i la proteina recombinant (reca6p0) des del primer dia de cultiu a la
concentracio de 2 pg/ml i a dia 5 combinant-les amb LPS. Es va determinar 1’expressio del
marcador superficial CD83 per citometria de flux a dia 7 del cultiu de les CDs madures
(tractades amb LPS), de les CDs immadures no estimulades i de les CDs estimulades amb les
diferents condicions esmentades (Figura 54).

Es va poder observar una disminucié de ’expressid del marcador de maduracié CD83
respecte CDm, en tractar les CDs amb o780 i reca6p0, tant a nivell de percentatge com de

MFI, sense mostrar diferéncies significatives entre les cel-lules purificades per adheréncia a la
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placa i les purificades amb perles magnétiques. Mentre que la proteina o781 no sembla afectar

ni la diferenciacié ni la maduracié de les CDs independentment del sistema de purificacio.

A

50 I’antigen de superficie CD83 en les

Percentatge d'expressié de CDB3 Figura 54. Analisi de I’expressio de
poblacions de CDs analitzades.
Percentatge d’expressié (A) i MFI
(B) de CD83 en tractar les CDs,

purificades per adheréncia a la
placa o per mitja de boles

magnetiques, amb a7f1, a7B0 i

reca6B0 des del primer dia i durant
tot el cultiu i a dia 5 afegint
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5.2.2.5. Perfil transcripcional

Es va avaluar per pRT-PCR semiquantitativa a temps real I’expressio dels mRNA dels
gens CCR7, IDO 1 BIC-1 en CDs tractades amb les proteines a7f1, a7pf0 i reca6p0 des del
primer dia i durant tot el cultiu a la concentracio de 2 pug/ml i a dia 5 afegint 1’estimul
maduratiu LPS (5 pg/ml), tant en ce¢l-lules purificades per adheréncia al plastic com per boles
magnetiques. A dia 7, es van recollir les CDs 1 es va procedir a I’extraccié de RNA total, el
qual es va quantificar mitjancant el Nanodrop® i es va sintetitzar el cDNA a partir de 500 ng
de RNA total (descrit en I’apartat 4.7.1. de Materials 1 Métodes).

Posteriorment es va procedir a la quantificaci6 relativa dels transcrits de CCR7, IDO i
BIC-1 humans mitjancant PCR a temps real utilitzant el fluorofor SyBR Green I 1 el
LightCycler®.

Per a la quantificacio relativa, els nivells d’expressid dels gens problema es van
analitzar respecte el gen de referéncia. Dins de la fase exponencial de 1’amplificacid es calcula

I’expressio relativa (R) del gen problema en base a la diferéncia de crossing point de la mostra
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respecte el control 1 I’eficiencia d’amplificacié de tots dos gens (segons el model matematic
descrit en 1’apartat 4.7. de Materials i metodes).

Per confirmar la precisi6 i reproductibilitat de la PCR a temps real, es van realitzar tres
répliques de la PCR per a cada condicio, 1 es va determinar la variacio de crossing point entre
elles.

Totes les repliques van amplificar un producte Unic. Per confirmar 1’especificitat
d’aquests productes, al final de cada reaccié de RT-PCR en el LightCycler®, es realitza un
analisi de la corba de fusio, la qual cosa permet determinar la Temperatura de Fusid (Tm)
especifica del fragment amplificat, que depen de la mida i1 de la composicio de G/C.

La variacio de crossing point entre les repliques de la mateixa mostra era minima i, per
tant, la reproductibilitat de la técnica es considera bona.

Les eficiencies de la PCR tant pels gens estudiats com per la ciclofilina sén Ejpo=1,62
Egic=1,72, Eccr7=1,65 1 Egiclofilina=1,96 1 havien estat calculades en estudis anteriors a partir de
dil-lucions seriades de 1’amplificacié d’aquests gens segons I’equacié E=10 ¢!/pendent),

Les dades obtingudes es van normalitzar respecte I’expressié de la ciclofilina (gen de
referéncia), calculant el ratio d’expressido del gen estudiat/Ciclofilina. En aquesta analisi
semiquantitativa, I’expressio del gen diana de cada mostra tractada s’expressa com a un valor
relatiu a la mostra control de CDs madures. Variacions causades per possibles errors de
pipeteig es van corregir realitzant tres répliques de cada PCR per a cadascuna de les mostres.
En la segiient grafica es mostra els ratios gens diana/Ciclofilina corresponents a I’expressio
dels gens CCR7, IDO i BIC-1 en les CDs purificades per adheréncia al plastic i tractades amb

les proteines a7B1, a7p0 i reca6B0 i les CDs en estat immadur respecte les CDs madures.
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Figura 55. Quantificacié de ’expressio dels gens CCR7, BIC-1 i IDO en CDs purificades per adheréncia al
plastic, per RT-PCR a temps real amb el LightCycler®. Els resultats son relatius a les CDm. Els resultats es
mostren com la mitja + SD de 6 experiments independents pel gen CCR7, 4 experiments independents pel gen

IDO, 3 experiments independents pel gen BIC-1.
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Mentre que en la segiient grafica es mostra la quantificacié d’aquests tres gens corresponents a

un experiment amb CDs purificades mitjangant boles magnétiques.
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Figura 56. Quantificacié de I’expressio dels gens CCR7, BIC-1 1 IDO en CDs purificades per boles magnétiques,
per RT-PCR a temps real amb el LightCycler®. Els resultats es mostren com la mitja + SD de 3 répliques d’un

experiment.

En ambdods casos s’observa una disminucié de ’expressio dels gens estudiats en tractar les
CDs amb la isoforma o730 de la proteina C4BP i la proteina recombinant reca6p0. Mentre que
en tractar les CDs amb la isoforma a7p1 s’observa expressiéo comparable a la de les CDm. En

les CD1 no s’observa expressid dels gens estudiats o aquesta és molt baixa.

5.2.2.6. Medici6 de citoquines en el medi extracel-lular

La secrecio de citoquines pot ser un element clau en el tipus de resposta que es genera.
De la mateixa manera que I’expressio de molecules coestimuladores en la membrana de la CD
¢s determinant en I’inici de la resposta, les citoquines secretades son importants en el tipus de
resposta generada. La secrecid de IL-12 és un element clau en la generacid d’una resposta de
tipus Thl. Malgrat tot, la seva regulacié és complexa i la forma bioactiva (p70), només es
secreta sota estimuls bacterians LPS, CpG, acompanyats per senyals T (CD40L 1 IFN-y).

L’espectre de citoquines que secreten les CDs durant la seva activacio, condiciona el
tipus de resposta per part dels limfocits T. Es molt possible que aquesta resposta no depengui
d’una tunica citoquina, sindé de ’equilibri o proporci6 relativa entre les diferents citoquines
secretades en un moment determinat.

La IL-10 tot 1 ser una citoquina immunoreguladora, i quan s’afegeix externament
inhibeix la funcionalitat de la CD madura [228]; no esta clar el seu paper fisiologic ja que les
cellules de tipus Th1 humanes secreten IL-10 de manera especifica. Molt possiblement sigui
I’equilibri entre les diferents citoquines el que condicioni la seva funcionalitat i tinguin un

paper immunoregulador quan 1’antigen desapareix i s’atura la secreci¢ d’altres citoquines com

el IFN-y i TNF-a.

174



Resultats

El procés que es va dur a terme per realitzar aquest assaig va ser el segiient: a partir de
CDs, purificades per adherencia al plastic, diferenciades i1 cultivades amb les proteines de
C4BP a7B1, a7B0 i reca6PB0 des del primer dia i durant tot el cultiu a la concentracié de 2
pg/ml i a dia 5 afegint 1’estimul maduratiu LPS durant 48 hores, es recol-lecta el sobrenedant
del cultiu, en el qual es va mesurar la secrecid de IL-12p70 com inductor de resposta Thl
mitjancant ELISA. Com indica la Figura 57 es van obtenir diferents perfils de secrecid
d’aquesta citoquina, estant augmentada significativament la seva secrecid en CDm tractades
amb LPS durant 48 hores, comparades amb CDi sense tractar. Les CDs tractades amb o731
van secretar nivells de IL-12p70 semblants a CDm. Mentre que les CDs tractades amb o780 1
reca6P0 van secretar nivells de IL-12p70 semblants a CDi.

També es va mesurar la secrecié de IL-10, com agent antiinflamatori mitjancant
ELISA. En la Figura 57 s’observen nivells de secrecié6 moderada en CDm tractades amb LPS
durant 48 hores 1 les CDs tractades amb o731 comparades amb CDi sense tractar. Mentre que
les CDs tractades amb a7P0 i reca6PB0 van secretar nivells augmentats de IL-10 comparades
amb el control. Aquests resultats indiquen que les CDs que han estat inhibides en el seu procés
de maduraci6 1 diferenciacid, romanen en aquest estat, son productores de IL-10, agent
antiinflamatori, en canvi CDs estimulades 1 portades a un fenotip madur secreten menor
proporcié d’aquesta citoquina. Cal assenyalar que les CDs sense tractament representen un
estat immadur, perd que és incapag¢ de secretar nivells importants de IL-10, la qual cosa indica
que per si soles no posseeixen capacitats immunoreguladores.

Mitjangant la mateixa ELISA es va determinar la influéncia del tractament d’aquestes
proteines en la secrecid de IL-6 i IL-8. Les CDi a dia 7 secreten nivells molt baixos d’ambdues
citoquines en els sobrenedants. Mentre que les CDm 1 les cellules tractades amb a7f1
produeixen quantitats significatives d’aquestes interleuquines i semblants entre elles. No
obstant, les ce¢l-lules tractades amb a7B0 o reca6pf0 mostren uns nivells de secrecié de IL-6 i
IL-8 intermitjos. Aquestes dades impliquen que la modulaci6 de I’alliberament d’aquestes
interleuquines per LPS depén de I’activacio cel-lular abans de la maduracio final.

Finalment es van determinar la secrecio de les citoquines TNF-a i [IFN-y que tenen un
paper central en les respostes immunes. Les CDi a dia 7 secreten nivells molt baixos
d’ambdues citoquines en els sobrenedants. Mentre que les CDm i les cél-lules tractades amb
a7B1 produeixen quantitats significatives d’aquestes citoquines i semblants entre elles. No
obstant, les cel-lules tractades amb a7f0 o reca6PB0 no secreten IFN-y i mostren uns nivells

molt baixos a nivell del TNF-a.
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Figura 57. Secrecié de citoquines per CDs tractades amb diferents isoformes de la proteina C4BP. La
quantificacio es va realitzar per ELISA de captura utilitzant anticossos especifics per a la captura i el revelat. Les

dades sén representades com la mitja + SD de 3 experiments independents.

Aquests resultats indiquen que les CDs que han estat inhibides en el seu procés de
diferenciacid i maduracid a causa del tractament amb les isoformes a7B0 o reca6p0, romanen
en aquest estat, son productores de IL-10, en canvi CDs estimulades amb a7p1 1 portades a un
fenotip madur secreten en menor proporcid aquesta citoquina. Cal assenyalar que les CDs
sense tractament representen un estat immadur, perd que ¢s incapa¢ de secretar nivells

importants de IL-10, la qual cosa indica que per si soles no posseeixen capacitats

immunoreguladores.

5.2.2.7. Microscopia d’escombratge

Un dels aspectes més importants de la generacid de cél-lules in vitro és veure la seva
capacitat de madurar en rebre els estimuls adequats. Com ja s’ha comentat en la introduccid,
per a que les CDs generin una forta resposta dels limfocits T, cal que les dendritiques estiguin
madures. Una poblacié de cel-lules immadures podria estimular la proliferacid de cel-lules
reguladores o la inducci6 d’anergia. A part dels diferents marcadors que hem vist que canvien
amb la maduracid, de manera classica es defineix la maduraci6 per un augment en la expressid
de CD40, CD80 1 CD86, aixi com I’expressié de CD83 (no s’expressa en immadures), com a

molecules coestimuladores, 1 també un augment en les molécules de classe 11 classe I1.

176



Resultats

En els cultius també es fa un seguiment visual, ja que amb dos dies de maduracid les
cel-lules canvien de manera dramatica el seu aspecte, passant de ser rodones i amb poques
prolongacions en el cas de les CDi, a ser cel-lules amb nombroses dendrites en 1’estat madur,

tal i com es pot veure a la Figura 58.

Figura 58. S’observa la morfologia de les CDs en els diferents estats de maduresa i en ser tractades amb les
isoformes plasmatiques de C4BP. CDi, CDs immadures; CDm, CDs madures; a7f1 i a7f0; isoformes

plasmatiques de C4BP.
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El tractament d’aquestes cel-lules amb la isoforma plasmatica a7B0 de la proteina C4BP
a la concentracié de 2 pug/ml durant tot el procés de cultiu i a dia 5 afegint LPS mostra una
morfologia entremig de maduresa, entre 1’estat immadur i el madur, la qual cosa podria
assenyalar que es troben en un estat semimadur. Mentre que el tractament amb la isoforma
plasmatica a7p1 mostra un aspecte més allargat amb moltes dendrites semblant a les CDs en

estat madur.

5.2.2.8. Assajos funcionals

a) Avaluacid de la capacitat endocitica de les CDs

Per determinar la capacitat d’internalitzacio d’antigen de les CDs tractades amb els
diferents estimuls, es va mesurar el comportament d’aquestes cel-lules per endocitar DQ-
Ovalbumin (DQ-OVA) conjugat al marcador fluorescent BODIPY FL utilitzant la citometria
de flux. Les CDs van ser incubades amb DQ-OVA durant 15 min a 37°C per posteriorment
determinar la seva MFI associada. Per mesurar 1’endocitosi no especifica de I’antigen per les
CDs, aquestes van ser incubades 15 min a 4°C amb el peptid DQ-OVA.

Es va avaluar la capacitat endocitica de les CDs tractades amb les isoformes de C4BP
a7B1 1 a7B0 a la concentracio de 2 pg/ml des del primer dia de cultiu per citometria de flux a
dia 5 per determinar el seu efecte en la diferenciacié de monocits a CDs immadures. S’ observa
una elevada capacitat d’endocitar DQ-OVA per part de les CDi. Les cel-lules tractades amb
a7B0 mostren una disminucid lleugera de 1’endocitosi. Mentre que hi ha un augment respecte

CDi en el tractament amb o781 (Figura 59).
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També es va determinar la capacitat d’endocitosi de DQ-OVA a dia 7, en CDs tractades

amb els tres tipus de proteines (a7p1, a7B0 i reca6B0) des del primer moment de cultiu i

178



Resultats

estimulant la maduracié durant 48 hores amb LPS, per avaluar els seus efectes en la
diferenciacié i maduracié d’aquestes cel-lules. Com s’observa en la Figura 60 les CDi eren
capaces d’endocitar i processar DQ-OVA a alts nivells. Mentre que les CDm, tractades amb
LPS durant 48 hores, tenen una menor capacitat d’endocitosi comparada amb les CDi sense
tractar. Les CDs tractades amb C4BP a7B1 a la concentracio de 2 pg/ml des del primer
moment de cultiu i combinades amb LPS, van mostrar una baixa capacitat d’endocitar
I’antigen comparable a les CDs tractades amb LPS. Finalment les CDs tractades amb C4BP
a7B0 (a la concentracié de 2 ug/ml) o reca6p0 (a les concentracions de 2 1 5 pg/ml) des del
primer moment de cultiu 1 combinades amb LPS, van mostrar una baixa o intermitja capacitat

d’endocitar I’antigen comparable a les CDs tractades amb LPS.

DQ-OVA Figura 60. Capacitat endocitica de les CDs a dia 7 de cultiu
2500+
tractades amb les diferents isoformes de C4BP comparades
2000+ amb les CDm i les CDi. S’observa una disminucio de la
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Es va realitzar aquest mateix assaig pero comparant c¢l-lules purificades per adheréncia
a la placa 1 per boles magnetiques per comprovar si la puresa dels monocits era determinant en
I’endocitosi de DQ-OVA. Per realitzar aquest assaig es van tractar CDs amb els tres tipus de
proteines (a7B1, a7p0 1 reca6P0) a la concentracié de 2 pg/ml des del primer moment de cultiu
1 es va estimular la maduracié durant 48 hores amb LPS, per avaluar els seus efectes en la
diferenciacid 1 maduracio d’aquestes cél-lules. Com s’observa en la Figura 61 les CDi eren
capaces d’endocitar i processar DQ-OVA a alts nivells. Mentre que les CDm, tractades amb
LPS durant 48 hores, tenen una menor capacitat d’endocitosi comparada amb les CDi sense
tractar. Les CDs tractades amb C4BP a7B1 des del primer moment de cultiu i combinades amb
LPS, van mostrar una baixa capacitat d’endocitar I’antigen comparable a les CDs tractades
amb LPS. Finalment les CDs tractades amb C4BP reca6f0 o a7p0 des del primer moment de
cultiu i combinades amb LPS, van mostrar una baixa capacitat d’endocitar 1’antigen

comparable a les CDs tractades amb LPS indicant un comportament funcional de CDs en estat
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semimadur de desenvolupament. No es van trobar diferéncies significatives entre les cel-lules

purificades per adheréncia a la placa de les purificades per boles magneétiques.
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Figura 61. Capacitat endocitica de les CDs purificades per adheréncia a la placa o per boles magnetiques a dia 7
de cultiu tractades amb les diferents isoformes de C4BP comparades amb les CDm i les CDi. S’observa una
disminuci6 de la capacitat d’endocitar i de processar DQ-OVA en CDs tractades amb a7B1, a7p0 o reca6p0
durant tot el cultiu i a dia 5 estimulant les cél-lules amb LPS durant 48 hores, comparades amb les CDi que
mostren nivells alts d’endocitosi. Les CDm donen nivells baixos d’endocitosi. Els resultats es mostren com un

experiment representatiu.

b) Assaig de quimiotaxi

Posteriorment es va determinar 1’expressio de la moleécula de superficie CCR7, la qual
ens dona informaci6 de la capacitat de migracio de les CDs. CCR7 s’expressa constitutivament
en CDs sense cap estimul, perd en nivells molt baixos. Mitjancant estimuls de maduraciod
aquests nivells augmenten de forma significativa.

Per qRT-PCR es van comprovar els nivells de RNA del gen CCR7 (descrit a I’apartat
5.2.2.5 de Resultats). Es van recollir les CDs a dia 7 després de ser tractades amb les isoformes
de C4BP a7B1, a7B0 i reca6p0 des del primer dia de cultiu a la concentraci6 de 2 pg/ml i a dia
afegint LPS com a estimul de maduracid. S’ observa una disminucié de I’expressié de CCR7 en
tractar les CDs amb a7B0 i reca6p0, mentre que les ceél-lules incubades amb a7B1 donen
expressid elevada de CCR7 a uns nivells semblants a les CDm.

També es va comprovar ’expressio de CCR7 a nivell superficial per citometria de flux.

Els resultats de I’expressio a nivell de fluorescéncia es mostren en la Figura 62.
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Figura 62. Analisi de I’expressio de 1’antigen de superficie CCR7 en les poblacions de CDs analitzades. MFI (A) i
histograma (B) de CCR7 en tractar les CDs amb o781 i a7pB0 des del primer dia i durant tot el cultiu i a dia 5
afegint I’estimul maduratiu LPS. Els resultats es mostren com la mitja dels valors de % i MFI + SD de 3

experiments independents.

Com a conseqiiencia de la maduracido de les CDs, aquestes migren cap a noduls
limfatics 1 presenten antigens a les cel-lules T per tal de donar una resposta immune adaptativa.
La migracid cap als organs limfoides secundaris requereix de la quimiotaxi cap a quimioquines
del nodul limfatic 1 la invasio a través de la matriu extracel-lular. Aquest moviment requereix
entre altres elements, la interaccid entre el receptor de les CDs madures CCR7 1 les
quimioquines CCL21 o CCL19.

Es va realitzar un assaig de quimiotaxi per comprovar la capacitat migratoria de les
CDs que havien estat tractades amb les isoformes a7B1 1 a7B0 de C4BP tal i com es descriu a
I’apartat 4.6.6. de Materials i Métodes. A les dues hores d’incubacié a 37°C en les plaques de
traswells, es van recollir les cel-lules 1 es va determinar el nombre total de cel-lules que han
migrat fixant un temps concret per citometria de flux.

Els resultats de la migracié es mostren en la Figura 63 com el percentatge del nombre
mig de cel-lules migrades respecte el total i relativitzats a les CDm. Es van realitzar un total de
4 experiments independents i1 cada experiment va comptar amb 3 répliques de cada condicid
estudiada. Es pot observar que tant les CDm com les CDs tractades durant tot el cultiu amb
a7B1 1 a dia 5 estimulades amb LPS tenen una elevada capacitat migratoria, mentre que les
CDs que han estat incubades amb la proteina a7p0 tenen una migracié al voltant del 10%,

respecte les no tractades o CDm.
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Percentatge de migracio Figura 63. Assaig de migracié de les CDm i

120% - les CDs tractades amb a7p1 o a7B0 durant tot
100% - el cultiu i a dia 5 combinant-les amb
80% - Pestimul maduratiu LPS. Els resultats

60% - mostren les cel-lules que han migrat en afegir

40% | la quimioquina CCL21 en la part inferior del

20% - . transwell. Els resultats es mostren com la
o | -_‘ mitja dels valors de percentatge + SD de 4
0% cDm a7B1 a7g0 experiments independents.
*P <0.05.
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¢) Assaig de proliferaci6 de Limfocits T

Una de les propietats més analitzades en la literatura de les CDs és la seva capacitat de
generar una forta resposta al-logenica de cultiu mixt, resposta que possiblement depengui de
I’elevat nivell d’expressié de molécules coestimuladores quan maduren i de la produccié de

determinades citoquines per les CDs en maduracio.

1. Assaig d’apoptosi

Per realitzar aquest assaig primer de tot es va determinar I’apoptosi cel-lular de les CDs
que havien estat cultivades en presencia de les isoformes a781 1 a7p0 de la proteina plasmatica
C4BP, a una concentracio de 2 pg/ml, i estimulades a dia 5 amb LPS. Com a control es van
incubar les CDs amb vitamina D3 (2.4 uM) en les mateixes condicions.

Aquest metode de deteccid obliga a determinar estrictament el moment de 1’entrada en
apoptosi de les cél-lules donat que les cél-lules Annexin V'7-ADD" solament es troben presents
en estadis inicials d’aquest procés.

Les cel-lules van ser marcades amb Annexin-V i 7-ADD i es va determinar la viabilitat
cel-lular per citometria de flux tal i com es descriu en ’apartat 4.6.7.1. de Materials i Métodes.
Els resultats obtinguts es mostren en la Figura 64 on es mostren les cel-lules vives i les que han
patit apoptosi primerenca, tardana i necrosi cel-lular.

Com es pot observar la majoria de cel-lules sén viables en totes les condicions
experimentades, trobant un percentatge reduit de cel-lules necrotiques o bé en apoptosi
primerenca o tardana. La vitamina D3 déna lloc a un percentatge més elevat de cel-lules que
han patit apoptosi primerenca i a una disminucié de les cel-lules viables en comparacié amb la

resta de condicions.
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2. Fenotip

En segon lloc es va determinar el fenotip que caracteritzava aquestes c¢l-lules en ser
tractades amb les isoformes a7p1 1 a7P0 de la proteina plasmatica C4BP 1 estimulades a dia 5
amb LPS. Com a control es van incubar les CDs amb vitamina D3 durant tot el cultiu afegint
com a estimul maduratiu LPS.

Els resultats de la MFI es mostren com el percentatge de ce¢l-lules positives per un
marcador determinat relativitzat al valor de les CDm, tal i com es pot veure en la Figura 65.

Es pot observar que en tractar les cel-lules amb a7p0 1 vitamina D3 s’obté disminucio
dels marcadors CD40, CD83, CD86 i CCR7, respecte les CDm. No obstant, la vitamina D3
ddna una disminucid superior. En quant a la resta de marcadors, la vitamina D3 déna lloc a una
disminucié de CDla i HLA-DR, a uns nivells semblants a CDi, mentre que la resta de
condicions donen nivells semblants. Aquests resultats concorden amb els que s’havia
determinat en experiments anteriors.

En aquest estudi s’ha introduit la determinaci6 de la MFI del marcador CD206 (MRC1,
Macrophage mannose receptor 1), que és un receptor de manosa o proteina lectina de tipus C
unida a carbohidrats que té per funcid recongixer carbohidrats complexos situats en
glicoproteines que son part de molts processos biologics diferents. Alguns d’aquests processos
inclouen reconeixement cel-lula-cél-lula, regeneracio de glicoproteina del sérum, 1
neutralitzacio de patogens [229]. La proteina també actua com a receptor immune de
membranes de tipus 1 que mitjanca 1’endocitosi de glicoproteines per macrofags [229]. Tot i

aixo, no es veuen diferéncies en la seva expressid en les diferents condicions experimentades.
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Figura 65. Analisi de la MFI dels diferents antigens de superficie analitzats en les poblacions de CDs tractades
amb les isoformes a7B1 i a7P0 a la concentracié de 2 pg/ml des del primer dia i durant tot el cultiu i a dia 5
afegint I’estimul maduratiu LPS. Com a control positiu s’ha utilitzat cél-lules cultivades amb vitamina D3 a una
concentracio 2.4 pM. Els resultats es mostren com la mitja dels valors de MFI relativitzats a CDm + SD de 8

experiments independents. * P < 0.05; *** P <0.001.

3. Proliferacié de limfocits T heterolegs

Després d’examinar les variacions observades en el fenotip de les CDs a causa de la
preséncia de a7f0, es va procedir a determinar si la seva capacitat per estimular la proliferacid
limfocitaria heterdloga també es trobava alterada. Per a aixo es van enfrontar al 7¢ dia limfocits
heterolegs marcats amb CFSE amb les CDs tractades amb les isoformes a7p1 1 a7B0 de la
proteina plasmatica C4BP durant tot el cultiu i afegint a dia 5 LPS com a estimul maduratiu.
Com a control es van cultivar les CDs amb vitamina D3 en les mateixes condicions. Es van
realitzar tres relacions dendritica:limfocit, 1:40, 1:80 1 1:160 i es van deixar incubant durant
120 h. Passat aquest temps, es van determinar les proliferacions de limfocits T heterolegs dels
diferents cocultius mitjangant citometria de flux. Les dades obtingudes van ser analitzats amb
el programa FlowJo 5.7.2. per obtenir mitjanes estadistiques de les generacions. Es van
realitzar 4 reépliques per cada condicio. Com a control positiu es van cultivar els limfocits T
durant 120 hores amb PMA (25 ng/ml) i ionomicina (250 ng/ml) i com a control negatiu

limfocits T sense marcar.

184



Resultats

Els resultats de cada experiment individual es van obtenir calculant el percentatge de la
mitja de les 4 répliques de cada condicio relativitzat al valor de les CDm, ja que les CDs en
estat madur tenen la capacitat d’estimular I’al-loproliferacié dels limfocits T. Finalment es va
realitzar la mitja dels percentatges dels diferents experiments realitzats.

En la Figura 66 es mostren limfocits marcats amb CFSE que han proliferat a les 120 hores del
cocultiu. Com es pot observar, aquesta propietat depenent en part de 1’expressié de molecules
de coestimulacid, s’inhibeix en tractar les CDs amb la proteina plasmatica a7f80, a les tres
relacions experimentades de cocultiu, aixi com també s’inhibeix tant I’expressio de molecules
de coestimulacid, com de molecules d’hiscompatibilitat, implicades en la presentacio
antigenica. Aquests nivells de proliferacié sén molt semblants als obtinguts en els cocultius
amb CDs immadures.

La vitamina D3 també dona lloc a una disminuci6 de la proliferacid, mentre que la maxima
resposta s’observa quan s’utilitza CDs madurades amb LPS i CDs tractades amb la proteina
plasmatica a7p1.

Per tant I’estimul a7B0 podria propietats “tolerogeniques” a les CDs.

1:40 1:80 1:160

150 1 150 1 a
AlA *
009 ,,, = b % 100 & mees 3 100 1 en- T .
A S S T
B () ° 4
A

50 1 50 1 50 1

o® .

T T y y T v v v v T 0 T T T T T
CDi CDm «7f1 «7B0 VitD3 CDi CDm o7B1 a7B0 VitD3 CDi CDm a7f1  «7f0  VitD3

Figura 66. Resultats de ’assaig de proliferacié de limfocits T autolegs en cocultius de CDs tractades amb les
isoformes a7B1 i a7B0 de la proteina plasmatica C4BP (2 ug/ml) durant tot el cultiu i afegint a dia 5 I’estimul
maduratiu LPS (2 pg/ml) amb limfocits T autolegs a tres relacions de dendritica:limfocit T diferents, 1:40, 1:80 i
1:160. Com a control s’han utilitzat CDs tractades amb vitamina D3 a una concentracié de 2.4 pM. Els resultats es
mostren com la mitja dels valors de percentatge relativitzats a CDm + SD de 8 experiments independents en el cas
de la relacié 1:40 i de 4 experiments independents en el cas de les relacions 1:80 i 1:160. * P < 0.05; *** P <

0.001.

El més logic seria esperar que la resposta descendis proporcionalment a les dilucions que es
produeixen en el nombre de CDs presents. Aix0 no €s aixi a causa de I’extraordinaria poténcia
estimuladora 1 presentadora de les CDs. S’han realitzat estimacions que afirmen que una sola
dendritica és capag¢ d’activar entre 200 i 3000 limfocits. Aixi, en baixar el nombre de CDs
presents en el cultiu, aquestes poden suplir aquesta falta incrementant la seva poténcia

estimuladora amb la qual cosa, la resposta immune es produeix amb una intensitat semblant.
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Aix0 ¢€s cert sobretot per a les relacions 1:10, 1:20 1 1:40 en les quals les disminucions en la
proliferacid son febles. Quan s’analitzen les relacions més baixes, 1:80 1 1:160, s’observen
diferencies significatives entre els controls positius (CDm i cél-lules tractades amb a7p1) 1 les

CDs tractades amb la isoforma a70.

5.2.3. EFECTE DELS MUTANTS DE LA CADENA a DE LA PROTEINA
C4BP (a780) EN LA MADURACIO | DIFERENCIACIO DE LES
CEL-LULES DENDRITIQUES

Posteriorment es va realitzar I’estudi del possible efecte de 8 mutants recombinants de
la cadena a de la proteina C4BP, tots ells cedits per la Dra. Anna Blom, als quals els mancava
els dominis CCPs de forma individual (ACCP), en la diferenciacié i maduracié de CDs
provinents de mondcits CD14" de sang periférica.

Cada CCP va ser individualment deleccionat resultant en 8 variants. Totes les variants van ser
expressades en linies cel-lulars estables 1 purificades del medi de cultiu per cromatografia
d’afinitat emprant un dels dos anticossos monoclonals: mAb 104 dirigit contra CCP1 o mAb
67 reconeixent CCP4 de la cadena o [217, 230]. En general les mutacions no afecten el
reconeixement de C4BP per anticossos monoclonals, suggerint que la conformacid total de les

variants de C4BP ¢és correcte [230].

5.2.3.1. Efecte en la diferenciacioé i maduraci6

En aquest estudi es va voler determinar quin dels 8§ dominis de la cadena o de la
proteina C4BP era el responsable de 1’efecte de a7P0 1 reca6f0 tant en la diferenciacié com en
la maduracié de les CDs. Per realitzar aquest assaig es van testar un total de 8 mutants
recombinants als quals els manca de forma individual un dels dominis CCP. Es van sembrar
monocits purificats per adheréncia al plastic de la placa de cultiu en medi RPMI + 10% de FBS
1 suplementat amb IL-4 i GM-CSF a les concentracions descrites en 1’apartat 4.6.2.4 de
Materials 1 Métodes i es van afegir els diferents mutants recombinants de forma individual
(ACCP1-8) a 1 concentracié de 2 pg/ml des del primer dia de cultiu. Un cop diferenciats a CDs,
es van afegir I’estimul de maduracié LPS a la concentracié de 5 pg/ml o la combinacié de cada
mutant de la cadena a de la proteina C4BP amb LPS a les mateixes concentracions descrites
amb anterioritat. Per confirmar si aquests mutants actuaven sobre la diferenciacid i la
maduracid de les CDs, es va determinar 1’expressio dels marcadors superficials per citometria

de flux a dia 7 del cultiu, tant de les CDs madures (tractades amb LPS), com de les CDs
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immadures no estimulades 1 de les CDs estimulades amb les diferents condicions esmentades

(Figura 67). Els resultats obtinguts es mostren en la Figura 68.
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Es van determinar els marcadors superficials HLA-DR, CD83, CD14 i CDla tant a

nivell de percentatge (A) com de MFI (B). Es va poder observar una disminucid de I’expressio
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del marcador de maduracio CD83 del voltant del 80% respecte CDm, en tractar les CDs amb
tots els mutants recombinants excepte el mutant ACCP6 que va donar uns nivells tant a nivell
de percentatge com de MFI semblants a CDm. En quant a la resta de marcadors, no es veuen
diferencies significatives en I’expressid0 de HLA-DR entre les diferents condicions, 1 dels
resultats obtinguts per CD14 1 CDla no es pot treure cap conclusi6 ja que no s’observa un

patré determinat.

En la Figura 69 veiem els histogrames d’expressio del marcador superficial CD83, de
les CDs tractades amb els diferents mutants recombinants de C4BP d’un experiment

representatiu.
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Figura 69. Expressi6 de la MFI del marcador CD83 associada a cada poblacid representada en histogrames en les
poblacions CDi i tractades amb els mutants de la cadena a de la proteina C4BP a la concentracidé de 2 pg/ml al 7¢

dia de cultiu cel-lular respecte els seus isotips controls. Figura representativa de 6 experiments independents.

Per tal de comprovar I’efecte del mutant recombinant ACCP6 sobre la diferenciacio i
maduracio de les CDs, es va utilitzat un estimul maduratiu diferent al LPS, es va utilitzar el
coctel Ribomunyl que conté també INF-y i rHusCD40L/TRAP, el qual esta descrit que €s un
fort estimulant de la maduracié de les CDs. El Ribomunyl és un extracte multibacteria que és

lligand dels receptors de tipus 7oll-like [231]. Mentre que, com esta descrit en la introduccio, la
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interacci6 de les CDs amb els limfocits T via CD40L, i per la secrecidé de IFN-y s’indueix una

forta maduracio de les CDs.

Els resultats es mostren en la Figura 70.

Es va determinar el marcador superficial CD83 tant a nivell de percentatge (A) com de
MFI (B). Es va poder observar una disminucié de 1’expressié del marcador de maduracid
CD83 en tractar les CDs amb el mutant recombinant ACCP8, mentre que ACCP6 que va donar

uns nivells semblants a mCDs tant a nivell de percentatge com de MFI.
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Figura 70. Analisi de I’expressio de 1’antigen de superficie CD83 analitzat en les poblacions de CDs analitzades.
Percentatge d’expressio (A) i MFI (B) del marcador superficial CD83 en tractar les CDs amb els mutants ACCPS8 i
ACCP6 de la cadena a de la proteina C4BP a la concentracid de 2 pg/ml des del primer dia i durant tot el cultiuia

dia 5 afegint el coctel maduratiu Ribomunyl. Els resultats es mostren com un unic experiment representatiu.

5.2.3.2. Perfil transcricional

Es va avaluar per pRT-PCR semiquantitativa a temps real 1’expressio del mRNA del
gen IDO en cel-lules tractades amb els mutants recombinants ACCP1-8 des del primer dia i
durant tot el cultiu a la concentracié de 2 pg/ml i a dia 5 afegint 1’estimul maduratiu LPS (5
pug/ml), en les cel-lules purificades per adheréncia al plastic. L’expressio del gen IDO
corresponent a la mostra tractada amb el mutant ACCP4 no es va poder determinar.

A dia 7, es van recollir les cel-lules 1 es va procedir a I’extraccié de RNA total, el qual
es va quantificar mitjangant el Nanodrop® i es va sintetitzar el cDNA a partir de 500 ng de
RNA total (descrit en I’apartat 4.7.1. de Materials i Métodes).

Posteriorment es va procedir a la quantificacio relativa del transcrit IDO huma, respecte
el gen de referéncia de la ciclofilina, mitjangcant PCR a temps real utilitzant el fluorofor SyBR
Green I i el LightCycler® tal i com es descriu en I’apartat 4.7. de Materials i metodes. Per
confirmar la precisié i reproductibilitat de la PCR a temps real, es van realitzar tres répliques

de la PCR per a cada condicid
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En la seglient grafica (Figura 71) es mostra els ratios gen diana/Ciclofilina corresponents a
I’expressio del gen IDO en les cel-lules purificades per adheréncia al plastic i tractades amb els

diferents mutants de la cadena o de C4BP i les CDs en estat immadur respecte les cel-lules

madures.
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+LPS +LPS +LPS +LPS +LPS +LPS +LPS experiment.

S’observa que a nivell de RNA hi ha una disminucié de I’expressié d’IDO en tots els mutants
recombinants a excepcio dels mutants ACCP6 1 ACCP8 que donen uns nivells elevats més alts

fins 1 tot que les mCDs.

5.2.3.3. Mesura de citoquines en el medi extracel-lular

A partir de CDs, purificades per adheréncia al plastic, diferenciades i cultivades amb els
mutants recombinants ACCP6 1 ACCP8 des del primer dia 1 durant tot el cultiu a la
concentracio de 2 ng/ml i a dia 5 afegint 1I’estimul maduratiu LPS (5 pg/ml) durant 48 hores, es
recol-lecta el sobrenedant del cultiu, en el qual es va mesurar la secrecié de IL-12p70, TNF-a i
IFN-y. Com indica la Figura 72 s’observa una disminucié de IL-12, TNF-a i IFN-y en les
cellules tractades amb el mutant ACCP8 comparat amb CDm (aquest mutant es comporta com
a7f0).

Mentre que ACCP6 es comporta semblant a CDm, ACCP8 es comporta més semblant a CDi.
Aquests resultats indiquen que les CDs que han estat inhibides en el seu procés de
diferenciacié 1 maduracié a causa del tractament amb el mutant ACCP8, romanen en aquest
estat, ja que donen nivells molt semblants als obtinguts en I’ELISA anterior on s’analitzen les

isoformes de la proteina C4BP.
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Figura 72. Secrecié de citoquines per CDs tractades amb els mutants ACCP6 i ACCP8 de la cadena a de la
proteina C4BP. La quantificacié es va realitzar per ELISA de captura utilitzant anticossos especifics per a la
captura i el revelat. Les dades son representades com el promig + SD de 2 experiments independents en el cas dels

mutants i d’un sol experiment representatiu per les mostres CDi i CDm.

5.2.3.4. Microscopia d’escombratge

Es va fer un seguiment visual de les CDs tractades amb els mutants ACCP4, ACCP6 i
ACCPS a la concentracié de 2 pg/ml durant tot el procés de cultiu i a dia 5 afegint LPS (5
pug/ml).

Es va observar que la morfologia del mutant ACCP6 era semblant a la de les CDm, ja
que es podien veure cel-lules més allargades 1 amb llargues dendrites. Mentre que amb els
mutants ACCP4 i ACCP8 es van poder observar cél-lules més rodones i amb poques
prolongacions, donant lloc a una morfologia entremig de CDi i CDm, tal i com es pot veure a

la Figura 73.

Per tant, el tractament de les CDs amb e¢ls mutants recombinants ACCP4 i ACCPS8 de la
cadena o de la proteina C4BP permeten I’obtencié d’una morfologia intermitja entre les CDi 1

les CDm, de manera que sembla que es queden en un estat semimadur.
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CDi
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Figura 73. S’observa la morfologia de les CDs en els diferents estats de maduresa i en ser tractades amb els
mutants mutants ACCP4, ACCP6 1 ACCP8 de la cadena a de la proteina C4BP. CDi, CDs immadures; CDm, CDs
madures; ACCP4, ACCP6 i ACCP8; mutants recombinants de la cadena a de la proteina C4BP.
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5.2.4. EFECTE DEL FACTOR H EN LA MADURACIO | DIFERENCIACIO
DE LES CEL-LULES DENDRITIQUES

Es va voler determinar si I’altre major regulador del Sistema del Complement en fase
fluida, el Factor H (FH), afectava les etapes de diferenciaci6 /o0 maduracio de les CDs.

Primer de tot es va realitzar I’estudi del possible efecte de la proteina plasmatica
humana FH en la diferenciaci6 i/o maduracié de CDs provinents de monocits CD14" de sang

periférica.

5.2.4.1. Efecte en la diferenciacio

En aquest estudi es va voler determinar si la proteina FH podia actuar en la
diferenciacid dels monocits a CDs immadures. Es van sembrar monocits purificats per
adheréncia al plastic de la placa de cultiu en medi RPMI + 10% de FBS i suplemetat amb IL-4
1 GM-CSF a les concentracions descrites en ’apartat 4.6.3.1 de Materials i Métodes 1 es va
afegir la proteina FH a les concentracions 2 pg/ml, 5 pg/ml i 10 pg/ml des del primer dia de
cultiu.
Per confirmar si el FH actuava sobre la diferenciacid de les CDs, es va determinar I’expressid
dels marcadors superficials per citometria de flux de les CDs immadures 1 de les CDs
estimulades amb les diferents condicions esmentades a dia 5 del cultiu (Figura 74).

Diferenciacid
) 1

DIA O DIA5

&

Mondcits CcDi
FH

v

IL-4 + GM-CSF

Figura 74. Procés dut a terme per obtenir iCDs.

Els resultats obtinguts es mostren en la Figura 75.

Es van determinar els marcadors superficials HLA-DR, CD40, CD80, CD83, CD8&6,
CD14 i CDla tant a nivell de percentatge (A) com de MFI (B).
A nivell de percentatge es va trobar una lleugera disminucio del percentatge de HLA-DR 1 de
CD40 en tractar les CDs amb el FH a les tres concentracions experimentades respecte al
control dels monocits sembrats sense estimular amb la proteina FH. S’observa una disminucid

elevada 1 dosi depenent en el marcador CD86. A més a més, es dona una expressié nul-la de
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CDla en tractar les cel-lules amb FH. La resta de marcadors no mostren diferéncies
significatives ni a nivell de percentatge.

A nivell de fluorescencia, tot i que hi ha una expressio elevada de HLA-DR i CD40, no es
veuen diferéncies significatives. Tampoc es veuen en els marcador CD80 1 CD14, tot 1 que la
seva expressid és molt disminuida. En els marcadors CD83 1 CD14 no s’observa expressio en
cap condicid experimentada. Finalment veiem una disminucié important en els marcadors

CD86 1 CDl1a, en comparacié amb I’expressio en les CDi.

Percentatge d'expressio dels marcadors superficials
150- Figura 75. Analisi de I’expressio
dels diferents antigens de

100
* superficie en les poblacions de

R
50- ¥ CDs analitzades. Percentatge
d’expressié (A) dels marcadors

superficials i  MFI (B) dels

HLA-DR CD40 CD83 CD14 CD80 CD86 CD1a
marcadors superficials en tractar

@ cbi O FH2pg/ml B FHS5 pg/mIE FH10 pg/ml les CDs amb el FH a les

concentracions de 2, 51 10 pg/ml.

Median Fluorescence Intensity Els resultats es mostren com la

1500
mitja dels valors del % i la MFI +
1000+ .
lII l SD de 4 experiments
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™ * P <0.05; *** P <0.001.
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100 .
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I cDi [ FH2mg/mIE FH5 mg/ml 3 FH 10 mg/ml

En la Figura 76 veiem els histogrames d’expressio dels marcadors superficials CD86 i

CDla, de les CDs tractades amb el FH d’un experiment representatiu.
També es va analitzar amb lIodur de propidi per citometria de flux la viabilitat cel-lular

de les CDs durant el procés de diferenciacié de monocit a CD en tractar les CDs amb les

diferents concentracions de FH. Els resultats es mostren en la Figura 77.
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Figura 76. Expressié CD86 i CD1a representada en histogrames en les poblacions CDi i tractades amb FH a les
concentracions de 2, 51 10 pug/ml al 5¢ dia de cultiu cel-lular respecte els seus isotips controls. Es van marcar les
CDs per determinar I’expressié d’aquestes molécules per citometria de flux. La MFI associada a cada poblacio va

ser obtinguda per a cada una de les molécules de superficie. Figura representativa de 2 experiments independents.

S’observa que el tractament de les cel-lules amb FH afecta a la viabilitat cel-lular de forma dosi

depenent ja que el percentatge de cel-lules vives disminueix en augmentar la dosi de FH.

Viabilitat
150+ . L ..
Figura 77. Viabilitat de les CDi i les CDs
tractades amb el FH. Els resultats es mostren
1004 .-
00 - * * com la mitja dels valors de % + SD de 2
(J
& experiments independents.
501 * P <0.05.
0- T
Y o o
< < &

5.2.4.2. Efecte en la maduracio

En aquest estudi es va voler determinar si el FH podia actuar en la maduracié de les
CDs. Es van sembrar monocits purificats per adheréncia al plastic de la placa de cultiu en medi
RPMI + 10% de FBS i suplemetat amb IL-4 i GM-CSF a les concentracions descrites en
I’apartat 4.6.3.2 de Material i Me¢todes 1 es va afegir la proteina plasmatica Factor H a les
concentracions 2 pg/ml, 5 pg/ml i 10 pg/ml sola o combinada amb LPS (5 pg/ml) al 5¢ dia de

cultiu.
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Per confirmar la combinaci6 FH + LPS actuava sobre la maduracido de les CDs, es va
determinar 1’expressio dels marcadors superficials per citometria de flux a dia 7 del cultiu de
les CDs madures (tractades amb LPS), de les CDs immadures no estimulades i de les CDs
estimulades amb les diferents condicions esmentades (Figura 78).

Diferenciacié Maduracio
I 1 I 1

DIAO DIAS DIA7

Y B
——
LPS + FH

Mondcits CDi FH CDm

>
>

IL-4 + GM-CSF

Figura 78. Procés dut a terme per obtenir CDm.

Els resultats obtinguts es mostren en la Figura 79.

En el cas del tractament amb el FH es van determinar els marcadors superficials HLA-
DR, CD40, CD80, CD83, CD86, CD14 i CDla tant a nivell de percentatge (A) com de MFI
(B). En I’assaig realitzat combinant FH amb LPS, a nivell de percentatge s’observa una
tendeéncia a disminuir 1’expressio dels marcadors HLA-DR, CD83 i CDla en tractar les
cel-lules amb la combinacio6 FH + LPS, comparades amb CDm, i sembla que sigui dosi
depenent. En la resta de marcadors no es veuen diferéncies significatives comparades amb
CDm. A nivell de fluoresceéncia els nivells de MFI dels marcadors determinats en les diferents
condicions experimentades son molt semblants a CDm. S’observa una tendencia a disminuir
I’expressio de CD83 i CDla dosi depenent en tractar les cél-lules amb la combinacio FH +
LPS. Per tant, sembla que el FH combinat amb LPS a dia 5 que no té massa efecte en la
maduraci6 de les CDs.

En Dl’assaig realitzat sense combinar FH 1 LPS, a nivell de percentatge s’observa una
tendeéncia a augmentar I’expressio dels marcadors CD83 1 CD80 en tractar les cél-lules amb el
FH, comparades amb CDm. En la resta de marcadors no es veuen diferéncies significatives
comparades amb CDm. A nivell de fluorescéncia els nivells de MFI de CD80 augmenten en
tractar les CDs amb FH, mentre que disminueix la MFI de CD1a, comparat amb CDm. En la
resta de marcadors no es veuen diferéncies significatives comparades amb CDm. Per tant,
sembla que el FH sol afegit a dia 5 podria estimular la maduraci6 de les CDs. Aquests son els

resultats de dos experiments preliminars, cal augmentar el nombre de répliques.

196



A F d'exp i6 dels marcadors superficials
100 ~

60 -

40 A

| ll
o0 X minll

HLA-DR CD40 CD83 CD14 CD8o CD86 CD1a

%

@ FH 2 mg/ml + LPS
3 FH 5 mg/ml + LPS

@8 cbi 0O com
@@ FH 10 mg/ml + LPS

B Median Fluorescence Intensity

2250 -
1500 1
750
400 1
= 200
100 1
75

50

25 -

HLA-DR CD40 CD83 CD14 CD80 CD86 CD1a

@ cpi O com @ FH2pg/iml + LPS
@ FH5pg/mi+LPs BB FH 10pgiml + LPS

C Percentatge d'expressié dels marcadors superficials
150~

1004

%

50+

*

HLA-DR CD40 CD83 CD14 CD80 CD8é CD1a

I cpi O cbm B FH2pg/ml B FH5pg/mi B FH10pg/ml

D Median Fluorescence Intensity

22501
iz i
7501 3 I lIII 1

MFI

200
100 | |

1 1 111
HLADR CD40 CD83 CD14 CD80 CD86  CD1a

@@ cpi O com [ FH2pgml @ FHSpg/ml  E@ FH10pg/ml

Resultats

Figura 79. Analisi de I’expressio dels
diferents antigens de superficie en les
poblacions de CDs analitzades.
Percentatge d’expressio  (A) dels
marcadors superficials 1 MFI (B) dels
marcadors superficials en tractar en
tractar les CDs a dia 5 amb FH a les
concentracions de 2, 5 1 10 ug/ml i
combinat amb LPS. Percentatge
d’expressidé (C) dels marcadors
superficials i MFI (D) dels marcadors
superficials en tractar en tractar les
CDs a dia 5 amb FH a les
concentracions de 2, 5 i 10 pg/ml. Els
resultats dels assajos de maduracidé que
combinen FH + LPS es mostren com
la mitja dels valors de % i MFI + SD
de 4 experiments independents, mentre
que els resultats dels assajos de
maduraci6 amb FH sol es mostren
com la mitja dels valors de % i MFI +
SD de 2 experiments independents.

* P <0.05.
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També es va analitzar amb lodur de propidi per citometria de flux la viabilitat cel-lular de les
CDs durant el procés de maduracio de les CDs en tractar les cel-lules amb FH sol o combinat
amb LPS. Els resultats es mostren en la Figura 80.

S’observa que el tractament de les cel-lules amb la combinaci6 FH + LPS disminueix

lleugerament el percentatge de cel-lules vives 1 sembla que aquest efecte sigui dosi depenent.

A Viabilitat B
100 100-
80+ T 80-
60+ 60-
= )
40- 40-
20+ 20-
0- 0-
Viabilitat Viabilitat
@ cpi _
O cbm @ CDi
B FH2 pug/ml +LPS E CDm
3 FH5 ug/ml +LPS = ::: gtg;m:
FH 1 1+LP
= Ongim S @ FH10pg/ml

Figura 80. Viabilitat de les CDi i les CDs tractades amb FH combinat amb LPS (A) o sol (B) a dia 5. Els resultats
es mostren com la mitja dels valors de % + SD de 4 experiments independents en el cas dels assajos on es

combina el FH amb LPS i de 2 experiments independents en el cas dels assajos amb FH sol.

5.2.4.3. Efecte en la diferenciacioé i maduraci6

En aquest estudi es va voler determinar si el Factor H podia actuar tant en la
diferenciacié com en la maduracié de les CDs. Es van sembrar monocits purificats per
adhereéncia al plastic de la placa de cultiu en medi RPMI + 10% de FBS i suplemetat amb IL-4
1 GM-CSF a les concentracions descrites en 1’apartat 4.6.3.3. de Materials 1 Métodes 1 es va
afegir la proteina plasmatica Factor H a les concentracions 2 pg/ml, 5 ug/mli 10 ug/ml des del
primer dia de cultiu. Un cop diferenciats a CDs, es van afegir I’estimul de maduracio LPS a la
concentracio de 5 pg/ml o la combinacié de Factor H amb LPS a les mateixes concentracions
descrites amb anterioritat.

Per confirmar si actuava sobre la diferenciacié 1 la maduracié de les CDs, es va determinar
I’expressio dels marcadors superficials per citometria de flux tant de les CDs madures
(tractades amb LPS), com de les CDs immadures no estimulades i de les CDs estimulades amb

les diferents condicions esmentades a dia 7 del cultiu (Figura 81).
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Figura 81. Procés dut a terme per obtenir CDs.

Els resultats obtinguts es mostren en la Figura 82.

En el cas del tractament amb FH es van determinar els marcadors superficials HLA-
DR, CD40, CD80, CD83, CD86, CD14 i CDla tant a nivell de percentatge (A) com de MFI
(B). Tant a nivell de percentatge com de MFI es va poder observar una disminucié de
I’expressio dels marcadors CD83, CD86, CD80 i CD1a de forma dosi depenent en les cel-lules

tractades amb el FH a les tres concentracions experimentades.
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A
100 . s .
80 Figura 82. Analisi de 1’expressi6 dels
290 diferents antigens de superficie en les
40 . .
» . poblacions de CDs analitzades. Percentatge
0 Al Fet d’expressio (A) i MFI (B) dels marcadors
HLADR CD40 CD83 CD14 CD86 CD80  CDia
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També es va analitzar amb lodur de propidi per citometria de flux la viabilitat cel-lular
de les CDs durant el procés de diferenciacio i maduracid de les CDs en tractar les c¢l-lules amb
Factor H 1 a dia 5 combinant el tractament amb I’estimul de maduraciéo LPS. Els resultats es

mostren en la Figura 83.
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S’observa que amb el tractament de les cel-lules amb Factor H obtenim viabilitats del voltant

del 70 % en tots els casos.

Viabilitat
Figura 83. Viabilitat de les CDi i les CDs
1 B
00 T tractades amb el Factor H. Els resultats es
2 — mostren com la mitja dels valors de % + SD de
501 4 experiments independents.
** P <0.01.
0- T
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I CDi
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@ FH2 pg/ml +LPS
(3 FH5pg/m +LPS

En la Figura 84 veiem els histogrames d’expressié dels marcadors superficials CD83,

CD86, CD80 i CDla, de les CDs tractades amb el FH d’un experiment representatiu.
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Figura 84. Expressi6 de CD83, CD86, CD80 i CDla, representada en histogrames en les poblacions CDi i
tractades amb FH a les concentracions de 2, 5 i 10 pg/ml al 7¢ dia de cultiu cel-lular respecte els seus isotips
controls. Les CDs van ser marcades per determinar I’expressié d’aquestes molécules per citometria de flux. La
MFI associada a cada poblacié va ser obtinguda per a cada una de les molécules de superficie. Figura

representativa de 5 experiments independents.
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5.2.4.4. Perfil transcricional

Es va avaluar per pRT-PCR semiquantitativa a temps real I’expressio dels mRNA dels
gens CCR7, IDO, BIC-1 i SOD-2 en CDs purificades per adheréncia al plastic i tractades amb
la proteina plasmatica Factor H des del primer dia i durant tot el cultiu a la concentracié de 10
pg/ml i a dia 5 afegint I’estimul maduratiu LPS.

A dia 7, es van recollir les cel-lules 1 es va procedir a I’extraccid de RNA total, el qual
es va quantificar mitjangcant el Nanodrop® 1 es va sintetitzar el cDNA a partir de 500 ng de
RNA total (descrit en I’apartat 4.7.1. de Materials 1 Métodes).

Posteriorment es va procedir a la quantificaci6 relativa dels transcrits de CCR7, IDO,
BIC-1 1 SOD-2 humans mitjancant PCR a temps real utilitzant el fluorofor SyBR Green 1 1 el
LightCycler®.

Totes les repliques van amplificar un producte unic. Les eficiéncies de la PCR tant pels
gens estudiats com per la ciclofilina sén Eppo=1,62, Egic=1,72, Eccr7=1,65, Esop2=1,89 1
Eciclofiina=1,96 1 havien estat calculades en estudis anteriors a partir de dil-lucions seriades de
I’amplificacié d’aquests gens segons I’equacié E=10 "/Perdent,

Les dades obtingudes es van normalitzar respecte I’expressié de la ciclofilina (gen de
referéncia), calculant el ratio d’expressido del gen estudiat/Ciclofilina. En aquesta analisi
semiquantitativa, I’expressio del gen diana de cada mostra tractada s’expressa com a un valor
relatiu a la mostra control de CDs madures.

En la segiient grafica es mostra els ratios gens diana/Ciclofilina corresponents a
I’expressio dels gens CCR7, IDO, BIC-1 1 SOD-2 en les cél-lules purificades per adheréncia al
plastic i tractades amb el Factor H i les CDs en estat immadur respecte les cel-lules madures.

CCR7 IDO . . s
Figura 85. Quantificacio de

‘é 1’3 §: 1; I’expressio dels gens CCR7,
) .
z 08 g 0.8 BIC-1, IDO i SOD-2 en CDs
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‘g 0.4 |—L| 004 purificades per adheréncia al
= 0,2 T 0,2
200 , , 0,0 plastic, per RT-PCR a temps
CDi cD FH cD cD FH .
' m ' " real amb el LightCycler®.
BIC-1 S0D-2 Els resultats son relatius a les
< 1,2 < 1.2 CDm. Els resultats es
310 310 N
S 08 § 08 mostren com la mitja + SD de
© 0,6 8 06 . .
@ 04 3 04 4 experiments independents.
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Comparant amb les CDm s’observa una disminucio de I’expressid dels gens estudiats
en les cellules tractades amb el FH des del comengament del cultiu i afegint I’estimul

maduratiu LPS a dia 5, comportament semblant al que es pot veure en les CDi.

5.2.4.5. Microscopia d’escombratge

Es va fer un seguiment visual de les CDs tractades amb el Factor H a la concentracié de
10 pg/ml durant tot el procés de cultiu i a dia 5 afegint LPS, i es va observar que la morfologia
de les CDs tractades amb el Factor H era com la de les CDi, cel-lules més rodones i amb
poques prolongacions dendritiques, tal i com es pot veure a la Figura 86. Mentre que les CDm

mostraven una morfologia de cel-lules més allargades 1 amb llargues dendrites.

CDi

CDm

Figura 86. S’observa la morfologia de les CDs en els diferents estats de maduresa i en ser tractades amb FH. CDi,

CDs immadures; CDm, CDs madures; FH, Factor H.
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Amb el tractament amb Factor H s’obté una morfologia molt semblant a les CDi, de

manera que sembla que en tractar les c¢l-lules amb el Factor H es queden en un estat immadur.

5.2.4.6. Assajos funcionals

a) Avaluacid de la capacitat endocitica de les CDs

Per determinar la capacitat d’internalitzacio d’antigen de les CDs tractades amb els
diferents estimuls, es va mesurar el comportament d’aquestes cel-lules per citometria de flux
DQ-OVA conjugat al marcador fluorescent BODIPY FL. Les CDs van ser incubades amb DQ-
OVA durant 15 min a 37°C per posteriorment determinar la seva MFI associada. Per
determinar la MFI associada. Per mesurar 1’endocitosi no especifica de 1’antigen per les CDs,
aquestes van ser incubades 15 min a 4°C amb DQ-OVA.
Es va avaluar la capacitat endocitica de les CDs tractades amb el Factor H (a les
concentracions de 2, 51 10 pg/ml ) des del primer dia de cultiu a dia 5 per citometria de flux
per determinar el seu efecte en la diferenciacié de monocits a CD immadures. S observa una
elevada capacitat d’endocitar DQ-OVA per part de les CDi. Les c¢l-lules tractades amb el
Factor H mostren una disminuci6 forta de 1’endocitosi en totes les concentracions estudiades

(Figura 87).

DQ-OVA
1000- . . -
Figura 87. Capacitat endocitica de les CDs tractades
8001 amb el Factor H a dia 5 de cultiu comparades amb
T 6001 les CDi que mostren nivells alts d’endocitosi.
=
400+ S’observa una disminucidé de la capacitat
200- d’endocitar i de processar DQ-OVA en CDs
0- l_-!-_l === === tractades amb el factor H. Els resultats es mostren
00\ Q\‘& Q,\‘& Q\(& com la mitja + SD de 2 experiments independents.
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També es va determinar aquesta capacitat d’endocitosi de DQ-OVA a dia 7, en CDs
tractades amb el Factor H a les tres concentracions analitzades des dels 5¢ dia de cultiu sol o
combinat amb LPS, per avaluar els seus efectes en la maduracié d’aquestes cél-lules. Com
s’observa en la Figura 88 les CDi eren capaces d’endocitar i processar DQ-OVA a alts nivells.
Mentre que les CDm, tractades amb LPS durant 48 hores, tenen una menor capacitat
d’endocitosi comparada amb les CDi sense tractar. Les CDs tractades amb el factor H sol o
combinat amb LPS a les concentracions analitzades, van mostrar una baixa capacitat

d’endocitar I’antigen comparable a les CDs tractades amb LPS.
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Figura 88. Capacitat endocitica de les CDs, a dia 7 de cultiu, tractades amb Factor H sol (A) o combinat amb LPS
(B) a dia 5 i comparades amb les CDm i les CDi S’observa una disminuci6é de la capacitat d’endocitar i de
processar DQ-OVA en CDs tractades amb Factor H sol o combinat amb LPS durant 48 hores, comparades amb
les CDi que mostren nivells alts d’endocitosi. Les CDm donen nivells baixos d’endocitosi. Els resultats es mostren

com la mitja + SD de 4 experiments independents. ** P <0.01.

Finalment es va determinar aquesta capacitat d’endocitosi de DQ-OVA a dia 7, en CDs
tractades amb el Factor H a les tres concentracions analitzades des del primer moment de cultiu
1 estimulant la maduracido durant 48 hores amb LPS, per avaluar els seus efectes en la
diferenciacid 1 maduracié d’aquestes cel-lules. Com s’observa en la Figura 89 les CDi eren
capaces d’endocitar 1 processar DQ-OVA a alts nivells. Mentre que les CDm, tractades amb
LPS durant 48 hores, tenen una menor capacitat d’endocitosi comparada amb les CDi sense
tractar. Les CDs tractades amb Factor H a les concentracions descrites des del primer moment
de cultiu i combinades amb LPS, van mostrar una baixa capacitat d’endocitar ’antigen
comparable a les CDs tractades amb LPS indicant un comportament funcional de CDs en estat

semimadur de desenvolupament.
Figura 89. Capacitat endocitica de les CDs a dia 7

15007 de cultiu tractades amb el Factor H comparades

amb les CDm i les CDi. S’observa una

R 10001 disminuci6 de la capacitat d’endocitar i de

& processar DQ-OVA en CDs tractades amb Factor
5004

H durant tot el cultiu i a dia 5 estimulant les

cél-lules amb LPS durant 48 hores, comparades
amb les CDi que mostren nivells alts
d’endocitosi. Les CDm donen nivells baixos

d’endocitosi. Els resultats es mostren com la mitja

+ SD de 4 experiments independents. * P < 0.05.
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b) Assaig de quimiotaxi
Posteriorment es va determinar I’expressié de la molécula de superficie CCR7. Per
qRT-PCR es van comprovar els nivells de RNA del gen CCR7 (descrit a ’apartat 5.2.5.4 de
Resultats). Es van recollir les CDs a dia 7 després de ser tractades amb el Factor H des del
primer dia de cultiu a la concentracido de 10 pg/ml 1 a dia 5 afegint LPS com a estimul de
maduracid. S’observa disminucié de I’expressié de CCR7 en tractar les CDs amb el Factor H.
Es va comprovar també I’expressio de CCR7 a nivell superficial per citometria de flux.

Els resultats de 1’expressié es mostren en la Figura 90 tant a nivell de percentatge com de

fluorescencia.
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Figura 90. Analisi de I’expressio de 1’antigen de superficie CCR7 en les poblacions de CDs analitzades. MFI (A) i
histograma (B) de CCR7 en tractar les CDs amb FH des del primer dia i durant tot el cultiu i a dia 5 afegint
I’estimul maduratiu LPS. Els resultats es mostren com la mitja dels valors de % i MFI + SD de 3 experiments

independents.

Es va realitzar un assaig de quimiotaxi per comprovar la capacitat migratoria de les
CDs que havien estat tractades amb el Factor H tal i com es descriu a 1’apartat 4.6.6 de
Materials 1 Métodes. A les dues hores d’incubacié a 37°C en les plaques de traswells, es van
recollir les cel-lules 1 es va determinar el nombre total de cel-lules que han migrat fixant un
temps concret per citometria de flux.

Els resultats de la migracid es mostren en la Figura 91 com el percentatge del nombre
mig de cel-lules migrades respecte el total i relativitzats a les CDm. Es van realitzar un total de
2 experiments independents i cada experiment va comptar amb 3 reépliques de cada condicid
estudiada. Es pot observar que les CDs tractades durant tot el cultiu amb Factor H i a dia 5

estimulades amb LPS tenen capacitat migratoria nul-la comparada amb les CDm.
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Percentatge de migracio

140% - Figura 91. Resultats de ’assaig de migracio de
120% les CDm i les CDs tractades amb Factor H
100% 1 durant tot el cultiu i a dia 5 combinant-les amb
:z:j: : I’estimul maduratiu LPS. Els resultats mostren
40% - les cel-lules que han migrat en afegir la
20% - quimioquina CCL21 en la part inferior del

0% EEEE— transwell. Els resultats es mostren com la

CDm FH 10 pg/ml .. . .
mitja + SD de 2 experiments independents.
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¢) Assaig de proliferaci6 de Limfocits T

Per realitzar aquest assaig primer de tot es va determinar 1’apoptosi cel-lular de les CDs
que havien estat cultivades en preseéncia del Factor H 1 estimulades a dia 5 amb LPS. Com a
control es van incubar les CDs amb vitamina D3 durant tot el cultiu afegint com a estimul
maduratiu LPS.

Les cel-lules van ser marcades amb Annexin-V i 7-ADD i es va determinar la viabilitat
cel-lular per citometria de flux tal i com es descriu en I’apartat 4.6.7.1. de Materials 1 Métodes.
Els resultats obtinguts es mostren en la Figura 92 on es mostren les cel-lules vives i les que han

patit apoptosi primerenca, tardana i necrosi cel-lular.

100- LT Figura 92. Resultats de
751 . . .
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109 valors de percentatge + SD de
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Com es pot observar la majoria de cellules sén viables en totes les condicions
experimentades, trobant un percentatge reduit de cel-lules necrotiques o bé en apoptosi
primerenca o tardana. La vitamina D3 déna lloc a un percentatge més elevat de cel-lules que
han patit apoptosi i a una disminuci6 de les c¢l-lules viables en comparacio amb la resta de

condicions.
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2. Fenotip

En segon lloc es va determinar el fenotip que caracteritzava aquestes c¢l-lules en ser
tractades amb el Factor H i estimulades a dia 5 amb LPS. Com a control es van incubar les
CDs amb vitamina D3 durant tot el cultiu afegint com a estimul maduratiu LPS.

Els resultats de la MFI es mostren com el percentatge de cel-lules positives per un
marcador determinat relativitzat al valor de les CDm, tal i com es pot veure en la Figura 93.
Es pot observar que en tractar les cel-lules amb el Factor H s’obté disminuci6 dels marcadors
HLA-DR, CD40, CD83, CD86 i CDla, i lleugerament de CCR7 1 CD206, respecte les CDm.
Mentre que la vitamina D3 ddéna una disminucio superior d’aquests marcadors. En quant a la

resta de marcadors no es veuen diferéncies significatives entre ells.
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Figura 93. Analisi de la MFI dels diferents antigens de superficie analitzats en les poblacions de CDs tractades
amb el Factor H a la concentracié de 5 pg/ml des del primer dia i durant tot el cultiu i a dia 5 afegint I’estimul
maduratiu LPS. Com a control positiu s’ha utilitzat cél-lules cultivades amb vitamina D3 a una concentracié 2.4
uM. Els resultats es mostren com la mitja dels valors de MFI relativitzats a CDm + SD de 8 experiments

independents. * P < 0.05; ** P <0.01; *** P <0.001.

3. Proliferaci6 de limfocits T heterolegs
Després d’examinar les variacions observades en el fenotip de les CDs a causa de la
presencia del Factor H, es va procedir a determinar si la seva capacitat per estimular la

proliferacié limfocitaria heterdloga també es trobava alterada. Per a aixo es van enfrontar al 7¢
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dia limfocits heterolegs marcats amb CFSE amb les CDs tractades amb el Factor H durant tot
el cultiu i afegint a dia 5 LPS com a estimul maduratiu. Com a control es van cultivar les CDs
amb vitamina D3 en les mateixes condicions. Es van realitzar tres relacions dendritica:limfocit,
1:40, 1:80 1 1:160 1 es van deixar incubant durant 120 hpres. Passat aquest temps, es van
determinar les proliferacions de limfocits T heterolegs dels diferents cocultius mitjangant
citometria de flux. Les dades obtingudes van ser analitzats amb el programa FlowJo 5.7.2. per
obtenir mitjanes estadistiques de les generacions. Es van realitzar 4 répliques per cada
condicid. Com a control positiu es van cultivar els limfocits T durant 120 hors amb PMA (25
ng/ml) 1 ionomicina (250 ng/ml) 1 com a control negatiu limfocits T sense marcar.

Els resultats de cada experiment individual es van obtenir calculant el percentatge de la

mitja de les 4 repliques de cada condicid relativitzat al valor de les CDm. Finalment es va
realitzar la mitja dels percentatges dels diferents experiments realitzats.
En la Figura 94 es mostren limfocits marcats amb CFSE que han proliferat a les 120 hores del
cocultiu. Com es pot observar en tractar les CDs amb el Factor H, a les tres relacions
experimentades de cocultiu, es produeix una disminucié de la proliferacid aixi com també
s’inhibeix tant Dexpressi6 de molecules de coestimulacio, com de molecules
d’hiscompatibilitat, implicades en la presentacio antigeénica. Aquests nivells de proliferacié soén
molt semblants als obtinguts en els cocultius amb CD immadures.

La vitamina D3 també dona lloc a una disminucié de la proliferacid, mentre que la
maxima resposta s’observa quan s’utilitza CDs madurades amb LPS.

Per tant el factor H podria estar implicat en la semi-maduraci6 de les CDs.
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Figura 94. Resultats de 1’assaig de proliferacié de limfocits T heterolegs en cocultius de CDs tractades amb el
Factor H (5 pg/ml) durant tot el cultiu i afegint a dia 5 I’estimul maduratiu LPS (2 pg/ml) amb limfocits T
autolegs a tres relacions de dendritica:limfocit T diferents, 1:40, 1:80 i 1:160. Com a control s’han utilitzat CDs
tractades amb vitamina D3 a una concentracié de 2.4 pM. Els resultats es mostren com la mitja dels valors de
percentatge relativitzats a CDm + SD de 8 experiments independents independents en el cas de la relacio 1:40 i de

4 experiments independents en el cas de les relacions 1:80 i 1:160. * P < 0.05; *** P < 0.001.
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L’alteraci6 anomala de la resposta inflamatoria €s la causa de moltes patologies com
I’aterosclerosi, les malalties autoimmunes, la fibrosi pulmonar, I’asma o el rebuig en el
trasplantament d’organs. Tant les cél-lules endotelials com les cél-lules dendritiques son claus
en aquest procés. Les cel-lules endotelials estan en contacte directe amb el sistema immune 1
son un component essencial de la vasculatura. Mentre que les cel-lules dendritiques son un
tipus de cel-lules especialitzades caracteristiques del sistema immunitari de mamifers. Encara
que formen part de la immunitat innata, sent capaces de fagocitar patogens, la seva funcid
principal és processar material antigénic, retornar-lo a la seva superficie 1 presentar-lo a les

cel-lules especialitzades del sistema immunitari adaptatiu.

6.1. CEL-LULES ENDOTELIALS HUVEC

Les cel-lules endotelials formen una monocapa unida a la membrana basal subjacent
constituint I’endoteli vascular, el qual ajuda al manteniment 1 a 1’estabilitat de la paret vascular.
A més, son fonamentals en el reclutament leucocitari durant el procés inflamatori i controlen la
immunitat innata, la immunitat adaptativa i els processos de coagulacid 1 angiogenesi.

El receptor CD40 esta implicat en ’amplificacié d’aquesta resposta inflamatoria en
cel-lules endotelials. Estudis previs en el nostre grup van aprofundir en el coneixement a nivell
molecular del procés d’activacié endotelial 1 les rutes de senyalitzacio activades exclusivament
via CD40 implicades en el procés inflamatori.

L’objectiu principal d’aquest estudi va ser caracteritzar a nivell molecular la contribucid
del sistema CD40-CD40L en I’activacio de 1’endoteli. Els resultats mostrats fins ara s’han
obtingut activant les c¢l-lules endotelials amb el CD40L ancorat a la membrana de les c¢l-lules
Jurkat D1.1 (mCD40L), un clon de limfocits T que sobreexpressa el lligand fisiologic del
receptor CD40, i amb el CD40L soluble (sCD40L). Es creu que la principal font de sCD40L
plasmatic prové de plaquetes activades i també seria capag¢ d’unir-se a CD40 de la superficie de
la cel'lula endotelial 1 desencadenar respostes biologiques. S’ha establert que el sCD40L,
present en el sistema circulatori pot representar un biomarcador de processos inflamatoris com
I’infart de miocardi i sindromes coronaris aguts, tot i aixi, es desconeix la seva funcid
biologica.

Per tal de determinar la funcid biologica de sCD40L i si aquesta difereix de la que
presenta la isoforma mCDA40L, es van comparar els perfils globals d’expressid genica
resultants de la interaccio6 de sCD40L i mCD40L amb el receptor CD40 en cel-lules

endotelials.
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6.1.1. Inhibicio de I'expressio de CD40 mitjancant un siRNA-antiCD40 en
cel-lules endotelials HUVEC

Amb la finalitat d’assolir la inhibicié de ’expressio génica de CD40 es va utilitzar la
tecnologia del silenciament de I’expressid genica utilitzant siRNAs. S’ha descrit que aquesta
tecnologia és molt més efectiva que altres estratégies com 1’us d’anticossos bloquejants o
oligonucleotids antisentit. L’eficacia del bloqueig és més potent i el silenciament del gen diana
és més especific [232]. El nivell d’inhibicidé mig causat per un siRNA ¢€s de 1’ordre de 100 a
1000 vegades superior que la d’un oligonucleotid fosfotioat Optim dirigit contra el mateix gen
diana [233]. A més, s’han descrit que els siRNAs sén més resistents a la degradacid per
nucleases intracel-lulars 1 extracel-lulars que els oligonucleotids antisentit [234].

En aquest treball s’ha utilitzat un siRNA potent i especific capac¢ de reduir 1’expressio
del receptor de CD40 huma en un 80%-90% en cel-lules endotelials HUVEC, que havia estat
desenvolupat en el nostre grup [202]. Es va demostrar que aquest siRNA bloqueja ’activacio
endotelial via CD40L, impedint la induccié de I’expressié de les molécules d’adhesié (ICAM-
1, VCAM-1 1 E-selectina) [202].

Posteriorment es va realitzar un estudi amb aquestes mateixes cel-lules tractades amb el
siRNA anti-CD40 i estimulades amb mCD40L durant 3 temps d’estimulacio diferents, 4, 10 i
16h [197]. Es va determinar per analisi d’ontologia génica i es va confirmar per qRT-PCR la
induccid de gens involucrats en resposta immune 1 processos inflamatoris, com molecules
d’adhesid cel-lular (E-selectina, ICAM-1, VCAM-1), gens antiapoptotics (BIRC-3), citoquines
1 quimioquines proinflamatories (CCL2, CXCL1, IL-8), factors de transcripcio (NF«kB, RelB),
gens implicats en la presentacié d’antigen (TAP1). Aquest patr6 d’expressio genica confirma el
paper clau de la senyalitzaci6 via CD40 i de les cel-lules endotelials en I’inici i el
desenvolupament dels processos immunoinflamatoris.

Per tant, en aquest treball s’ha caracteritzat la inhibici6 de I’expressio de CD40
mitjancant RNAI i s’han estudiat els efectes funcionals del bloqueig del senyal coestimulador

CD40-sCD40L en cel-lules endotelials in vitro.

6.1.2. Analisi del perfil d’expressio genica en cel-lules endotelials
activades via sCD40L utilitzant microarrays

Es va realitzar una analisi del perfil global d’expressié geénica, en cel-lules endotelials
humanes activades via CD40 mitjangant la unié amb el seu lligand soluble, sCD40L, en les

quals s’inactiva especificament las senyalitzacio via CD40 per RNAi. Posteriorment es va
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voler comparar aquest perfil d’expressié genica amb 1’obtingut en un analisi paral-lel activant
la via mCD40-CD40L.

Dels resultats d’aquest treball i de 1’anterior realitzat en el nostre grup [197], es desprén
que aquest siRNA anti-CD40 podria considerar-se com una alternativa a 1’s d’anticossos
bloquejants per interferir de manera especifica amb aquesta via de senyalitzacidé en processos
immunoinflamatoris.

Pel que fa al nombre total de gens regulats transcripcionalment, resultats a 4 hores
d’estimulaci6 indiquen que ’activacid de les cel-lules endotelials per sCD40L és menor que la
induida per mCD40L. No obstant, aquest patré global d’expressio confirma el paper clau de la
senyalitzacid per CD40 en I’activacié de les cél-lules endotelials en I’inici i progressié dels
processos inflamatoris.

Entre els principals gens induits per CD40 en c¢l-lules endotelials conjuntament
regulats per les dues isoformes de CD40L (sCD40L 1 mCD40L) trobem molecules d’adhesid
(E-selectina, VCAM-1 i ICAM-1), gens implicats en apoptosi (BIRC3 i CASP-1), citoquines i
quimioquines (CXCL2, CXCL3, CCL2, IL-8 (CXCLS)). Gran part d’aquests gens estan
involucrats en I’activacié de diferents processos implicats en la resposta immunoinflamatoria ja
que controlen 1’ativacid 1 atraccio dels leucocits 1 la seva migracio a través de I’endoteli cap al
lloc d’inflamacié.

A més de I’expressié de gens proinflamatoris que s’indueixen en resposta a 1’estimul,
existeix un nombre considerable de gens amb funci6 inhibidora que també veuen incrementada
la seva expressio, com és el cas d’un dels principals inhibidors del factor de transcipcio de
NFkB, NF«BIA.

Per altra banda, entre els gens més reprimits per ambdos tipus d’estimuls es troba
I’enzim antioxidant de la PRDXS implicat en 1’estrés oxidatiu.

Cal destacar que hi ha alguna diferéncia d’expressi6 remarcable entre els dos tipus
d’estimuls utilitzats. El gen més induit per mCD40L és la quimioquina CX3CL1 implicada en
la quimiotaxi i I’adhesid cel-lular. Mentre que el peptid vasoactiu APLN és el més reprimit per
mCDA40L pero no per sCD40L.

De I’estudi a nivell global per 1’analisi d’ontologia génica (GO) dels gens identificats
com a diferencialment regulats en cel-lules endotelials entre ambdos estimuls: sCD40L i
mCDA40L es desprenen dos importants processos biologics que s’indueixen preferentment via
mCDA40L: un d’ells és la quimiotaxi, en el que es troben involucrades quimioquines
proinflamatories de la subfamilia CC implicades en el reclutament de mondcits i limfocits; i

quimioquines de la familia CXC importants en I’atraccié de neutrofils (CXCL10, PLAU,
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CCL5, CXCL5, CX3CL1, CCL20 1 CXCLI11). L’altre procés que cal destacar és el
catabolisme del triptofan, en el que es troben induits els gens que codifiquen pels enzims
indoleamina 2,3 dioxigenasa (IDO) i kinureninasa (KYNU). La regulacio6 diferencial d’aquesta
via metabolica €s molt interessant, ja que les cel-lules que sobreexpressen 1’enzim IDO activen
els mecanismes de defensa que regulen d’excessiva activacio de I’endoteli .

Recentment s’ha descrit que la forca i persistencia de la senyalitzacid per CD40
determina el tipus de resposta immune en cel-lules dendritiques i macrofags [235, 236].
Aquesta diferent capacitat d’interaccio amb el receptor CD40, podria traduir-se en ’activacid

de vies de transducci6 de senyals 1 funcions biologiques alternatives entre sSCD40L i mCD40L.

Via de transduccio del IFN-y i del metabolisme del triptofan

IFN-y és una citoquina pleiotropica. Produida per cel-lules T 1 NK, indueix la produccid
d’enzims antimicrobials com sén la sintasa d’Oxid Nitric (NO) i la IDO. També juga un paper
fonamental en les respostes del sistema immunitari a tumors in vivo [237]. Moltes
investigacions han indicat que tant la neutralitzacio del IFN-y com la inhibicid de la via
mitjancada per IFN-y promouen la formaci6 de tumors de forma espontania in vivo [238, 239,
240], la qual cosa recolza fortament la implicaci6 del IFN-y en el procés
d’immunosupervivencia. A més a més, IFN-y té efectes negatius directes sobre tumors inhibint
la proliferacio cel-lular i estimulant ’apoptosi cel-lular [241]. Els receptors del IFN-y (IFNGR)
consten de dues subunitats: IFNGR1 (cadena a del receptor del IFN-y) i IFNGR2 (cadena 3 del
receptor del IFN-y) [242]. El conjunt €s responsable de la unio6 del lligand 1 és requerit, perd no
suficient, per a la transducci6 de senyal. Després de la uni6 del receptor del IFN-y, els IFNGRs
provoquen la fosforilacio i activacio de la quinasa JAK1 (Janus-activated kinase 1), JAK2, i
les vies de STAT-1 per regular la transcripciéo de molts gens induibles per IFN-y [237], dos
dels quals soén el factor regulador d’IFN-y 1 (IRF-1) i IRF-2 [243, 244]. IRF-1 és induit per
IFN-y eficagment en molts tipus de cel-lules [243], i quan es transloca al nucli, IRF-1 s’uneix a
regions del promotor de molts gens induits per IFN-y i activa la seva transcripcid donant lloc a
la inhibicid de la proliferacié cel-lular i I’estimulacid de ’apoptosi cel-lular [244]. IRF-1 és aixi
un mediador important per als efectes antivirics, immunomoduladors, antiproliferatius, i
proapoptotics del IFN-y [246]. IRF-2, un altre membre de la familia de IRF, també és induit
per IFN-y pero actua com a antagonista de IRF-1 bloquejant la via mitjangada per [FN-y [246].
Sembla que IRF-1 es pot comportar com a supressor de tumors, mentre que IRF-2 té activitat

oncogenica [243, 244].
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Encara que tant IRF-1 com IRF-2 sén gens diana del IFN-y [243, 244], només la
induccié d’IRF-1 invariablement té lloc després de 1’exposicid a IFN-y, suggerint que la
induccié d’IRF-2 per IFN-y podria ser condicional. Coherentment, un estudi realitzat I’any
2008 pel grup de Yan Wang en carcinoma cel-lular esquamos esofagial (ESCC, esophageal
squamous cell carcinomas) van mostrar que la concentracio alta de IFN-y provocava expressio
d’IRF-1 sense induccié d’IRF-2, mentre que la concentracid baixa de IFN-y estimulava
I’expressio tant d’IRF-1 com d’IRF-2. A més, van trobar que 1’expressi6 d’IRF-2 induit per
IFN-y era mitjancada principalment per IRF-1, que és coherent amb informacio previa que
descriuen que els llocs d’unido d’IRF-1 es troben en el promotor d’IRF-2 [247]. Per tant la
concentracio alta de IFN-y era capag d’activar fortament i rapidament les vies proapoptotiques
1 antiproliferatives, que podrien ocasionar la destruccid de I’estructura cel-lular i la mort
cel-lular immediatament sense induccié d’IRF-2 per IRF-1, mentre que la concentracié baixa
de IFN-y no exercia efectes Obviament negatius sobre cel-lules d’ESCC ni canviava la
fisiologia de les cel-lules, que podrien crear condicions intracel-lulars favorables per la
sobreregulacid d’IRF-2. També s han realitzat estudis en animals gené¢ticament manipulats que
els manca IFN-y o IFNGRI1 1 s’ha vist que tenen una incidéncia més alta o progressid de
tumors [238, 239, 240], suggerint que la disminuci6 de la regulacié de IFNGRI1 potencialment
realga I’habilitat de cellules cancerigenes per escapar-se dels mecanismes
d’immunosupervivencia.

IRF-1 és un important regulador de IDO. Aquest enzim és un mecanisme efector
immune important per 1’eliminacié de patogens especifics intracel-lulars [248, 249, 250, 251,
252]. IFN-y és el major inductor de I’activitat IDO [253], 1 el seu efecte pot ser sobreregulat
per un cert nombre de mediadors proinflamatoris, incloent-hi LPS, IL-1, 1 TNF-a [254, 255].
Encara que el mecanisme d’aquesta sinergia no s’ha definit encara, els estudis previs en
macrofags humans mostraven que els augments en I’activitat IDO tenien un augment
concomitant en el seu mRNA. En un estudi realitzat amb c¢l-lules epitelials pel grup de
Robinson ’any 2003 es va demostrar que canvis en 1’activitat IDO es correlacionaven amb un
augment de 1’activitat del promotor i un increment en la concentraci6 de mRNA de IDO,
suggerint que mediadors proinflamatoris augmenten I’activacié transcripcional del gen IDO.
Els dos activadors transcripcionals induis per IFN-y, STAT-1 i IRF-1, eren més abundants en

el nucli després de tractament combinat amb IFN-y i TNF-a que amb qualsevol citoquina sola.
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L’efecte antiproliferatiu de IFN-y es dona en part per la induccio de IDO, el qual és un
enzim que catalitza la degradacié de I’aminoacid essencial L-triptofan a N-formilkinurenina.
Aquesta posteriorment és degradada per I’enzim kinunerinasa a serotonina, melatonina i
niacina. Kinureninasa (KYNU) €s un enzim de tipus 3-hidroxikinureninasa implicat en el via
de la kynurenina per a la biosintesi de cofactors de NAD des de triptofan. Catalitza la
conversio de L-3-hidroxikinurenina 1 L-kinurenina a acid 3-hidroxiantranilic 1 acid antranilic,
respectivament. Els nivells elevats d’activitat de kinureninasa s’han observat en condicions
inflamatories cerebrals 1 sistémiques [257]. Una deficiencia de kinureninasa ha estat associada
amb el metabolisme de triptofan anormal.

Per a molts organismes (incloent-hi humans), el triptofan és un aminoacid essencial. Aixo
significa que no pugui ser sintetitzat per 1’organisme 1 per aixo hagi incorporat en la dieta. Els
aminoacids, incloent-hi triptofan, serveixen de blocs de construcci6 en la biosintesi de proteina.
Els nivells alts de triptofan eviten la sintesi de triptofan a través d’un feedback negatiu 1, quan
es redueixen els nivells de triptofan de la ce¢l-lula, la transcripcid continua. L’organitzacid
genctica permet estretament respostes regulades i rapides a canvis en els nivells de triptofan

interns 1 externs de la cél-lula.

En el nostre treball hem pogut comprovar que la via d’activaci6 CD40-CD40L en
cellules endotelials a 4 hores d’estimulacid, tant si el lligand es troba en forma soluble com
unit a membrana, desencadena 1’activacio de la via de transduccid de senyals del IFN-y ja que
es dona inducci6 del factor de transcripcio STAT-1 que doéna lloc a la transcripci6 del gen IRF-
1 que també esta augmentat, el qual és un important regulador de IDO. La unié de CD40 al seu
lligand en cél-lules endotelials, en ambdos tipus d’estimuls, desencadena ’activaci6 dels gens
IDO i KYNU implicats en el metabolisme del triptofan, perd aquesta activacid €s superior quan
les cel-lules endotelials interaccionen amb mCD40L (D1.1) .

Per tant, en condicions proinflamatories es dona un augment de la via del IFN-y que té
efectes antivirics, immunomoduladors, antiproliferatius, i proapoptotics; i un augment del
metabolisme del triptofan en veure’s augmentada I’expressié dels seus enzims de degradacid
principals.

En la Figura 95 es mostra un esquema de la via de senyalitzacié de IFN-y i del metabolisme de

degradacio del triptofan.
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KYNURENINASA

ACID ANTRANILIC

KYNURENINA

Figura 95. Activacié de la via de senyalitzacié de IFN-y i del metabolisme de degradacio del triptofan per accid de

la uni6 CD40-CD40L en cél-lules endotelials.

microRNAs

La resposta inflamatoria dels mamifers a infeccions implica la induccié d’uns quants
centenars de gens, un procés que ha de ser prudentment regulat per aconseguir I’eliminacié del
patogen i evitar les conseqiiéncies d’expressié génica irregular, com cancer. Ultimament, els
microRNAs (miRNAs) han emergit com una classe de reguladors de 1’expressid génica que
tamb¢ ha estat connectat amb cancer. Han mostrat un paper important en la biologia del tumor,
incloent I’oncogenesi, la progressid, invasio, metastasi i angiogenesi. A més son reconeguts per
la seva important funcidé de control postranscripcional de I’expressid geénica. L’expressid
aberrant o mutada d’aquests microRNAs suggereix que poden funcionar com a oncogens o
gens supressors de tumors, 1 s’esta comencant a investigar la seva implicacid especifica en la
metastasi [258]. Tanmateix, la relacié entre inflamaci6é, immunitat innata, i miRNA s’esta
comengant a estudiar. En 1’estudi present, amb la tecnologia dels microarrays s’han identificat
3 transcrits hostes de 3 miRNAs que estarien regulats per 1’activacio de la via CD40-CD40L en
cel-lules endotelials.

BIC-1 és el transcrit hoste que codifica per el microRNA155 (miR-155), que es va
identificar originalment com un lloc comu d’integracié retroviric del virus de la leucosi d’avian
durant la induccio6 de limfomes de cél-lules B en pollastres, que mostren alts nivells d’expressio
de BIC [258]. microRNA155 també s’ha trobat a alts nivells en limfomes de cél-lules B

humans i en altres tumors [259].
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C9orf5 és el transcrit hoste que codifica per el microRNA32 (miR-32) i es troba
sobreexpressat en tumors de prostata. miR-32 es troba augmentat en el cancer de colons i
pancreatic [260] i és un mediador de defensa antiviral de cél-lules humanes [261]. Es aquesta
funcid de microRNA32 la qual podria ser I’enllag causal entre 1’expressié alterada i el
desenvolupament del cancer de prostata perque uns quants dels gens coneguts de susceptibilitat

de cancer de prostates també estan implicats en la defensa de 1’hoste [262].

TMEM-49 és el transcrit hoste que codifica per el microRNA21 (miR-21) 1 mostra una
forta conservacid evolutiva a través d’un ampli rang d’especies de vertebrats en mamifers,
peixos 1 viada suggerint un paper conservatiu per la regulaci6é d’aquest gen. Estudis d’expressio
génica en mostres tumorals 1 cel-lules cancerigenes mostren que microRNA21 és 1’unic
microRNA sobreregulat en 6 tipus de tumors solids (pit, colon, pulmd, pancrees, prostata 1
estdbmac). També es troba sobreregulat en altres tipus de cancers com glioblastoma, cancer
esofagial, carcinomes (ovarics, hepatocel-lulars, tiroide papilar, cel-lular esquamos de llengua),
cancer de cap i coll, cervical, leucémia limfocitica cronica i limfoma de c¢l-lules B. Aquest
extens perfil d’expressio el converteix en una molécula clau associada amb la transformacio
neoplasica 1 en un biomarcador 1 determina el seu paper en la induccid de proliferacioé cel-lular,
antiapoptosi, migracid, invasi6 o metastasi suggerint el seu rol en la progressié de

I’oncogenesi/tumor [258].

En els nostres estudis s’ha pogut comprovar que en condicions proinflamatories es dona
sobreexpressio dels tres transcrits que inclouen els microRNAs descrits a 4 hores d’estimulacid
conseqiiencia de I’activacié de la via CD40-CD40L. Per tant, podrien ser utilitzats com a

marcadors de la progressio de malalties inflamatories.

Estres oxidatiu

L’estrés oxidatiu €s un tret caracteristic de la resposta inflamatoria. L’accié de CD40
també regula 1’expressio d’enzims involucrats en la detoxificacio de ROS, com SOD-2 (validat
per gqRT-PCR), amb efecte antioxidant que veu augmentada la seva expressi6 tant si el 1ligand
es troba en forma soluble com unit a membrana, i el transcrit de Peroxiredoxina 5 (PRDXS5), un
enzim antioxidant amb paper protector en processos inflamatoris, que a diferéncia de SOD-2,
veu disminuida la seva expressio a 4 hores d’estimulaci6 en el cas del lligand unit a membrana.
Mentre que la seva expressid no es veu alterada en estimular el CD40 de les cel-lules

endotelials amb el sCD40L.
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Angiogénesi

Les metal-loproteases de matriu (MMPs) son enzims proteolitics dependents de Zinc
que intervenen en la remodelacio dels components de la matriu extracel-lular. Les MMPs estan
implicades en la regulacid6 de molts processos fisiologics, entre ells 1’angiogeénesi, que
requereix la degradaci6 de la membrana basal vascular i la remodelacié de la matriu
extracel-lular per permetre a la cél-lula endotelial migrar i envair el teixit circumdant. La seva
alteracié esta implicada en processos patologics com I’artritis reumatoide, 1’aterosclerosi i
malalties del sistema nervids central com D’esclerosi multiple 1 malaltia d’Alzheimer.
Actualment es coneixen més de 20 metal-loproteases humanes 1 les seves homologues en altres
especies. Historicament, les MMPs es dividien en col-lagenases, gelatinases, estromelisines o
matrilisines en base a [’especificitat amb el component de la matriu extracel-lular que
degraden. Avui en dia s’agrupen segons la seva estructura. A més de contribuir en el procés
d’angiogenesi degradant els components de la matriu extracel-lular, les MMPs intervenen en el
procés inflamatori. Tal i com passa amb altres factors inflamatoris, 1’expressi6 de MMPs
incrementa durant la conversio de 1’endoteli d’un estat inactiu a un estat activat. En cél-lules
endotelials s’havia establert que la interacci6 CD40-CD40L indueix 1’expressio de MMP1,
MMP2, MMP3 1 MMP9, implicades en la inestabilitat de la placa aterosclerdtica i ruptura
d’aquests [264]. En el nostre treball realitzat al 2008 [197] es va determinar la inducci6 tardana
de MMP10, també anomenada estromelisina-2 o transina-2, involucrada en la degradacio dels
col-lagens tipus III, IV, V, IX, X i de I’elastina, la fibronectina, la gelatina, la laminina 1 el
proteoglica. Es va descriure I’efecte de la via de senyalitzacido de CD40 en el manteniment de
la integritat vascular. S’ha descrit que un increment en 1’expressio de MMP10 causa defectes
cardiovasculars que inclouen dilatacié i1 ruptura dels vasos sanguinis i una disminucid del
diametre de la paret del miocardi. Aquest augment va acompanyat de defectes en 1’adhesid
cel-lula-cel-lula [265]. El balang entre MMPs i I’activitat de inhibidors endogens de MMPs
(TIMPs), altament expressats en cel-lules endotelials, €s critic pel manteniment de la integritat
dels sistema vascular. Canvis en I’expressi6 de MMPs 1 TIMPs estan associats amb
insuficiéncia cardiaca i dilatacié ventricular [266]. En concret, MMP10 i TIMP1 han estat
associats a aneurisme de I’aorta, que es caracteritza per un remodelatge destructiu de la matriu
extracel-lular vascular i la ruptura de la part dels vasos sanguinis. De fet s’ha suggerit 1’us
potencial de inhibidors de MMP10 en el restabliment de la funcié cardiaca en aquests
desordres.
Es va determinar inhibici6 de I’expressio a 10 1 16 hores d’estimulaci6 de la via, mentre que no

es veia efecte a 4 hores [197]. En els resultats que es presenten aqui es determina aquesta
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abséncia d’efecte en estimular la via CD40-CD40L a 4 hores d’estimulacio tant si el lligand es

troba en estat soluble com unit a membrana.

Sistema de transport d’aminoacids: LAT-1 o CD98

El transport d’aminoacids €s un procés de gran transcendencia metabolica ja que regula
el flux d’aminoacids entre la cél-lula i ’espai extracel-lular.

CD98 és una glicoproteina de 125 kDa (GP125) formada per una cadena pesada de 85
kDa (CD98HC) [266, 267] i una cadena lleugera de 40 kDa, CD9SLC [268]. L’antigen de
CD98 s’expressa en limfocits T 1 B, NKs, granulocits, i1 en totes les linies cel-lulars humanes 1
cel-lules tumorals transformades.

S’ha vist que CD98 modula els fluxes de calci dependents de sodi en muscul cardiac i
esqueletic [269]. La proteina de CD98 juga un paper regulador en sistemes de transport
d’aminoacids [270]. Mitjangant estudis realitzats amb ratolins knock-out per aquesta proteina
mostren defectes en I’adhesi6 cel-lular 1 en 1’activacio geénica induida [271]. Aquestes cel-lules
son també molt sensibles a mort cel-lular per apoptosi provocada per la perdua d’adherencia a
substrat.

Juga un paper en la sintesi d’0xid nitric en cel-lules endotelials HUVECs via transport
de L-arginina i és requerit pel creixement cel-lular normal 1 neoplasic. Esta també implicat en el
transport de L-DOPA a través de la barrera cervell-sang, i d’hormones tiroidees, triiodotironina
(T3) 1 tiroxina (T4), a través de la membrana cel-lular en teixits com placenta. I intervé en
I’homeostasi 1 toxicitat d’ions metal-lics [272]. S’expressa de manera ubiqua en ronyo, placenta
1 testis 1 nivell més debil en timus. Expressat en HUVECs i en baixos nivells en limfocits T de
sang periférica i en fibroblasts quiescents. També es troba expressat en fetge fetal, en el procés
astrocitic de gliomes astrocitics primaris i en cel-lules endotelials de la retina [272]. També se
sap que esta altament expressar en diversos tipus de cel-lules cancerigenes [273].

S’ha vist que quan I’expressié de LAT1 es redueix a suprimir I’absorcié d’aminoacids,
el creixement d’un tumor se suprimeix en un model de ratoli trasplantat amb cancer (Patent
Num. 2000-157286), 1 es considera aixi que la supressio de 1’activitat de LAT1 és prometedora
per a la terapia de cancer.

Els nostres resultats mostren 1’augment de I’expressido de LAT-1 en aquestes cel-lules es
produeix via CD40 en interaccionar amb mCD40L. Mentre que la seva expressid no es veu
afectada en tractar activar la via CD40 amb sCD40L. Per tant en condicions proinflamatories,
es veuria augmentada la seva expressio donant lloc a un augment del transport d’aminoacids, la

qual cosa confirma el seu paper important en procés cancerigen.
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Hemostasia i coagulacio sanguinia

Després de la seva activacid, les cel-lules endotelials adquireixen un estat procoagulant
1 vasopressiu caracteristic del procés inflamatori. Els resultats d’aquest estudi juntament amb el
que es va publicar en el nostre grup amb anterioritat [ 197] indiquen que CD40 influencia tamb¢
aquests processos regulant I’expressio de gens implicats en el manteniment de I’homeostasi
vascular com Apelin, involucrada en el control de la pressié sanguinia, i Trombomodulina i
SERPINDI (Serpin peptidase inhibitor, clade D (heparin cofactor), member I), involucrades
en la uni6 de trombina i en la seva inhibicid respectivament.

El gen més inhibit com a conseqii¢ncia de la senyalitzacié via CD40 durant interaccid
de les cel-lules endotelials amb els limfocits T va ser AGTRLI ligand gene APLN, que codifica
per a I’Apelin. Entre les funcions fisiologiques multiples que s’estan atribuint a aquest peptid
bioactiu, s’ha suggerit que té un important paper en la regulacio de la funcio cardiovascular 1
en ’homeostasi fluida. També es secreta en el calostre on tindria una funcié reguladora de la
resposta immune [274] i en els adipocits on funcionaria com una hormona. S’ha descrit que els
nivells d’Apelin en plasma es troben incrementats en obesitat i estan associats a resisténcia a
insulina 1 hiperinsulinémia [275]. Apelin s’ha detectat en plasma en diversos estudis, tot i que
els seus nivells son més baixos del que s’esperaria en comparacié amb la concentracid d’altres
peptids presents en circulacid sanguinia que funcionen com a hormones. Nivells augmentats
d’aquest peptid en plasma en les primeres etapes d’insuficiéncia cardiaca i en etapes posteriors
de la malaltia o en casos d’insuficiéncia cardiaca severa, tindria lloc una disminucié dels
nivells d’Apelin [276], possiblement reflectint una disfuncido de 1’endoteli que allibera el
peptid.

Un estudi de la distribucié d’Apelin huma en diferents teixits descriu 1’Apelin en
cel-lules endotelials d’endocardi, artéries 1 venes [277]. En la cél-lula endotelial s’ha descrit el
paper d’Apelin com a agent mitogenic, quimiotactic 1 proangiogenic [278].

La inhibicid de I’expressid del peptid Apelin en aquestes cel-lules es produeix via CD40
en interaccionar amb les dues isoformes del lligand, mCD40L i sCD40L. En estudis previs es
mostra aquesta inhibicié de I’expressid en cel-lules endotelials en entrar en contacte amb les
citoquines proinflamatories TNF-a i IFN-y [197] on es postula també que la disminucié de la
regulacié de I’apelin endotelial en un ronyo6 trasplantat inflamat és un factor major de disfuncié
de I’homeostasi fluida associada amb el rebuig de trasplantament renal [197].

Els nostres resultats indiquen que la senyalitzacié de CD40 doéna lloc a una disminucid
de la regulacid del peéptid vasoactiu de I’apelin en cél-lules endotelials i confirmen la

rellevancia d’aquest peptid en els processos immunoinflamatoris.
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6.2. CEL-LULES DENDRITIQUES

Inicialment la immunologia s’havia enfocat en els antigens i en els limfocits, perd
aquests no son suficients per induir immunitat. Recentment s’ha compres la importancia i
versatilitat de les cel-lules dendritiques (CDs), ja que abans es pensava que I’unic paper de les
CDs era la inducci6 de la resposta adaptativa, perdo avui en dia se sap que sén importants
mitjancers en la tolerancia periférica i en el manteniment de I’homeostasi immune [279]. A
més, han aparegut noves terapies basades en 1’us de les CDs, que busquen estimular o suprimir
la resposta immune en diverses malalties com al-lérgia, asma, trasplantament, infeccio, cancer 1
autoimmunitat [280].

Les CDs soén cel-lules presentadores d’antigen (APCs) professionals que juguen un

paper principal en la iniciacid de la resposta immune primaria i secundaria. Es troben en
diferents estats funcionals. En estat immadur resideixen en teixits no limfoides 1 posseeixen
una alta capacitat per capturar 1 processar 1’antigen. Les CDi son altament fagocitiques 1
expressen nivells baixos de molécules coestimuladores com CD40, CD80 i CD86 [281, 282,
105]. Sota I’estimulacié per productes patogénics o senyals activadores, CDi incrementen
transitoriament la seva capacitat fagocitica [283] 1 rapidament pateixen un canvi fenotipic.
Aquest canvi esta caracteritzat per un increment en D’expressid de molécules MHC, de
moléecules coestimuladores com a CD80 1 CD86 ([284, 285], i la subsegiient disminuci6 de la
regulacio de la seva habilitat per incorporar antigens. A més s’incrementa la seva capacitat per
migrar cap a arees de cel-lules T dels teixits limfoides per al priming de les cel-lules T [142,
105]. L’antigen és presentat com un complex peptid-MHC classe I i/o II que és reconegut per
cel-lules T CD8+ 1 CD4+, respectivament.
Aquests canvis en les CDs apareixien per dotar-les amb una capacitat estimuladora superior de
cel-lules T, reforgant la idea que la immunogeneicitat esta intrinsecament lligada a maduracid
[70]. Aquest model classic, conegut com a paradigma de la maduracié de les CDs, suggereix
que les CDi indueixen tolerancia mentre que les CDm indueixen immunitat. Aquest punt de
vista de desenvolupament de les CDs té un proposit atractiu que €s que 1’estimulacid sola de
TCR no és suficient per generar respostes productives en les cel-lules T.

Historicament, aquest model ha donat un important esquema per investigar la funcié de
les CDs, pero interessantment té limitacions evidents [284]. Desviacions d’aquest model

classic inclouen:
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a) pobra correlacid entre els estats d’activacio in vivo de les CDs (CDs migratories apareixen
constitutivament madures, fins i tot en abséncia d’infeccid o altres factors estimuladors, mentre
que CDs desenvolupades en teixits limfoides son relativament immadures);

b) Pobra correlacio entre 1’estat de maduracié 1 la induccié d’immunitat (per exemple
proliferacié de cel-lules T és la via comuna d’uni6é entre CDs-cel-lules T que precedeix la
induccid tant de la immunitat com de la toleritzacio de les cel-lules T);

c¢) Diferéncies en I’origen i I’estat d’activacié de les CDs poden donar lloc al desenvolupament
de cel-lules T polaritzades. Aixi, les CDs no existeixen en un simple estat funcional on o off
perd les CDi pateixen una progressiva diferenciacid en resposta a estimuls endogens
(citoquines, hormones o cel-lules apoptotiques) o exogens (patogens virals o bacterians) que
provoquen qualitats efectores en les CDs (produccid de citoquines) que guien el maxim

objectiu efector per les cel-lules T.

Gran part dels treballs realitzats en cél-lules d’origen huma han abordat 1’estudi de les
CDs en base al model de CDs derivades de monocit (MDDC). L’as preferent d’aquest model
respon, probablement, a la dificultat d’obtenir CDs o els seus precursors en sang periférica a
causa de la seva escassetat. No obstant, el model MDDC és molt interessant per dues raons
clau: 1) s’ha demostrat in vivo que alguns estimuls influencien la diferenciacié de monocits a
CDs, per tant es tracta d’un model “fisiologic”; 2) qualsevol terapia cel-lular que utilitzi CDs
ha de basar-se en el model MDDC per qiiestions merament numeriques.

Les CDs obtingudes amb medi sintetic de cultiu poden madurar en rebre estimuls
maduratius durant 24 hores amb la barreja de citoquines que s’ha demostrat més eficag (IL-1,
IL-6, TNF-a 1 PGE2). Aquesta maduracié €s molt similar a la que s’aconsegueix amb cultius
suplementats amb sérums exogens, respecte a I’expressid en superficie de molecules
coestimuladores, encara que les cel-lules immadures generades amb el medi sintétic tenen una
menor expressido de CD40, CD80 i1 CD86. Es pot veure un augment molt significatiu de les
molecules coestimuladores CD40, CD80 i CD86, I’expressi6 de nou de CD83, com a molecula
que clarament defineix I’estat maduratiu de les CDs, encara que no es coneix la seva funcio, i
si te algun paper durant la presentacié antigénica, com suggereix la seva funcionalitat en la
generacid de la resposta cel-lular [286]. També es pot veure un augment en ’expressio de les
molecules de classe I i classe II (DR), aquest fenotip correspon a un estat on predomina la
presentacio d’antigen i la generacid d’una resposta immunitaria. L’elevada preseéncia de CD80
1 CD86 en la superficie de I’APC, fa que amb la interaccié amb la cél-lula T especifica, la

resposta generada sigui de tipus Thl.
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La inhibici6 de molecules implicades en la maduraci6 1 activacié de les CDs és una de
les estrateégies importants per la manipulacio de les CDs per tal d’induir tolerancia. Hi ha molts
metodes que indueixen tolerancia de les CDs in vifro. Per exemple, la modificacié de les
condicions de cultiu, el bloqueig de NF-kB 1 altres factors de transcripcid i la prevencio de la
maduracid de les CDs mitjangant agents farmacologics poden generar CDs immadures o
semimadures. L us d’anticossos, de proteines de fusio i oligonucleodtids antisentit per bloquejar
moléecules coestimuladores poden donar lloc a la generacié de CDs tolerogeéniques.
Descobriments recents demostren que immunosupressors tradicionals com tacrolimus 1
ciclosporina A poden estimular la produccié de CDs tolerogeniques, resultant indirectament en
una supressio immune [287, 288, 289, 290].

Manipulant genéticament les CDs es pot aconseguir tolerancia especifica d’antigen i la
induccid de cel-lules T reguladores per citoquines Th2/Th3 (IL-10, TGF-B), i lligand Fas,
CTLA-4 (un lligand de proteines Notch) [291].

En aquest estudi, es va estudiar I’efecte de dos reguladors del sistema del complement, C4BP 1

el Factor H, en els processos de diferenciaci6 i maduracid de les CDs.

6.2.1. Cel-lules dendritiques i els reguladors del sistema del complement

El sistema del complement €s un component clau de la immunitat innata. A més de ser
un sistema de proteccid front microorganismes invasors a través de les seves activitats
opsonitzants, inflamatories 1 litiques, també incrementa la immunitat adquirida 1 participa en el

procés d’eliminacio de cel-lules apoptotiques.

Paper de la proteina C4BP en la diferenciacié/maduracio de les cel-lules dendritiques
S’ha suggerit que la senyalitzacié via CD40 pot alterar-se per canvis en les respostes
immunes innates. Aixi, Brodeur i col-laboradors han demostrat que la proteina C4BP, un
component regulador del sistema del complement present en circulacié [19], és capag¢ d unir-se
directament al receptor CD40 i activar les cellules B induint la seva proliferacio, la
sobreexpressio de CD54 (ICAM-1) 1 CD86, aixi com el canvi d’isotip IgE depenent de 1L-4
[180]. Pel contrari, un altre estudi recent en colangiocits suggereix que C4BP s’uneix
indirectament a CD40 en formar un complex amb CD40L, la qual cosa permetria modular la
senyalitzaci6 CD40-CD40L per prevenir 1’apoptosi de dites cel-lules [181]. Per altra banda,
tant C4BP com CD40 poden unir-se a antigens bacterians [19, 292, 293, 294]. Per tant, la
interaccio C4BP-CD40 podria relacionar respostes immunes innates i adquirides. A més, s’ha

descrit que altres proteines del complement com Clq son capaces de regular la senyalitzacid
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LPS/TLR en CDs [295]. Es desconeix la influéncia de C4BP en I’activacio d’altres APCs, com
les CDs, cel-lules endotelials, etc...i el seu efecte en la senyalitzacid via CD40. Donat que
C4BP sembla exercir un paper rellevant en el procés de maduracid de les cellules B, la
interacci6 de C4BP amb les CDs, ja sigui via CD40 i/o mitjangant altres receptors de
membrana, ¢s plausible que pugui també afectar als processos de diferenciacid /o0 maduracid
de dites cel-lules, com suggereixen els nostres resultats. De fet, en els ultims anys s’han descrit
diferents citoquines (IL-21, VIP,...) [296, 297] i altres biomolécules (Vitamina D3 (1,25-
dihydroxyvitamin D3, calcitriol) [298], mitomicina C [299]...,) capaces de regular I’activacio
1/0 maduracié de les CDs. Alternativament, molt recentment s’han descrit molecules que
exerceixen una regulacid molt més subtil 1 especifica de la conversido a CDs tolerogéniques.
Concretament, tant les hormones activina A i inhibina A [300], com certs oligonucleotids [301]
semblen induir un estat semimadur a les CDs, que es caracteritzen fonamentalment per una
inhibicié de I’expressio de HLA-DR, sense influir significativament en I’expressiéd d’altres
marcadors com CD40, CD&3 i CD86.

En aquest sentit, s’ha indicat que una disminucié de I’eficiencia del sistema del
complement (concretament de 1’expressio de la cadena alfa de la proteina C4BP) podria
resultar un factor clau en la reduccio de la funciéo immune que s’observa amb ’edat [302].

Un dels objectius principals d’aquesta tesi ha estat analitzar la resposta de les CDs a la
proteina reguladora del complement C4BP, un lligand alternatiu de CD40, recentment
caracteritzat [180]. Hem observat que la seva cadena alfa (C4BPA) mitjancant I’us de la
proteina recombinant (reca6f0) indueix un estat semimadur a les CDs, caracteritzat
fonamentalment per una baixa expressio de CD83 i una reduida internalitzacid 1 processament
d’antigens.

En tractar els monocits amb la isoforma plasmatica a7p1 o amb la proteina recombinant
a6p0, hem aconseguit obtenir CDs derivades de monocits de sang periférica de donants sans
després de 7 dies de cultiu en preséncia de GM-CSF 1 IL-4 caracteritzant-les fenotipicament i
funcionalment en tres estats de maduracié o diferenciaci6. L’estat immadur de les CDs es va
obtenir per tractament en cultiu amb GM-CSF i IL-4. Aquestes posseeixen una alta capacitat
fagocitica representada per la seva propietat d’endocitar ovalbumina (DQ-OVA), baixos nivells
d’expressié de la molécula coestimuladora CD83 i de CDA40, alta secrecid de citoquines
antiinflamatories com IL-10 i baixa produccié de IL-12p70. Sota estimulacié amb LPS d’E.
coli durant 48 hores, les CDs mostren un fenotip madur, caracteritzat per una baixa capacitat
d’endocitar ovalbumina, una regulacid positiva de CD40, CD86, CD83 i CD80, disminucid en

la secrecio de IL-10 i un augment de IL-12p70. Resultats idéntics es van obtenir en tractar les
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cel-lules amb la isoforma plasmatica de C4BP (a7p1). Finalment, es va obtenir un estat
intermedi mitjangant la incubacidé amb la proteina recombinant que exhibeix caracteristiques
fenotipiques indicadores d’un estat “semimadur”. Aquesta ultima poblacid tenia una expressio
molt reduida dels marcadors CDS83, caracteristic de les CDm, i CDla, comparat amb
I’expressio en les CDm, 1 podria correspondre a CDs amb caracteristiques “reguladores” o
“tolerogéniques”. També es va observar una disminucié de la capacitat endocitica de DQ-
OVA. La diferéncia entre la isoforma a7B1 i1 reca6B0 és que la primera és la proteina
plasmatica completa purificada de sang periférica mentre que la segona €s una proteina
recombinant a la qual 1i manca una cadena alfa i la cadena beta. Aix0 ens fa pensar que
I’absencia de la cadena beta condiciona 1’efecte observat i que la cadena alfa s’uniria d’alguna
manera a les CDs donant lloc a I’estat “semimadur”.

Aquest efecte no es va observar a nivell de la diferenciacio ni de la maduracio.

Veient I’efecte que produia 1’abséncia de la cadena beta de la proteina C4BP en la
diferenciacid 1 maduracio de les CDs, es va voler comprovar si aquest efecte era a causa de 1’us
d’una proteina recombinant. Per aixo, es va obtenir la isoforma plasmatica purificada a7p0 de
sang periferica 1 es van tractar les CDs des del comengament del cultiu estimulant la seva
maduracid a dia 5 amb LPS. El resultats va ser ’obtencié d’una reduccié més pronunciada del
marcador de maduracié CD83, i de les molécules coestimuladores CD80 i CD1a.

També es va poder observar que el tractament amb aquestes proteines no afectava la
viabilitat cel-lular ja que donava percentatges de cel-lules vives equivalents a les CDi 1 les
CDm.

Amb aquests resultats podem deduir que, a causa del tractament amb la isoforma o730,
el reconeixement antigenic no induiria la diferenciacio cap a limfocits T al-logénics, produint-
se d’aquesta manera, la tolerancia a antigens.

Un altre dubte que es va plantejar era si el metode de purificacié dels monocits de sang
periférica afectava als resultats obtinguts. Es van obtenir mondcits de sang periferica purificats
per adheréncia a la placa i per boles magnetiques mitjangant un anticos anti-CD14 que és un
marcador caracteristic de la poblacid monocitica. Tant els resultats fenotipics obtinguts com les
viabilitats en ambdos casos van ser equivalents. Per tant, es va poder comprovar que el métode
de purificacié no afectava als resultats observats.

A partir d’aqui els nostres estudis es van centrar en estudiar 1’efecte d’aquestes
proteines en els processos de diferenciacio i maduracio.

També es van determinar la morfologia de les CDs mitjancant microscopia

d’escombratge veient que les CDi tenen la tipica forma estelada, que els ve donada per uns
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processos citoplasmatics anomenats dendrites que sobresurten del cos de la cel-lula. En les
cel-lules vives, aquestes projeccions estan en constant moviment, retor¢ant-se, contraient-se i
tornant-se a estendre pel costat contrari [70]. En tractar les cel-lules amb la isoforma plasmatica
purificada o7B0 durant la diferenciacié 1 maduracid s’observen aquestes mateixes
caracteristiques. En aquesta fase immadura, les cel-lules també tenen una gran quantitat de
vesicules endocitiques riques en proteines lisosomals. Aquest fenotip immadur es caracteritza
per ’escassetat de proteines del MHC 1 I’abséncia completa de molecules B7 coestimuladora.
Durant la seva migracidé cap als organs limfatics secundaris, després d’haver capturat un
antigen durant una infeccid, la morfologia de les ce¢l-lules dendritiques canvia 1 perden la
capacitat de fagocitar i de processar antigens. Les dendrites es transformen en plecs i
projeccions membranals semblants a vels, per la qual cosa se les anomena cel-lules veliformes
[303, 304]. En alguns casos, sembla que les CDm estiguin polaritzades. Aquestes
caracteristiques son les que s’han pogut observar en les CDm 1 en tractar les CDs amb la
isoforma plasmatica purificada a7B1 durant tot el cultiu i estimulant la seva maduracié amb

LPS.

Significats funcionals de les alteracions fenotipiques

En aquest apartat de la discussié general es relacionen les alteracions fenotipiques que
s’han observat en preséncia de les isoformes a7B0 1 reca6Bf0 amb el resultat obtingut
d’inhibici6 de la capacitat estimuladora de les CDs tractades amb aquestes sobre els limfocits.
Es comentaran exclusivament els canvis fenotipics que s’han produit sobre CDm ja que soén les

uniques que poden relacionar-se amb les proliferacions limfocitaries.

CD80/CD86

Tant I’antigen CD80 com el CD86 son lligands de CD28 i també de CTLA-4 (CD152)
[305, 306, 307]. CD28 és un receptor de limfocits la senyalitzacié del qual és essencial a I’hora
de produir IL-2 i activar la proliferacié limfocitaria. CTLA-4 (CD152) és un altre membre de
la familia del CD28 que s’expressa després de ’activacid limfocitaria i indueix un senyal
negatiu en el limfocit T activat oposant-se aixi directament a 1’accié de CD28. Els antigens
CD28 i CTLA-4 exerceixen papers crucials perd oposats en I’estimulacié de les cel-lules T.
Tots dos comparteixen dos lligands, CD80 i CD86, que sén expressats per les APCs. Fins fa
poc no es coneixia amb exactitud com era el paper que cadascun d’aquests lligands exercia

sobre la resposta limfocitaria. Se sap que tots dos son capacos d’activar CD28 encara que
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CD86 s’uneix a CD28 amb major afinitat que CD80. També se sap que en absencia d’un d’ells,
’altre és capag¢ d’activar la resposta. Aixi doncs, son complementaris perd al mateix temps 1,
paradoxalment, els dos lligands han estat identificats com els responsables de la uni6 a CTLA-
4 1, per tant, també de la regulacié negativa de la resposta immune.

Treballs molt recents han aconseguit aclarir, parcialment almenys, aquesta paradoxa. En
les poblacions limfocitaries existeixen una serie de poblacions minoritaries (5-15%) compostes
per limfocits reguladors. En concret, se sap ara que la poblacié reguladora CD25" T CD4 és
capa¢ de frenar la resposta limfocitaria gracies a la seva uni6 a CD80/CD86. En aquesta
poblacié reguladora els dos lligands B7 desenvolupen papers diferenciats. CD80 s’uneix a
CTLA-4, la qual cosa incrementa la capacitat supressora del limfocit regulador. D’altra banda
CDS86 s’uneix a CD28, inhibint la capacitat supressora del limfocit i, alhora, enviant al mateix
un senyal de proliferacié o de superviveéncia [308]. D’aquesta forma, en preséncia de CDi, les
quals no expressen CD86 perd si una mica de CD80, I’activitat que prevaldria seria la
supressora. Aix0 explicaria el paper d’aquestes cel-lules en processos de tolerancia i la seva
incapacitat per desencadenar respostes immunes. D’altra banda, en presencia de CDm, les
quals expressarien grans quantitats de CD86, I’activitat supressora dels limfocits reguladors es
trobaria parada i el seu nombre s’estaria incrementant bé perque proliferen o bé perque
augmenta el seu temps de supervivencia.

a7P0 1 reca6P0 forcen descensos en els nivells de CD86 en les CDm. S’ha suggerit que
la disminucié de CD86 pot inhibir 1’activitat supressora dels limfocits T reguladors, com s’ha
pogut comprovar en estudis realitzats amb dexametasona, amb la qual cosa s’obtindrien
respostes immunes menys intenses a causa que aquests limfocits es trobarien més actius [309].
S’ha vist que I’addicid de dexametasona durant la diferenciacid dels monocits a CDs redueix
I’expressio de MHC-II, CD80/86 i CD83 amb la conseqiient disminucid de la proliferacio de
cellules T en un cultiu mixt limfocitari. Al mateix temps, els descensos en CD86 també
actuarien sobre els limfocits activadors disminuint el seu grau de coestimulacié i contribuint a
produir respostes immunes menys intenses. Aquest efecte també es van poder observar en

estudis realitzats amb vitamina D3 la qual vé acompanyada amb una reduccié de CD40 [310].

CD83

CDS83 en un clar marcador de maduracié en CDs. Es necessari perque aquest procés es
desenvolupi correctament i, encara que la seva funcid no ha estat completament elucidada, se

sap que CD83 també €s necessari per a 1’activacié de la proliferacié de cel-lules T [311, 312,
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286]. Per tant una menor expressié de CD83 implica I’obtencié de CDs menys madures 1 amb
menor capacitat de coestimulacid limfocitaria pel que, logicament, les proliferacions
limfocitaries haurien de ser menys intenses. Estudis realitzats amb cortisol mostren que la seva
addici6 als monocits durant la diferenciacié a CDs inhibeix 1’augment de I’expressié de CD83,
acompanyat de reduccid de la produccio de IL-12 i de la capacitat al-loestimuladora en resposta
a estimuls maduratius (TNF-a) [313]. Aquests efectes també es van trobar en estudis realitzats
amb dexametasona com s’ha comentat amb anterioritat [309] i amb vitamina D3. Aquest
mateix efecte va ser ’observat en tractar les CDs amb a7B0 i reca6p0 que provoquen en la CD

madura un descens significatiu de CD83 en superficie.

MHC I

Per reconeixer a I’antigen les cél-lules han d’establir contacte amb les APCs mitjancant
la formacié de les anomenades sinapsis immunologiques on s’uneixen receptors TCR 1
molecules coestimuladores amb molecules MHC [314]. La durada i magnitud de la unid
sinaptica determina la intensitat de 1’estimulacid que es produira. La maduracié de la CD
implica basicament una transformacio de c¢l-lula capturadora d’antigen a cel-lules presentadora
del mateix [315]. Per aconseguir-ho, sdn necessaries grans quantitats de MHC II en superficie
de manera que s’assegurin aixi processos sinaptics prou intensos. Estudis realitzats amb
vitamina D3 en cultius de monocits en la etapa inicial de cultiu mostren un bloqueig parcial en
la diferenciacié cap a CDs inmadures. En cultius de CDs inmadures inhibeix la maduracid,
amb disminucié de I’expressié de moleécules coestimuladores i pot revertir parcialment la
diferenciacid [316]. Aquest efecte no va ser observat en tractar els mondcits amb les isoformes

a7B0 1 reca6f0.

CD1a

Les fortes caigudes en CD1 que es produeixen en presencia de ao7B0 i reca6p0
impedeixen en principi 1’activacio de la poblacié de limfocits T restringits per a CD1 que, a
diferéncia d’aquells que reconeixen el MHC, son autoreactius. Les cel-lules T restringides per a
CDla, CD1b i CDIlc en humans produeixen patrons de citoquines Thl i sén citolitiques.
Aquestes cellules poden ser importants en respostes antimicrobianes i poden contribuir
significativament en les respostes antitumorals. El resultat de 1’addicié de o730 i reca6p0 als
cultius €s que una part de la poblaci6é limfocitaria, que contribueix activament mitjangant la

secrecid de citoquines, no s’activara i la resposta immunitaria llavors perdra intensitat. Convé
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ressaltar aqui que aquest mecanisme, la inhibicié de CDI1, és utilitzat amb exit per un parasit,
Leishmania Donaban, el qual és capa¢ d’induir el descens de CDI en les CDs de I’hoste
prevenint aixi I’activacié de les cel-lules T restringides per CDI. Aconseguir evadir la
presentacid de CD1 podria ser una estrategia de Leishmania per evitar el reconeixement dels
seus glicolipids parasitaris abundants 1 impedir reaccions immunes contra ell [317]. Estudis

realitzats amb vitamina D3 també mostren una reducci6 de I’expressié de CD1a [310].

Assajos funcionals

El segiient pas va ser determinar el seu efecte a nivell funcional. Per aixo es van
realitzar assajos d’endocitosi mitjancada per receptor, assajos de migracié i d’expressio del
receptor CCR7 1 assajos de cultiu mix limfocitari per determinar si I’efecte “tolerogénic” de les

cel-lules donava reduccio de la proliferacio dels limfocits T.

1. Endocitosi mitjangada per receptor

Les CDi tenen una capacitat d’endocitosi elevada ja que disposen de mecanismes per
capturar microorganismes invasors, processar-los i1 presentar els antigens encaixats en les
MHC-I 1 II quan aquestes es troben en estat madur. Mentre que les CDm perden la capacitat
d’endocitar 1 processar antigens. Aquestes diferéncies es van observar en els assajos
d’endocitosi mitjangada per receptor. Les CDi mostraven uns nivells d’endocitosi de DQ-OVA
elevats, mentre que els de les CDm era molt baix. En tractar les cel-lules amb les isoformes
plasmatiques purificades a7B1 1 a7B0 1 la proteina recombinant reca6B0 1 determinar el seu
efecte en la diferenciacid 1 maduracio de les CDs, es va observar una endocitosi molt baixa,
equivalent a I’obtinguda en les CDm. Per tant, les CDs tractades amb a7B0 o reca6p0, tot i

13

estar en un estat “semimadur” mostren nivells reduits d’endocitosi. Cal dir que CDi
diferenciades amb 70 ja mostren una lleugera disminuci6 d’endocitosi.

Com s’ha comentat amb anterioritat, I’addicié de vitamina D3 en un cultiu de monocits
durant la seva diferenciacid a CDs dona lloc a cel-lules “semimadures” que també tenen

capacitat de captacio d’antigen reduida, tal i com s’ha observat en els nostres assajos [310].

2. Assaig de migracio i expressio de CCR7

Les CDs constitueixen les més potents APCs conegudes, exercint un paper fonamental
en la resposta immune. Perqué aquesta resposta es dugui a terme adequadament, les CDs han
de migrar cap als ganglis limfatics, on presentaran antigens als limfocits T. Aquesta migracid

depén de I’expressié del receptor de quimioquines CCR7. Aquest receptor, que reconeix els
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lligands CCL19 1 CCL21, expressats a elevats nivells en els ganglis, regula mecanismes
moleculars quimiotactics responsables de dirigir les CDs als ganglis. A part de la quimiotaxi,
CCR7 regula en les CDs la velocitat migratoria i la supervivencia d’aquestes cél-lules [150].

Es va realitzar un assaig de migracidé per comprovar si les cel-lules tractades amb la
isoforma plasmatica a7B0 tenien disminuida aquesta capacitat. Es va poder observar que no
eren capaces de migrar en condicions favorables de migracid ja que van ser estimulades amb la
CCL21. Mentre que les CDs tractades amb la isoforma o781 si que migraven en ser
estimulades amb el lligand de CCR7, donant el mateix resultat que I’obtingut en les CDm.

També es va comprovar 1’expressio de CCR7 a nivell de mRNA 1 de proteina i es va
observar una disminucid en les cél-lules tractades amb la isoforma plasmatica a7B0 i la
proteina recombinant a6f0, tant en cel-lules purificades per adheréncia com per boles
magnetiques. Aquesta baixa expressid també es pot veure en les CDi, mentre que les cel-lules
en estat madur 1 aquelles que van ser tractades amb la isoforma plasmatica a7B1 van mostrar

una expressio elevada.

3. Paper de les citoquines en la determinacio de la resposta immune

Les citoquines TNF-o, IL-1, IL-6, IL-8, IFN-y i IFN-B son mediadores de la immunitat
natural 1 del reclutament limfocitari necessari per a la resposta immune especifica. Les
respostes immunes especifiques requereixen de ’activacid 1 proliferacid dels limfocits T que
son estimulats per la IL-2 1 la IL-15. Les respostes immunes especifiques s’han dividit
classicament en funcid dels mecanismes efectors implicats, en respostes mitjancades per
cel-lules 1 en respostes humorals. Les citoquines participen en la determinacié d’aquests dos
tipus de resposta immune. Les respostes mitjangades per cel-lules requereixen que els limfocits
CD4 proinflamatoris estimulin el creixement 1 la diferenciacié de limfocits T citotoxics, aixi
com I’activaci6 dels macrofags. L’accid proinflamatoria d’aquests limfocits és estimulada per
la produccio de les citoquines IL-12, IL-18, IFN-o, IFN-yi TNF-B. En les respostes mitjangades
per anticossos, els limfocits T CD4 cooperen amb els limfocits B estimulant la seva
proliferacié 1 diferenciacié cap a cel-lules productores d’immunoglobulines. L’accio
cooperadora dels limfocits CD4 ¢és estimulada per les citoquines 1L-4, IL-5, IL-10, IL-13 1 IL-
14.

Les cel'lules T cooperadores poden ser dividides en dos tipus, definits per diferents
patrons de produccio de diferents citoquines [318]. Els limfocits T cooperadors de tipus 1

(Th1) produixen IL-2, IFN-y i TNF-B, i per tant, son els responsables de la promocié de les
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respostes cel-lulars. Aquestes respostes van passar a denominar-se respostes immunes de tipus
1. Els limfocits T cooperadors de tipus 2 (Th2) produeixen IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 i IL-13 i
serien els responsables de la cooperacid amb les cel-lules B en les respostes humorals.
Aquestes respostes es coneixen com a respostes immunes de tipus 2 [319]. En la Taula 22 es

mostren els patrons de citoquines en cada un dels tipus de resposta, Th1 o TH2.

TAULA 22. Patrons Thl i Th2 de secrecio de citoquines
Citoquina Thl Th2
IL-2 ++ -
IFN-y ++ -
IL-12 ++ -
TNF-B ++ -
TNF-a ++ +
GM-CSF + ++
IL-3 + ++
IL-4 - ++
IL-5 - ++
IL-10 + ++

No obstant aix0, els estudis dels patrons de secrecid en cel-lules individuals humanes han
demostrat que només un petit percentatge dels limfocits encaixa en les categories Thl 1 Th2
[320, 321]. Els limfocits T cooperadors humans presenten patrons de secrecid de citoquines no
excloents que freqiientment combinen la secrecid d’alguna citoquina tipus 1 amb la d’una altra
tipus 2. Per exemple, la IL-10, una citoquina Th2 per excelléncia, és produida tant per
limfocits T productors de IL-4, com pels productors de IFN-y [321]. Encara que les cél-lules T
que secreten IL-4 no solen secretar IFN-y 1 viceversa, existeixen c¢l-lules que secreten
qualsevol de les combinacions de la resta de citoquines segons patrons d’associacié aleatoris
[322]. Per tant, podem concloure que encara que existeixen respostes de tipusl i de tipus 2 ben
diferenciades, aquestes no es basen (almenys en 1’espeécie humana) en el predomini de dos
tipus de clons Thl o Th2, sin6 en el predomini de clons productors de IL-4 o IFN-y.

Finalment, I’acci6 reguladora de les citoquines sobre les respostes immunes també pot
ser negativa. Existeixen citoquines inhibidores com TGF-f 1 IL-1Ra, aixi com formes solubles
dels receptors, que inhibeixen especificament 1’accié de les citoquines a les quals s’uneixen.
Aixi mateix, es produeixen relacions d’antagonisme reciproc. Les citoquines IL-4 i IL-10
inhibeixen els efectes de IL-12 1 IFN-y, 1 aquests al seu torn inhibeixen els efectes de les

primeres.
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Polaritzacio6 de la resposta per les APCs

Per respondre de manera apropiada als diferents patogens, el sistema immune selecciona
entre diferents tipus de respostes antigen-especifiques que son mitjancades per cel-lules efectores
funcionalment polaritzades (Th1, Th2 1 Th3) que es diferencien a partir de c¢l-lules novenganes
precursores de cel-lules cooperadores. Les APCs que endociten 1 presenten els antigens dels
patogens aporten senyals polarizants. Aquests senyals polaritzen als limfocits T reconeixedors
d’aquests antigens presentats per elles. Les CDs son cél-lules sentinelles situades en llocs
potencials d’entrada de patogens. Aquestes cel-lules comproven el seu entorn i1 s’activen per la
unid de les molecules dels patogens als seus receptors per a PAMP. Els mediadors endogens com
el IFN-y 1 la PGE, també contribueixen a la polaritzacié de les CDs cap a CDI (inductores de
limfocits Th1) 1 CD2 (inductores de limfocits Th2) respectivament.

Aquestes cel-lules CD1 produeixen IL-12 i indueixen diferenciacio de limfocits T cap a limfocits
cooperadors productors de IFN-y. Les CD2 no produeixen IL-12, sind que produeixen IL-10 i
indueixen diferenciaci6 de limfocits T cap a limfocits cooperadors productors de IL-4.

Els nostres resultats van mostrar una expressid elevada de IL-10 en les cel-lules
tractades amb la isoforma plasmatica purificada a7B0 1 la proteina recombinant reca6f0,
respecte a les CDm i a les CDs tractades amb a7f1 durant el seu procés de diferenciacid i
maduracid. IL-10 és probablement el millor exemple de proteina immunomoduladora que
promou la inducci6 de cél-lules T reguladores. Una propietat important de 1L-10, des d’una
perspectiva immunomoduladora, és la seva capacitat per inhibir les cel-lules Thl. La inhibicid
de la via cel-lular Thl per IL-10 és mitjancada per diversos mecanismes, incloent inhibicio de
la produccié de IL-12 per part de les APCs, i bloquejant la sintesi de IFN-y per cel-lules T
diferenciades [323]. Aquesta inhibicié de la produccio de IL-12 és la que també es pot observar
en tractar les CDs amb la isoforma plasmatica purificada a7p0 i la proteina recombinant
reca6p0, respecte a les CDm 1 a les CDs tractades amb o7B1 durant el seu procés de
diferenciacid i maduracid, les quals secreten grans quantitats d’aquesta citoquina. Aquesta
caracteristica també s’ha pogut observar en estudis realitzats en tractar els monodcits amb

cortisol durant el procés de diferenciacié dels monocits a CDs [313].

IL-10 inhibeix fortament citoquines proinflamatories com IL-1, IL-6, IL-8, TNF-a i
GM-CSF, a més a més de reduir I’estrés oxidatiu donant lloc a 1’activacié de macrofags
humans i de ratoli. En els nostres estudis es va poder veure que hi havia una disminucié de la

secrecio de les citoquines IL-6, IL-8 i TNF-a en tractar les CDs amb a7B0 i reca6p0, respecte
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a les CDm 1 a les CDs tractades amb o781 durant el seu procés de diferenciacié i maduracid,
les quals secreten grans quantitats d’aquestes citoquines.

Les fortes propietats antiinflamatories intrinseques de IL-10 es veuen augmentades per
la seva capacitat d’induir cél-lules T reguladores. En particular, la preséncia d’IL-10 durant la
diferenciacié de cél-lules T CD4" resulta en el desenvolupament d’un subconjunt definit de
cel-lules T reguladores (Trl) caracteritzades per una proliferacid baixa, absencia de produccid
d’IL-2, i un especific perfil de citoquines caracteritzat per la produccié de IL-10 i IFN-y pero
no de IL-4 ni IL-5 [324].

Els nostres resultats son molt semblants als observats en estudis realitzats amb la
vitamina D3 com s’ha comentat anteriorment [316]. La seva accid inhibitoria €s deguda a la
interferéncia en les vies de senyalitzacié que porten a la produccio de citoquines; puntualment
inhibeix la transcripcié de IL-12 en les CDs 1 macrofags. Aquesta inhibicié s’acompanya d’un
augment de la produccidé de IL-10, que causa disminucié de I’activitat de cel-lules T. La falta
de diferenciacié i maduracio de les CDs, aixi com la modulacio de la seva activacio, porta a
I’aparicio de CDs amb un fenotip tolerogénic. Aquests efectes s’observen in vivo en models
experimentals amb trasplantaments al-logénics. En tractaments curts amb vitamina D3,
I’hormona és responsable d’induir limfocits T reguladors CD4 'CD25", cél-lules que serien

responsables d’intervenir en la tolerancia als trasplantaments [325, 326].

També s’ha pogut observar que la produccio de la citoquina proinflamatoria IFN- vy, la
funcid principal de la qual és I’activacié dels macrofags, tant en les respostes immunitaries
innates com les respostes cel-lulars adaptatives, durant el procés de diferenciacié i maduraciod
de les CDs ¢és totalment absent en tractar les c¢l-lules amb a7B0 i reca6p0. Mentre que les
CDmi i les CDs tractades amb a7B1 secreten grans quantitats d’aquesta citoquina.

Es possible que aquestes funcions inhibitories d’IL-10 i de les citoquines relacionades
puguin trobar aplicacions terapeutiques, 1 la seva activitat modulant les funcions de les APCs i
promovent el desenvolupament de cel-lules T reguladores suggereix un possible s en el
tractament de malalties autoimmunes [327]. Donant suport a aquesta hipotesi, un estudi
realitzat en un model de colitis severa va mostrar que aquesta era abolida en realitzar
I’administracié sistémica de IL-10 pero, interessantment, no d’IL-4. A més a més, el tractament
amb IL-10 pot millorar el lupus de ratoli mitjangant inhibicié de citoquines Thl patogeniques
[323]. El tractament d’IL-10 esta actualment provant-se en condicions inflamatories multiples,
incloent-hi I’artritis reumatoide, malaltia d’intesti inflamatoria, psoriasi, rebuig d’al-loempelts i

hepatitis C cronica [327].

236



Discussio

4. Indoleamine 2,3-dioxygenase

Un mecanisme pel qual les CDs poden regular respostes T cel-lulars és mitjangant
I’expressid de indoleamine 2,3-dioxygenase (IDO), I’enzim limitant del catabolisme de
triptofan. CDs transgeniques per IDO disminueixen la concentracié de triptofan, augmenten la
concentracio de kynurenina, el metabolit principal de triptofan, 1 suprimeixen la proliferacié de
cel-lules T al-logeniques in vitro, perque els catabolits suppressius del triptofan exerceixen una
acci6 citotoxica preferentment en cel-lules T activades [328]. Encara que el concepte que les
cel-lules que expressen IDO puguin suprimir respostes de cel-lules T 1 promoguin tolerancia és
un paradigma relativament nou en la immunologia, 1’evidéncia dona suport a aquesta
possibilitat, incloent-hi estudis sobre tolerancia maternal al fetus, resisténcia de tumors,
infeccions croniques i malalties autoimmunes [328, 329]. En particular, CDs que expressen
IDO contribueixen a la generacid6 1 manteniment de la tolerancia periférica
eliminant cel-lules T autoreactives [328, 329]. IDO també intervindria en la regulacié de la
sintesis de prostaglandines [330].

Aixi, Dexpressi6 induible d’IDO sembla jugar un paper important induint
CDs tolerogeniques, 1 la seva modulacid té aplicacions terapeutiques potencials.

Aquesta caracteristica no es va observar en els nostres estudis ja que en tractar les CDs
amb a7B0 es va determinar una disminucié de I’expressio del gen que codifica per IDO.

Mentre que si que es va induir la seva expressid en CDs tractades amb o781 i en les CDm.

4. miRNA155 o BIC-1

Els MicroRNAs (miRNAs) son RNAs no codificants que poden regular 1’expressio de
gens que codifiquen per proteines a nivell posttranscripcional durant I’emparellament de bases
amb la regié 3°’UTR del mRNAs diana [331]. Hi ha evidéncies creixents que suggereixen que
els miRNAs regulen una gamma amplia de processos biologics, incloent aquells que connecten
amb cancer 1 immunitat.

miRNA-155 (microRNA155, miR-155) ha emergit com un regulador essencial de la
fisiologia cel-lular; especialment important en el sistema immunitari dels mamifers [332, 333,
334]. Per exemple, miRNA-155 es detecta durant un resposta immunitaria en c¢l-lules B
madures activades i en limfocits T [335], cel-lules B dels centres germinals [332], i monocits
[336]. Ratolins knock-out BIC/miR-155 van donar lloc a una resposta immunitaria deteriorada
1 la produccié de citoquines [332], donant suport al paper vital de miR-155 en immunologia.
En el cancer, la desregulacio de miR-155 esta implicada en un ampli rang de malignitats

incloent-hi diverses formes de limfoma i carcinomes de pit, pulmo, pancrees, cap i coll, i ronyd
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[337, 338, 339, 340, 341]. En immunologia 1 limfoma, miR-155 ha estat extensament
investigat; tanmateix, ¢és evident que 1’expressié de miR-155 és elevada en cancer de pit [339,
341], contribuint a la quimioresisténcia [342].

En els nostres estudis en tractar les CDs amb a7B0 es va determinar una disminucio6 de
I’expressio del gen que codifica per BIC-1, tant en cel-lules purificades per adheréncia a la
placa com per boles magnetiques. Mentre que si que es va trobar expressido en CDs tractades

amb a7B1 i en les CDm.

5. Cultiu mixt limfocitari

Una de les propietats més analitzades en la literatura de les CDs és la seva capacitat de
generar una forta resposta al-logénica en cultiu mixt, resposta que possiblement depengui de
I’elevat nivell d’expressido de molecules coestimuladores quan maduren 1 en menor mesura de
la produccié de determinades citoquines per les CDs en maduracidé. Malgrat és una prova
ampliament utilitzada per la caracteritzacido d’aquestes c¢l-lules, només dona idea de la seva
capacitat immunogenica, perd no ens dona cap tipus d’informacid sobre si hi ha processament i
presentacid d’antigen.

La maduracio6 de les CDs amb LPS genera cél-lules madures amb una elevada capacitat
al-loestimuladora. Aquesta propietat, depenent en part de 1’expressio de molécules de
coestimulacio, s’inhibeix en presencia de a7p0, que també inhibeix I’expressioé de molecules de
coestimulacio, implicades en la presentacio antigénica. Com a control positiu s’ha utilitzat la
Vitamina D3 [310], molecula coneguda per donar un fenotip de CDs semimadures amb una
disminuci6 de la seva capacitat al-loestimuladora. De manera que o730 podria estar implicada

en la semimaduracio6 de les CDs.

Cél‘lules dendritiques i els mutants de la cadena o de C4BP

Un dels objectius d’aquest estudi es basa en caracteritzar els requeriments estructurals
de C4BP per la seva uni6 a les CDs utilitzant els mutants recombinants que tenen abséncia
d’un dels dominis individuals. La conformacid elongada de la cadena C4BPa i el fet que estan
exclusivament organitzades en dominis individuals la fa particularment adient per aquest tipus
d’estudi [211]. Per un total de 8 mutants estudiats, CCP6 ¢s el més important en la unié amb
les CDs essent crucial per a la inhibicié de la maduracié d’aquestes c¢l-lules i1 deixar-les en un
estat de tolerancia immunologica.

En tractar els monocits amb els mutants recombinants de la cadena C4BPa, hem

aconseguit obtenir CDs derivades de monocits de sang periférica de donants sans després de 7
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dies de cultiu en preseéncia de GM-CSF 1 IL-4 caracteritzant-les fenotipicament i funcionalment
en tres estats de maduracid o diferenciacid. L’estat immadur de les CDs es va obtenir per
tractament en cultiu amb GM-CSF 1 IL-4, posseeixen baixos nivells d’expressio de la molecula
coestimuladora CD83 1 baixa produccié de IL-12p70. Sota estimulacié amb LPS d’E. coli per
48 hores, les CDs mostren un fenotip madur, caracteritzat per una regulacio positiva de CD83 1
un augment de les citoquines IL-12p70, IFN-y i TNF-a. Resultats idéntics es van obtenir en
tractar les cél-lules amb el mutant recombinant ACCP6. Finalment, es va obtenir un estat
intermedi mitjancant la incubacié amb la resta de mutants recombinants (ACCP1, ACCP2,
ACCP3, ACCP4, ACCP5, ACCP7 i ACCP8) que exhibeixen caracteristiques fenotipiques
indicadores d’un estat semimadur. Aquestes poblacions tenien una expressié molt reduida del
marcador CD83, caracteristic de les CDm, comparat amb 1’expressi6 en les CDm, i podrien
correspondre a CDs amb caracteristiques reguladores o tolerogeniques. La diferéncia entre els
diferents mutants recombinants €s que els manca un dels dominis individuals de la cadena alfa
de la proteina C4BP. Aix0 ens fa pensar que la preséncia del domini 6 de la cadena alfa en el
mutant recombinant ACCP6, podria ser el responsable del fenotip semimadur que s’observa en
la resta de mutants estudiats.

També es va comprovar aquest efecte utilitzant un estimul maduratiu diferent al LPS
per determinar si s’obtenien els mateixos resultats. El coctel d’estimulacié utilitzat va ser
I’extracte bacteria Ribomunyl combinat amb IFN- y i rHusCD40L/TRAF. S’ha pogut
comprovar que també es dona disminucié del marcador de maduracié CD83 en tractar les
c¢l'lules amb el mutant recombinant ACCP8 i combinat amb aquest coctel. En tractar les CDs
amb el mutant ACCP6 s’obté una expressio elevada de CD83, equivalent a les CDs madurades
amb el coctel Ribomunyl.

També es va determinar la morfologia d’aquests tipus de CDs generades mitjangant
microscopia d’escombratge. Les CDi tenen la tipica forma estelada, amb les dendrites que
sobresurten del cos de la cél-lula. En tractar les ceél-lules amb els mutants recombinants ACCP4
i ACCPS8 durant la diferenciacidé i maduracidé s’observen aquestes mateixes caracteristiques.
Les dendrites de les CDm es transformen en plecs i projeccions membranals, que els dona
aparen¢a més allargada. Aquestes caracteristiques son les que s’han pogut observar en les
cel-lules tractades amb el muntant recombinant ACCP6 durant tot el cultiu i estimulant la seva

maduracio amb LPS.
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Assajos funcionals

1. Paper de les citoquines en la determinacio de la resposta immune

Els nostres resultats van mostrar una expressié disminuida de IL-12p70 en les cél-lules
tractades amb el mutant recombinant, respecte a les CDm i a les CDs tractades amb el muntant
ACCP6 durant el seu procés de diferenciacié i maduracio.

També s’ha pogut observar que la produccio de les citoquines proinflamatories IFN- vy 1
TNF-a durant el seu procés de diferenciacié 1 maduracio de les CDs és totalment absent en
tractar les cel-lules amb ACCP8. Mentre que les CDm i les CDs tractades amb ACCP6 secreten

grans quantitats d’aquestes citoquines.

2. Indoleamine 2,3-dioxygenase
En tractar les CDs amb els mutants recombinants ACCP6 i ACCP8 es va determinar
una elevada expressio del gen que codifica per IDO, mentre que en la resta de mutants es va

observar una expressio disminuida respecte a les CDm i comparable a les CDi.

Per tant, tenint en compte tots els resultats descrits es pot concloure que en analitzar la resposta
de les CDs a la proteina reguladora del complement C4BP, descrit també com a lligand
alternatiu de CD40, la seva cadena alfa sembla induir un estat semimadur en aquestes cel-lules
caracteritzat per una baixa expressio del marcador de maduraci6 CD83 1 de les molecules
coestimuladores CD86, CD80 1 CDl1a, una reduida internalitzacié i processament d’antigens i
un augment de la secreci6 de la citoquina inflamatoria IL-10 1 reduccio de I’expressiéo de TNF-
a, [FN-y i IL-12, juntament amb una disminuci6 de la quimiotaxi i de I’expressié del receptor
CCR7, implicat en la migracié de les CDs cap als noduls limfatics. Per ultim es descriu una
disminuci6 de la proliferacié dels limfocits T donant lloc a una disminucié de la resposta
al-logénica. Aquestes CDs semimadures podrien ser considerades CDs reguladores de la
resposta immunitaria.

La caracteritzacié més exhaustiva dels dominis de la cadena alfa permet determinar que
ACCP6 ¢és el responsable de I’activitat inhibitoria que exerceix la isoforma 70 en la
diferenciacid i maduracié de les CDs, independentment de 1’estimul maduratiu utilitzat.

S’ha pogut comprovar que el sistema de purificacié dels monocits provinents de sang periferica
no afecta als resultats obtinguts 1 que el tractament amb les diferents isoformes i els mutants
recombinants de C4BP no afecta significativament la viabilitat cel-lular.

Per tant, la caracteritzacié funcional detallada de la interaccié de C4BPa sobre les CDs (via

CD40 i/o a través de receptors alternatius) 1 la disseccid del domini de C4BPa implicat en la
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induccio de CDs reguladores pot permetre el disseny de peptids especifics 1 efectius capagos de
“programar” CDs amb propietats tolerogéniques o reguladores, d’enorme potencial per a la
seva avaluacio en el trasplantament d’organs, amb el fi d’aconseguir la supervivéncia a llarg

termini de I’0rgan trasplantat.

Paper del Factor H en la diferenciacié i maduracio de les cél-lules dendritiques

Un cop analitzada la resposta de les CDs a la proteina reguladora del complement
C4BP, es va voler comprovar si el Factor H [18], un altre regulador soluble del complement,
induia també un estat semimadur a les CDs, caracteritzat fonamentalment per una baixa
expressid de CDS83 i una reduida internalitzacié 1 processament d’antigens. Aquestes dues
proteines, a part de ser regulars del sistema del complement, comparteixen la caracteristica que
estan formats per dominis CCPs (també anomenats Short Consensus Repeats o sushi domains).

S’han realitzat tres tipus d’analisi de I’efecte de la proteina plasmatica purificada Factor
H en la diferenciacié /o maduracié de les CDs derivades de monocits de sang periférica de
donants sans. En tractar els monocits amb el Factor H i determinar ’efecte en la diferenciacio
s’ha vist que dona un estat cel-lular amb disminucié de I’expressié de la CD86 1 de CDla,
implicats en la presentacié d’antigen. En afegir el Factor H sol a dia 5 1 determinar I’expressio
de marcadors en 1’estat de cel-lules madures s’observa augment de CD83 1 CD86 respecte CDi
mentre que es dona una disminucié de HLA-DR, CD83 i CDla en combinar-lo amb LPS. En
estudiar el procés de diferenciacié i maduracid s’obtenen CDs tres estats cel-lulars. Les CDi es
va obtenir per tractament en cultiu amb GM-CSF 1 IL-4, aquestes posseeixen una alta capacitat
endocitica representada per una elevada endocitosi d’ovalbimina (DQ-OVA). Sota estimulacio
amb LPS d’E. coli durant 48 hores, les CDs mostren un fenotip madur, caracteritzat per una
baixa capacitat d’endocitar ovalbimina, una regulacié positiva de CD40, CD86, CD83 i CDS0.
Finalment, es va obtenir un estat intermedi mitjancant la incubacié amb el Factor H que
exhibeix caracteristiques fenotipiques indicadores d’un estat semimadur. Aquesta ultima
poblacid tenia una expressié molt reduida dels marcadors CD83, caracteristic de les CDm, 1
CDla, i de les molécules coestimuladores CD86 1 CD80, comparat amb 1’expressid en les
CDm, i podria correspondre a CDs amb caracteristiques reguladores o tolerogéniques. Mostra
també una baixa capacitat d’endocitosi de DQ-OVA. Totes aquestes caracteristiques semblen
ser dosi depenent en tots els estudis realitzats, sense comprometre la viabilitat cel-lular. Aixo
ens fa pensar que el Factor H, tal i com s’ha vist en el cas de I’abséncia de la cadena beta de la
proteina plasmatica purificada C4BP, s’uniria d’alguna manera a les CDs donant lloc a un estat

“semimadur” d’aquestes.
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Amb aquests resultats podem deduir que en absencia dels senyals coestimuladores, a
causa del tractament amb el Factor H, el reconeixement antigénic no induiria la diferenciacio
cap a limfocits T efectors, produint-se d’aquesta manera, la tolerancia a antigens. Aquest
mecanisme de seguretat previndria I’activacid dels limfocits amb autoantigens que podria

provocar respostes immunes inadequades que danyarien els teixits propis.

També es van determinar la morfologia d’aquests tipus de CDs generades mitjancant
microscopia d’escombratge veient que les CDi tenen la tipica forma estelada. En tractar les
cel-lules amb el Factor H durant la diferenciacid 1 maduracid s’observen aquestes mateixes
caracteristiques, cel-lules arrodonides amb poques dendrites. Mentre que les CDm mostren un

aspecte més allargat amb dendrites més pronunciades i allargades.

Significats funcionals de les alteracions fenotipiques

En aquest apartat de la discussio general es relacionaran les alteracions fenotipiques que
s’han observat en presencia del Factor H amb el resultat obtingut d’inhibicié de la capacitat
estimuladora de les CDs tractades amb aquests sobre els limfocits. Es comentaran
exclusivament els canvis fenotipics que s’han produit sobre CDm ja que son les uniques que
poden relacionar-se amb les proliferacions limfocitaries.

El Factor H forca descensos en els nivells de CD86 i CD80 en les CDm. Aquests
descensos actuarien sobre els limfocits activadors disminuint el seu grau de coestimulaci6 i
contribuint a produir respostes immunes menys intenses.

Una menor expressio de CD83 implica 1’obtencié de CDs menys madures i amb menor
capacitat de coestimulacid limfocitaria pel que, logicament, les proliferacions limfocitaries
haurien de ser menys intenses. El Factor H provoca en la CD madura un descens de CD83 en
superficie.

Les fortes caigudes en CDla que es produeixen en presencia del Factor H impedirien
’activacio de la poblacié de limfocits T restringits per a CD1 que, a diferéncia d’aquells que
reconeixen el MHC, son autoreactius. El resultat de I’addicio del Factor H als cultius és que
una part de la poblacié limfocitaria, que contribueix activament mitjangant la secrecio de

citoquines, no s’activara i la resposta immunitaria llavors perdra intensitat.
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Assajos funcionals

El segiient pas va ser determinar el seu efecte a nivell funcional. Per aix0 es van
realitzar assajos d’endocitosi mitjangcada per receptor, assajos de migracid 1 d’expressid del
receptor CCR7 1 assajos de cultiu mix limfocitari per determinar si I’efecte “tolerogénic” de les

cel-lules donava reduccio de la proliferacio dels limfocits T.

1. Endocitosi mitjangada per receptor

En els assajos d’endocitosi mitjangada per receptor realitzats, les CDi mostraven uns
nivells d’endocitosi de DQ-OVA elevats, mentre que els de les CDm era molt baix. En tractar
les cel-lules amb el Factor H i determinar el seu efecte en la diferenciacio i maduracio de les
CDs, es va observar una endocitosi molt baixa, equivalent a 1’obtinguda en les CDm, tant a
nivell de la diferenciacid, de la maduracié com del procés sencer. Per tant, les CDs tractades

amb el Factor H, tot i estar en un estat semimadur mostren nivells reduits d’endocitosi.

2. Assaig de migraci6 i expressié de CCR7

Es va realitzar un assaig de migracidé per comprovar si les cel-lules tractades amb el
Factor H durant els processos de diferenciacio 1 maduracio tenien disminuida aquesta capacitat.
Es va poder observar que no eren capaces de migrar en condicions favorables de migracid, €s a
dir, en ser estimulades amb la CCL21. Mentre que les CDm si que migraven.

També es va comprovar 1’expressio de CCR7 a nivell de mRNA 1 de proteina i es va
observar una disminucio en les cel-lules tractades amb el Factor H durant els processos de
diferenciacid 1 maduracid. Aquesta baixa expressio també es pot veure en les CDi, mentre que

les cel-lules en estat madur van mostrar una expressid elevada.

3. Indoleamine 2,3-dioxygenase

Es va voler determinar I’expressid de I’enzim limitant del catabolisme del triptofan,
indoleamine 2,3-dioxygenase (IDO), en les CDs tractades amb el Factor H en el procés de
diferenciacid i maduracio. Es va obtenir una disminuci6 de 1’expressio del gen que codifica per

IDO en aquestes cel-lules i en les CDi. Mentre que si que es trobar expressid en les CDm.

4. miRNA155 o BIC-1
En els nostres estudis en tractar les CDs amb el Factor H es va determinar una
disminucié de I’expressi6 del gen que codifica per BIC-1. Mentre que si que es trobar

expressid en les CDm.
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5. Superoxid dismutasa 2 o SOD-2

Aquest gen és un membre de la familia de la superoxid dismutasa de ferro/manganes.
Codifica una proteina de matriu mitocondrial que forma un homotetramer i 1liga un 16 de
mangangs per subunitat. Aquesta proteina transforma 1’16 superoxid, un bioproducte de la
cadena de transport d’electrons mitocondrial, en aigua oxigenada i oxigen diatomic. Per tant és
una important defensa antioxidant en la majoria de las c¢l-lules exposades a I’oxigen [343].

En tractar les CDs amb el Factor H es va determinar una disminuci6 de 1’expressio del

gen que codifica per SOD-2. Mentre que si que es trobar expressio en les CDm.

6. Cultiu mixt limfocitari

Tal i com es va determinar per la isoforma a7pB0 de la proteina C4BP, es va voler
comprovar si el factor H també podia reduir la resposta al-logenica en el cultiu mixt limfocitari.
El resultat va ser una disminucié d’aquesta propietat acompanyada d’una menor expressié de
molécules de coestimulacio, implicades en la presentacid antigénica. Com a control positiu
s’ha utilitzat també la Vitamina D3. Per tant, el Factor H podria estar implicat en la

semimaduracid de les CDs.

Per tant, el Factor H afecta als processos de diferenciacié 1 maduracié de les CDs de
forma independent. Com es va poder comprovar utilitzat les isoformes a7p0 i reca6p0, i com
s’havia vist en estudis publicats amb vitamina D3, cortisol o dexametasona, el Factor H
addicionat al cultiu de monocits dona lloc a CDs es un estat semimadur caracteritzat per
disminucié de molecules coestimuladores, de CD83, acompanyada d’una disminucié de la

capacitat antigenica i de la proliferaci6 de limfocits T al-logeénics.

6.2.2. Cel'lules dendritiques i trasplantament

En les ultimes dues décades s’ha donat un progrés significatiu en 1’area del
trasplantament d’organs resultant en una acceptacio de I’empelt. Aixd ha estat possible
principalment gracies a la introduccié de nous farmacs immunosupressors, millor seleccié dels
receptors, 1 una millora de la recuperacid postoperatoria del malalt trasplantat. No obstant, la
persisténcia del rebuig cronic aixi com dels efectes secundaris dels immunosupressors (per
exemple, infeccid cronica, cancer i aterosclerosi) sén dos dels principals problemes que encara
limiten I’exit a llarg termini del trasplantament d’organs vascularitzats. En un esfor¢ per

resoldre aquests problemes, s’han realitzat un gran nombre de recerques durant els tltims deu
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anys per aconseguir tolerancia immunologica permanent, resultant en una acceptacio
permanent de I’empelt sense cap régim immunosupressor.

Com s’ha anat constatant, un cop realitzat el trasplantament ¢s necessari resoldre els
problemes immunologics que obstaculitzen 1’acceptacié de I’empelt a curt, mig i llarg termini.
En aquest sentit cal fer un esfor¢ per coneixer millor els mecanismes de tolerogénesi que
s’estableixen en molts trasplantaments i1 la seva potenciacidé terapeutica. Evidencies
experimentals suggereixen que les CDs “tolerogeéniques” al-logéniques del donant s6n capaces
d’incrementar la supervivencia dels organs trasplantats quan s’infonen al receptor [208, 344].
Per tant, existeix un gran interes en la identificacid de substancies i/o protocols de terapia
cel-lular destinats a toleritzar les CDs, que juguen un paper clau en la induccié de tolerancia
immune. Aixi, seria desitjable 1’as de CDs terapeutiques selectives per prevenir o reduir
I’aparici6 de rebuig 1 induir tolerancia, o mitigar la malaltia de I’empelt contra 1’hoste
(GVHD). Aixo0 podria ser possible mitjancant el desenvolupament d’un protocol especific 1
d’un cost moderat per a Us clinic utilitzant C4BPA o Factor H.

Els agents utilitzats fins al moment (anticossos, farmacs immunosupressors...), poden
conduir a una reactivacid de la maduracié de les CDs, o desenvolupen efectes secundaris
importants. Una potencial terapia immunologica amb C4BPA o amb Factor H es podria
plantejar per modular les CDs de manera eficient, especifica i segura, tant in vitro com in vivo,
mitjancant 1’administracid sistemica, un cop analitzat el perfil de toxicitat d’aquestes
biomolecules.

Per altra banda, 1’obtenci6 i caracteritzacié funcional de les CDs reguladores induides
per C4BPA i péptids mimetics homolegs a aquesta molecula o per Factor H ampliara el
coneixement de la interaccio entre el sistema del complement i el sistema immune cel-lular en
processos immunoinflamatoris com el rebuig en trasplantament d’organs. A més, la
caracteritzacio de la interacci6 CD-C4BPA i CD-Factor H pot conduir a la identificacié de
noves dianes terapeutiques en les vies de transduccié de senyals implicades, ja sigui a través
del receptor CD40, o a través d’altres receptors de membrana afins a C4BPA, en el cas de

C4BP, o de receptors de membrana afins al Factor H.

Paper immunoterapéutic de les cel-lules dendritiques

La immunoterapia amb CDs ha estat plantejada com una alternativa als tractaments
tradicionals del cancer (cirurgia, quimioterapia o radioterapia) [345]. Aquest tractament tindria
I’avantatge que seria el propi cos el que detectaria i eliminaria les ceél-lules tumorals, sense

necessitat de tractaments que tinguin efectes secundaris perjudicials fisics o psicologics per al
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pacient. Entre uns altres, ha estat provat en pacients amb hepatocarcinoma, melanoma i
carcinoma renal, amb especial exit en els pacients amb melanoma o limfoma [345].
L’alteracid genctica de les CDs també pot contribuir a guarir o alleujar els efectes de malalties
autoimmunes com |’artritis reumatoide, un trastorn en el qual els leucocits ataquen el cartilag
de les articulacions en confondre’l amb proteines alienes al cos. Aquesta resposta immunitaria
excessiva acaba danyant els ossos. Existeix un estudi que argumenta que la proteina RelB
impedeix la generacié de la proteina CD40 en CDs. Aquest canvi fa que les cel-lules
dendritiques inhibeixin els limfocits T en lloc d’activar-ho, regulant aixi la resposta
immunitaria [346].

D’altra banda, la induccio de CDs amb capacitat tolerogeénica per estimulacid amb
alguna de les proteines que constitueixen els engranatges d’aquest circuit (Galectina-1, IL-27 o
IL-10) brindaria importants beneficis terapeutics en processos inflamatoris cronics, malalties
autoimmunes com I’esclerosi multiple, ’artritis, la malaltia de Crohn 1 en la prevencio del
rebuig de trasplantaments, tots processos en els quals es necessita “desactivar” la resposta
immune. De fet, en els Gltims anys s’han descrit diferents citoquines (IL-21, péptid vasoactiu
intestinal...) [296, 297] 1 altres biomolecules (vitamina D3 [298], mitomicina C [299]...)
capaces de regular 1’activacio /o0 maduracié de les CDs. La incubacio de CDs generades in
vitro amb IL-21 redueix significativament el seu potencial per induir proliferaci6 de cel-lules T
[296]. Un altre estudi va mostrar que CDs tractades amb mitomicin C toleritzaven limfocits T
al-logenics 1 aquesta propietat podria ser mitjancada per la disminuci6 de ’expressio de CD8O0,
CD86 i ICAM-1 [299].

Alternativament, s’han descrit molécules que exerceixen una regulacio més subtil i especifica
de la conversid a CDs tolerogéniques. Concretament, tant les hormones activina A i inhibina A
[300], com certs oligonucleotids [301] semblen induir un estat semimadur a les CDs, que es
caracteritzen fonamentalment per una inhibici6 de 1’expressio6 de HLA-DR, sense influir

significativament en I’expressi¢ d’altres marcadors com CD40, CD83 i CDg6.

Per tant I’estudi detallat del potencial dels reguladors del complement, C4BP i Factor
H, per “programar” a CDs tolerogeéniques pot tenir rellevancia terapéutica millorant la

superviveéncia de 1’0rgan trasplantat.

Perspectives futures
Els resultats d’aquest treball poden donar peu a 1’estudi del potencial valor diagnostic

de noves molecules implicades en ’activacio de la resposta inflamatoria i regulades per la
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interaccid6 CD40-CD40L en cel-lules endotelials. Aquesta aproximacio podria ser d’utilitat per
al diagnostic de malalties amb un component inflamatori important com les malalties
vasculars.

Per altra banda, ’accié dels reguladors del complement, C4BP i1 Factor H, en
I’activacio de les cel-lules dendritiques, fins ara desconeguda, obre noves possibles linies de

recerca per a avangar en el coneixement de la tolerancia en processos immunoinflamatoris.
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1. La determinacié dels perfils d’expressié génica mitjangant microarrays juntament amb la
tecnologia de RNAI, ha permes verificar que la interaccid CD40-CD40L desencadena un patrd
d’expressid especific en cel-lules endotelials, tant si es tracta de la isoforma unida a membrana

(mCD40L) com de la isoforma soluble (sCD40L).

2. La isoforma sCD40L produeix una activacid endotelial analoga a 1’obtinguda amb la
isoforma mCD40L. Encara que la magnitud d’activacié de sCD40L ¢&s significativament
menor, aquesta isoforma es capa¢ també d’induir en les cel-lules endotelials una resposta
defensiva a estres de tipus immunoinflamatori en el que es veuen implicades les principals vies
de senyalitzacié proinflamatories (NF-kB, MAPK/SAPK) i els seus factors de transcripcid

associats.

3. Segons 1’analisi diferencial (SAM) dels perfils transcripcionals globals obtinguts mitjangant
interaccio mCD40L-CD40 i sCD40L-CD40 durant 4 h en cel-lules endotelials, mCD40L regula
442 gens (90% induits 1 10% reprimits), mentre que sCD40L regula 357 gens (70% induits i
30% reprimits). A més, 38.5% dels gens regulats via mCD40L i 50% dels gens regulats via
sCD40L estarien coregulats. Aixo confirma el paper general de CD40L com “activador” de les
cel-lules endotelials, encara que també suggereix algunes particularitats funcionals diferencials

entre ambdos isoformes de CD40L.

4. La validaci6 per RT-PCR de la inhibicié de I’expressié d’alguns d’aquests gens, mitjangada
per RNAIi contra CD40, confirma que la regulacio és dependent d’aquest receptor i que gens
involucrats en resposta inflamatoria es troben induits després del tractament amb sCD40L, de

manera analoga al que s’havia descrit previament per mCD40L.

5. Una analisi d’ontologia geénica (GO) dels 84 gens identificats com a diferencialment regulats
en cel-lules endotelials entre ambdoés estimuls, sSCD40L i mCD40L, ha revelat dos importants
processos biologics que s’indueixen preferentment via mCD40L: 1) Quimiotaxi, en el que es
troben implicats quimioquines com: CXCL10, PLAU, CCL5, CXCLS, CX3CL1, CCL20 1
CXCL11; 1 2) catabolisme del triptofan, en el que es troben induits els gens que codifiquen pels
enzims indoleamine 2,3 dioxigenasa (IDO) 1 kinureninasa (KYNU). La regulacié diferencial
d’aquesta via metabolica és molt interessant, ja que les cel-lules que sobreexpressen 1’enzim

IDO indueixen una potent activitat immunosupressora a les cel-lules T.

251



Conclusions

6. La isoforma majoritaria a7f1 de la proteina reguladora del sistema del complement C4BP
no afecta ni al procés de diferenciacié ni al de maduracié de les CDs quan aquestes s’enfronten

a un estimul proinflamatori (LPS).

7. Les isoformes a7B0 (minoritaria) i a6PB0 (recombinant) de C4BP afecten al procés de
diferenciacid/maduracié de les CDs induint-les un estat semimadur. Aquest efecte es mostra
amb canvis fenotipics (disminucié del marcador de maduracio6 CD83 i de les molecules
coestimuladores CD80, CD86 i CDla), morfologics amb un aspecte semblant a les CDs
immadures, disminucid de la capacitat d’internalitzar antigens, disminucié de la migracid i de
I’expressio, tant a nivell de proteina com de mRNA, del receptor CCR7, 1 a nivell de secrecid

de citoquines un augment de IL-10 i una disminuci6 de IL-12p70, TNF-a i IFN-y.

8. En tractar les CDs amb C4BP 70 durant tot el procés d’activacié cel-lular proinflamatoria,
s’ha determinat un perfil transcripcional caracteritzat per una disminucié de la expressio del

gen IDO, implicat en el catabolisme del triptofan, i del gen hoste del microRNA-155, BIC-1.

9. Les CDs tractades amb C4BP o730 durant el procés de diferenciacio/maduraci6 son capaces
de reduir significativament 1’al-loproliferacié quan s’enfronten amb limfocits T CD3"

provinents de sang periferica.

10. El domini CCP6 de la cadena alfa de C4BP (C4BPA) és el responsable de 1’activitat
antiinflamatoria o “tolerogeénica” de les CDs induides mitjancant un estimul proinflamatori ja
que en tots els mutants ACCP(1-8) de C4BPA excepte ACCP6, es mostren nivells més baixos
de CD83, acompanyats de canvis morfologics, donant lloc a un aspecte semblant a CDs
immadures, 1 disminuci6 de la secreci6 de IL-12p70, TNF-a i IFN-y, de manera analoga al que

succeeix en tractar les CDs amb la isoforma o730 de C4BP.

11. El Factor H afecta als processos de diferenciacid i maduracié de les CDs de forma
individual donant lloc a canvis fenotipics, disminucié de les molécules coestimuladores CD86 i
CDla en el cas de la diferenciacio i del marcador de maduraci6 CD83 i de CDla en la

maduracié quan es combina amb LPS.

12. El Factor H indueix un estat semimadur a les CDs que afecta conjuntament al seu procés de
diferenciacid/maduracié quan sén estimulades per un estimul proinflamatori (LPS). Aquest
efecte es mostra amb canvis fenotipics (disminucié del marcador de maduracié CD83, de les

molecules coestimuladores CD80, CD86, CD40, i CDla), morfologics amb un aspecte
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semblant a les CDs immadures, disminucié de la capacitat d’internalitzar antigens, 1
disminuci6 de la migracidé i de I’expressiod, tant a nivell de proteina com de mRNA, del

receptor CCR7.

13. En tractar les CDs amb Factor H durant tot el procés d’activacio cel-lular proinflamatoria,
s’ha determinat un perfil transcripcional caracteritzat per una disminucié de 1’expressio del gen
IDO, implicat en el catabolisme del triptofan, del transcrit hoste del microRNA-155, BIC-1, i
del gen antioxidant SOD-2.

14. Les CDs tractades amb Factor H durant el procés de diferenciacio/maduracio sén capaces
de reduir significativament 1’al-loproliferaci6 quan s’enfronten amb limfocits T CD3"

provinents de sang periférica.

15. La comprensio dels mecanismes moleculars per els quals C4BP i Factor H modulen la
diferenciacié/maduracié de les CDs podra conduir al desenvolupament d’estrateégies
terapeutiques per reprimir 1’activacié d’aquestes en processos amb un important component
immunoinflamatori, com I’aterosclerosi, les malalties autoimmunes i el rebuig en

trasplantament d’organs.
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