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Resumen

PD-1H (Programmed death 1-homologne), también conocido como VISTA, es un
receptor de membrana coinhibidor perteneciente a la Superfamilia de las Inmunoglobulinas.
Presenta un patréon de expresion restringido a células de origen hematopoyético
(principalmente linfocitos T, NKT y células de estirpe mieloide) y sus caracteristicas
estructurales unicas, lo diferencian de otros receptores coinhibidores de la familia B7. Los
mecanismos a través de los cuales estos receptores llevan a cabo su funcién moduladora de
la respuesta inmunitaria y la fase de la respuesta en la que actdan, difiere de unos a otros,

aunque la mayorfa se caracterizan por atenuar la primera sefial de activacion a través del

receptor de la célula T (TCR).

En este trabajo, hemos clonado y expresado como proteinas recombinantes solubles
los posibles ligandos del receptor PD-1H murino de membrana, siguiendo la estela marcada
por las proteinas identificadas en la especie humana. Ademas, generamos tres variantes
recombinantes solubles de PD-1H con diferentes grados de oligomerizacién que nos
permitiesen incrementar la avidez de PD-1H por sus ligandos para asi estudiar y poder

visualizar 7z vitro las interacciones ligando/receptor.

El fin ultimo de este trabajo fue establecer las bases moleculares de las interacciones
de PD-1H con sus ligandos que permitiesen, en un futuro, el desarrollo de un modelo
preclinico experimental capaz de evaluar los efectos del bloqueo de la via de sefializacion
mediada por PD-1H en la modulacién de la respuesta inmunitaria y, asi, poder explotar su

potencial como diana terapéutica.

Los resultados obtenidos con el abordaje experimental planteado, nos han permitido
concluir que las interacciones observadas en la especie humana entre PD-1H y sus posibles
ligandos, no son reproducibles en la especie murina en la técnica de citometria de flujo o
ELISA debido a que la afinidad de estas interacciones puede que se encuentre por debajo del
limite de deteccion de la técnica empleada. Ademas, identificamos que un posible ligando de

mPD-1H podria expresarse en células T CD4 maduras.






Abstract

PD-1H (Programmed death 1-homologue), also known as VISTA, is a co-inhibitory
membrane-bound receptor belonging to the Immunoglobulin Superfamily. It presents an
expression pattern restricted to cells of hematopoietic origin (mainly T lymphocytes, NKT
cells and myeloid-derived cells) and its unique structural characteristics differentiate it from
other co-inhibitory receptors of the B7 family. The mechanisms through which these
receptors carry out their modulatory function of the immune response and the phase of the
response in which they act differs from each other, although most share the common feature

of attenuating the first activation signal delivered to T cells through the T cell receptor (TCR).

In this work, we have cloned and expressed as soluble recombinant proteins the
putative ligands of the murine PD-1H membrane-bound receptor, following the trail marked
by the proteins identified in the human species. In addition, we generated three soluble
recombinant variants of PD-1H with different degrees of oligomerization to increase the
binding avidity of PD-1H for its ligands in order to visualize ligand/receptor interactions i

vitro.

The main goal of this work was to establish the molecular bases of the interactions
of PD-1H with its putative ligands. In the future, this approach would allow the development
of an experimental preclinical mouse model capable to assess the effects of blocking the PD-
1H-mediated signaling pathway in the modulation of the immune response and thereby be

able to exploit its potential as a therapeutic target.

The results obtained with the proposed experimental approach have allowed us to
conclude that the interactions observed in the human species between PD-1H and its
putative ligands are not reproducible in the murine species in flow cytometry or ELISA.
Alternatively, the affinity of these interactions might be below the detection limit of these
techniques. Furthermore, we identified a putative mPD-1H ligand expressed in mature CD4

T cells.
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1 Introduccion

El sistema inmunitario es un conjunto de moléculas, células y tejidos que, mediante
complejas interacciones, lleva a cabo la llamada vigilancia inmunolégica que consiste en
patrullar los tejidos a través del sistema circulatorio y linfatico para detectar alteraciones de
la homeostasis normal. De esta manera, detecta y reacciona frente a todos aquellos
elementos, tanto exbégenos como enddgenos, que puedan resultar daninos para el organismo,
evitando producir dafio a lo propio. Para el correcto desempefio de sus funciones, es critico
que se regule tanto la intensidad como la duracién de la respuesta inmunitaria con el objetivo
que ésta no sea excesiva y, evitar, por tanto, el dafo tisular. En este sentido, son
especialmente importantes una serie de moléculas que actian como puntos de control del
sistema inmunitario, denominadas zzmune checkpoints, encargandose de regular las funciones

de las células T.

En los ultimos afos, estos iumune checkpoints se han convertido en el objetivo de la
terapia inmunitaria antitumoral. El uso de inhibidores de estas moléculas se ha revelado como
una de las terapias mas prometedoras de la ultima década, llegando a su punto algido con la
concesion del Premio Nobel de Medicina en 2018 a los doctores James P. Allison y Tasuku
Honjo, por sus trabajos con los receptores coinhibidores CTLA-4 y PD-1, respectivamente.
No obstante, si bien estas terapias mejoran o complementan las existentes, no estan exentas
de provocar reacciones adversas y la no respuesta esperada en algunos pacientes o
resistencias hacia las mismas. Por esta razén, se hace esencial continuar con el estudio y
descubrimiento de nuevos zumune checkpoints o combinaciones de los ya existentes que
permitan seguir mejorando los tratamientos en el futuro. Para ello, es imprescindible el
desarrollo preclinico de modelos experimentales, que permitan evaluar los efectos y la
utilidad de estas moléculas como dianas terapéuticas para la modulacién de la respuesta
inmunitaria. Para poder recoger toda la informacion posible y poder llevar a cabo esta tarea,
se hace necesario la identificacion tanto de los mmune checkpoints como de sus ligandos. Con
este objetivo y siguiendo los avances de caracterizacion de los ligandos de PD-1H en la
especie humana, hemos estudiado si este tipo de interaccion se reproducia de igual manera

en la especie murina.

Los esfuerzos por encontrar nuevos zzmune checkpoints con posibilidad de traslacion
a la clinica, se han orientado siguiendo los resultados obtenidos al interrumpir la sefializacion

mediada por PD-1/PD-L1 y CTLA4. Para salvar las resistencias que se estan encontrando al
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uso de estas moléculas como dianas en la terapia inmunitaria antitumoral, han surgido nuevas
dianas terapéuticas como PD-1H. En este trabajo, nos hemos centrado en el estudio del
receptor PD-1H para tratar de identificar sus posibles funciones en la especie murina, con el
fin de establecer un modelo preclinico murino capaz de dar respuestas a la clinica y potenciar

las terapias antitumorales existentes.

1.1 El paradigma de las cuatro sefiales que regula la activacion,
expansion clonal y diferenciaciéon de las células T naive a células T

efectoras

El sistema inmunitario esta constituido por un entramado de células y tejidos que,
actuando de manera coordinada son capaces de mantener la homeostasis normal del medio
interno y de proteger nuestro organismo frente a posibles amenazas de naturaleza infecciosa
que puedan ser dafiinas'?. Tas células Ty las células B, a través de la inmunidad celular e
inmunidad humoral, junto con la inmunidad innata, son los principales componentes del

sistema inmunitario para llevar a cabo estas respuestas de modo eficaz’.

La inmunidad innata detecta las primeras sefales de alarma y sirve de elemento de
contencién en las primeras etapas de la infeccién. Posteriormente, avisa y prepara la respuesta
inmunitaria adaptativa elaborada a medida del patégeno. La activaciéon de las células T,
comienza con la estimulacion de éstas a través del reconocimiento, por parte de sus
receptores (TCRs), de péptidos procesados por las células presentadoras de antigenos (APC)
y presentados en el contexto del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC). A
diferencia de las células T, las células B no necesitan que los antigenos sean procesados para
identificarlos, ya que reconocen epitopos conformacionales hidrofilicos, que dependen de la
estructura conformacional nativa de la molécula. Esta fase de reconocimiento inicial de las
células T, se conoce como la primera sefial o sefial de activacion, segun el paradigma de las

cuatro sefiales*

. La segunda sefal, es proporcionada por las moléculas coestimuladoras vy,
va a determinar la magnitud y la calidad de la respuesta. El proceso de coestimulacién, es un
fenémeno que juega un papel esencial, promoviendo la inmunidad protectora y evitando la
autoinmunidad. La interaccion entre los pares ligando/receptor expresados en la superficie
de las APCs y de las células T, respectivamente, va a inducir la entrada en ciclo y la liberacion
de citoquinas que constituyen la tercera sefial necesaria para la activacion optima de las células

T*'. La presentacion antigénica a las células T en ausencia de coestimulacion y/o en presencia

de sefiales coinhibidoras, induce una situacién de anergia, en la que no habria respuesta por
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parte de las células T frente al antigeno®™’. La funcién de las citoquinas liberadas, como la
interleucina 2 (IL-2) que actia de manera autocrina sobre el receptor IL.-2R de alta afinidad,
induce o promueve el proceso de expansion clonal y diferenciacion de las células T°.
Actualmente, se acepta que la regulacion de la supervivencia y diferenciacion de las células

T, estarfa mediada por los ligandos y receptores de la superfamilia del TNF/TNFR, como la

APC
. . Sefial 2 . Sefial 2
Sefial 4 Sefial 3 (coestimulacion) ~ Sefall o inhibicion)
|
5
LIGHT CD80/86 MHCTI  CD4 CD80/86
Antigeno o | {
[ X ) TCR ‘l \
] :
?P CD28 ‘_' e 8\1 ‘_’
N e B
o : I i | CTLA-4 CD28
HVEM aBy
IL.-2R 11.-2 :
o0 Activacion Complejo Aneroia
@ Proliferacion CD3 gll 1
Supervivencia . . . . Muerte celular
. .. » Liberacién de citoquinas
Diferenciacion Expansién
clonal

Célula T

Figura 1. Modelo de las cuatro sefales que regula la activacion de las células T. La
activacién Optima de las células T requiere de cuatro sefiales, siendo el reconocimiento del
complejo TCR/CD3 de las células T de un péptido especifico unido al MHC de una APC la sefial
1. La sefial 2, se proporciona mediante la coestimulacién mediada por CD28-CD80/86, que induce
la liberacién de citoquinas, como la IL-2, que conformarfa la sefial 3. En el caso de que la sefial 1
no vaya acompafiada de coestimulaciéon, o que la sefal 2 fuera coinhidora, las células T se
convierten en funcionalmente inactivas o incapaces de responder al antigeno (anergia). Una vez
inducida la expansion clonal, tras la sefial 3, la interaccién de los receptores de la superfamilia del
TNF (INFRSF) expresados en las células T activadas con sus respectivos ligandos, estimulan la
supervivencia y diferenciacion de las mismas a células T efectoras (Teff) y células T de memoria

(Tm). Adaptado de Azuma (2019)1.

cuarta sefial en el paradigma de la activacion y diferenciacion de las células T (Figura 1)'.
La respuesta inmunitaria esta regulada por sefiales positivas y negativas, desde que se
inicia hasta que cesa el estimulo que la ha originado y, es necesario, modular la respuesta
durante su desarrollo para evitar el dafio tisular colateral y facilitar el retorno de la
homeostasis'”. Una vez cumplida su funcion, la mayoria de las células T activadas van a morir
por apoptosis, fendémeno que se conoce como activation induced cell death (AICD), a excepcion
de una pequefia poblacion que se diferencia a células T de memoria. Estas células, sobreviven
durante perfodos prolongados en un estado de reposo y seran las responsables de conseguir

una respuesta inmunitaria mas intensa y rapida, tras una nueva exposicion al mismo
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" En el proceso de contraccion de la respuesta inmunitaria, gana peso el

antigeno
fenomeno de regulacion negativa de las células T, que se conoce como coinhibicién®. En este
caso, seran los receptores coinhibidores presentes en la superficie de las células T, los que

modulen y restauren la respuesta a su situacion basal (Figura 2)°.

Complejo TCR-CD3

CD4/CDS8
Receptor Receptor
coinhibidor coestimulador

ITIM,

ITSM, , ;
otros } @

Figura 2. Activacion e inhibicién de las células T. Modelo simplificado de los eventos de
sefializacién acoplados al TCR. Las interacciones entre el TCR y el péptido-MHC dan como
resultado la activacion de las quinasas Lck y Fyn, miembros de la familia Src, que fosforilan los
residuos de dos tirosinas dentro de los ITAM de las cadenas { del CD3. Esto permite que ZAP-
70, una tirosina quinasa, se reclute y sea fosforilada por Lck para su activacién. Lck, también va
fosforilar los residuos de tirosina de los motivos de activacion de los receptores coestimuladores.
La fosforilacién de estos receptores, va a permitir la interaccién de proteinas con dominios SH2
como Itk y PI3K, cuya contribucion es esencial para que las células T se puedan activar. ZAP-70
y Lck fosforilan y activan varias rutas de sefializacién que culminan con la activacién de los factores
de transcripciéon NFAT y NF-»B, entre otros, y la expresion de genes que regulan la activacion y
funcién de las células T. La expresion de receptores coinhibidores, va a impedir o atenuar la
activacion de las células T, a través de fosfatasas como SHP1 y 2 que desfosforilan los residuos de
tirosina de las moléculas que intervienen en la cascada de sefializaciéon del TCR modulando su
activacién. Adaptado de Love et al. (2010) y Pennock et al. (2013)1415,

La intervencion de estos receptores coinhibidores va a modular la sefial de activacion

a través de diferentes mecanismos, en funcion del receptor coinhibidor, entre los que se

10
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incluyen la competicién con las moléculas coestimuladoras, la modulaciéon de sefiales
intracelulares transmitidas por el complejo TCR-CD3 y la induccién de genes inhibidores

(Figura 3)">'°.

CTLA-4 Complejo TCR-CD3 CTLA-4
PD-1 (c) Competicion E:(I;‘é
BTLA de ectodominios =
M3 Recepror V¢

coinhibiaor

LAIR-1

(a) Modulacién Balsa lipidica

de mediadores
intracelulares ITIM,

I
transcripcion PD-1

e (b) Induccién de
! Nucleo genes inhibitorios

Figura 3. Principales mecanismos empleados por los receptores coinhibidores para regular
la sefializacion de las células T. Una vez se ha producido la interaccién del receptor coinhibidor
con su ligando, se van a activar los mecanismos de inhibicién de la activacién de las células T. (a)
Modulacion de mediadores intracelulares. Los motivos ITIM (@mmunoreceptor tyrosine-based
inbibition motif) o YISM. (immunoreceptor tyrosine-based switch motif), se fosforilan y reclutan mediadores
intracelulares como las fosfatasas SHP-1 y SHP-2, que van a ser las responsables de desfosforilar
mediadores clave y de suprimir factores de transcripcién necesarios para la activacion de las células
T. CTLA-4, PD-1, BTLA, TIM-3 y LAIR-1, utilizan este mecanismo. (b) Inducciéon de genes
inhibidores. PD-1 y otros receptores coinhibidores, regulan la expresién de un conjunto de genes
que inhiben la funcién de las células T, como el factor de transcripcioén de leucina basico (BAFT),
que regula negativamente la actividad de AP-1. (c) Competencia de ectodominio. A través de
este mecanismo, los receptores coinhibidores como CTLA-4, BTLA, LAG-3 y TIGIT, secuestran
los treceptores coestimuladores o los ligandos de estos, y/o previenen la formacién de
microclusteres y balsas lipidicas, necesarios para la formacion de la sinapsis inmunolégica, evitando
que la sefial de activacion de las células T sea 6ptima. Adaptado de Thaventhiran et al. (2012)17.

En el caso de las citoquinas, igual que existen citoquinas coestimuladoras, también
podemos encontrarnos con citoquinas como el factor de crecimiento transformante B (TGF-
B) y la IL-10 que poseen caricter inmunosupresor y pueden participar en la regulacién
negativa de la respuesta inmunitaria’. La expresion de la mayotria de estos receptores
cosefializadores, se induce en las células T en diferentes etapas de diferenciacion, por lo que

su impacto no esta limitado unicamente a las células T naive, que han comenzado la

expansion clonal y diferenciacién, sino que modulan igualmente la funcién de las células T

11
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efectoras (Teff), de memoria (Tm) y reguladoras (Treg)'"'". De esta manera, las moléculas
coinhibidoras no solo van a atenuar la activacion de las células T desde su inicio, sino que
también intervienen en la regulaciéon del proceso de diferenciacion, limitando tanto su

: 2 ; 519,20
prohferac1on cOmo su supervivencia .

A nivel molecular, la activacién de las células T se inicia a través del complejo TCR-
CD3, formado por las cadenas o y § del TCR, que reconocen la combinaciéon de péptido-
MHC, y las cuatro subunidades del CD3, denominadas ¢, y, 8 y {, que se asocian al
heterodimero TCRaf como tres dimeros (ey, €8, {{)***. La presentacion de antigenos en el
contexto adecuado, induce la fosforilacion de los motivos de activacion ITAM (zmmunoreceptor
tyrosine-based activation motif) localizados en las cadenas { de la cola citoplasmatica del receptor
CD3, encargada de la transduccion de las sefiales hacia el nuicleo de la célula’. Las quinasas
de la familia Src, principalmente Lck y Fyn, son las responsables de la fosforilacién de estos
motivos. Este evento induce el reclutamiento de ZAP-70, una tirosina quinasa, que contiene
el dominio SH2, iniciando una cascada de sefializacion que lleva a la activacion de diferentes
vias de sefializacion que, a su vez, activan factores de transcripcion, como NFAT, NF-»B y
AP-1, que van a regular la produccién de citoquinas y su impacto sobre la proliferacion y
diferenciacion de las células T'**. Sin embargo, para que esta serie de eventos ocurran, es
necesario la intervencion de las moléculas coestimuladoras. La interaccién de los receptores
coestimuladores con sus ligandos, desencadena la fosforilacion de los residuos de tirosina de
su cola citoplasmatica, paso critico para que las proteinas con dominios SH2, como Lck, Itk,
Vav, PI3K, Gtb2 y Gads, puedan interaccionar con ellos". Por el contrario, algunos
receptores coinhibidores poseen motivos inhibidores ITIM (immunoreceptor tyrosine-based
inhibition moti) y/o motivos TTSM (immunoreceptor tyrosine-based switch motif) en sus dominios
citoplasmaticos que cuando son activados por fosforilaciones en residuos de tirosina, se
asocian a las fosfatasas SHP y SHIP que desfosforilan moléculas clave de la cascada de

seflalizacion iniciada por el complejo TCR-CD3, impidiendo la activacion de las células TZ.

Por tanto, la respuesta inmunitaria va a estar regulada tanto por moléculas
coestimuladoras como coinhibidoras, que se van a encargar de promover la inmunidad y de
mantener la homeostasis. El equilibrio entre estas moléculas cosefalizadoras, es esencial para
el correcto funcionamiento del sistema inmunitario, ya que determina el sentido de la
respuesta inmunitaria®. Por su capacidad de regular la respuesta, los receptores coinhibidores

9,13

reciben el nombre de puntos de control o zmmune checkpoints™. Constituyen un conjunto de

receptores y ligandos de naturaleza glicoproteica que se expresan principalmente en la
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superficie de las APCs y de las células T'?. La mayoria de las moléculas que funcionan como
receptores coinhibidores pertenecen a la superfamilia de las inmunoglobulinas (IgSF),

aunque algunas de ellas forman parte de la superfamilia del factor de necrosis tumoral

(TNEF/TNFR), como HVEM*".

1.2 Superfamilia de las inmunoglobulinas

La superfamilia de las inmunoglobulinas (IgSF), originalmente, hacia referencia a
inmunoglobulinas y otras proteinas involucradas en la respuesta inmunitaria, pero ahora esta
constituida por un grupo extenso y heterogéneo de proteinas, tanto solubles como de
superficie. Presentan una caracteristica en comun, que consiste en la presencia de un dominio
de tipo inmunoglobulina (Ig) en su region extracelular™". Aunque este dominio, sirva para
englobarlas dentro de un mismo grupo, los miembros de la IgSF difieren en su patrén de
expresion, su grado de homologia de secuencia de aminoacidos y en su funcién biol6gica™.
Las moléculas de esta superfamilia puede contener uno o varios dominios de tipo Ig, siendo
el dominio constante (C) y el variable (V) los tipos basicos (Figura 4)**”. La diferencia entre
los dominios IgC e IgV, radica en la composicién de aminoacidos, en el nimero de cadenas
B que poseen y en el espaciamiento entre las cisteinas que estabilizan su estructura a través
de puentes disulfuro. Dentro del dominio IgC, se incluye un subconjunto designado C2, que
es un dominio mas compacto que los tipos C o V, con un espacio intercisteina algo mas

corto que el de los otros pliegues tipo C clasicos, denominados C1%.

N N
1 .-'T\
o
- B .
A LE]
45
“F
..—"{’.J' . b j
! ¥ N\
G
¥,
D EB A G F C EBA GF C C DEBAJ\'GF_CC'C"
IgC1 IgC2 IgV

Figura 4. Representacion esquematica de los dominios Ig de tipo C1, C2y V. En los
dominios IgC1, la cadena A y la G son paralelas, que es la base de la separacion de los extremos
N y C-terminales en lados opuestos. En los dominios IgC2, una cadena C' adicional y la falta
de una cadena D, compensan la estructura manteniendo la orientacién relativa de los extremos
N y C-terminales. De manera similar, en dominios IgV, las hebras C'y C " permiten conservar
esta orientacion relativa. Natarajan et al. (2015)2>.
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Las funciones de las proteinas de esta superfamilia son muy variadas. Asi, se han
encontrado que estan involucradas en la respuesta inmunitaria, en actividades enzimaticas,
en el desarrollo de las células neurales, en la patogénesis viral y bacteriana (como receptores
de virus), o simplemente en adhesion celular. La mayoria de estas funciones bioldgicas
comparten entre si, que intervienen en el proceso de reconocimiento y adhesion homofilica
o heterofilica entre proteinas®”’. Entre estas funciones diversas, tiene especial importancia,
el control que ejerce la IgSF sobre la inmunidad innata y la adaptativa, convirtiendo a sus
miembros en dianas terapéuticas para el tratamiento de enfermedades autoinmunes,

enfermedades infecciosas y tumores malignos™.

En la Tabla 1, se indican algunas de las familias de moléculas cosefializadoras

incluidas en esta superfamilia. La familia B7-CD28 es, quizas, la mejor descrita y de la que

hablaremos mas detalladamente®.

Tabla 1. Familias de moléculas coestimuladoras y coinhibidoras de la IgSF.

Familia Molécula e)gfar?zllﬁ)ar Senalizacion Ligando/Receptor
CD28 D Coestimuladora B7-1, B7-2
ICOS (CD278) D Coestimuladora B7H2
CTLA4 o
(CD152) @ Coinhibidora B7-1, B7-2
PD1 (CD279) @ Coinhibidora B7H1, BTDC
PD1H o .
(VISTA) @ Coinhibidora Desconocido
BTLA o
CD28/B7 (CD272) D Coinhibidora HVEM, UL144
B7-1 (CDS80) oo Cotaliliilons 372}5&32&
B7H1 (PDL1) oW Coinhibidora PD1, B7-1
B7H3 (B7RP- Coestimuladora/ ;
2, CD276) *® Cotaliyidon Desconocido
B7H4 (B7a, WO Coinhibidora Desconocido
B7S1)
CD226 .
(DNAM1) oW Coestimuladora CD112, CD155
(CCIEF;EI; o® Coestimuladora NECL2
CD226
TIGIT @ Coinhibidora CD112, CD113,
(VSIGY) CD155
CD9%6
(TACTILE) OO Dudosa CD111, CD155
TIM1 (KIM1) Oum Coestimuladora TIMA4, TIM1, PS
TIM2 o SEMA4A,
— (TIMD2) E— Coinhibidora H-ferritina
TIM3 (KIM3) L Coinhibidora Galectin9, PS
TIM4
(TTMD4) Oum Dudosa TIM1, PS
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Tabla 1. Familias de moléculas coestimuladoras y coinhibidoras de la IgSF (continuacion).

Familia Molécula e)gfar:;?;i)ar Senalizacion Ligando/Receptor
CD2 (LFA2) oe Coestimuladora CD48
SLLAM .
(CD150) o Coestimuladora SLAM
Coestimuladora/
2B4 (CD244) oo Coinhibidora CD48
CD2/SLAM | Ly108 (NTBA) | ape® C‘gg&?ﬂffo‘f/ Ly108
CD84 .
(SLAMF5) ) Coestimuladora CD84
Ly9 (CD229) | oo Coestimuladora Ly9
CRACC .
- e
(CD319) Coestimuladora CRACC
BTNI1 .
(BTN1A1) T ) Dudosa Desconocido
BTN2 .
BTN (BTN2A1-3) o Dudosa Desconocido
BTN3 .
(BTN3A1-3) ) Dudosa Desconocido
LLAIR LAIR1 ) Coinhibidora Colagenos
LAGS - _ _ Coinhibidora MHC-II and Fgl-1
Huérfan (CD223)
UCHAnOos Coestimuladora/
CD160 (BY55) @0 Coinhibidora HVEM
IgV @ IgC @ Mucina = Glicosilfosfatidilinositol PS: fosfatidilserina

(GPI) ©

Adaptado de Collins et al. (2005), Jung and Choi (2013)1229.

1.2.1 Los receptores coestimuladores y coinhibidores de la familia B7-CD28

La familia B7-CD28, dentro de la IgSF, incluye un gran nuimero de receptores y
ligandos, tanto coestimuladores como coinhibidores®. Salvo tres excepciones, CD160,
BTLA y B7H6, los miembros de la familia CD28 interaccionan principalmente con los
miembros de la familia B7". A esta familia, pertenecen moléculas coestimuladoras como
CD28 y B7-H2 (ICOS-L) y moléculas coinhibidoras como CTLA-4, PD-L1, PD-L2 y B7-
H4, entre otros. B7-H3 y B7-H4 actualmente siguen siendo ligandos huérfanos, aunque sus

funciones conocidas son exclusivamente inhibidoras>.

La ruta de senalizacion coestimuladora mas estudiada y la que mas frecuentemente actia
como la segunda sefial necesaria para la activaciéon de las células T, es la compuesta por la
interaccion de CD28, primera molécula coestimuladora descrita, con los ligandos CD80 (B7-
1) y CD86 (B7-2) expresados en la superficie de las APC*'™. Ambos ligandos pertenecen a

la IgSF y constan de un dominio de tipo IgV y un dominio de tipo IgC en su region
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extracelular. Sin embargo, a nivel de secuencia de aminoacidos y region intracelular, las
diferencias son notables''. Esta segunda sefal, induce el aumento de expresién de la
subunidad « del receptor de la IL-2 (IL-2R, CD25), para formar con las subunidades 8 y v,
el receptor de alta afinidad de union a IL-2; la expresion de CD40L, vital para la activacion
de las células T CD4 naive y la adquisicion de la funcién efectora de las células T, y la
produccién de maltiples citoquinas, incluidas IL-2, interferéon (IFN) -y, factor de necrosis
tumoral (TNF)-a y factor estimulante de colonias de granulocitos y macréfagos (GM-
CSF)'"**. Las citoquinas mencionadas, constituyen la tercera sefial, segun el paradigma de las
cuatro sefiales, que regulan la activacion de las células T, descrita anteriormente. Mientras
que, CD40L y su receptor, CD40, son moléculas coestimuladoras de TNFSEF/TNFRSF que
proporcionan sefiales que regulan la supervivencia y diferenciacion de las células T (cuarta
sefial)'’. Aunque este proceso puede ocurtir en ausencia de sefiales proporcionadas por la
interaccion CD40L./CD40, muchas funciones celulares e inmunitarias son defectuosas si no

estan presentes (Figura 5)”.

Complejo TCR-CD3
CD4/CD8

NF-AT, AP-1, NF-«B
PI3K (SH2)

. LCK (SH3)
v
| ymam = YQPY @
4 4

creaionpe ) SROIEADYE _Respuesta inmunitatia_

Figura 5. Regulacion de la activacion de las células T por CD28. La fosforilacion de la cola
citoplasmatica de CD28, permite la asociacion con PI3K y Grb2 mediante la unién del dominio
SH2 y SH3 a determinados residuos presentes en la cola de la molécula. Estas proteinas van a su
vez a interaccionar y activar otros mediadores intracelulares, dando lugar a la activacién de rutas

de sefializaciéon que tienen como objetivo la activacién de las células T. Adaptado de Rudd et al.
(2003) y Rudd et al. (2009)36:37.
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Esta ruta CD28/CD80/CD86 es compleja, ya que originalmente CD80 y CD86
fueron identificados como ligandos coestimuladores de CD28, pero también pueden unirse
con CTLA-4, receptor coinhibidor, para suprimir la proliferacién excesiva de células T.
CTLA-4, que en su region extracelular comparte con CD28 un motivo de unién (MYPPPY)
a estas moléculas, pero con una mayor afinidad que CD28, dirige la via coinhibidora mas
estudiada®. La coinhibicién mediada por CTLA-4, implica tanto mecanismos intrinsecos

como extrinsecos de los que hablaremos mas adelante.
1.2.2 Los receptores coinhibidores

Los receptores coinhibidores, se aseguran de la correcta contraccion de las células T
en las respuestas inmunitarias, ya sea a través de su expresion en estas células o por el control

que ejercen sobre ellas las células T reguladoras (Treg)”.

Hasta la fecha, los receptores coinhibidores mas estudiados y mejor caracterizados son
CTLA-4 y PD-1. Los mecanismos a través de los cuales estas moléculas coinhibidoras
regulan la respuesta inmunitaria son muy diferentes. Mientras que CTLA-4 actda a nivel
central regulando la respuesta en las fases iniciales de la activacion de las células T, PD-1
interviene regulando la funcién de las células T efectoras en los tejidos cuando la respuesta

ya estd en curso®’.

En los ultimos anos, y tras el estudio y el descubrimiento de nuevos receptores
coinhibidores, éstos han ido ganando importancia gracias al papel critico que juegan en el
mantenimiento de la homeostasis inmunitaria y en la regulacién de las enfermedades
autoinmunes™. M4s recientemente, han cobrado especial relevancia como dianas en la
inmunoterapia frente al cancer, donde el nivel de expresion de estos ligandos para receptores

6,41

coinhibidores de las células T se encuentra aumentado™. En la Figura 6, se indican algunos

ejemplos de receptores coinhibidores.
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Figura 6. Descripcion general de las vias coinhibidoras. Tras la activacion de las células T,
mediada por el reconocimiento TCR de péptidos presentados en el MHC en la superficie de APC
y coestimulacion a través CD28, muchas vias diferentes pueden contribuir a inhibir la respuesta de
las células T . Baumeister et al. (2016)42,

1.2.2.1 La interaccion coinhibidora CTLA-4/CD80/CD86

CTLA-4 es un receptor coinhibidor que se expresa en células Treg y en células T
activadas, pero no en células T “naive” o de memoria. Tiene dos ligandos que pertenecen a
la familia B7, CD80 y CD86, que se expresan en APCs. CTLA-4 ejerce su funcion
inmunosupresora en las células T por varios mecanismos, que se dividen en intrinsecos y
exttinsecos (Figuras 7 y 8)°. Entre los mecanismos intrinsecos, cabe mencionar la
interrupciéon de la coestimulacion mediada por CD28 y sus ligandos, a través del

reclutamiento de la tirosina fosfatasa inhibidora SHP-2 hacia el receptor de células T, la
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competiciéon por ligandos, el aumento de la expresion de moléculas de adhesion y la
inhibiciéon independiente de ligando. Por otro lado, CTLA-4 también puede utilizar
mecanismos extrinsecos, como la induccion de la expresion de indolamina 2,3-dioxigenasa
(IDO) por APCs, la reduccion de la expresion/disponibilidad de ligandos y el secuestro de
ligandos®.

Control intrinseco

1. Sefial coinhibidora 2. Competicién por ligandos

I T CD28
TCR CD28 o
~ —~
~ ~ CTLA-4
CTLA-4
CD80 H
CD80

MHC-
MHC- Péptido
Péptido
3. Aumento de la adhesion 4. Inhibicién independiente de ligando
CTLA 4 CD28  LFAl CD28

CDS80 ICAM1 MHC-— CD80
Pepndo Péprido
Figura 7. Regulacion de la activacion de las células T a través de los mecanismos
intrinsecos de CTLA~4. (1) Sefial coinhibidora. Las sefiales a través de CTLA-4 pueden interferir
con la sefalizacion proximal por el receptor de células T (TCR) y CD28. (2) Competencia por
ligandos. CTLA-4 es el receptor de mayor afinidad para CD80/CD86 y compite con CD28 por la
unién de CD80 / CD86. (3) Promocién de la adhesién. CTLA-4 puede aumentar la adhesion de
células T/APC a través de una via mediada por LFA1, lo que resulta en una activacién reducida
de las células T. (4) Inhibicién independiente del ligando. Una variante de CTLA-4, que no puede
unirse a los ligandos, puede inhibir la activacion de las células T a través de una via de sefializacién
similar a la variante completa de CTLA-4. Adaptado de Schildberg et al. (2016)3
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Control extrinseco

1. Sefalizacion reversa en APC

Privacién de triptéfano

e CD28
\ - /
CTLA-4 u

i MHC-
Péptido

IDO

2. Reduccion de la disponibilidad/expresion de ligandos

1 Coestimulacion

CTLA-4 CD28
o Tt TCR CDZIS/\ e
.10/} H SCTLA-4 H
TGFB
' 7 CD80 MHC-
*. Péptido
J CDso

3. CTLA-4 en las Tregs secuestra ligandos de las APC

1 Coestimulacién
TCR CD28
~L] ~al _—
CTLA-4 o ,

g
.Y Ml R

Figura 8. Regulacion de la activacion de las células T a través de los mecanismos
extrinsecos de CTLA-4. (1) Sefializacion inversa a través de ligandos en APC. CTLA-4, puede
invertir la sefial a través de CD80 y CD86 en la APC, lo que lleva a la produccién de la enzima
IDO que conduce a la supresion de las respuestas efectoras de las células T debida principalmente
ala degradacion del triptéfano y a la formacion de metabolitos toxicos para las células T, generados
a partir del catabolismo de este aminoacido. (2) Reducir la expresion / disponibilidad del ligando.
Citoquinas como IL10, TGF o variantes solubles de CTLA-4 (sCTLA-4), reducen la expresion o
disponibilidad de ligandos. (3) CTLA-4 expresado en las Tregs elimina ligandos de las APC. La
unién de CTLA-4 a CD80 o CD86, puede provocar transendocitosis de los ligandos de la APC, lo
que da como resultado niveles mas bajos de ligandos disponibles en la superficie de las APC.

Adaptado de Schildberg et al. (2016)8.
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La importancia del papel de CTLA-4, al limitar las repuestas de las células T se hace
patente al observar, que ratones deficientes en CTLA-4 mueren a las pocas semanas de edad
por una autoinmunidad letal, espontanea y masiva, debido a una proliferaciéon descontrolada
de los linfocitos T Las células T activadas, infiltran agresivamente el bazo y los nédulos
linfaticos, asf como el higado, el corazon, el pulmon y el pancreas. Este fenotipo autoinmune
severo y generalizado, sugiere que la funcién principal de CTLA-4 es mantener la
homeostasis del sistema inmunitario®. En las células Treg, también se ha observado como la
expresion de CTLA-4 juegan un papel muy importante, no solo en la prevencion de la
autoinmunidad y en el mantenimiento de la homeostasis, sino también por su capacidad de
impedir respuestas inmunitarias antitumorales. Se ha visto como la ausencia de expresion de
CTLA-4 en células Treg, altera su funcién supresora y, en un modelo tumoral de leucemia

en ratones mutantes condicionales para CTLA-4, conduce a la rapida eliminacion del tumor™.
1.2.2.2 La interaccion de PD-1 con sus ligandos PD-L1 y PD-1.2

De forma similar a CTLA-4, PD-1 no se expresa en células T naive o de memoria,
sino que se expresa en células T tras la activacion y en células T exhaustas. PD-1 puede
interaccionar con dos ligandos, PD-L1 y PD-L2. PD-L1 se expresa en células
hematopoyéticas y no hematopoyéticas, entre las que se encuentran células presentadoras de
antigeno tales como células dendriticas, macrofagos, células supresoras derivadas de

mieloides (MDSCs), asi como en fibroblastos y células T*.

La interacciéon PD-1/PD-L1 regula negativamente la actividad de las células T de
multiples maneras, pero a diferencia de CTLA-4, no interfiere de manera directa con la
coestimulacion, sino que interrumpe la transmision de sefales a nivel intracelular, al inhibir
la senalizacién a través del receptor de la célula T. PD-1 incluye en su regién citoplasmatica
dominios inhibidores ITIM y ITSM. Estos dominios inhibidores se fosforilan y reclutan a la
fosfatasa SHP-2, que a su vez, defosforila mediadores tempranos asociados a la transmision

de sefiales a través del TCR (Figura 9)**.
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CD4/ CDS/

PD-1

ITIM ® 1TSM
Lck QJ

§ Célula T efectora 4 Célula T reguladora
§ Célula T memoria 4 Célula T exhausta

Figura 9. Mecanismo general de coinhibiciéon mediado por PD-1. Tras la activacién de las
células T, a través de la sefializacion mediada por el complejo TCR/CD3 y de receptores
coestimuladores, aumenta la expresién de PD-1 en las células T. La interaccién con su ligando
(PD-L1/PD-L-2), conduce a la fosforilacién y activacién de sus dominios de inhibicién
ITIM/ITSM, lo que induce el reclutamiento fosfatasas SHP-2 y, probablemente, SHP-1. Como
consecuencia, L.ck y Zap-70 son desfosforiladas, interrumpiendo la cascada de sefializaciéon. La
inhibicién ocasionada por PD-1, altera el metabolismo celular incrementando la oxidacién de los
acidos grasos en las células T. Estos procesos interrumpen la diferenciacion de las células T naive
hacfa células T efectoras y de memotia, a la vez que potencia la diferenciacion a células Treg y
células T exhaustas. Adaptado de Bardhan et al. (2016)#7.

En contraste con lo que sucede en ratones deficientes en CTLA-4, los ratones
deficientes en PD-1 y PD-L1 no desarrollan una enfermedad autoinmune letal, solo un
proceso inflamatorio especifico de 6rgano (miocarditis inflamatoria autoinmunitaria)*®. Esto
sugiere que CTLA-4 y PD-1 acttan a distintos niveles en la activacién de las células T*. Por
otro lado, el ligando PD-L1 no solo es capaz de interaccionar con PD-1, sino que también
lo hace con CD80 en configuracion s en las APC. De esta manera, se interrumpe no solo la
sefializacién coinhibidora mediada por PD-1/PD-L1, sino que también se interrumpe la
interaccion CTLA-4/CD80. Ademas, esta configuracién PD-L1/CD80, no impide la
activacion de las células T a través de CD28/CD80*".

1.2.2.3 La interaccion LAG-3 con sus ligandos

LAG-3 (hmphocyte-activated gene-3) es una molécula de superficie que presenta gran
homologfa estructural con CD4, pero con una identidad inferior al 20% a nivel de
aminoacidos. LAG-3 interacciona con mayor afinidad que CD4 con moléculas MHC de clase

II. Se expresa principalmente en células T activadas, pero también en algunas subpoblaciones
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de células NK y células B>'. En condiciones agudas, su expresion en células T activadas es

transitoria, sin embargo, en ambientes inmunosupresores permanece elevada™.

Tras la activacion de las células T, LAG-3 se une al complejo TCR regulando
negativamente la transduccion de sefiales’. Para esta transmision de sefiales es esencial un
residuo de lisina dentro de un motivo conservado “KIEELE” en la region intracelular de la

molécula®.

La deficiencia de LAG-3 por si sola no induce autoinmunidad en cepas de ratén no
susceptibles, que no tengan una deficiencia o alteracién previa, y no afecta a las células T,
sino que reduce la citotoxicidad mediada por células NK°. Es probable que éste sea el motivo
por el cual la capacidad para limitar el crecimiento tumoral en ratones deficientes en LAG-3
sea reducida®. Sin embargo, la deficiencia de I.LAG-3 en ratones NOD o la deficiencia

combinada con PD-1, sf acelera o agrava la autoinmunidad®”.

Ademas de las moléculas MHC de clase 1I, se han encontrado otras tres proteinas
que interaccionan con LAG-3 y que se expresan en el microambiente tumoral, LSECtin (Iiver
sinusoidal endothelial cell lectin), Gal-3 (Galectina 3) y FGL-1 (Fibringgen-iike protein 1). En este
ambiente, la interaccion de estas moléculas con LAG-3 conduce a la supresion de la funcion
de las células T, tanto CD4 como CDS, y al aumento de la expresién de la citoquina
inmunosupresora 11.-10 por parte de las células Treg’. FGIL-1, recientemente ha sido
identificado como un nuevo ligando de LAG-3, es secretado por el tumor para escapar al
control del sistema inmunitario. FGL-1 inhibe la activacién de las células T y los ratones KO
para esta molécula, presentan un fenotipo autoinmune. En los modelos tumorales
estudiados, el bloqueo de la interaccion FGL-1/LAG-3 por anticuerpos monoclonales

estimula la respuesta inmunitatia antitumoral™.

1.2.2.4 La interaccion TIM-3 con sus ligandos

TIM-3 (T-cell immunoglobulin and mucin-containing protein 3), cuya expresion esta regulada
por T-bet, un factor de transcripcion de células T CD4" Jefper 1 (Th1), fue identificado como
marcador de supetficie especifico de células Th1 y células T CD8"**. De la misma manera
que otros receptores coinhibidores, se expresa también en células T reguladoras (Tregs),
monocitos, macréfagos y células dendriticas (DC). Estructuralmente, la familia de proteinas
TIM tiene en comun un dominio de tipo inmunoglobulina variable (IgV), seguido por un
dominio mucina, una regiéon transmembrana y una region citoplasmatica. En la region
citoplasmatica de TIM-3, no se ha identificado ningin motivo de sefializacién inhibidor

conocido, pero si contiene residuos de tirosina que permiten el reclutamiento de Fyn y de
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una proteina adaptadora de fosfatidilinositol 3-quinasa (PI3K), a través de las cuales se

transmitirfan las sefiales™.

El principal ligando de TIM-3 es la galectina 9 (Gal-9), una lectina de tipo S que
interacciona con el dominio IgV de TIM-3. Esta unién desencadena una serie de sefiales
coinhibidoras que conducen a la apoptosis de células Th1 y células T CD8 7z vitro°. El bloqueo
TIM-3/Gal-9, generalmente, induce la hiperproliferacion de células efectoras asociadas con

un aumento de la produccioén de citoquinas por los Thly un incremento en la citotoxicidad

de células T CD8%.

Estudios sobre la estructura cristalina de TIM-3 revelaron sitios potenciales de union
para otras proteinas independientes de Gal-9”. Desde entonces, se han descubierto varias
moléculas capaces de interaccionar con TIM-3, entre las que se incluyen la fosfatidil serina

(PS), HGMBI1 (bigh mobility group protein B1) y Ceacam-1".
1.2.255 La interacciéon TIGIT/CD112/CD155

TIGIT (T cell immunoreceptor with Ig and ITIM domains, también conocida por Vstm3 y
WUCAM) es un nuevo miembro de la IgSF. A través de la busqueda de genes con expresion
restringida a las células T y que tuvieran una estructura similar a la de otros receptores
inmunomoduladores, dos grupos identificaron de manera independiente a TIGIT®. Se trata
de una proteina transmembrana de tipo 1, que contiene un dominio extracelular de IgV y un
dominio ITT (immunoglobulin tail tyrosine), seguido de un motivo ITIM en su region
citoplasmatica’.

La ruta de sefalizacién mediada por TIGIT presenta similitudes a la via CTLA-
4/CD28, al competir con la molécula coestimuladora CD226, por la unién a CD155y CD112
(dos receptores de poliovirus, PVR)” Mientras que CD226 se expresa ampliamente en la

mayoria de las células inmunitarias, TIGIT se expresa en células T activadas y de memoria,

en células Tregs y en células NK y NKT'.

El mecanismo de inhibicién de las células T, mediado por TIGIT no esta claro.
Algunas evidencias sugieren que TIGIT puede inhibir directamente la activaciéon de las
células T, a través de la senalizaciéon mediada por los dominios I'TT o ITIM que posee en su
cola citoplasmatica’. Sin embargo, también puede inhibir indirectamente la activacién de
células T, al oponerse a la sefial coestimuladora positiva mediada por CID220, ya sea a través
de la competencia por la unién a CD112 o a CD115, o bien interrumpiendo la cascada de
sefializacion desencadenada por CD226%. La afinidad de unién de TIGIT por CD155 es

mucho mayor a la de éste por CD226. Otro mecanismo extrinseco empleado por TIGIT
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para llevar a cabo su funciéon reguladora, serfa a través de la interaccion con CD155,
induciendo la expresion de IL-10 y bloqueando la produccion de IL-12 por las células

dendriticas®.

De la misma manera que ocurre con LAG-3, la deficiencia de TIGIT no induce
autoinmunidad, en cambio su bloqueo agrava enfermedades autoinmunitarias. Los ratones
deficientes en TIGIT, son mas susceptibles al desarrollo de encefalomielitis autoinmune
experimental (EAE) y el bloqueo de TIGIT acelera la enfermedad. La enfermedad de injerto
frente a huésped (GvHD), también se vuelve mas agresiva cuando las células T son
deficientes en esta proteina. Por el contrario, el aumento de la funcién de TIGIT en las
células T, mejora el curso de la patologia en modelos preclinicos murinos de enfermedades

autoinmunes®.

1.2.3 El receptor coinhibidor PD-1H (Programmed death-1 homologue)

En los dltimos afnos se han ido descubriendo un numero importante de zmune
checkpoints que abren nuevas vias en la inmunoterapia contra el cancer. La proteina PD-1H
(Programmed Death-1 homologne) es uno de los hallazgos mas recientes que pertenece a este

0566 FHsta molécula fue identificada entre

grupo de reguladores de la respuesta inmunitaria
2010y 2011, por dos grupos independientes, como un nuevo zmune checkpoint perteneciente
a la familia B7. En la literatura, la podemos encontrar con diversas denominaciones como
B7-H5, Dies1, DD1a, Gi24 o SISP1, aunque habitualmente la mayorfa de autores se refiere
a ella como VISTA (I-domain g Suppresor of T cell Activation)*> . Se trata de una molécula

cosenalizadora, que actia como regulador negativo de la respuesta inmunitaria, al inhibir la

activacion de las células T (Tabla 2) .
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Tabla 2. PD-1H actia como coinhibidor de la respuesta inmunitaria mediada por células
T

Tipo celular Sistema Resultado Cita
Células T CD4*
I:D_;H SOEII\C/I_D c DO11.10 activadas por Supresion de la activacion CD4
expresado en OVA
, +
PD-1H expresado en Celulas T.CD4 L . . 06
ulas tumorales A20 DO11.10 activadas por Disminucién de la proliferacion
Ce OVA
CD4 y CDS8 activados . . .
por anti-CD3 Suprime la proliferacion

Supresion de la proliferacion y

PD-1H.Ig CD4 - . . g
produccién de citoquinas
, Promueve la induccién de células
In vitro 70
Treg
Activacién espontanea de las células
PD-1H KO PD-1H KO T

Nivel de citoquinas elevado en suero
Inflamacién crénica multiorganica
Incremento de la  proliferacion
Células T-PD-1H KO In vivo/ in vitro antigeno especifica y de la produccion

de citoquinas

71

Sus caracteristicas estructurales y su patréon de expresion unicos, lo distinguen de
otros miembros de la familia B7°"2. Ademas, su funcién no es redundante a la de otros

receptores coinhibidores, por lo que es una diana ideal para la terapia antitumoral”.

1.2.3.1 Secuencia y estructura de PD-1H

La proteina murina, mPD-1H, es una proteina transmembrana de tipo I compuesta
por 309 aminoAcidos, codificada por el gen I5/*. Este gen, se localiza en el cromosoma 10
(10922.1), alejado de la agrupacion del resto de miembros de la familia B7™. En la proteina a
la que da lugar, podemos diferenciar tres regiones: una region extracelular (ECD), una regién
transmembrana (TM) y una region intracelular (IC). La region extracelular, inusualmente
larga comparada con otros miembros de la familia B7, contiene un unico dominio de tipo
inmunoglobulina variable (IgV) de 136 aminoacidos unida a un dominio tallo de 23 residuos,
a los que le sigue una regiéon transmembrana de 21 aminoacidos, que termina en una region
intracelular de 97 amino4cidos (Figura 10)*%“”. En el caso de la proteina humana, igual que

la murina, se trata de una proteina transmembrana de tipo I de 311 aminoécidos™.
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A
Signal EC ™
“—P e > <>
253bp 426bp  5lbp 108bp  28bp 197bp 3782bp
5'UTI 3UTR
|/ / ] / \
Exon1ll 2 \/ 3 4 5\ 6\ 7
10738 676 5206 3457 735 176
z” -
z CT‘
IgV
B
1 50

mPD-1H MGVPAVPEASSPRWGTLLLAIFLAASRGLVAAFKVTTPYSLYVEPEGONA
hPD-1H MGVPTALEAGSWRWGSLLFALFLAASLGPVAAFKVATPYSLYVCPEGONV
51, . 100
mPD-1H TLTCRILGPVSKGHDVTIYKTWYLSSRGEVQMCKEHPPIRNFTL HIL.O—H
hPD-1H TLTCRLLGPVDKGﬂDVTFYKTWYRSSRGEVQTCSERPPIRNLTF DILHIIH
101 ~ - 0e 150
mPD-1H HGSHLKANASHDQPQBﬁGLELASEHHGNFSITLRNVTPRDSGLYCCLVIE
hPD-1H |[HGGHOAANTYHDLAOHHGLESASOHHGNFSITMRNLTLLDSGLYCCLVVE
151 200
mPD-1H LKNHEPEGREYGSMELQVQAGKGSGST%MA——SNEQDSDSITAAALATGA
hPD-1H IHHHHSHHRVHGAMELOVOTGKDAPSNCVVYPSSSQDSENITAAALATGA
201 - 250
mPD-1H CIVGILCLPLILLLVYKQRQVASHRRAQELVRMDSNTQGIENPGFETTPP
hPD-1H CIVGILCLPLILLLVYKQRQAASNRRAQELVRMDSNIQGIENPGFEASPP
251 300
mPD-1H FQGMPEAKTRPPLSYVAQRQOPSESGRYLLSDPSTPLSPPGPGDVFFPSLD
hPD-1H AQGIPEAKVRHPLSYVAQRQPSESGRHLLSEPSTPLSPPGPGDVEFEFPSLD
301 311
mPD-1H PVPDSPNSEA I
hPD-1H PVPDSPNFEV T

Figura 10. Organizaciéon genémica, secuencia y alineamiento de PD-1H. A. El gen 175ir, cuya
expresion genera la proteina PD-1H murina, contiene siete exones que codifican: la regiéon 5’UTR
localizada en el exén 1 y, a continuacién, entre los exones 1 y 2 se encuentra el péptido sefal; la
regién extracelular se localiza en los exones 2, 3 y 4; en el exén 4 también estd la region
transmembrana; la region intracelular comprende parte del exén 4, los exones 5 y 6, y parte del exén
7,y la regién 3° UTR se encuentra en el exén 7. B. La proteina de PD-1H, murina (supetior) y
humana (inferior), tienen un grado de homologia del 76%, llegando al 90% en su region
citoplasmatica. La secuencia de aminoacidos correspondiente al péptido seal, la region extracelular,
la region transmembrana y la region citoplasmica, se indican sombreados en azul, verde, amarillo y
gris, respectivamente. Dentro de la region extracelular, subrayada, se muestra la secuencia
correspondiente al dominio IgV y sombreada en violeta corresponde a la region equivalente al
CDR3. En rojo se muestran los aminoacidos conservados y en azul aquellos que no son homélogos,
con un punto se indican los seis residuos de cisteina conservados y, encuadrados en rojo los residuos
de histidina presentes en la regioén extracelular.

Una de las razones por las que el dominio IgV de PD-1H es tnico, es el hecho de
que posea una cadena beta mas que los clasicos dominios IgV, asi como un elevado nimero
de residuos de histidina y cuatro residuos de cisteina adicionales, ausentes en el resto de

miembros de la familia, que forman puentes disulfuro intramoleculares’™”. El lazo no
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estructurado de 21 residuos de aminoacidos, que se forma entre las cadenas C y C’, también
es exclusivo de este molécula™. Se cree que estas estructuras, obligarfan a que la disposicion
de la proteina en la superficie de la membrana fuera inusual, limitando el acceso a posibles
ligandos (Figura 11). El hecho de que estas caracteristicas estén conservadas entre especies,

sugiere que juegan un papel importante regulando la funcién de la proteina75 .

A B
CDR3-like Loop
(F-G Loop)
N

gV

w

»
Tallo
™

IC

Figura 11. Modelo de la estructura de PD-1H. A. Conformacién basica de la proteina de
membrana. Los puntos rojos indican posibles sitios de unién para la proteina quinasa C. B. Posible
disposicién de la proteina expuesta en la superficie de la célula. Las flechas rojas sefialan, a la
izquierda, la region CDR3, responsable de la interaccién con otras moléculas, y, a la derecha, la
cadena beta adicional que tiene PD-1H en su regioén extracelular. Adaptado de Slater et al. (2020)7.

LLa homologia de la secuencia de su dominio IgV con el de otros miembros de las
familias CD28 y B7, es lo que la convierte en un miembro mas de la superfamilia de las
inmunoglobulinas'>”. Sin embargo, en su regién intracelular no presenta los clasicos motivos
inhibidores ITIM o I'TSM, sino que contiene sitios potenciales de unién a la proteina quinasa
C y la caseina quinasa 2, asi como residuos de prolina que podria funcionar como puntos de
anclaje para proteinas adaptadoras™®’™. Tas caracteristicas de su cola citoplasmatica y su
expresion, tanto en APCs como en células T, sugieren que PD-1H podrian inhibir la
activacion de las células T actuando como receptor (Figura 12). Su expresion en las APC,
puede interactuar con ligandos afines en las células T, que se estan estudiando en la

actualidad, y que podrian estar implicados en la sefializaién negativa.
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A. Funcién extrinseca de PD-1H como B. Funcion intrinseca de PD-1H
ligando de las células T en las células T

TRANS 2 ] PD-1H

TRANS
PD-1H receptor

" O

Proliferaciéon y produccion de citoquinas

Figura 12. Funcion como ligando/receptor de PD-1H en la regulacion de la activacion de
las células T. La funcién inhibidora de PD-1H se lleva a cabo a través de su expresion tanto en
células T como en APC. A. PD-1H expresado en APC, actuarfa como ligando interaccionado en
trans sobre un receptor desconocido en las células T. B. Mientras que PD-1H expresado en las
células T, podria interaccionar en #rans con un receptor en las propias células T via interaccién
célula T-célula T o, en s, sobre la misma célula T, si ligando y receptor se expresan en la misma
célula. Adaptado de Xu et al. (2018)78.

1.2.3.2 Patrén de expresion de PD-1H

La expresion de PD-1H, a diferencia a la de otras moléculas coinhibidoras, se restringe
principalmente a células hematopoyéticas (Tabla 3). Son las células de origen mieloide, las
que presentan los mayores niveles de expresion, destacando la elevada expresion en microglia
y neutrofilos. Seguidos por otros subconjuntos mieloides, incluidos monocitos, macréfagos,
baséfilos y células dendriticas™. En los linfocitos T, se observa una expresion diferencial
entre las poblaciones de células T CD4 y CD8, siendo mayor en la primera, especialmente
en las células naive y las Tregs FoxP3". Sin embargo, no se ha detectado expresion en los

linfocitos B®%°

. Se ha observado diferencia de expresion también al comparar los mismos
linajes celulares en diferentes 6rganos linfoides®. Mientras la expresion de la mayoria de los
receptores coinhibidores es minima y aumenta tras activacion de las células T, PD-1H se
expresa constitutivamente a niveles significativos en las células T naive. PD-1H puede

atenuar la activaciéon temprana de las células T, potenciando que las células T naive

permanezcan en un estado de quiescencia, sin anular por completo el proceso de
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diferenciaciéon y expansiéon clonal, que se induce como respuesta ante un estimulo
antigénico™*. La expresién de PD-1H en las células T naive, contribuiria de esta manera al

mantenimiento de la tolerancia periféricag().

Tabla 3. Comparacion de la expresion de PD-1H en diferentes tipos celulares humanos y
murinos.

Expresion constitutivade | g ion inducible de PD-1H

Tipo celular PD-1H
Humano Raton Humano Raton
Células T CD4+ naive I ++
Células Treg CD4+ + ++ N/D ++
FoxP3*
Células T CD8* + + N/D N/D
Células B - - - -

Células NK = = N/D N/D
Macréfagos N/D +++ ++ N/D
Monocitos +++ +++ ++ N/D
Neutréfilos +++ +++ N/D N/D

Células dendriticas +4++ +++ N/D ++

MDSC +++ +++ N/D ++

NOTA: N/D: informacién no disponible. Adaptado y recogido por Deng et al. (2016)4.

Su expresion en las células Treg, parece influir en su diferenciaciéon y su funcién
supresora. Ademas, la expresion de PD-1H en estas células en el microambiente tumoral, es
bastante elevada, lo que indica que podria desempefar un papel en la inmunosupresion
especifica de tumor, inhibiendo la funcién de las células T. I vitro, el bloqueo de PD-1H
puede revertir esta supresion. Sin embargo, el bloqueo de PD-1H afecta tanto a células Treg
en las que su expresion es alta, como en aquellas en las que su expresion es baja. Ademas, en
estas condiciones, en las que PD-1H esta bloqueado, también aumenta la proliferacion de las
células T, incluso en ausencia de células Treg. Esto sugiere que PD-1H, podria no estar
implicado directamente en la supresion dirigida por estas células. En este sistema, PD-1H

podtia funcionar como un receptor en las células T y un ligando expresado por Tregs®' .

En cuanto a cémo se regula la expresion de PD-1H, hay poca informacion al respecto.
Algunos estudios han revelado, que los factores de transcripcion p53 y HIF (factor induble
por hipoxia)-1a, aumentan la expresién de PD-1H™. El grupo de Yoon y colaboradores,
determinaron que el control de p53 sobre el aclaramiento mediado por fagocitosis de las
células muertas, era a través de la induccién de PD-1H*. Mientras que el grupo de Deng y
colaboradores, demostré que en condiciones hipdxicas en el microambiente tumoral, HIF-1
indujo la expresion de PD-1H y que cuando las células se cultivan en camaras hipoxicas, la
influencia de PD-1H es mayor®. Por otro lado, los factores de trascripcion Fos, JunD y

NFkB, que también se sobreexpresan bajo condiciones inflamatorias, son represores
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potenciales de la expresiéon de PD-1H, ya que poseen sitios de unién en la secuencia del gen
Vsir. Por lo que, la unién de estos factores de transcripcion reprimirfa la expresion del gen

PD-1H™.
1.2.3.3 Actividad funcional de PD-1H como ligando expresado en APCs

Varios hallazgos sugieren que PD-1H inhibe las respuestas de las células T, actuando

como un ligando de un receptor todavia poco caracterizado presente en la superficie de éstas.

La proteina de fusion soluble PD-1H.Ig, es capaz de inducir 7z vitro 1a diferenciacion
de células T CD4 a células iTreg en presencia de TGF-$ en células humanas y murinas,
mientras que, 7 vivo se ha observado que el bloqueo de PD-1H disminuye la generaciéon de
células Treg especificas de tumor™. Por otro lado, también se ha observado la inhibicién de
la proliferacion y produccion de citoquinas de células T CD4 murinas y humanas, tras anadir

PD-1H.Ig in vitre®®’.

La expresion de PD-1H en APCs, produce una disminucién en la proliferacion de
células T especificas de antigeno, mientras que su bloqueo conduce a un aumento de la
proliferacion de las células T. De esta manera, PD-1H actuarfa como ligando interaccionado

con un receptor presente en la superficie de las células .
1.2.3.4 Actividad funcional de PD-1H como receptor expresado en células T

Son varias las evidencias que sugieren que PD-1H inhibe la activacion de las células T,
actuando como receptor en la superficie de éstas. Tanto 7z vivo como in vitro, las células T
deficientes en PD-1H, responden a la activaciéon antigeno especifica proliferando
activamente, lo que se asocia a la proliferacién de células antigeno especificas y una mayor
produccién de citoquinas, en comparacién con células T WT™

Por otro lado, la estimulacién de PD-1H mediante anticuerpos agonistas limita la
proliferaciéon de células T frente a antigenos especificos, tras su activaciéon por APCs
deficientes en PD-1H. En este sistema, debido a que las APC son PD-1H deficientes, PD-
1H en las células T funcionarfa como un receptor independientemente de las APC, para

suprimir las respuestas de las células T".
1.2.3.5 Papel PD-1H en la enfermedad

De la misma manera que muchos otros zzmune checkpoints, PD-1H ha sido relacionado
con numerosas enfermedades autoinmunes, infecciones y procesos tumorales, lo que ha

llevado a su estudio en diferentes modelos animales de enfermedad (Tabla 4).
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Tabla 4. Influencia de PD-1H en diferentes modelos murinos de enfermedad.

Enfermedad Enfoque Modelo Resultados Referencia
PD-1H.Ig
aPD-1H mAb aGvHD Previene la enfermedad 65
Trasplante (clon MH5.A)
Células T (PD-1H GvHD Dismiguye l.a 70
KO) supervivencia
aPD-TH mAb Mejora supervivencia
(clon mam82)
Hepatitis PD-1H KO Hepatitis aguda Descieinde lg 7
por ConA supervivencia
TCD-BM (PD-1H Incrementa la
KO) a WT susceptibilidad
Fibrosarcoma Incremento del tamafio
PD-1H.Ig (MCA105) del tumor “
Melanomas
aPD-1H mAb (B16-OVA, B16-  Reduce el crecimiento gl
(clon 13F3) BLo6y tumoral
PTEN/BRAF)
/ Melanoma (B16- Suprime el crec.irniento
Cancer B6) tumoral y mejora la
aPD-1H mAb + supervivencia 7
aPD-L1 mAb Cancer de colon R'egresién tumgral y
(CT26) mejora la supervivencia
a largo plazo
aPD-1H mAb Carcinoma de Reduce el crecimiento 8
(clon 13F3) vejiga (MB49) tumoral
PD-1H KO Glioma (GL261)  Mejora la supervivencia m
Hipersensibilidad
de contacto
a(zzj\ﬂlj[ﬁéjy indudc.id.a por 2,4-  Exacerba la enfermedad 84
initro-1-
fluorobenceno
Alergia al;l/i;ji—lcf;z;jlb Atenua la enfermedad
Asma Exacqba la enfermedad -
PD-1H.Ig (posible bloqueo de la
seflalizacion)
PD-1H KO Exacerba la enfermedad
Lupus
PD-1H KO eritematoso Exacerba la enfermedad 86
sistémico
PD-1H KO Disminuye la
Artritis inducida susceptibilidad .
e ZOZIE;Z”ZI??Z 8) por anticuerpos Atenta la enfermedad
Autoinmune | PD-1H /PD-1 doble

KO en ratén

Incremental la

73
transgénico TCR s susceptibilidad
2D2
PD-1H /PD-1 doble Enfermedad Incrementa la .
KO autoinmune susceptibilidad
D= Al EAE Exacerba la enfermedad 66

(clon 13F3)
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En todos los modelos recogidos en la Tabla 4, PD-1H actia como una molécula
coinhibidora de la respuesta inmunitaria, pero se ha visto que esto no siempre se cumple. En
pacientes con infeccién cronica por VIH, la sobreexpresion de PD-1H que se observa en los
monocitos se correlaciona con la activaciéon inmunitaria y la deplecion de células T CDA4.
Esta situacién conduce a un proceso inflamatorio crénico, debido a la induccion de
citoquinas proinflamatorias por parte de los monocitos, que actian como si estuvieran
totalmente activados de manera sostenida. Curiosamente, esta sobreexpresion de PD-1H
mejora la capacidad de los monocitos de estimular la producciéon de IFN-y por células T
especificas del VIH. En este sistema, la activaciéon que se produce en estas células y la
consecuente estimulacion de las células T, anularfa el poder inhibitorio de PD-1H sobre la

respuesta inmunitaria®.

La sobreexpresion de PD-1H no solo se ha observado en pacientes con enfermedades
crénicas, sino que también se ha detectado una alta expresiéon de PD-1H en linfocitos
infiltrantes de tumores (TILs) y en células mieloides en pacientes con procesos tumorales®'.
Es importante destacar que se sobreexpresa en MDSCs, en macréfagos asociados a tumores
(TAMs) y Tregs, lo que sugiere que PD-1H juega un papel en la evasion de la respuesta
inmunitaria®”. En condiciones inflamatorias, como las que se producen en los procesos
tumorales, es posible que la elevada expresion de PD-1H se induzca por la produccién local
de interleucinas o interferones”. Pese a la alta expresion de PD-1H en el microambiente
tumoral, en diferentes modelos tumorales animales no se ha detectado la expresiéon de PD-
1H en células tumorales, solo en TILs (Figura 13)*'. Hasta la fecha, son pocos los estudios

que han detectado la expresion de PD-1H en las células tumorales™

. Mulati y col., fueron los
primeros en detectar un alto nivel de expresiéon de PD-1H en células cancerosas de tumores
humanos de ovario y de endometrio’’. Se desconoce qué funcién ejerceria en estas células, si
bien se ha postulado que podtia actuar debilitando la respuesta inmunitaria antitumoral™. El
mecanismo por el cual PD-1H lleva a cabo su funcién se desconoce, pero al contener
residuos de prolina en su cola citoplasmatica y potenciales sitios de unién para proteina
quinasa C (PKC), la unién de esos mediadores podria desencadenar una cascada de inhibicion
por desfosforilaciones mediada por fosfatasas. Esto explicarifa la reduccion de la fostorilacion
y el reclutamiento de la proteina LAT, mediador de la cascada de activaciéon mediada por el

complejo TCR/CD3, obsetvada i vitro en presencia de PD-1H.Ig en células T activadas por
anti-CD3".
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Fase de activacion

CIS
e
) S
{ & g
CD4
J TRANS
©
© Teps
TRANS

Fase efectora

Células tumorales

._/ PD-1H como ligando &— MHC TI
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“—— Ligando de PD-1H 9_ TCR

Figura 13. Modelo hipotético de actuacién de PD-1H. En la fase de activacion (parte supetior),
PD-1H actuarfa tanto como ligando en las células Treg y APC, que actuaria sobre un receptor
todavia desconocido en las células T CD4 y células T CDS8. La interacciéon de PD-1H con su
ligando, transmitirfa una seflal negativa (indicada con — en rojo) hacia el interior de las células T,
que aumentarfa su umbral de activaciéon. Esta interaccion podria darse en ¢is, impidiendo la
interaccion en frans (flecha roja), o producirse en #rans con la célula adyacente. En la fase efectora
(parte inferior), PD-1H actuarfa como ligando y receptor en las células Treg y como ligando en las
células MDSC y en las células tumorales, que actuarfa sobre un receptor pendiente de
caracterizacion expresado en las células T CD8 y T CD4. En este caso, la funcién las células Treg
y de las MDSC serfa crear un ambiente inmunosupresor que impediria que las células T CD8
llevaran a cabo su funcién efectora citotdxica contra las células tumorales, ayudando asi a la evasion
tumoral. Adaptado de Deng et al. (2016)%.
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1.2.3.6 PD-1H como diana terapéutica

La expresion de PD-1H en células de origen linfoide y mieloide, hace que el uso de
anticuerpos frente a esta molécula, implique tanto a la inmunidad innata como adaptativa®™.
Los resultados obtenidos en estudios de PD-1H 77 vivo han sido dispares. Por un lado, el
bloqueo de la interaccion de PD-1H con su receptor, utilizando anticuerpos monoclonales
(mAbs) antagonistas frente a PD-1H, al igual que en el caso de PD-1, induce la potenciacién
de la respuesta antitumoral en diferentes tipos de canceres (melanoma, fibrosarcoma) y
agrava el curso de la enfermedad autoinmune en un modelo de encefalomielitis autoinmune
inducido”™”. Distintos trabajos, principalmente los realizados por el grupo dirigido por el Dr.
Noelle, demostraron que el bloqueo de PD-1H, puede modular drasticamente el
microambiente tumoral hacia un fenotipo mieloide de tipo proinflamatorio que favorece la
infiltracion de las células T especificas de tumor’™. En cuanto a la terapia inmunitaria
antitumoral, la expresion de PD-1H se ha observado en el microambiente en toda clase de
tumores y en distintos linajes celulares. Ademas, se ha observado un incremento de su
expresion en el microambiente tumoral, en respuesta al tratamiento con anticuerpos
monoclonales bloqueantes frente a otros immune checkpoints, como CTLA-4 y PD-1". Estas

evidencias, convierten a PD-1H en una diana prometedora en la inmunoterapia antitumoral ™.

Por otro lado, el uso de mAbs agonistas de PD-1H o el uso de la proteina
recombinante soluble, consigue inhibir la enfermedad aguda de injerto contra huésped, tanto
en un modelo semialogénico, como en un modelo alogénico a través de la barrera MHC de

histocompatibilidad de trasplante (Figura 14)”.
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Funcién de la proteina coinhibidora PD-1H in vitro

Suprime:
1 * DProliferacion de las células T

‘ * Expresién de marcadores de activacién tempranos

* Produccién de IL-2 e IFN-y

PD-1H.Ig

Bloqueantes
* Potencian las respuestas de las células T

2 Y ‘ * Exacerban enfermendades autoinmunitarias

) Agonistas
Anti-PD-1H * Inhiben la respuesta de las células T

* Previenen el desarrollo de enfermedades autoinmunitarias

Bloqueo de PD-1H en modelos tumorales preclinicos in vivo
Anti-PD-1H

= ) Supresion del crecimiento tumoral
- ‘

Reducciéon de Treg intratumorales

R | Incremento de células T CD4 y CDS8 intratumoral

Melanoma
Carcinoma de vejiga

Figura 14. Funcién de la proteina PD-1H. En la parte superior, se indica la funcién de la
proteina PD-1H soluble (1) y la respuesta al uso de anticuerpos bloqueantes y agonistas de la
funcion de PD-1H 77 vitro (2). En la parte inferior, se muestra el resultado del uso de anticuerpos
frente a PD-1H en modelos tumorales preclinicos de melanoma y carcinoma de vejiga i vivo (3).

1.3 Ligandos de PD-1H en la especie humana: VSIG3, VSIG8 y PSGL-
1

En los ultimos dos afios, se han identificados tres posibles candidatos a ligandos de
PD-1H en la especie humana, se trata de VSIG3, VSIG8 y PSGL-1">"%. En el caso de
VSIGS3, el primero en ser relacionado con PD-1H en la especie humana, fue a través de un
rastreo masivo de posibles interacciones entre las regiones extracelulares de proteinas de tipo
I en la especie humana. A partir de este descubrimiento, se analizé la posibilidad de que otros
miembros de la familia VSIG pudieran también interaccionar con PD-1H. En un primer
momento, se descarté la posibilidad de que otros miembros de la familia pudieran
interaccionar con PD-1H, hasta que recientemente se registré una patente en la que
identificaban a VSIG8 como otro de los posibles ligandos™”. En el caso de PSGL-1, su

relacion con PD-1H se investigd teniendo en cuenta las caracteristicas de su regiéon
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extracelular, que indicaban que tal vez el pH podtia afectar a la conformacién de la molécula

para facilitar la interaccién con otras moléculas™.

El grado de conservaciéon observado entre la proteina murina y humana de VSIG3 y
VSIGS es bastante elevado (>85%). Esta similitud entre proteinas de distintas especies,
indicarfa que es probable que cumplan las mismas funciones y puedan interaccionar con los
mismos ligandos. En el caso de PSGL-1, la homologia observada es inferior (<70%), lo que
podria significar que los ligandos con los que puede interaccionar sean diferentes entre
especies (Figuras 15-17). En las tres proteinas, el mayor porcentaje de identidad se encuentra
en la region intracitoplasmatica, lo que sugiere que la funcion de las mismas, entre especies,

esta conservada.

Los miembros de la familia VSIG, se incluyen dentro de la IgSF, ya que poseen
dominios de tipo IgV e IgC en su region extracelular™. Actualmente, esta familia esta
compuesta por 8 miembros, algunos identificados tanto en la especie humana como murina,
mientras que otros solo en la especie murina. Las funciones de las moléculas de esta familia
son diversas, aunque principalmente se trata de moléculas de adhesién. Recientemente, se
han sefialado varios miembros de esta familia como posibles dianas en la inmunoterapia
antitumoral al encontrarse sobreexpresados en algunos tipos de tumores y poder actuar como

ligandos de receptores coinhibidores de células T,

Por otro lado, PSGL-1 ha sido estudiada durante mucho tiempo como una molécula
de adhesion implicada principalmente en el trafico de células del sistema inmunitario y en la
regulacion de las respuestas inmunitarias de células mieloides y células T, al posibilitar el
reclutamiento de las células inmunitarias, desde la sangre a los sitios de inflamacién. Durante
la migraciéon de células T, PSGL-1 puede unirse a diferentes ligandos, conocidos y
desconocidos, que pueden modular su estado de diferenciacion dentro de los distintos
tejidos. Ademas, recientemente, a PSGL-1 se le ha atribuido un papel como regulador
negativo de la funciéon de las células T en reposo y durante la respuesta inmunitaria

adaptativa1 03,104
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Alineamiento hVSIG3/mVSIG3

hVSIG3 LEVSESPGSIQVARGQPAVLPCTEFTTSAALINLNVIWMVTPLSNANQPEQVILYQGGQOMFE
mVSIG3 LEVSESPGSVQVARGQTAVLPCAFSTSAALLNLNVIWMVIPLSNANQPEQVILYQGGQOMFE

AAKKAAKEAIAK e kA hAAA Kk K*hkAAhhkeoekehkhkhkkhAkekhhAk kA, h hhkhAkhkhkAhkhkAr kA r A xAkh A kxh Kk

hVSIG3 DGAPRFHGRVGEFTGTMPATNVSIFINNTQLSDTGTYQCLVNNLPDIGGRNIGVTGLTVLV
mVSIG3 DGALRFHGRVGFTGTMPATNVSIFINNTQLSDTGTYQCLVNNLPDRGGRNIGVTGLTVLV
hAhkkh Ak hhkhhkhkhhkh Ak hkhhkhkhdhkhhkkhhkhhkhhkhkhkhkhkhkhhkhhkhhkkhk Khhkhhkhhkkhkhkkkx*k

1gC
hVSIG3 PPSAPHCQIQGSQDIGSDVILLCSSEEGIPRPTYLWEKLDNTLKLPPTATQODQOVQGTVTI
mVSIG3 PPSAPQCQIQGSQODLGSDVILLCSSEEGIPRPTYLWEKLDNTLKLPPTATQDQVQGTVTI

Fohkhkkokkhkhdkrkohkhkrhdhkrhkrhdhkrkdhhhkrkrhkhkxkkhkhkkxkhkkhkrkx

hVSIG3 RNISALSSGLYQCVASNAIGTSTCLLDLQVISPQPRNIG
mVSIG3 RNISALSSGLYQCVASNAIGTSTCLLDLQVISPQPRSV-

Fhkhkkxkkhkhkxhdhkrkrhdhkrkrhkhkrkxkhx .

Figura 15.Alineamiento de las regiones extracelulares de las proteinas humana (superior)
y murina (inferior) de VSIG3. En rojo, y con un asterisco (¥), se indican los aminoacidos
idénticos; con dos puntos (:), aminoacidos pertenecientes al mismo grupo polar, y con un punto
(.) aquellos que ni son idénticos, ni se encuentran en el mismo grupo polar.

Alineamiento hVSIG8/mYVSIGS

hVSIG8 VRINGDGQEVLYLAEGDNVRLGCPYVLDPEDYGPNGLDIEWMQVNSDPAHHRENVELSYQ
mVSIG8 VRINGDGQEVMYLAEGDNVRLGCPYLLDPEDLGTNSLDIEWMQVNSEPS-HRENVELTYQ

**********:**************:***** * *'**********:*: *******:**

1oV
hVSIG8 DKRINHGSLPHLQQORVRFAASDPSQYDASINLMNLQVSDTATYECRVKKTTMATRKVIVT
mVSIG8 DKRIGHGNLPHLQORVRFAASDPSQYDASINLMNLOVSDTATYECRVKKTTMATRKVIVT

KAKK KA A A A KA A KA A KR A A A A A AA I AA I A A KA AR A A I AR I AR A AR A AR A AR A AR A A KA K

hVSIG8-VQARPAVPMCWTEGHMTYGNDVVLKCYASGGSQPLSYKWAKISGHHYPYRAGSYTSQHSY
mVSIG8 VOARPAVPMCWTEGHMSKGNDVVLKCFANGGSOPLSYKWAKISGHSHPYRAGAYHSQOHSE
****************: ********:*.**************** :*****:* ****:

1oV
hVSIG8 HSELSYQESFHSSINQGLNNGDLVLKDISRADDGLYQCTVANNVGYSVCVVEVKVSDSRR
mVSIG8 HSELSYQOESFHSTINOGLGNGDLLLKGINADDDGLYQCTVANHVGYSVCVVEVKVSDSOR

KKhkkhkhkkhkhkhkkhkhkhkk koehkhkkhkk k *hkkkeokk * AKAKAAKRAAKAA Ak e kAR A kA A XA AKXk kK ok

hVSIGS IG
mvSIG8 VG

 x

Figura 16. Alineamiento de las regiones extracelulares de las proteinas humana (superior)
y murina (inferior) de VSIGS8. En rojo, y con un asterisco (*), se indican los aminodcidos
idénticos; con dos puntos (), aminoacidos pertenecientes al mismo grupo polar, y con un punto
(.) aquellos que ni son idénticos, ni se encuentran en el mismo grupo polar. Subrayado en azul, la
version truncada de la proteina murina correspondiente al transcrito 2 (VSIGS8 T2).
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Alineamiento hPSGL-1/mPSGL-1

hPSGL-1 -QATEYEYLDYDFLPETEPPEMLRNSTDTTPLTGPGTPESTTVEPAARRSTGLDAGGAV-
mPSGL-1 QVVGDDDFEDPDYTYNTDPPELLKNVTNTVAAH-PELPTTVVMLERDSTSAGTSERATEK

*ok PR REK Rk kok ooox L ok, .
hPSGL-1 —-—-——--- TELTTELANMGNLSTDSA----AMEIQTTQPAATEAQTTOPVPTEAQTTPLAAT
mPSGL-1 IATTDPTAPGTGGTAVGMLSTDSATQWSLTSVETVQPASTEVETSQPAPMEAETSQPAPM

* * . ek kkhkkkk*k e ek khkhkkekk ekekkhk k kk e ko *

hPSGL-1 EAQTTRLTATEAQTTPLAATEAQTTPPAATEAQTTOPTGLEAQTTAPAAMEAQTTAPAAM
mPSGL-1 —-——=-——————————————— EAETSQPAPMEAETSQPAPMEADTSQPAPMEADTSKPAPT

*koekoe kK kk ok o kk oo ekhkkeoeke Kkkhk kkhkkoeko Kk

hPSGL-1 EAQTTPPAAMEAQTTQTTAMEAQTTAPEATEAQTTQPTATEAQTTPLAAMEAL---STEP
mPSGL-1 EAETSKPAPTEAETSQPAPNEAETSKPAPTEAETSKPAPTEAETTQLPRIQAVKTLETTS

KKk ek KK Kkskek s kkeks Kk ckkkekeoks kkkakk X ..k *
hPSGL-1 SATEALSMEPT---------— TKRGLFIPFSVSSVT----HKGIPMAASNLSVNYPVGAPD
mPSGL-1 AATEVPSTEPTTMETASTESNESTIFLGPSVTHLPDSGLKKGLIVTPGNSPAPTLPGSSD

ok kK * Kk Kk . ok . * Kk . . o« kK Kk o .. * * o K

hPSGL-1 HISVKQC
mPSGL-1 LIPVKQC

* Ak kK

Figura 17. Alineamiento de las regiones extracelulares de las proteinas humana (superior)
y murina (inferior) de PSGL-1. En rojo, y con un asterisco (¥), se indican los aminoacidos
idénticos; con dos puntos (:), aminoacidos pertenecientes al mismo grupo polar, y con un punto
(-) aquellos que ni son idénticos, ni se encuentran en el mismo grupo polar.

1.4 Efecto antitumoral del bloqueo de receptores coinhibidores en la

clinica
1.4.1 Mecanismos de evasion tumoral

Los receptores coinhibidores, a través del control que ejercen regulando las
respuestas del sistema inmunitario, protegen al organismo frente a reacciones
autoinmunitarias, pero también limitan la capacidad de las células T de llevar a cabo ataques
efectivos contra los tumores. Sin embargo, las células tumorales han ido evolucionando y
adquiriendo funciones que les permiten alterar la capacidad inmunomoduladora de estas
moléculas, lo que les permite evadir el control del sistema inmunitario. De manera general,
se puede hablar de tres mecanismos de los que se sirven las células tumorales para sobrevivir:
(D) regulacién negativa de las moléculas involucradas en el procesamiento y la presentacion
de antigenos; (II) regulacion negativa de las vias de activacion inmunitaria; y (I1I) regulacion
positiva de las vias inmunosupresoras'”. Actualmente, el enfoque mis exitoso para potenciar
la actividad antitumoral en la clinica ha sido el uso de inhibidores de los immune checkpoint,

que han logrado respuestas clinicas sin precedentes. Estos inhibidores, restauran la activacion
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de las células T y las respuestas antitumorales dirigiéndose a moléculas coinhibidoras como

CTLA4 o PD-1 y sus ligandos™.
1.4.2 Los receptores coinhibidores de interés terapéutico

En este sentido, se han logrado avances en la inmunoterapia clinica frente al cancer
con la aprobacién de la FDA de terapias con anticuerpos monoclonales bloqueantes anti-
CTLA-4 y anti-PD-1/PD-L1 (Tabla 5). Pero a pesar de su éxito, sélo un subconjunto de
canceres ha demostrado una respuesta clinica a estos tratamientos dirigidos contra estas
moléculas™. Esto se debe en gran parte, a la naturaleza e inmunogenicidad de los antigenos,
asf como a la carga mutacional del tumor, que permite al sistema inmunitario distinguir entre
las células normales y aquellas que han sufrido alteraciones. Llas mutaciones que dan lugar a
la producciéon de esos antigenos tumorales, no se comparte entre pacientes de manera
significativa, por lo que la carga antigénica e inmunogenicidad de los antigenos tumorales

puede variar de unas personas a otras y considerarse especifica del paciente!®.

Tabla 5. Anticuerpos monoclonales aprobados por la FDA en el mercado. Lu et al. (2011)107

Mo'l écula mAb Compaiiia Nombl're Enfermedad | Afo
diana comercial

. Bristol-Myers Melanoma

CTLA-4 Ipilimumab Squibb/Medatex Yervoy metastasico 2011
Melanoma
. Bristol-Myers Squibb/Ono . Cancer de

PD-1 Nivolumab Pharmaceutical Co., Ltd. Opdivo pulmén no 2014
microcitico

PD-1 Pembrolizumab Merck & Co. Inc. Keytruda Melanoma | 2014
Carcinoma

PDA Cemiplimab Regeneron Pharmaceuticals Libtayo cutineo de 2018

Inc. células

escamosas
. Roche, F. Hoffmann-T.a . Cancer de

PD-L1 Atezolizumab Roche, Ltd./Genentech Inc. Tecentriq vejiea 2016
. Carcinoma

PD-L1 Avelumab Merck Serono International Bavencio | de células de | 2017

S.A./Pfizer
Merkel
PD-1.1 Durvalumab MedImmune/AstraZeneca Imfinzi Cz;r;cjzade 2017

A pesar de este éxito, la tasa de respuesta después del tratamiento con anticuerpos
monoclonales que bloquean CTLA-4, PD-I.1 o PD-1 es generalmente infetior al 30%".
Ademas, en algunos pacientes, se desarrollan resistencias a estos tratamientos. En estos casos,
se ha observado el aumento de expresion de otros immune checkpoints, como PD-1H, que

odrian participar en la adquisicion de estas resistencias™. Por esta razon, cada vez es mayor
) Y
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el interés que despierta la basqueda de nuevos wmmune chekpoints, que puedan servir como
dianas terapéuticas para el cancer. En los dltimos anos, se han identificado varias moléculas
como LAG-3, TIM-3, TIGIT y PD-1H que pueden contribuir a mejorar y reforzar la

inmunoterapia frente al cancer®.
1.4.2.1 El receptor coinhibidor CTLA-4

Las caracteristicas y la funciéon de CTLA-4 para restringir las respuestas de las células
T condujeron a la hipdtesis de que el bloqueo de CTLA-4 podria ayudar a incrementar la
actividad de las células T frente a los tumores. El grupo dirigido por James Allison, fue el
primero en demostrar que el bloqueo mediante el uso de anticuerpos monoclonales anti-
CTLA-4 inducia a la regresiéon del tumor en un modelo murino de carcinoma de colén

trasplantable'”

. La capacidad de la respuesta al tratamiento con anti-CTLA-4 se correlacioné
con la inmunogenicidad del tumor, siendo mejor en tumores mas inmunogénicos. El éxito
en multiples modelos preclinicos condujo al desarrollo de Ipilimumab (Bristol-Myers
Squibb), un anticuerpo monoclonal IgG1 completamente humano y el primero bloqueante
de receptores coinhibidores. Después de dos ensayos clinicos de fase III en melanoma,

Ipilimumab recibi6 la aprobaciéon de la FDA en 2011 para el tratamiento del melanoma

avanzado®.

A pesar de los beneficios de supervivencia del Ipilimumab en el melanoma
metastasico, los efectos secundarios adversos predisponen al desarrollo de diferentes cuadros
de enfermedad autoinmunitaria. En la mayoria de los casos, es el tracto gastrointestinal el
que sufre los efectos mas directos, aunque también estan implicados distintos Organos
endocrinos (rotura/pérdida de la tolerancia a los antigenos especificos de tejido). El
agotamiento de las células Treg y la activacion sistémica de células T autorreactivas en el

tejido linfoide es la causa més probable de que se produzcan estos eventos®.
1.4.2.2 Ta interaccién coinhibidora PD-1/PD-1.1

El éxito de la terapia anti-CTLA-4 condujo rapidamente al desarrollo de nuevos
anticuerpos, siendo el receptor PD-1 el segundo immune checkpoint para el que se produjeron
anticuerpos monoclonales bloqueantes. Fueron varias las diferencias que se encontraron con
respecto al tratamiento con anti-CTLA-4. En primer lugar, la terapia anti-PD-1 fue mas
efectiva en el tratamiento del melanoma y se obtuvieron resultados positivos, por primera
vez utilizando la inmunoterapia, también frente al cincer de pulmén no microcitico'”. En
segundo lugar, los efectos secundarios adversos derivados de la terapia anti-PD-1 fueron

menores“.
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Estos resultados tan prometedores, llevaron ala FDA a aprobar varios medicamentos
dirigidos frente a PD-1 (Nivolumab, Bristol-Myers Squibb, Pembrolizumab, Merck) o frente
a PD-L1 (Atezolizumab, Roche). Pembrolizumab y Nivolumab son anticuerpos
monoclonales humanizados disponibles comercialmente que han demostrado una amplitud
de utilidad clinica superior al Ipilimumab. El tratamiento con Pembrolizumab ha mejorado
la supervivencia en el tratamiento de pacientes con melanoma, cancer de pulmén no
microcitico, carcinoma urotelial avanzado, carcinoma de células escamosas de la cabeza y el

cuello y cancer gastrico®.

Atezolizumab es el primer anticuerpo monoclonal anti-PD-L1 que recibi6 la
aprobacion de la FDA para el tratamiento del carcinoma urotelial metastasico, tras los
resultados prometedores obtenidos en ensayos clinicos de fase I y II. Sin embargo, los
resultados obtenidos posteriormente, tras llevar a cabo los ensayos en fase 111, demostraron
a nivel global, que el tratamiento con Atezolizumab, no mejoraba la supervivencia de este
tipo de cancer. El Atezolizumab también esta aprobado para el tratamiento del cancer de
pulmén no microcitico, donde los ensayos clinicos en fase II y III, si han mostrado una
mejoria en la supervivencia de los pacientes. Otros anticuerpos anti-PD-L1 aprobados para
el tratamiento del carcinoma urotelial son Durvalumab y Avelumab. Todos estos
medicamentos, dirigidos frente a PD-L1, se encuentran en ensayos clinicos activos para

multiples tipos de cancer sélido®.

1.4.2.3 La interaccién coinhibidora LAG-3/Fgl-1

A la vista del conocimiento que se tiene de LAG-3 y su potencial para aumentar la
respuesta inmunitaria antitumoral, se ha desarrollado comercialmente una proteina de fusion
soluble de LAG-3 que no solo bloquea la sefial inhibidora de LAG-3, sino que también
aumenta la respuesta inmunitaria al inducir la activacién de las células dendriticas'’. En
presencia de LAG-3.1g, las células dendriticas tienen una mayor capacidad para inducir la

proliferacion de células T y la produccion de interferon®,

IMP321, fue la primera proteina soluble de LAG-3 desarrollada comercialmente. Se
han completado multiples ensayos en fase I y fase II, con IMP321 como adyuvante de
vacunas, en combinacién con quimioterapia y como terapia tnica. De momento, los efectos
adversos que se han encontrado son de caracter leve y los resultados de los tratamientos han
sido positivos. Actualmente, se encuentra en fase I un ensayo clinico que utiliza IMP321 en

combinacién con Pembrolizumab para el tratamiento del melanoma. También se esta
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investigando en fase I, la combinacion de IMP321 mds quimioterapia en pacientes con cancer

de mama metastasico®.

Por otro lado, se ha desarrollado LAG525, un anticuerpo monoclonal bloqueante
que reconoce a LAG-3, impidiendo la interacciéon con su ligando MHC-II, que se encuentra
en estudio de fase I como terapia tnica y como tratamiento de combinacién con un inhibidor

de PD-1 para tumores sélidos”.
1.4.2.4 La interaccion coinhibidora CD112/CD155/TIGIT

Los estudios llevados a cabo sobre TIGIT, han demostrado que su expresion se
correlaciona con la expresion de PD-1 y estda aumentada en los TILs de multiples tipos de
cancer. En diversos modelos murinos de tumores, el bloqueo de TIGIT disminuye la carga
tumoral. La respuesta antitumoral es mas efectiva si el bloqueo de TIGIT se combina con el
bloqueo de PD-1 o PD-L1. Estos resultados han llevado al desarrollo de OMP-313M32, un
anticuerpo monoclonal anti-TIGIT que bloquea su funcién y que ya se encuentra en ensayos
clinicos de fase I. Este anticuerpo monoclonal, se une a TIGIT evitando la interaccién con
sus ligandos CD112 y CD155. Esto tiene como consecuencia, que CD226, molécula
coestimuladora que se expresa en células T citotoxicas (CTLs) mejore su interaccion con

CD112 y CD155, potenciando la respuesta inmunitatia antitumoral®.

1.4.2.5 El receptor coinhibidor PD-1H

Con la informacién que se tiene al respecto de PD-1H, con su amplio patréon de
expresion en células de origen linfoide y mieloide, asi como su expresion en distintos tipos
de tumores, se espera que el bloqueo de esta molécula, con anticuerpos monoclonales o
moléculas inhibidoras, mejore la respuesta inmunitaria anti-tumoral™”. De esta manera, se

potenciaria la activacion de células T especificas de tumor y su funcién efectora.

Con ese objetivo, se desarrolld6 CA-170 (Aurigene), la primera pequefia molécula
antagonista oral de los zmmune checkpoints PD-L1, PD-L2 y PD-1H que se encuentra en
ensayos clinicos y cuya estructura atin no ha sido revelada''"'"?. La estructura de su precursor,
AUNP-12, presenta secuencias de unién débil a PD-L.1 humano, pero en el caso de CA-170
no se ha demostrado interaccién con estas moléculas coinhibidoras'”. En cambio, si se ha
observado que CA-170 en ensayos . vitro, restaura la funcion efectora de las células T y en
modelos murinos zz vive (melanoma B16, carcinoma de colon CT26 y MC38), mejora la
activacion de células T periféricas y promueve la activacion de células T CD8 que infiltran el

tumor' "%, El desconocimiento de su mecanismo de accién y la falta de evidencias que
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revelen una unién directa que impida la sefializacién mediada por el eje PD-1/PD-L1/PD-
L2 y por PD-1H, sugiere que CA-170 podria actuar sobre la cascada de sefializacion

desencadenada por estias moléculas'®.

En enero de 2016, se lanzé un ensayo en fase I con un anticuerpo monoclonal
antagonista frente a PD-1H (JNJ-61610588), para evaluar su seguridad y la eficacia de este
tratamiento en pacientes con cancer avanzado. En 2018, por falta de financiacién, Janssen
Research & Development finalizaron este estudio y lo traspasaron a ImmuNext In que
contintia con su desarrollo™. Por otra parte, Hummingbird Bioscience han desarrollado
HMBD-002, un nuevo anticuerpo monoclonal anti-PD-1H que bloquea un dominio
funcional conservado entre especies. Este anticuerpo neutralizarfa la sefializacion mediada
por hPD-1H, manteniendo su capacidad de unién por la proteina murina. Esta previsto que,

en la segunda mitad del 2020, comiencen los ensayos clinicos en fase 1 de HMBD-002'".
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2 Hipotesis de trabajo y objetivos

El sistema inmunitario constituye una red compleja de estructuras formada por los
organos linfoides primarios y secundarios, el tejido linfoide difuso asociado a mucosas, y
todo ello interconectado por el sistema linfatico y la sangre, que colaboran entre si con el
objetivo comuin de mantener la homeostasis en el individuo. La naturaleza de la respuesta
inmunitaria va a depender del balance de sefiales positivas y negativas, provenientes de los
immnne checkpoints, que modulan la funcion de las células T, tras la fase de reconocimiento
antigénico™'"’. La integraciéon de estas sefiales tiene como fin dltimo promover la

eliminacion selectiva del estimulo antigénico, sin llegar a alcanzar un nivel de inflamacién y

autoinmunidad excesivos que conduzca al dafio tisular®.

La mayoria de estas moléculas cosefializadoras pertenecen principalmente a la
Superfamilia de las Inmunoglobulinas (IgSF) y a la superfamilia del Receptor del Factor de
Necrosis Tumoral (INFRSF)'""'"®, Dentro de la IgSF, la familia B7 es la mejor estudiada y a
ella, pertenecen las moléculas coestimuladoras CD28 e ICOS, y moléculas coinhibidoras
como CTLA-4, PD-1, CD160, BTLA y PD-1H, entre otros>'>'"'. Cada una de estas
moléculas se sirve de mecanismos propios para ejercer su funcidn, actuando en la fase de
priming en los 6rganos linfaticos o en la fase efectora en el sitio de la inflamacién'’. Las
moléculas coestimuladoras se caracterizan por presentar dominios ITAM en su region
intracelular, mientras que las moléculas coinhibidoras suelen poseer motivos ITIM e
ITSM>'. Asi, moléculas que ejercen funciones coinhibidoras similares, como es el caso de
PD-1 y CTLA-4, difieren mucho tanto en su mecanismo de accién, como la etapa en la que

participan a lo largo de la respuesta inmunitaria''*'*".

PD-1 homologo (PD-1H), recibe este nombre por su homologia con el dominio IgV
de PD-1. PD-1H es uno de las moléculas coinhibidoras pertenecientes a la familia B7, que
ha sido identificada en los tltimos afios®*. Su patrén de expresion y su estructura Unicas, la
diferencian de otros miembros de la familia B7, a la que pertenece. Sin motivos I'TIM, ni
ITSM en su region extracelular, se cree que la transmision de sefales se producitia a través
de dos sitios potenciales de union a la proteina quinasa C o mediante residuos de prolina que
podrian funcionar como puntos de anclaje para proteinas adaptadoras*®. En los tltimos
afios, tres moléculas se han propuesto como ligandos de PD-1H humano, VSIG3, VSIGS8 y
PSGL—196’97’121.
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Muchos de los receptores coinhibidores de las células T, ademas de CTLA-4, PD-1
y PD-1H, se expresan también en células T reguladoras (Treg), cuya funcién es atenuar la
respuesta mediada por las células T y mantener la tolerancia a lo propio'”. PD-1H, también

se expresa en MDSC, donde contribuye a inhibir la respuesta®'.

Cada uno de los immune checkpoints conocidos alberga propiedades tnicas que hacen
necesario el desarrollo de multiples estrategias terapéuticas, ya sean en monoterapia o
combinadas, con el fin de poder maximizar el potencial inmunoterapéutico de las
mismas™™>'"'*, Siguiendo esta hipdtesis de trabajo postulamos que el bloqueo de la
interaccion del receptor coinhibidor PD-1H con su ligando podtia incrementar la respuesta
inmunitaria antitumoral y/o potenciar otras intervenciones terapéuticas en la clinica. Por lo
tanto, el objetivo general de este proyecto de Tesis Doctoral es establecer un sistema
experimental iz vitro que nos permita evaluar las interacciones ligando/receptor de PD-1H
en la especie murina. Dicha plataforma experimental servira para el desarrollo preclinico de
intervenciones terapéuticas en cancer basadas en el uso de medicamentos biologicos (véase
anticuerpos monoclonales o proteinas de fusién recombinantes), que prevengan la

interacciéon de PD-1H con sus ligandos.
El objetivo especifico de este trabajo ha sido el siguiente:

1. Clonar y expresar la proteina recombinante de PD-1H murino y variantes con distinto
grado de oligomerizaciéon y sus ligandos conocidos como protefnas de membrana y
proteinas solubles, para estudiar las interacciones ligando/receptor mediante ELISA y
citometria de flujo. Este abordaje permitiria el desarrollo preclinico de una intervencion
terapéutica que prevenga la interaccion de PD-1H con su ligando, con el propésito de

aumentar la respuesta inmunitaria antitumoral.
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3 Materiales y métodos

3.1 Biologia molecular
3.1.1 Cepas bacterianas y medios de cultivo

Para la realizacion de los clonajes y la produccion de plasmidos se utilizé la bacteria
Escherichia coli TOP10 (Invitrogen). Las caracteristicas genotipicas de esta cepa se indican a

en la Tabla 6, junto con los medios de cultivos empleados.

Tabla 6. Cepa bacteriana y medios de cultivo empleados.

Cepa bacteriana Descripcion Casa comercial

- mcrA, A(mrr-hsdRMS-mcerBC),
p80lacZAM15, AlacX74, recAl, deoR,

Escherichia coli | | /5139 Afaralew)7697, galU, galK, rpsl. Tnvitrogen

TOP10 R
(Str™), endAl, nupG.Invitrogen, Thermo
Fisher Scientific
Medio de cultivo LB-TB liquido LB-TB solido Casa comercial
Medio Luria-Bertani
(LB) 12,5 g/L 12,5 g/L Roth
Medio Terrific Broth
(TB) 254 /L 25,4 Roth
Agar 20 g/L agar Roth
SOC 20 ¢g/L de triptona, 5 g/ de extracto de levadura, 0,5 g/1. de NaCl,

0,186 g/L de KCl, 4,8 ¢/ de MgSO4 y 3,603 g/L de dextrosa.

3.1.2 Estrategia experimental para el clonaje de genes de interés

A lo largo de este trabajo, se desarrollaron varias construcciones genéticas para la
expresion recombinante de las moléculas de interés. La metodologia empleada para la
obtencién y comprobacion de las mismas, se describe en la Figura 18, mientras que la Figura
19 muestra el esquema de la estrategia general de clonaje seguida para la generacién de las

construcciones con las secuencias de nucleétidos de cada una de las moléculas de interés.
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DNA molde

Disefo de
cebadores

Amplicon PCR

Purificacion

pJET1.2/blunt

pJET1.2-inserto
NO

Transformacion
bacteriana

Testaje de las
colonias por PCR

éColonias
Vector de expresion positivas?
eucariota destino

(circular)

Digestidn con enzimas de
Digestidn con enzimas restriccion

de restriccion

Purificacion

Purificacion

Vector linealizado Inserto

Ligacién

Construccion final

Transformacién

NO .
bacteriana

Testaje de las
colonias por PCR

¢Colonias
positivas?

Confirmacion por
secuenciacion

Figura 18. Estrategia general seguida para el clonaje de genes de interés. Se indica la serie
de pasos y procesos seguidos para la obtencién de las construcciones genéticas recombinantes.
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MOLDE ADN

| ADN

DIGESTION Y

\ff;:_r-—x/ LIGACION

VECTOR FINAL
DE EXPRESION EN
EUCARIOTAS

v

L

Figura 19. Estrategia de clonaje. A. Amplificacién del inserto de interés y ligacién del mismo
en el vector transportador pJET1.2-blunt. B. Ligacion del inserto de interés en el vector final, tras
la digestién del vector destino y del vector transbordador, con las mismas enzimas de restriccion.
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3.1.3 Plasmidos

En la Tabla 7, se detallan los plasmidos utilizados en este trabajo.

Tabla 7. Plasmidos utilizados con su procedencia y descripcion de sus elementos

caracteristicos.
Plasmido Procedencia Caracteristicas
pJET1.2 Thermo Vector de cl'onaclon para p'roduc'tos de PCR de extremos
S romos. Contiene gen de resistencia a ampicilina (ampR) y el
Blunt Scientific . .y
origen de replicacién de pMB1.
MIG- MTA Vector retroviral que contiene IRES, EGFP, origen de
II{)ES- GFP Universidad de | replicacion pUC, gen de resistencia a ampicilina (amp¥®), 5’LTR
Friburgo y 3’LTR.
pIB312 MTA Vector que codifica para el gen completo de PD-1H murino.
Vector de clonacién de ADNc que contiene la CDS de VSIG3
pIB351 MTA en el esqueleto del plasmido pYX-Asc que porta el gen de
resistencia a ampicilina (ampk).
MTA Vector retroviral que contiene el promotor PGK, el origen de
pMSCV- S . .. R
k-Puro Dr. Pascal replicacion pUC, genes de resistena a puromicina (PuroR) y a
P8 Schneider ampicilina (amp¥R), 5’LTR y 3’LTR.
Vector de expresion eucariota que contiene los promotores del
citomegalovirus (CMV), de la ARN polimerasa T7 y del virus
del simio 40 (SV-40), el péptido sefial de la Igk murina, las
pSecTag2/ etiquetas c-myc y poli-histidinas (6xHis), los origenes de
Hygro B Invitrogen replicacion del fago F1 y del SV-40, genes de resistencia a
(modificado) ampicilina (ampR) y a higromicina (hygR), y el origen de
replicacion del pUC. Modificado en el laboratorio de
inmunologfa para incorporar el fragmento Fc de la IgG2a
murina.
Vector que codifica para el transcrito 2 de VSIGS, que se
pIB352 MTA dlferenga dela variante 1 en el extremo ,5 ,1o que resulta' en un
transcrito que codifica para una proteina con una regiéon N
terminal mas corta.
Vector de expresion eucariota que contiene el ORF completo
de la proteina VSIGS8 (transcrito 1) del plasmido pCMVo6-
pIB363 Origene Entry. Porta los promotores del CMV, T7 y SV-40, las
etiquetas c-myc y flag, la sefial de poly A y el gen de resistencia
a kanamicina (kanR)/neomicina (neok).
Plasmido de expresion, que contiene la secuencia codificante
pIB319a MTA para la proteina BirA de E. co/.
Laboratorio de | Vector de expresién, generado en el laboratorio de
IB313.2 Inmunobiologia | Inmunologia, de la proteina recombinante soluble Flag.mPD-
P ) (Gda. Natalia | 1H.AviTag, cuya secuencia codificante estd clonada en el
Varela!?%) vector pSecTag2-HygroB.
Laboratorio de | Plasmido generado en el laboratorio de Inmunologia, para la
IB354 Inmunobiologia | expresion de la proteina recombinante soluble mVSIG8 ECD
P (Gda. Andrea | (transcrito 2).mIgG2a.Fc-WT, cuya secuencia codificante esta
Torices!26) clonada en el vector pSecTag2-HygroB modificado.

MTA: Acuerdo de Transferencia de Materiales
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A continuacién, Figuras 20-28, se muestran los mapas de los plasmidos de partida

utilizados para la generacion de las construcciones:

AmpR promoter

pJET1.2 blunt
2974 bp

~[lac operato

lac UV5 promoter

Figura 20. Vector plasmidico comercial pJET 1.2/blunt. Se emplea como vector
transbordador en los clonajes de genes.

AmpR promoter

BglII
Xhol

MSC

Hpal
EcoRI

pMIG-IRES-GFP
6492 bp

lac promoter

Figura 21. Plasmido pMIG-IRES-GFP. Fue empleado para el clonaje de la secuencia codificante
completa de mVSIG3.
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[T3 promoter

AmpR

T/ promoter

Figura 22. Plasmido pIB351. Se us6 como molde para obtener las construcciones relacionadas
con el VSIG3, al contener el CDS completo del mVSIG3 (mIGSF11).

MESV W
\ gag (truncated)

HindIII
f BgIII

AmpR promoter

AmpR)

pMSCV-pgk-Puro
6297 bp

PGK promoter

Figura 23. Plasmido MSCV-pgk-Puro. Fue empleado para el clonaje de la secuencia codificante
completa del mPD-1H y del VSIGS.
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AmpR promoter
CMV enhancer

CMV promoter
T7 promoter

Kozak

Ig k-chain leader sequence
Sfil

pSecTag2-mIgG2a.Fc-HygroB
6396 bp

c-Myc tag
Polyhistidine tag
bGH poly(A) signal

lac promoter

lac operator!
SV40 poly(A) signal

SV40 promoter

Figura 24. pSecTag2-mIgG2a.Fc-WT-HygroB. Se utiliz6 como vector destino para el clonaje

de las proteinas solubles de mPD-1H, mVSIG3 y mVSIGS.

AmpR promoter

CMV enhancer
SV40 promoter \ CMV promoter

T7 promoter

HSV TK poly(A) signal

Myc
FLAG

M13 rev|

Figura 25. Plasmido pIB363. Vector comercial que codifica para el CDS completo de VSIGS.
Fue utilizado como molde para la generacién de la proteina completa y soluble de VSIG8 transcrito

1.
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T7 promoter

lacl promoter

RBS
T7 tag (gene 10 leader)

6xHis
_B=
—+—{T7 terminator

pIB319a
6389 bp

AmpR promoter

Figura 26. Plasmido pIB319a. Codifica para la proteina BirA capaz de biotinilar
metabolicamente distintos péptidos aceptores de biotina.

AmpR promoter
PEP _ CMV enhancer

CMV promoter

T7 promoter
Ig k-chain leader sequence

pIB313.2
6301 bp

lac promoter )
lac operato ?
M13 rev]
SV40 poly(A) signal
SV40 promoter

Figura 27. Plasmido pIB313.2. Vector que codifica para la proteina soluble FLAG-mPD-
1H.AviTag.
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AmpR promoter CMV enhancer

CMV promoter
T7 promoter

pIB354
6823 bp

lac promoter
lac operator| %%
M13 rev

SV40 poly(A) signal

Polyhistidine tag
bGH poly(A) signal

SV40 promoter

Figura 28. Plasmido pIB354. Vector que codifica para la protefna soluble mVSIG8 ECD
(transcrito 2).mIgG2a-WT.

3.1.4 Extraccion de plasmidos

En funcién de las necesidades de ADN plasmidico necesario se utilizé el kit
comercial QIAprep® Spin Miniprep Kit (QIAagen) que permite obtener hasta 20 pg de
ADN plasmidico, o el kit Gene] ET® Plasmid Midiprep Kit, Protocol B (Thermo Scientific),
con el que se pueden obtener hasta 200 pg. Para la extraccién a menor escala, las bacterias se
cultivaban en 5 ml de caldo LB-TB durante toda la noche a 37°C. Mientras que, para obtener
mayores cantidades de ADN, se partia de caldos LB-TB de 25 ml. Ambos protocolos, se
basan en una etapa de lisis alcalina, seguida de una precipitacién de las proteinas y del material
gendémico. Finalmente, el ADN plasmidico del sobrenadante se hace pasar por columnas en
las que queda adherido, tras lo cual se eluye con agua Milli-QQ estéril o agua tratada DEPC.
Tras la extraccién, se tomaron alicuotas de cada muestra para cuantificar la concentracion
(ng/pL), mediante la medida de la absorbancia a 260 nm, y la pureza (ratio 260/280) en un
espectrofotémetro Nanodrop 1000 (Thermo Scientific). En el caso que los plasmidos se
fueran a utilizar en cultivos celulares, éstos se extrajeron en condiciones de esterilidad y se
tomaron alicuotas para testar la ausencia de microorganismos, antes de usarlos en las

transfecciones.
3.1.5 Reacciéon en cadena de la polimerasa (PCR)

Las reacciones de PCR fueron llevadas a cabo en el termociclador de Biometra

modelo T.Professional Basic Gradient, que permite programar gradientes de temperatura
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para optimizar las reacciones, o en el termociclador GeneAmp™ PCR System 9700 (Applied

Biosystems). Los reactivos y las cantidades empleadas se resumen en la Tabla 8.

Tabla 8. Cantidades de reactivos necesarias por reaccion de PCR.

o Unidad de reaccion Casa
a .
cactvoes PCR rutina PCR Pfu Concentracién final | comercial
Braun
Agua DEPC Hasta volumen final de 25 pl - Medical
Taq Bufer 10x 2,5ul - 1x Biotools
Taq Bufer Pfu Thermo
10X ) 25 1 Ix Fisher
dggri;f[‘;x 0,25 ul 0,25 mM GeneOne
Cfll:)aSISIt)e S 0,5 pl 5 pmol Sigma
Taq Sl’%l}i’frasa 0,125 ul . 625 mU/ul Biotools
Taq Pfu
polimerasa - 0,25 ul 625 mU/ul Tﬁ:}rlr;o
2,5U/uL
ADN molde 2ul 50-100 ng -
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En las siguientes tablas, se recoge la informacion referente a las distintas proteinas recombinantes desarrolladas en el laboratorio durante este

trabajo. En la Tabla 9, se resume la organizacion de la secuencia de aminoacidos de las proteinas, mientras que, en la Tabla 10, se indican las condiciones

particulares de cada una de las reacciones de PCR utilizadas para la generacion de las distintas construcciones recombinantes que permitieron obtener

las proteinas recombinantes.

Tabla 9. Resumen de las proteinas recombinantes generadas.

Proteina SP ECD ™ IC Tag Cascte de Esqueleto Anexo I
recombinante seleccion Pp-)
r(gﬂo’;);g AAAAs | AAB-AA | AAir-AAsn | AAsis-AAse - Puromicina pMSCV-puro 159-161
mVSIG3.1 mlgG2a.Fc WT, c-Myc, . ..
515 AA)g AAAAy | AAssAAss - - & SxHis Y© | Higromicina | pSecTag2/hygroB | 162-164
mVSIG8.Ig T1 A mlgG2a.Fc WT, c-Myc, . .
(532 AA) AA-AA AA2-AAr7 - - 6xFis Higromicina | pSecTag2/hygroB | 165-167
mPSGIL-1.1 mlgG2a.Fc WT, c-Myc, . ..
(557 AA) & AA-AAs AA2-AA29, - - & 6xHis Y Higromicina | pSecTag2/hygroB | 168-170
Fla(if;fif"’ AA-AAn | AAs-AAss | Adsso-Adsg | AAso-AAss Flag GFP pMIG 171-173
mPD-1H.IL mlgG2a.Fc WT, c-Myc, . ..
456 A% & AAAAy; | AAssAA - - & SxHis Y© | Higromicina | pSecTag2/hygroB | 174-175
mP?Z—Sl é_l ACA())MP AA1-AA2 AAs-AAno - - COMP, c-Myc, 6xHis Higromicina | pSecTag2/hygroB | 176-178
EZESIA(ZS) AA1 —AA21 AAZZ—AAQ()Z AA263—AA283 AA284—AA41 7 = Puromicina pMSCV—puro 179-181

En rojo, se indica si la secuencia correspondiente al péptido sefal esta presente en el vector.
SP: péptido sefial; ECD: dominio extracelular; TM: dominio transmembrana; IC: dominio intracelular; Ig: mIgG2a.Fe; AA: aminoacidos; 6xHIS: tag de polihistidinas
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Tabla 10. Condiciones particulares para cada reacciéon de PCR: construccion, cebadores y temperaturas de fusion e hibridacion.

Construccion Cebador Secuencia (5’-3%) Temp er?:cura TelTlP 'eratl.n:a :1 ©
de fusion hibridacion
pIB324F  AAAAGCTTGCCACCATGGGTGTCC 70,9°C
mPD-1H 55°C
pIB324RC  GGCTCGAGTTAGATGGCTTCA 61,8°C
pJET12F  CGACTCACTATAGGGAGAGCGGC 74°C
pJET1.2-mPD-1H 55°C
pIB324RC  GGCTCGAGTTAGATGGCTTCA 61,8°C
] o pPIXSN"  CCCTTGAACCTCCTCGTTCGACC 62°C
pIB324-pMSCV-mmED ssoc
u pIB324RC | GGCTCGAGTTAGATGGCTTCA 61,8°C
pIB325F | AAMAAGCTTGCCTTCAAGGTCAC 62°C
mPD-1H ECD 55°C
pIB325RC | GTTGGATCCAGCCGTGATGCTGTCAC 73,5°C
oJET12 mPDH pJET12F | CGACTCACTATAGGGAGAGCGGC 74°C
2-mPD- 60°C
(ECD) pIB325RC | GTTGGATCCAGCCGTGATGCTGTCAC 73,5°C
pIB325-pSecTag2-mPD-  pIB325F | AAAAGCTTGCCTTCAAGGTCAC 62°C
{H(ECD).IgG2a.Fc-WT- 50°C
HygroB BGH-R  TAGAAGGCACAGTCGAGG 54°C
pIB358F  AATTAAAAGCITACCCTGCTCCTTGC 60°C
mPD-1H SP-ECD-TM 57°C
pIB358R  AAGGATCCGGCCAGGGCCGCA 66°C

62



Materiales y métodos

Tabla 10. Condiciones particulares para cada reacciéon de PCR: construccion, cebadores y temperaturas de fusion e hibridacion (continuacion).

., . Temperatura Temperatura
’_2)
Construccion Cebador Secuencia (5’-3%) de fusion de hibridacién®
pJET1.2-mPD-1H pJET1.2F CGACTCACTATAGGGAGAGCGGC 74°C e
(SP-ECD-TM) pIB358R AAGGATCCGGCCAGGGCCGCA 66°C
COMP I AAAGGATCCGACCTGGCCCCACAGATGCTGCGAGAACTTCAGGA —goC
GACTAATGCGGCGCTGCAAGACGTGAGA
COMP AAGCGGCCGCTCCGCAAGCATCACATTCCATCACCGTATTCTTCA 70°C
COMP R GGAAGGTGATCTCCTTGACCTGCTGTCGCAACAGCTCTCTCACGT 80°C
CTTGC
pJET1.2F CGACTCACTATAGGGAGAGCGGC 74°C
pJET1.2-COMP 65°C
COMPRC2 | ATTTAAAGCGGCCGCTCCGCAAGCAT 71°C
pIB360- pSecTag2- T7 TAATACGACTCACTATAGGG 48°C )
COMP-HygroB 50°C
-Hygro COMPRC2 | ATTTAAAGCGGCCGCTCCGCAAGCAT 71°C
pIB358-pSecTag2- pIB358F AATTAAAAGCTTACCCTGCTCCTTGC 60°C
mPD-1H (SP-ECD- 55°C
TM).COMP-HygroB COMPRC2  ATTTAAAGCGGCCGCTCCGCAAGCAT 71°C
CTCGAGGCCACCATGACTCGGCGGCGCTCCGCTCCGGCGTCCTGG
pIB344F CTGCTCGTGTCGCTGCTCGGTGTCGCAACATCCGATTACAAAGAC 83°C
mVSIG3 GATGACGATAAACTGGAAGTGTC 60°C
pIB344RC ATTGAATTCCTATACCAGGGACCCTGC 70,7°C
pJET1.2F CGACTCACTATAGGGAGAGCGGC 74°C
pJET1.2-mVSIG3 60°C
pIB344RC ATTGAATTCCTATACCAGGGACCCTGC 70,7°C

63



Materiales y métodos

Tabla 10. Condiciones particulares para cada reacciéon de PCR: construccion, cebadores y temperaturas de fusion e hibridacion (continuacion).

. . Temperatura = Temperatura
’_2)
Construccion Cebador Secuencia (5’-3%) de fusion de hibridacién®

pIB344-pMIG- pLXSN CCCTTGAACCTCCTCGTTCGACC 62°C s
mVSIG3-IRES-GEP pIB344RC ATTGAATTCCTATACCAGGGACCCTGC 70,7
pIB345F AAAAGCTTCTIGGAAGTGTCCGA 66°C

mVSIG3 ECD 60°C

pIB345RC TTAGATCTAACGCTCCGGGG 65,1°C

pJET1.2-mVSIG3 pJET1.2F CGACTCACTATAGGGAGAGCGGC 74°C

. 60°C

(ECD) pIB345RC TTAGATCTAACGCTCCGGGG 65,1°C

pIB345- pSecTag2- pIB345F AAAAGCTTCTGGAAGTGTCCGA 66°C

mVSIG3(ECD).IgG2 50°C
a.Fc-WT-HygroB BGH-R TAGAAGGCACAGTCGAGG 54°C
pIB366F AAAAGCTTGCCACCATGGGAGTICG 48°C

mVSIG8 43°C
pIB366RC CCCTCGAGTTACACTAAGAGGCCGT 52°C
pJET1.2F CGACTCACTATAGGGAGAGCGGC 74°C

pJET1.2-mVSIGS8 45°C
pIB366RC CCCTCGAGTTACACTAAGAGGCCGT 52°C

pIB366-pMSCV- pLXSN CCCTTGAACCTCCTCGTTCGACC 62°C ssoc
mVSIG8-Puro pIB366RC CCCTCGAGTTACACTAAGAGGCCGT 52°C
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Tabla 10. Condiciones particulares para cada reacciéon de PCR: construccion, cebadores y temperaturas de fusion e hibridacion (continuacion).

Construccion Cebador Secuencia (5’-3%) Temp er?:cura TelTlP .eratl.n:a :1 ©
de fusion hibridacion

pIB367F  ATCGGCCCAGCCGGCCGTAAGGATCAAC 40°C

mVSIG8 ECD 40°C
PIB354RC | CGTAAAGCTTGCCTACTCGCTG 48°C
pJET12F | CGACTCACTATAGGGAGAGCGGC 74°C

pJET1.2-mVSIG8 (ECD) 44°C
PIB354RC  CGTAAAGCTTGCCTACTCGCTG 48°C
PIB316n7;}°SSIe(§gag2' pIB367F CCCGGCCCAGCCGGCCGTAAGGATCAAC 40°C

40°C
(ECD);I%zfjif W~ BGHR TAGAAGGCACAGTCGAGG 54°C

NOTA: En negrita se indican las bases adicionales afiadidas, subrayado las secuencias para las dianas de restriccion, en rojo la secuencia kozak y en cursiva las bases
correspondientes a secuencias de los genes. Sombreado en naranja se indican las construcciones genéticas recombinantes finales.

“Temperatura a la que se llevé a cabo la hibridacion de los cebadores.

“*Cebadores utilizados para secuenciacion.
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Las condiciones generales de PCR, indicadas en la Tabla 11, se modificaron para
cada reaccion, adecuandose a las temperaturas de fusién de cada pareja de cebadores utilizada

y al tamafio del fragmento a amplificar.

Tabla 11. Condiciones generales de PCR.

Desnaturalizacién Ciclos (x30) Extension
inicial Desnaturalizacion Hibridacion Extension final
95°C 1 min 95°C 20s =Tm-5°  20s | 72°C . ! 72°C | 3 min
min/kb

Tm: Temperatura de fusion.

3.1.6 Digestion con enzimas de restriccion

Para la consecucion de las construcciones genéticas utilizadas en este trabajo y la
comprobacion de que éstas portaban los genes de interés, se realizaron varias digestiones con
diferentes enzimas de restriccion. Los insertos de interés se obtuvieron a partir de digestiones

del vector transbordador pJET1.2, en el que previamente se habfan clonado los amplicones

de PCR.

Las diferentes digestiones se realizaron siguiendo las indicaciones de los fabricantes.

A continuacion, en la Tabla 12, se recogen las enzimas y los buferes de digestion utilizados.

Tabla 12. Descripcion de las reacciones de digestion realizadas.

Enzima de " , Condiciones Casa
. ., Sitio de corte Bufer . i .

restriccion de digestién comercial
1wl Xhol 5...C/TCGAG...% 5 pl Bufer H 90 min a Roche
(10U/ul) (10x) 37°C

1 w! Hindlll 5...A/AGCTT...3 5 ul Bufer 90 min a Fermentas
(10U/ul) Red (10x) 37°C

1wl BamHI 5...G/GATCC...3 5 pl Bufer 90 min a Fermentas
(10U/ul) Red (10x) 37°C

1 ul EcoRI 5...G/AATTC...3 5 ul Bafer 90 min a P
(10U/ul) dnico (10x) 370C ermentas
1wl Bgll 5...A/GATCT...3 5 ul Buafer 90 min a Fermentas
(10U/ul) Red (10x) 37°C
1wl Sfil - 5’...GGCCNNNN/NGGCC...3" | 5 ul Bufer 90 min a Fermentas
(10U/ul) Tango (10x) 50°C

Los productos de las digestiones se cargaron en geles de agarosa de bajo punto de
fusion al 1%, para su purificacién, o en geles de agarosa regular al 1%, para comprobar la

liberacion de los insertos.
3.1.7 Electroforesis en gel de agarosa

El analisis cualitativo y semicuantitativo del ADN se realizé mediante electroforesis

en geles de agarosa regular. En cambio, para la purificaciéon de fragmentos de ADN de
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interés, se empled agarosa de bajo punto de fusiéon. Las concentraciones de la agarosa
(peso/volumen) oscilaron entre el 0,8% y el 1,5%, en funcién de los tamafios de los
fragmentos de ADN, siendo mas concentrado para los fragmentos mas pequefios. Los geles
se prepararon de acuerdo con las indicaciones de la Tabla 13, a los que se afadié RedSafe
(iNtRON Biotechnology) como agente intercalante del ADN. Para las muestras, se usé el
bufer de carga Orange 6X (Thermo Scientific), a una concentracion final de 1x, y como
marcador de peso molecular GeneRuler 1 kb DNA Ladder (Thermo Scientific). La técnica
electroforética, se realizé en cubetas (Biorad) conectadas a una fuente de alimentacion
PowerPac Basic (BioRad), aplicando una corriente continua que oscilé entre 80 y 90 V
durante 30-40 minutos. Los geles fueron fotografiados mediante el sistema de video Chemidoc

y el software Quantity One, ambos de BioRad.

Tabla 13. Relacion de reactivos para la preparacion de geles de agarosa al 1,2%.

Gel de agarosa (para 1,2%)

Agarosa 12¢

TBE 10 x 10 mL
Agua destilada hasta 0,1 L.

Bufer Tris Borato EDTA (TBE)

Trizma Base (Sigma) 54 ¢

Acido bérico (Sigma) 275¢g

EDTA 0,5M pH 8,0 2 mL
Agua destilada hasta 1 L

3.1.8 Purificacion de bandas de ADN en gel de agarosa

Las purificaciones de ADN a partir de bandas de gel de agarosa de bajo punto de
fusion, se realizaron mediante el kit comercial QIAquick® Gel Extraction Kit (QIAgen),

siguiendo el protocolo recomendado por el fabricante.
3.1.9 Ligacién

Previo a la reaccion de ligacion, se determiné la concentraciéon de ADN tanto por
espectrofotometria como por electroforesis en geles de agarosa. La medicién
espectrofotométrica, nos dio una estimacioén de la concentracion de ADN, mientras que la
electroforesis nos permitié confirmar el tamafio molecular y comparar la intensidad de las
bandas del inserto y del vector. De esta manera, teniendo en cuenta estos dos parametros, se
estim6 la ratio molar (relacion entre inserto-vector), para llevar a cabo las reacciones de

ligacion (Tabla 14). La ratio minima usada fue 3:1.
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Tabla 14. Relacion de reactivos para las reacciones de ligacion.

Ligacion inserto-vector transbordador Ligacion inserto-vector destino
Hasta
Inserto 8.5 ul. Inserto XuL
Vector de clonaje (pJET1.2.) .
(Thermo) 0,5 pLL Vector destino Y pL
T4 ADN ligasa (Roche) 1pL T4 ADN ligasa (Roche) 1pL
Bufer ligacién 2x (Thermo) 10 pLL Bufer ligacion 5x 4 uL
Volumen final 20 pL. Volumen final 20 pL
10 min a 22°C. Desactivacién 5 min a 70°C 20 min a 22°C. Desactivacion 5 min a 70°C

X e Y representan la cantidad de inserto y vector destino necesaria para cumplir la ratio minima
3:1 para la ligacion, que se determina para cada reaccién individual.

3.1.10 Transformacion bacteriana mediante choque térmico

Para la obtencién de ADN plasmidico, se transformaron bacterias Escherichia coli TOP
10, a las que previamente se les habia inducido competencia, siguiendo el método de

Hanahan'?®. Posteriormente, se almacenaron a -80°C hasta su uso.

La transformacion de las bacterias se realizo por choque térmico. Se descongelaron
células de E. co/i competentes en hielo, a razén de 100 pL. por tubo, adicionando 50-100 ng
de ADN plasmidico circular o el producto de las reacciones de ligacion. A continuacion, se
mantuvieron en hielo durante 30 minutos, para mas tarde aplicar un choque térmico de 42°C
durante 45 segundos vy, asi, favorecer la entrada del plasmido en la célula. Inmediatamente
después, se transfirieron de nuevo a hielo durante un minuto. Pasado este periodo de tiempo,
se afadieron 400 puLL de medio SOC y se agitaron a 37°C durante una hora para permitir su
recuperacion. A continuacion, se sembraron alicuotas de 200 pLL en placas de medio sélido
LB-TB (medio LB y TB al 50% con agar a razén de 20 g/I) con 50 pg/ml de carbenicilina.

Finalmente, se incubaron a 37°C toda la noche.

Con el fin de identificar aquellas colonias transformadas que incorporaron el
plasmido de interés, se seleccionaron varias colonias para testar por PCR. Cada colonia
seleccionada, se diluy6é en 50 ul de agua milli-Q en tubos de PCR y se hirvieron durante 5
minutos a 95°C. A continuacion, las muestras se centrifugaron y se tomaron 2 ul del
sobrenadante como molde para las PCR. Las colonias que resultaron positivas, aquellas que
habian incorporado el plasmido de interés, se expandieron y se utilizaron para la produccion

de ADN plasmidico.
3.1.11 Secuenciacion

La secuenciacion de ADN fue realizada en el secuenciador automatico ABI 3130XLL

(Applied Biosystems) en el Servicio de Secuenciaciéon de la Universidad de Le6n, donde
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utilizaron el kit MegaBACE DYEnamic ET dye terminator kit (Amersham Biosciences), con
eliminacion de terminadores mediante precipitacion con etanol o mediante el kit AutoSeq 96

Dye Terminator Clean-up (Amersham Biosciences).

3.2 Cultivos celulares

El trabajo con cultivos celulares se llevé a cabo en condiciones de esterilidad en cabina
de seguridad bioldgica de clase II (Telstar BIOSTAR). Por otro lado, las incubaciones se
realizaron en un incubador humidificado de Thermo Fisher Scientific con filtro HEPA, a

37°C y atmésfera de 5% de COa.
3.2.1 Reactivos y medios de cultivo
Los medios utilizados para el cultivo de las células se indican en la Tabla 15.

Tabla 15. Medios utilizados y composicion.

Medio Composicion
RPMI 1640 RPMI 1640 (Gibco) 10,42 g, NaHCOj (Sigma) 2 g, agua Mili-Q hasta
1L.pH 74.
RPMI 1640 Suero fetal bovino (Gibco) 7-10%, coctel (2 mM L-glutamina
completo (Gibco), 1 mM pituvato sédico, 10 mM HEPES, 50 pg/mL gentamicina, 50
P pM B-mercaptoetanol) y RPMI 1640 (Gibco) hasta 1 L.
PBS Libre de Mg?* y Ca?*. KCl (Sigma) 0,2 g, KH>POy (Sigma) 0,2 g,
Dulbecco’s NaCl (Sigma) 8 g, Na,HPOy (Sigma) 1,15 g y agua Milli-Q 1 L.
. Modificaciéon del medio minimo esencial de Eagle, al que se le ha
Opti-MEM - . g . N . AF
(Gibco) afiadido HEPES, bicarbonato sédico, hipoxantina, timidina, piruvato sédico,
L-glutamina y factores de crecimiento.
Medio de Dimetilsulféxido (Sigma) 10% en suero fetal bovino.
congelacion

3.2.2 Lineas celulares y condiciones de crecimiento

Las lineas empleadas se crecieron en placas de 9 cm o 15 cm de diametro de superficie
adherente y medio RPMI 1640 completo. Se mantuvieron en el incubador y se procedi6 al
cambio del medio cada 2-3 dias, en funcién de la densidad celular y el color del medio

observado. Durante el trabajo, se utilizaron las lineas celulares que se indican en la Tabla 16:
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Tabla 16. Relacion de lineas celulares utilizadas.

Linea Descripcion Procedencia
celular
HEK293T | Linea celular derivada de células de rifién de embriones humanos ATCC
NIH3T3 Lmeg cel@ar ger'lerada a partir fibroblastos originarios de tejido ATCC
embrionario murino
platE E]r;gz 9c3e’11:11ar obtenida por modificacién de la linea celular MTA
CHO L1gea celular obtenida a partir de células de ovario de hdmster ATCC
chino.
Linea celular de macréfagos de sarcoma reticular murino de la cepa
J774A1 BALB/c (haplotipo H-29) MTA
Linea celular de macréfagos establecida desde un tumor inducido
RAW264.7 | por el vitus de la leucemia murina de Abselon en ratones BALB/c MTA
(haplotipo H-29).
EL-4 Linea celular de timoma murino. MTA

ATCC: Coleccién americana de cultivos tipo; MTA: Acuerdo de transferencia de materiales

Todas las lineas utilizadas, se testaron periddicamente para comprobar la ausencia de

micoplasma.
3.2.3 Congelacion y descongelacion

Para congelar las células, es necesario que éstas se encuentren en crecimiento
exponencial y buena viabilidad, por lo que es importante renovar el medio de cultivo el dia
anterior a proceder a su congelacion. Ademas, el proceso de bajada de temperatura se debe
llevar a cabo de forma gradual para evitar que se produzca dafio celular. En cambio, el

proceso de descongelacion se realiza de manera rapida (Tabla 17).

Tabla 17. Protocolos de congelacion y descongelacion de viales.

Congelacion gradual de células Descongelacion rapida de viales

1. Introducir el vial de células en agua a 37°C
hasta que la descongelacién sea casi

1. Recoger las células en un tubo Falcon. completa.

2. Centrifugar a 1.200 rpm durante 5 min. 2. Afadir al vial medio completo atemperado.
3. Resuspender el pellet en medio de congelacién | 3. Pasar el contenido del vial a un tubo
(1 mL/vial). Falcon y afiadir hasta 6 ml de medio

4. Introducir los viales en un contenedor de | completo atemperado.

congelacion (Mr. Frosty, Thermo Scientific) que se | 4. Centrifugar a 1.200 rpm durante 5 min.
mantendra a -80°C durante al menos 5 horas. 5. Tras la centrifugacién, resuspender las
células en medio completo y sembrarlas en
placas con medio de cultivo fresco.

3.2.4 Recuento de células

Para determinar el nimero de células totales, se utilizé el recuento en cidmara de
Neubauer y el protocolo de Phelan, utilizando azul de tripan como colorante vital, para

determinar la viabilidad celular'®.
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3.2.5 Expresion en células eucariotas de los genes de interés

Se emplearon dos métodos diferentes para la expresion de genes de interés, en
funcién de si el objetivo era la expresion transitoria o la expresion estable de los mismos.
Para la expresion transitoria de los genes de interés, se empled la transfeccion mediante

lipofeccién, mientras que para la expresion estable se utilizo la transduccion viral.

3.2.5.1 Transfeccion transitoria mediante lipofeccion

La transfeccion mediante lipofeccion, se basa en la formaciéon de complejos entre
lipidos catiénicos y ADN. El complejo esta cargado positivamente en su superficie, lo que le
permite interaccionar con la membrana de la célula, de carga opuesta, y de esta manera, se

facilita la entrada del ADN en el citosol por un proceso de tipo endocitico (Figura 29).

Lipofeccion

GEN DE INTERES

PLASMIDO

N
Nt
O
<
(SV40 promoter) ‘@ Via secretora

. I
ISV40 poly(A) signal c-Myctag |

Polyhistidinetag

Lipofeccion

Proteina de membrana

Figura 29. Transfeccion mediante lipofeccién. El plismido se incuba con los liposomas, para
formar un complejo ADN-liposomas que puede atravesar la membrana de la célula, liberando el
plasmido en el citosol.

3.2.5.2 Transfeccion estable mediante transduccion viral

La transduccién viral es un método mediante el cual se consigue la expresion estable
de genes de interés, ya que, en este caso, el ADN se integra en el genoma de la célula diana,

en lugar de permanecer en forma de episoma (Figura 30).
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Transduccion retroviral

VECTOR VIRAL
5E17 bp

Célula empaquetadora

Plismido de  me—
resion retroviral

Proteina de

& interés

mRNA

Célula diana
NIH-3T3 DNA

Figura 30. Procedimiento general de transducciéon con vectores retrovirales ecotropicos.
Para la produccion de las particulas virales, se transfecta la linea celular empaquetadora platE con
el plasmido retroviral que codifica el gen de interés. Aproximadamente 48 horas después de la
transfeccién, se recogen los sobrenadantes que contienen las particulas virales y se utilizan para
transducir la célula diana. Posteriormente, se seleccionan las células transducidas en funcion de la
expresion de la molécula de interés y de la expresion de genes reporteros o de resistencia a

antibidticos.
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En la Tabla 18 se detallan los protocolos empleados en este trabajo. El dia previo a
la transfecciéon o a la transduccidn, se afladié medio completo fresco a las células y se

comprobé que éstas estuvieran en fase de crecimiento exponencial.

Tabla 18. Protocolo de transfeccion (izquierda) y transduccion (derecha) de células
adherentes.

Transduccion de células adherentes

Transfeccién (placa 6 pocillos)

(placa 6 pocillos)

Reactivos  por  pocillo
transfeccién):

- 200 pL OptiMEM (Gibco)
- 3pgde ADN

- 9 g de lipofectamina

(mezcla  de

Se incuba la mezcla 30 minutos a temperatura
ambiente.

Durante la incubacién, se retira el medio de
las células a transfectar y se afladen 2 mL de
RPMI basal, sin aditivos.

Transcurrido el tiempo, se retira el RPMI y
se adiciona la mezcla de transfeccién junto
con 800 pL. de OptiMEM.

Se deja la placa en el incubador hasta el dia

Se transfectan las células empaquetadoras,
platE, con un vector retroviral, siguiendo
el protocolo anterior.

A las 48-72 h se recoge el sobrenadante de
la transfeccién, donde se han liberado las
particulas virales, y se centrifuga a 2000
rpm durante 5 min para eliminar los restos
no deseados.

Se filtra el sobrenadante con las particulas
virales con membranas de 0,45 pm.

Se afiade, a partes iguales, sobrenadante y
medio de cultivo fresco a las células NIH-
3T3 a transducir.

Se adiciona 8 pg/mL de polybrene

siguiente.

6. Se sustituye el medio por medio RPMI | o
completo a las 16-24 horas y se comprueba la
transfeccion.

(Sigma).
Se mueven las placas, con cuidado, para
repartir el polimero por la superficie.

El dfa previo al proceso de transfeccion, se sustituye el medio de cultivo por medio completo libre
de antibioticos de seleccion.

Las células empaquetadoras platE, deben cultivarse en presencia de los antibioticos
puromicina (Puro) y blasticidina (Blast), como marcadores de seleccién, a concentraciones
de 5 pg/mly 25 pg/ml, respectivamente. Estas células, tienen integrados en su genoma dos
construcciones genéticas: pGag-pol-IRES-bs’, que porta los genes gag, po/ y el gen de
resistencia a blasticidina, y pEnv-IRES-puro’, con el gen env y el gen de resistencia a

puromicinam.

3.2.6 Generacion de lineas celulares

A lo largo de este trabajo, se generaron las siguientes lineas celulares mediante el uso

de vectores retrovirales o de expresion (Tabla 19).
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Tabla 19. Lineas celulares generadas en el laboratorio.

Linea Proceso Descripcion
NIH-3T3-mPD-1H Vect‘ores Linea que expresa la proteina de membrana mPD-1H.
retrovirales

Linea que secreta la proteina recombinante soluble

CHO-mPD-1H.Ig Transfeccion mPD-1H.1oG2a

Vectores

NIH-3T3-Flag.mVSIG3 )
retrovirales

Linea que expresa la proteina de membrana mVSIG3.

CHO-mVSIG3.Ig Transfeccion Linea que secreta la proteina recombinante soluble

mVSIG3.1eG2a
NIH-3T3-mVSIGS8 Vecthes Linea que expresa la proteina de membrana mVSIGS.
retrovirales
3.2.6.1 Determinacion de la dosis minima inhibitoria del crecimiento en distintas lineas

celulares expuestas a medios selectivos

Para la generacion de lineas celulares estables que expresaran las proteinas de interés,
se realizaron pruebas de sensibilidad a higromicina B y puromicina, con la finalidad de
determinar la concentracién del antibiético minima capaz de inducir toxicidad y muerte de

las células que no fueran transfectadas/transducidas.

Para testar la dosis minima, se sembraron las células en placa de 6 pocillos a razén de
50.000 células/pocillo, a las que se les afiadieron concentraciones dectecientes de antibiético.
Para la higromicina B, se utilizaron las concentraciones de 500 pg/ml., 400 ug/ml., 300
pg/mL, 200 pg/ml y 100 pg/mL, y en el caso de la puromicina, 10pg/mL, 5pg/mlL,
2,5pg/ml., 1,25pg/mly 0,75pg/mL. La placa se incub6 a 37°C y se comprobé regularmente,

mediante azul de tripan y citometria de flujo, la viabilidad de las células.
3.2.6.2 Generacion de lineas celulares productoras de proteina recombinante soluble

Tras determinar la concentraciéon optima de antibidtico, las células CHO (SACE)
transfectadas, se seleccionaron en medio con higromicina, y los transfectantes estables
restantes, se clonaron por dilucién limite. Utilizando placas de 6 pocillos, se transfectaron las
células con las construcciones elegidas, dejando un pocillo sin transfectar como control
negativo. A las 24 horas, se reemplaz6 el medio de transfecciéon por medio completo fresco
y, a las 48 horas post-transfeccion, se anadio el antibiotico a la concentraciéon previamente
determinada. Se realizaron cambios de medio cada 3-4 dias y, periddicamente, se analiz6 la
viabilidad de las células por citometria de flujo, hasta que sélo quedaron las células
seleccionadas resistentes al antibiético. En el siguiente paso, se llevé a cabo un clonaje por
dilucién limite en placas de 96 pocillos sembrando una célula por pocillo. El seguimiento de
los clones, se efectud a través del microscopio 6ptico invertido hasta que alcanzaron un

tamafio suficiente para analizar mediante ELISA (ensayo por inmunoadsorcién ligado a

74



Materiales y métodos

enzimas) sandwich la produccién de proteina recombinante soluble. Aquellos clones mas
eficientes, a la hora de producir la proteina recombinante de interés, son los que fueron

seleccionados.
3.2.6.3 Generacién de lineas celulares para la expresion de proteinas de membrana

Para la generacion de lineas celulares que expresaran en la superficie proteinas de
interés como proteinas de membrana, se emplearon vectores retrovirales. Las células fueron
seleccionadas en funcién de la expresion de diferentes genes de seleccion, resistencia a
puromicina o expresion de proteina verde fluorescente (GFP). En el caso de la seleccién por
expresion de GFP, las células fueron clonadas en placas de 96 pocillos a una célula por pocillo
a las 72 horas post-transduccion, siguiendo el proceso mediante microscopio de
fluorescencia. En el caso de la seleccién con antibidtico, éste se afiadié a las células a las 48
horas post-transduccion y se realizaron cambios de medio cada 3-4 dfas. La viabilidad de las
células se fue analizando por citometria de flujo hasta que sélo quedaron las células
resistentes al antibiético. Las células resistentes fueron clonadas en placas de 96 pocillos a
una célula por pocillo. En ambos casos, cuando los clones alcanzaron un tamafo

determinado, se analiz6 la expresion de la proteina de membrana por citometria de flujo.

3.2.7 Aislamiento de células hematopoyéticas

Los ratones utilizados para el aislamiento de las suspensiones celulares fueron
sacrificados mediante la liberacién paulatina de COy, tras lo cual, fueron extraidos el bazo, el
timo y los nédulos linfaticos periféricos (inguinales, braquiales y axilares). Una vez obtenidos
los diferentes 6rganos, se lavaron con D-PBS sin Ca®" ni Mg** durante unos segundos en
una placa y se disgregaron de manera mecanica forzando el paso de las células a través de
una malla de nylon, con ayuda de unas pinzas. Para eliminar los glébulos rojos presentes,
éstos se lisaron en 1 ml de la soluciéon de lisis ACK (amonio-cloruro-potasio), durante 2
minutos, afiadiendo después 7 ml de medio completo para frenar el proceso. Tras este
tiempo, las células se centrifugaron a 1200 rpm durante 7 minutos, se resuspendieron de
nuevo en medio completo y se contaron para dejatlas a la concentraciéon adecuada. Esta
concentracion fue dependiente del uso posterior que se le dieron a las suspensiones celulares

obtenidas.

3.2.8 Aislamiento de macrofagos peritoneales de ratones Balb/c

Tras la eutanasia de los ratones utilizados mediante la liberacién paulatina de CO»,

con ayuda de unas pinzas y unas tijeras, se expuso la cavidad peritoneal cortando y retirando
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con cuidado la piel externa. A continuacion, utilizando una jeringuilla, se inyectaron hasta 5
ml de PBS o bufer de macréfagos, previamente enfriados, en la cavidad peritoneal con
cuidado de no perforar ningun 6rgano. Tras masajear con cuidado el peritoneo, para liberar
cualquier célula adherida, se insertd de nuevo la jeringuilla para recolectar el liquido, evitando
succionar grasa o cualquier 6rgano que obstruiria la aguja. Para recoger el liquido restante, se
hizo un corte en la piel del peritoneo y se utilizé una pipeta Pasteur de plastico. Por dltimo,
las células se centrifugaron a 1200 rpm durante 7 minutos y se dejaron a la concentracion

adecuada para llevar a cabo los ensayos posteriores, resuspendiéndolas en medio completo.

3.2.9 Protocolo de activacion celular

Para la activacién de las suspensiones celulares obtenidas de bazo (esplenocitos) se
utilizaron diferentes estimulos, entre los que se inclufan la incubacién con anti-CD3 y anti-
CD28, la mezcla PMA-Ionomicina y concanavalina A (ConA). En cambio, las lineas celulares
de macréfagos se estimularon con liposacarido (LPS). En la Tabla 20 se resumen los

protocolos de activacion celular utilizados para cada uno de los estimulos.

Tabla 20. Protocolos de activacion celular.

Activacién con anti-CD3 y anti- CD28

1. Se diluye el anticuerpo anti-CD3 a la concentracién de 2ug/ml en D-PBS.

2. Se distribuye por la superficie de varios pocillos de placa de 96 y la placa se almacena
horizontalmente a 4°C toda la noche.

3. Se retira el anticuerpo y se lava la placa dos veces con D-PBS.

4. Para activar las células, los esplenocitos se resuspenden en medio completo y se dispensa en
la placa a la concentracién de 2x105 cel./pocillo.

5. Se afiade a cada pocillo el anticuerpo anti-CD28 a la concentracién de 2ug/ml.

6. Seincuban las placas a 37°C durante 24-48h.

Activacion con ConA

1. Se dispensan los esplenocitos a la concentracién de 106 cel./ml.
2. Se afiaden 2ug/ml de ConA vy se incuban las placas a 37°C durante 24-48h.

Activacion con PMA-Ionomicina

3. Se dispensan los esplenocitos a la concentracién de 106 cel./ml.
4. Se afiade PMA a 50 ng/ml e Ionomicina a 500 ng/ml y se incuban las placas a 37°C durante
24-48h.

Activacion con LPS

1. Lalinea celular de macréfagos, J774A1 o RAW264.7, se dispensa en varios pocillos de placa
de 96 a la concentracién de 2x105 cel./pocillo.
2. Se afiade a cada pocillo LPS a 1pg/ml y se incuban las placas a 37°C durante 48h.

3.2.10 Citometria de flujo

La adquisicion de las muestras se realizé en un citbmetro modelo CyAn ADAP 9

(Beckman Coulter, Inc.). Los datos fueron recogidos utilizando el software Summit 4.3
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(Beckman Coulter, Inc.) y analizados mediante el software FlowJo 10.0.8¢1 (Flow]Jo, LLC) o

el Summit 4.3.

3.2.10.1 Protocolo de tincidén

De manera general, los anticuerpos marcados se incubaron junto con las células
durante 15-20 minutos. En el caso de las proteinas recombinantes, la incubacién fue de 40
minutos. Sobre los anticuerpos marcados con biotina, o sin marcar, y las proteinas
recombinantes, se requirié una nueva incubacién durante 15 minutos con anticuerpos
secundarios marcados o con conjugados de estreptavidina unida a fluorocromos. Tras cada
periodo de incubacion, se realizé un lavado de las células con FACS buffer (PBS con un 2%
de suero fetal bovino), para eliminar los anticuerpos no unidos, centrifugandose las células a
2000 rpm durante 2 minutos. Al terminar el dltimo lavado, las células se resuspendieron en
FACS bufer, se filtraron y se anadi6é 15 pLL de ioduro de propidio (IP) (Sigma) a cada tubo,
para poder distinguir las células muertas de las vivas. Para conseguir las condiciones 6ptimas
de adquisicién, previamente se analizaron las suspensiones celulares control sin tefir y se

emplearon controles de isotipo para discriminar la autofluorescencia adquirida por las células

en cultivo. En la Tabla 21 se indican los anticuerpos utilizados para las tinciones.

Tabla 21. Anticuerpos empleados para la tincién de las distintas células.

Molécula Clon Fluorocromo Casa comercial Dilucién
CD80 16-10A1 Biotina BD Bioscience 1 pg/ml
CD86 B7-2 Biotina BD Bioscience 1 pg/ml

ICOS-L HKS5.3 Biotina BD Bioscience 1 pg/ml
H-2Kd SF1-1.1 Biotina Biolegend 1 pg/ml
TA/IE M5/114.15.2 PE Pharmingen 1/400
PD-L1 MIHS5 Biotina eBiosciences 1 pg/ml
PD-1.2 TY25 Biotina eBiosciences 1 pg/ml
CD40 HM40-3 Biotina Biolegend 1 pg/ml
0OX-40 OX-86 Biotina eBiosciences 1 pg/ml
H-2Kb AF6-88.5 Biotina Biolegend 1 pg/ml

CD3 17A2 Alexa 488 Biolegend 1/400
CD3 17A2 Biotina Biolegend 1 pg/ml
CD4 GK1.5 APC Biolegend 1/800
CD4 GK1.5 Biotina Biolegend 1 pg/ml
CD8 53-6.7 PE-Cy7 Biolegend 1/400
CD8 53-6.7 PercP Biolegend 1/400
B220 RA3-6B2 PercP Biolegend 1/400
CD49b (PanNK) | DX5 APC Biolegend 1/800

NK1.1 PK136 Biotina Biolegend 1 pug/ml
TCR-8 H-57 Biotina Biolegend 1 pug/ml
TCR-j H-57 FITC Biolegend 1/400
CD25 PC61 Biotina Biolegend 1 pg/ml
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Tabla 21. Anticuerpos empleados para la tincidn de las distintas células (continuacién).
Molécula Clon Fluorocromo Casa comercial Dilucion
CD25 PCo61 PE Biolegend 1/400
CD11b M1/70 FITC Biolegend 1/400
CD11c HL3 Biotina Biolegend 1 pg/ml
VISTA MIHG64 PE BD Bioscience 1/400
Isotipo - PE Biolegend 1/400
Flag M2 Biotina Sigma 1 yg/ml
Flag L5 - Santa Cruz 1 yg/ml
c-Myc 9E10 - Invitrogen 1 pg/ml
c-Myc 9E10 Biotina Invitrogen 3 pg/ml
mouse IgG1 A85-1 Biotina Pharmigen 1 pg/ml
mouse IgG2a R19-15 Biotina Pharmigen 1 ng/ml
SA-PE - PE Biolegend 1/800
SA-BV-421 - BV-421 Biolegend 1/800

3.2.11 Microscopia
Se us6 el microscopio Nikon modelo eclipse TS100 para observar y contar las células.
3.3 Produccion de proteina recombinante soluble

Para la produccién de proteina recombinante, se utilizaron las lineas celulares
HEK293T y CHO SACE. La linea HEK293T permitié la produccién de proteina
recombinante soluble mediante transfeccion transitoria. Mientras que la linea CHO SACE,

se utiliz6 para generar una linea celular que produjera de manera estable la proteina soluble.

3.3.1 Deteccion de proteina recombinante mediante ELISA

Tras la transfeccion de las diferentes lineas celulares para la produccién de proteina
recombinante, se comprobé por ELISA que la proteina se estuviera secretando al medio de
cultivo. Para ello, se recogié sobrenadante de cultivo de células, transfectadas y no
transfectadas, que se utiliz6 como muestra para el ELISA, siguiendo el esquema general de
la Figura 31. El sobrenadante de las células no transfectadas, se utiliz6 como control
negativo, mientras que, como control positivo, se usé una proteina recombinante de

concentracion conocida, que contenfa el fragmento Fc de la IgG2a murina.
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Anticuerpo Muestra Anticuerpo de Enzima Sustrato
de captura (sobrenandante) deteccion conjugada
biotinilado (SA-HRPO)
]

Figura 31. Secuencia de pasos del ELISA sandwich. Tras tapizar la placa con el anticuerpo de
captura, se incuba la muestra de sobrenadante, cuya unién se detecta con un anticuerpo biotinilado.
A continuacion, se incuba con el conjugado de estreptavidina-peroxidasa (SA-HRPO) y la reaccién
se revela al afiadir el sustrato de la enzima.

En la Tabla 22 se indica el protocolo detallado seguido para llevar a cabo el ELISA

sandwich.

Tabla 22. Protocolo ELISA sandwich para sobrenadantes.

ELISA sandwich para sobrenadantes

Tapizar la placa con 50 ul anticuerpo de captura a 2,5 pg/ml.

Cubrir la placa con parafilm e incubar ON a 4°C.

3. Retirar el sobrenadante y afiadir 250 pl de bufer de bloqueo, cubrir la placa e incubar durante
1ha37°C.

4. Retirar el bafer de bloqueo de la placa, secatrla bien y afiadir las muestras y los estandares.

Cubrir la placa con parafilm incubar 1 hora a 37°C.

Retirar el sobrenadante y lavar la placa con 200 pl de buafer de lavado 3 veces.

Afiadir 50 pl de anticuerpo de deteccion a 0,5 ug/ml, cubrtir e incubar 1 hora a 37°C.

Retirar el sobrenadante y lavar la placa con 200 pl de buafer de lavado 3 veces.

Anadir 50 pl de enzima conjugada. SA-HRPO (estreptavidina-peroxidasa de rabano

picante), a la placa, cubrir e incubar 15 min en oscuridad a RT.

. Retirar el sobrenadante y lavar la placa con 200 ul de bufer de lavado 5 veces.

10. Afiadir 100 pl del sustrato de la enzima, TMB (3,3',5,5'-tetrametilbenzidina), diluido en bufer
de acetato sédico.
NOTA: Descongelar y atemperar el buifer acetato en el momento de usar.

11. Incubar la placa a RT en oscuridad hasta que aparece color en los pocillos control negativos
(10-30 minutos).

12. Detener la teaccién afiadiendo 50 pl de solucion STOP (H.SO4 2M)

13. Leer la placa en un lector ELISA a una absorbancia de 450nm.

N —

Una vez analizados los resultados obtenidos tras el ELISA, se estimé la
concentracion de la protefna producida extrapolando la informacién a partir de la curva
patrén obtenida, para la que se usé como patrén una proteina de concentraciéon conocida,

mTLla.lg (Figura 32).
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Curva patréon ELISA sandwich
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Figura 32. Curva patréon ELISA sandwich mTLla.Ig. Para la determinacién de la
concentracion de proteina en los sobrenadantes se utilizaron concentraciones decrecientes de la
proteina recombinante de concentracién conocida mTL1a.1gG2a.

En la Tabla 23, se resumen los anticuerpos, primarios y secundarios, y

conjugados utilizados para los ensayos:

Tabla 23. Anticuerpos de captura y deteccion utilizados.

Molécula Clon Fluorocromo Casa comercial Diluciéon

Anti Flag M2 Biotina Sigma 0,5 pg/ml

Anti Flag 15 - Santa Cruz 2,5 pg/ml
Anti IgG2a R11-89 - Pharmigen 2,5 pg/ml
Anti IgG2a R19-15 Biotina Pharmigen 0,5 pg/ml
Anti c-Myc 9E10 - Invitrogen 0,5 pg/ml
Anti c-Myc- 9E10 Biotina Invitrogen 3 pg/ml
Anti IgG1 A85-1 Biotina Pharmigen 0,5 pg/ml
SA-HPRO HRPO Pharmigen 1/800

Los reactivos necesarios para llevar a cabo el ensayo se describen en la Tabla

24.

Tabla 24. Reactivos requeridos para el ensayo ELISA sandwich.

Reactivos Composicion

5 ¢ albimina sérica bovina (BSA) liofilizada
(Sigma).

PBS 1X (dilucién 1:10 con agua destilada a
partit de PBS10X de Gibco), hasta volumen
final de 0,5 L

Bufer de bloqueo: PBS 1X-BSA 1% (0,5 L)

Estreptavidina-HRPO de alta sensibilidad (BD

Solucién estreptavidina-HRPO 1:5000 Biosciences) diluida en PBS-1X.

0,5 mL Tween 20 (Sigma).

PBS 1X-Tween 0,05% (1 L) PBS 1X

25 pL de solucién sustrato TMB (Thermo

Fisher Scientific).
Solucién de sustrato (5 mL) 1 pLL de agua oxigenada 30%.

Bufer acetato soédico 0,1 M hasta volumen final
de 5 ml.
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3.3.2 Purificaciéon de proteinas recombinantes solubles

La cromatograffa de afinidad es el método mas robusto y frecuente para la
purificaciéon de proteinas. Esta técnica de separacion, se basa en la unidn especifica de una
proteina a un ligando adsorbido a una matriz inerte (fase estacionaria). La alta selectividad
del proceso se produce al permitir que la molécula deseada interactie con la fase estacionaria
y quede retenida en la columna, para separarse del material no deseado que pasa a través de
la misma''. La unién puede ser directa o a través del tag que se haya incorporado a la
molécula de interés. De esta manera, las proteinas pueden ser purificadas por cromatogratia
de afinidad de manera selectiva, usando un ligando especifico para una proteina que lleve un
tag determinado. En el caso que el ligando especifico empleado sea un anticuerpo, la técnica
se denomina de inmunoafinidad. En una cromatografia de afinidad no selectiva, el ligando
se une a un grupo de proteinas con afinidades por la proteina G, como es el caso de las
regiones Fc de las inmunoglobulinas, o a través de metales inmovilizados IMAC), como por

ejemplo, las proteinas con colas de histidina al niquel'”

. En ambos tipos de cromatografia,
selectiva o no, las proteinas se pasan a través de una columna que favorece la union entre la
proteina y su ligando. A continuacion, se lava la columna para eliminar las interacciones no
especificas de la matriz. La proteina unida es entonces eluida de la columna, utilizando un
bufer que contiene una molécula que compite con la proteina desplanzandola o empleando
condiciones que rompen todas las interacciones proteina/proteina, como una caida brusca
de pH y fuerza iénica. Estos métodos pueden afectar la estabilidad de la proteina, por lo que

es necesario que la proteina eluida sea neutralizada inmediatamente o diluida para minimizar

el dafio'®.

La cromatografia de inmunoafinidad se puede aplicar a una gama mas amplia de
proteinas y no necesitan ser marcadas con tags, mejorando la eficacia del proceso de
purificaciéon. Ademas de la rapidez, el uso de estrategias de purificaciéon de inmunoafinidad
puede aliviar muchos de los problemas asociados con la cromatografia convencional. Sin
embargo, depende de la disponibilidad de anticuerpos con afinidad y especificidad

adecuadas!33.

Las proteinas recombinantes producidas en este trabajo, se purificaron mediante
cromatografia de afinidad e inmunoafinidad. Se utilizaron columnas con matriz de sefarosa
unida a proteina G, columnas de niquel y columnas de agarosa unida a anticuerpos anti Flag
M2. En la Figura 33, se ejemplifica el procedimiento general para la purificaciéon mediante

cromatografia de afinidad.
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Figura 33. Estrategia general para la purificacion de proteinas marcadas con tags, basado
en la cromatografia de afinidad. A. Recoleccion de sobrenadante de cultivo tras la transfeccion
de la construccién de interés en un sistema celular para la produccién de proteina soluble. B.
Secuencia de pasos a seguir para la purificaciéon de proteinas solubles mediante cromatografia de
inmunoafinidad en columna a partir de sobrenadantes de cultivo.

El protocolo de la cromatografia de afinidad, seguido para la purificacion de las

proteinas recombinantes generadas, se describe en la Tabla 25.

Tabla 25. Protocolo para la purificacion de proteinas a través de cromatografia de afinidad
proteina G.

Preparaciéon de la columna

Separar aproximadamente 250 ml de bufer de unién a una botella aparte. Hacer pasar por la
columna 10 volimenes de columna de bufer de union.

Paso por la columna

Una vez lavada la columna, pasar el sobrenadante filtrado con la proteina recombinante producida.
Se dan al menos dos pases completos de todo el sobrenadante a una velocidad de 3 ml/min por el
diay, se puede dejar, a 1,3 ml/min por la noche. Una vez pasado todo el volumen, se vuelve a lavar
la columna con 10 volumenes de columna de bufer de union.
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Tabla 25. Protocolo para la purificaciéon de proteinas a través de cromatografia de afinidad
proteina G (continuacion).

Elucion

Las eluciones se recogen en tubos de citometria a los que previamente se les afiaden 200 ul de
bufer de neutralizacion. Tras el lavado de la columna, se retirara por la parte de arriba el exceso de
bufer de unién con cuidado y ayuda de una pipeta y se purgara la linea. A continuacién, se conecta
el bufer de elucién y se recogen 8 fracciones de aproximadamente 3 ml cada una.

Limpieza

Tras la elucion, se deja pasar mds bufer de elucién pata terminar de limpiar la columna y, después,
se debe pasar de nuevo bufer de unién. Una vez limpia la columna, se mantiene en bufer de unién
al que se aflade azida sédica a 0,02%

Para la purificacion, se requiri6 la preparacion de los reactivos indicados en la Tabla

26.

Tabla 26. Reactivos para la purificacion de proteinas mediante cromatografia de afinidad.

Bufer de unién: 50 mM sodium phosphate, pH 7 (Igs de rat6n)

Solucion A
NaH,PO4 + H,O 3¢g
Agua destilada 500 ml
Solucién B
NaHPO4 3,55¢g
Agua destilada 500 ml

Preparar la solucién A y afiadir solucién B hasta alcanzar el pH de 7.
Bufer de elucién: 0.1 M Glycine-HCI, pH 2.7
Glicina 3755¢g
Agua destilada 500 ml
Ajustar con HCI 1IN hasta pH 2,7

Bufer de neutralizaciéon: 1 M Tris-HCI pH 9

Trizma base 242 ¢
Agua destilada 200 ml
Ajustar con HCl hasta pH 9

3.3.3 Analisis de las proteinas recombinantes por electroforesis en geles de

acrilamida

El analisis de las fracciones de proteina, tras la purificaciéon de las proteinas
recombinantes, se realiz6 mediante zzmunoblot después de separar las muestras mediante
electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes, SDS-PAGE
(sodium dodecy! sulfate polyacrylamide gel electrophoresis). Como muestra, se utilizaron las fracciones

cruda, no adsorbida, de lavado y eluida de la cromatografia de afinidad.
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Las muestras se prepararon mezclandolas al 50% con bufer de carga reductor y no
reductor (10 pl/muestra). A continuacién, se hirvieron durante 5 minutos y se cargaron en
geles de poliacrilamida al 12% para separar las proteinas mediante electroforesis (Tabla 27
y 28). Tras la separacion, se comprobaron las bandas de las proteinas en las diferentes
fracciones mediante tincion de los geles con azul de Coomassie. Una vez comprobado, se
llev6 a cabo una nueva electroforesis con las mismas muestras para realizar el zzmunoblot.
Seguidamente a la electroforesis, el gel se incubd en bufer de transferencia durante 20-30
minutos. A continuacion, la transferencia de las proteinas a la membrana de nitrocelulosa se
realiz6 en el mismo bufer de transferencia durante 60 minutos a 120 V. Una vez transferidas
las proteinas, las membranas se bloquearon con leche en polvo descremada al 10% disuelta
en bufer TBS durante toda la noche a 4°C. Al dia siguiente, la membrana se incub6 durante
1 hora con el anticuerpo biotinilado, anti-IgG2a, anti-Flag M2 o anti-c-Myc, diluido en leche
descremada al 5% en TTBS. La membrana se lavé durante 45 minutos con TTBS vy, por
ultimo, se incubd 30 minutos con estreptavidina-HRPO en leche descremada al 5% en TTBS.
Tras lavar de nuevo con TTBS, se llevd a cabo la detecciéon de los complejos antigeno-
anticuerpo mediante ECL, sustrato comercial de la peroxidasa. Este compuesto consta de
dos reactivos, que se mezclaron a partes iguales y se incubaron con la membrana. La
presencia de actividad peroxidasa, transforma el sustrato en una sefial quimioluminiscente

que se capturo sobre una pelicula fotografica.

Tabla 27. Relacién de reactivos necesarios para la preparacion de geles SDS-PAGE
(electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato s6dico) al 8%

Gel separador Gel apelmazador
. Cantidad . Cantidad
Reactivo Reactivo
(ml) (ml)
Agua destilada 2,3 Agua destilada 0,68
Sglucig'n a;rilamida 13 So.luci(j)n agilamida 017
bisacrilamida 30% ’ bisacrilamida 30% ’
Solucién separadora 1,5 M Tris- 13 Solucién separadora 1,5 M Tris- 0.13
HCI pH 8,8 ’ HCI pH 8,8 ’
Solucion 10% SDS 0,05 Soluciéon 10% SDS 0,01
Solucién 10,%. persulfato 0,05 Solucién 10/%‘ persulfato 0,01
amonico amonico
Temed 0,003 Temed 0,001
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Tabla 28. Protocolo y reactivos necesarios para la tinciéon y decoloracion de geles de
poliacrilamida.

Tincion

1. Una vez finalizada la electroforesis, retirar el gel del casete y colocatlo en un recipiente
hermético de plastico.

2. Afadir 50 ml de la solucion de tincion

3. Incubar toda la noche a temperatura ambiente en agitacion continua.

Decoloracion

1. Destefiir en 50 ml de solucién 30% metanol-10% acético-60% agua destilada durante una hora
en agitacioén continua.

2. Repetir el procedimiento dos o tres veces mas hasta que aparezcan las bandas tefiidas de azul
y el fondo casi transparente.

Lavado

1. Incubar durante 1 h en agua destilada.
Fotografiar o escanear.

Soluciéon Coomassie blue

Coomassie blue R-250 (0,25%) 0,625 ¢
Metanol 200 ml

Acido acético 50 ml

Agua destilada 250 ml

En las Tablas 29 y 30 se recoge la informacion necesaria para la elaboracion de los

reactivos que se utilizaron en la electroforesis y en el zzmunoblot.

Tabla 29. Reactivos necesarios para la electroforesis en geles de poliacrilamida en
condiciones desnaturalizantes.

Preparacion de los geles

Reactivo Preparacion

Pesar 30 g de acrilamida y 0,8 g de bis-acrilamida

Disolver en 100 ml de agua bidestilada

Filtrar por papel Whatman o esterilizar por filtro de 0,22 micras
6,06 g de Trizma Base en agua bidestilada (50 ml)

Ajustar el pH a 6,8 con HCl y llevar a un volumen final de 100
ml.

Solucién acrilamida
bisacrilamida 30%

Gel apelmazador (stacking)
bufer: 0,5 M Tris-HCL. pH 6,8

Gel separador (resolving) 18,18 g de Trizma Base en agua bidestilada (50 ml)
bufer: 1.5 M Tris-HCl pH 8.8 | Ajustar el pH a 8,8 con HCl y llevar a un volumen final de 100
ml.

Solucién 10%SDS 10 g de SDS en 100 ml de agua destilada

Solucién 10% persulfato 0,1 g de persulfato aménico en un Eppendorf con 1 ml de agua

. destilada.
amonico Preparar fresca cada vez que se necesite.
Temed BIO-RAD
Preparacion del bufer de electroforesis
Reactivo Preparacion
0.05 M de Tris 120 ¢
0.38 M Glicina 57¢
Running buffer de 0.2% SDS 4¢
electroforesis (2x) Agua destilada 21

El pH deberia ser entre 8,2y 8,3. No ajustar.
Antes de usar diluir %2 para obtener el bafer 1X.
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Tabla 29. Reactivos necesarios para la electroforesis en geles de poliacrilamida en
condiciones desnaturalizantes (continuacion).

Preparacion de las muestras

Reactivo Preparacion

3,55 ml Agua destilada

1,25 ml 0,5 M Tris-HCI, pH 6,8 (pH 7,58)
2,5 ml Glycerol

2,0 ml 10% (w/v) SDS

0,2 ml 0,5% (w/v) azul de bromofenol
En un volumen final de 9,5 ml

No
reductor
Bufer de carga (2x)

Anadir 50 ul de B-mercaptoetanol a 950 ul de

Reductor ,
bufer no reductor.

Mezclar la muestra diluida /2 con bufer de carga (no reductor o reductor).

Tabla 30. Reactivos requeridos para el immunoblot.

Reactivo Preparacion
Bufer de transferencia ffi 5 éiiina
25 mM Tris + 192 mM Glicina + metanol al 8 .
20% Hasta 800 ml de agua destilada
200 ml metanol
Disolver 8 g de NaCl, 0,2 g de KCl y 3 g de
TBS 1x Tr‘izrna base en 800 ml de agua destilada. Ajustar
primero el pH a 8 con HCI 1N y, después, el
volumen a 1 L con agua destilada.
TTBS 1x TBS 1x mas 0,1% Tween 20 (Sigma)
Solucién de bloqueo 10% Leche descremada (polvo) en TBS 1x.
Solucién de lavado 5% Leche descremada (polvo) en TTBS 1x.
Rata anti-ratén IgG2a-biotina (0,5 pg/ml)
. Raton IgG1 anti-Flag M2-biotina (0,5 pg/ml
Anticuerpo Raton I§Gl anti—c—l\/%yc o peim)
Rata anti-ratén IgG1-biotina (0,5 pg/ml)
Enzima SA-HPRO (1/2500)
Sustrato ECL (Amersham)
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4 Resultados

4.1 Patron de expresion de PD-1H en células hematopoyéticas y
linfoides en condiciones homeostaticas y tras la activacion con estimulos

policlonales

Analizamos la expresion de mPD-1H de membrana en distintos tipos celulares
obtenidos de timo (6rgano linfoide primario), bazo y nédulos linfaticos periféricos (6rganos
linfoides secundarios), para determinar la distribucién de la expresion de la proteina en las
diferentes poblaciones celulares del sistema inmunitario. Se prepararon suspensiones
celulares mediante disgregacion mecanica de estos 6rganos y, posteriormente, se lisaron los
globulos rojos. Las células se tifieron con un coctel de anticuerpos para distinguir las distintas

poblaciones celulares en estos compartimentos tisulares y se analizé la expresiéon de PD-1H.

La expresion de PD-1H se detectaba tanto en células de origen linfoide como
mieloide, encontrandose una mayor expresion de la proteina en las células T y en las células
mieloides CD11b"™". En cambio, las células B y NK mostraron una tincién negativa para este
receptor (Figura 34A). También se comprobd como la expresion de PD-1H variaba en los
mismos tipos celulares analizados en diferentes 6rganos linfoides, siendo mayor en las células
T CD4 y CDS8 del bazo, que en las células T inmaduras del timo (Figura 34B-D). La
expresion de PD-1H no aumentdé tras la estimulacion linfocitaria, con anti-CD3 en
combinacién con anti-CD28, siendo mayor en células frescas que en células mantenidas en
cultivo. I vitro 1a expresion de PD-1H se redujo tanto en las células T CD4 como en las

células T CD8 (Figura 34E).
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Figura 34. Patrones de expresion de PD-1H en células hematopoyéticas de ratones Balb/c.
A. En el bazo, PD-1H se expresa constitutivamente tanto en las células T, como en las células
mieloides y NKT, mientras que no se detecta expresion en células B o NK. B. Las células dobles
negativas (DN) y dobles positivas (DP) para CD4 y CD8 del timo no expresan PD-1H. La
expresion de PD-1H en las células T naive CD4 SP y CD8 SP del timo es menor a la que se detecta
en pLNs (C) y bazo (D). E. La expresion de PD-1H en células T, CD4 y CD8 de bazo, disminuye
con el tiempo en cultivo y no aumenta en células estimuladas con anti-CD3 (2 pg/ml), unido a
placa, y anti-CD28 (2 ug/ml) soluble. Se muestran datos de un experimento representativo de tres

experimentos independientes realizados.
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A continuacién, estudiamos sila expresion de PD-1H aumentaba con otros estimulos
policlonales mas potentes, como la ConA y la combinacién de PMA mas ionomicina. Se
analiz6 la expresion de PD-1H, tras la estimulacion linfocitaria a tiempos mas cortos, para
analizar la evolucién temprana de la expresion de mPD-1H. Se observé que se produce un
incremento de expresion del receptor en las primeras 2-4 horas. Este aumento de expresion
fue ligeramente superior en las células estimuladas con PMA en combinacién con ionomicina

que en el control (Figura 35).

Control aCD3/28 ConA PMA-Iono
Isotipo PE
z g 3 H '__, Fresco
CD4 é Eg E E 2 horas
£ 2 = = 4 horas
. [[]24 horas
/
] ¥
CD8 ] : :

v

a-mPD-1H-PE

Figura 35. Aumento de la expresion de mPD-1H tras dos horas en cultivo. La expresién de
PD-1H en células T, CD4 y CD8 de bazo, aumenta hasta su maximo tras dos horas en cultivo 7
vitro. Esta expresion, fue ligeramente supetior en las células estimuladas con PMA (50 ng/ml) y
Ionomicina (500 ng/ml), para luego decaer hasta los niveles basales observados en el analisis de
las células recién extraidas. No se observa ninguna diferencia, entre las células no estimuladas y las
estimuladas con anti-CD3 (2 pg/ml), unido a placa, y anti-CD28 (2 pug/ml) soluble o con ConA.
Se muestran datos de un expetimento representativo de dos experimentos independientes
realizados.

4.2 Expresion de PD-1H en lineas celulares de macréfagos murinos

Como la mayor expresion de mPD-1H se observa en células mieloides CD11b del
bazo, a continuacion, analizamos la expresiéon de PD-1H en células obtenidas de la cavidad

peritoneal y evaluamos si la expresion variaba en funcién de la linea de macréfagos analizada.

Dentro de la cavidad peritoneal se observo como la expresion de PD-1H variaba en
funcién de la subpoblacion de células CD11b analizada, siendo mas elevada en aquellas que

expresaban un nivel mas alto de CD11b (Figura 36).
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Figura 36. Expresion de PD-1H en células mieloides CD11b de la cavidad peritoneal de
ratones Balb/c. La expresion constitutiva de PD-1H en células CD11b vatia en funcién de la
subpoblacién analizada, siendo mas elevada en las células CD11bbigh. Se muestran datos de un
experimento representativo de tres experimentos independientes realizados.
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En las lineas de macréfagos analizadas, se detecté que PD-1H se expresaba de
manera constitutiva en la linea de macréfagos J774A1, mientras que en la linea RAW264.7,
la expresion detectada fue minima (Figura 37A). En ambos casos, la expresion de PD-1H
no aumento tras la exposicién a LPS (1 pg/ml) durante 48 h. Por otro lado, a la concentracién
utilizada (2 pg/ml) no se detectd la union de la proteina Flag.mPD-1H ni en células en
reposo, ni tras la activacion, lo que sugiere que el ligando del receptor PD-1H estd ausente

en estas dos lineas celulares estudiadas (Figura 37B).
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Figura 37. Expresion de mPD-1H en las lineas de macréfagos J774A1 y RAW264.7. A. La
linea J774A1 expresa niveles superiores de mPD-1H en comparacién con la linea RAW264.7, en
las que tnicamente se detecta una ligera expresion. El nivel de expresion de mPD-1H no aumenta
con la activaciéon mediante estimulacién con LPS (2 pg/ml) durante 48 horas. Como isotipo
control, se utilizé un anticuerpo rata IgG2a marcado con PE y, para detectar la expresion de PD-
1H, se utiliz6 el anticuerpo monoclonal rata IgGG2a anti mPD-1H marcado con PE. B. No se
detecta unién de la proteina recombinante biotinilada mPD-1H.AviTag a la concentracién utilizada
(2 pug/ml) a los macréfagos J774A1. Para detectar la unién de la proteina recombinante mPD-
1H.AviTag-bio, se utiliz6 SA-PE. Como control de isotipo, usamos isotipo bio-SA-PE. Se
muestran los datos representativos de un experimento.

4.3 La proteina soluble mVSIG3.Ig no muestra afinidad detectable por

mPD-1H de membrana en citometria de flujo

4.3.1 Estrategia de clonaje y expresion de la proteina mPD-1H de membrana

Se disefié una pareja de cebadores para amplificar la secuencia codificante de la
proteina de membrana mPD-1H, flanqueada por las secuencias de reconocimiento para las
enzimas de restriccion HindlIl y Xhol en los extremos 5’y 3’, respectivamente. El amplicon
de la PCR correspondia al tamafo esperado de 947 pares de bases (pb), por lo que se corté
la banda del gel y se purificé para su clonaje en un vector retroviral. Finalmente, se obtuvo
una construcciéon retroviral que contenia la secuencia que codificaba para la proteina de
membrana mPD-1H y un gen de resistencia a puromicina. Para asegurar que la construccion
obtenida contenfa la secuencia correcta para la expresion de la proteina mPD-1H, se

secuencio el vector por el método Sanger (Anexo I, Figura I).

Una vez comprobada, por secuenciacion, que la construccion estuviera en un marco
de lectura correcto, se utilizé para transfectar de manera transitoria mediante lipofeccion la
linea celular empaquetadora platE, que porta en su genoma dos construcciones con los genes
gag, pol y env necesarios para la produccion de particulas virales. Las particulas virales
producidas fueron centrifugadas y filtradas (0,45 pm), y el sobrenadante se usé para

transducir la linea celular NIH-3T3. Tras 10 dias de selecciéon con puromicina, la linea
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generada se testé con el anticuerpo anti-VISTA-PE (clon MIH64, BD Biosciences) y se
confirmo la expresion de la proteina mPD-1H en la superficie. Se realizé un clonaje por
dilucién limite a una célula/pocillo para aislar un clon detivado de la linea celular que

expresaba la construccion recombinante (Figura 38).

2B2 1D12 1H6

Isotipo PE
[ ] Anti PD-1H-PE
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v

o-mPD-1H-PE

Figura 38. Deteccion de la proteina de membrana recombinante mPD-1H en la linea
celular transducida NIH-3T3. Validacién de la unién del anticuerpo anti-PD-1H-PE (clon
MIHG64) a la linea NIH-3T3 que expresa PD-1H murino de membrana por citometria. La linea
roja representa la unién del anticuerpo anti-PD-1H-PE y, en gris, se representa el isotipo control,
anticuerpo rata IgG2a marcado con PE.

4.3.2 Estrategia de clonaje y expresion de la proteina recombinante soluble

mVSIG3(ECD).mIgG2a (mVSIG3.Ig)

Se disefi6 una pareja de cebadores para amplificar el dominio extracelular de la
proteina mVSIG3, flanqueada por las dianas de las enzimas HindlIl y Bg/ll en los extremos
5’y 3, respectivamente. Se obtuvo una banda de 665 pb, que coincidia con el peso esperado
que, a continuacion, se purifico y cloné en el pIB49, dando lugar al vector pSecTag2-mVSIG+
ECD-mlIgG2a.Fc.HygroB. Se confirmé la correcta generacion de la construccion
recombinante vector pSecTag2-mVSIG3(ECD).mlIgG2a.Fc-HygroB, tras secuenciar una de

las colonias que contenfa la construcciéon Anexo I, Figura II).

La construccion generada se utilizo para transfectar mediante lipofectamina la linea
celular HEK293T en placas de 15 c¢cm de didmetro y, asi, obtener un volumen de
sobrenadante de 150-300 ml. A partir de este volumen, se purificoé la proteina por
cromatografia de afinidad, dializandose y concentrandose frente a PBS. Mediante zzmunoblot
se confirmé la produccion de la proteina de interés. En condiciones reductoras, se obtuvo la
banda esperada de un peso aproximado de 56,7 kDa para mVSIG3.Ig, aunque se observaron
bandas mas pequefas, que podrian ser resultantes de fragmentaciones de la proteina. En
condiciones no reductoras, se observaron diferentes bandas de peso molecular mayor al
esperado, que pueden ser debidas a la agregaciéon de la proteina y a los patrones de

glicosilacion (Figura 39).
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Figura 39. Comprobacion de la proteina soluble mVSIG3.Ig. A la izquierda, se muestra la
tincién con azul de Coomassie del gel tras la electroforesis, y a la derecha de la figura, se muestra
la confirmacién de la purificacion de la proteina recombinante por zumunoblot. Se cargaron las
muestras en condiciones reductoras (R) y no reductoras (NR) correspondientes a cada una de las
fracciones del proceso de purificacion: cruda (FC), no adsorbida (FNA), lavado (FL) y la eluida,
dializada y concentrada (FEDC). El smmunoblot contirmé la correcta produccion de la proteina
recombinante. Se utilizé un anticuerpo monoclonal biotinilado rata anti ratén frente al fragmento
Fc de la IgG2a murina y la reaccién se reveld utilizando estreptavidina-HRPO. Encuadrada en
rojo, se indica la banda correspondiente a la conformacién mas sencilla de VSIG3.Ig en
condiciones reductoras (R).

4.3.3 Generacion de la linea celular de expresion estable de la proteina recombinante

soluble mVSIG3.1g

Se transfecté de manera transitoria mediante lipofeccion la linea CHO (SACE) para
la expresion de la proteina recombinante soluble VSIG3.Ig utilizando el plasmido de
expresion generado previamente. Este vector incorpora un gen de resistencia a higromicina
B, que nos permitié seleccionar transfectantes estables de expresion para la proteina,
utilizando este antibiético como elemento de presion de seleccion para la integracion de los
vectores en el ADN celular. Tras la seleccion, se llevo a cabo un clonaje por dilucién limite
de la linea generada y se comprobo, por ELISA sandwich, la produccién de la proteina

soluble secretada al medio de cultivo (Figura 40).
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Figura 40. Deteccién de la proteina recombinante soluble mVSIG3.Ig. El ensayo ELISA
sandwich muestra la deteccion de la proteina soluble mVSIG3.1g en sobrenadantes de células CHO
transfectadas con la construccion pSecTag2-mVSIG3-IgG2a-HygroB. Encuadrados en azul, se
indican los clones seleccionados. La proteina fue capturada y detectada utilizando anticuerpos
contra dos epitopos distintos del fragmento Fc de la IgG2a murina y el anticuerpo secundario
marcado con biotina se revelé con estreptavidina unida a HRPO.

4.3.4 Determinacion de la interaccion entre mVSIG3.1g y PD-1H de membrana por

citometria de flujo

Generada la proteina soluble y la linea transducida con expresion estable de PD-1H de
membrana, se analizé la interaccion del ligando VSIG3.Ig con el receptor PD-1H por
citometria de flujo. La linea celular NIH-3T3 que expresaba la proteina de membrana mPD-
1H (clon 1D12) se incub6 con diferentes concentraciones de mVSIG3.Ig, uno de sus
posibles ligandos identificados en la especie humana, aunque no pudimos detectar unién

productiva entre estas dos proteinas en citometria de flujo (Figura 41).
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Figura 41. mVSIG3.Ig soluble no muestra afinidad de unién por PD-1H murino de
membrana. Se incubaron dos concentraciones de mVSIG3.1g (1,25 y 2 pg) con las lineas celulares
NIH-3T3 y NIH-3T3-mPD-1H (clon 1D12), sin detectarse unién por citometrfa de flujo. Para
revelar la unién de la proteina VSIG3.1Ig, se utiliz6 un anticuerpo biotinilado frente al fragmento Fc
de la IgG2a murina y la reaccién se incubé con estreptavidina-PE. En gris, el isotipo control,
anticuerpo rata IgG2a marcado con PE, y en rojo el anticuerpo monoclonal rata anti ratén IgGG2a.Fc
biotinilado revelado con SA-PE. Se muestran datos representativos de cinco experimentos
independientes.

4.4 Las proteinas solubles mVSIG8.Ig (transcritos 1y 2) no muestran

afinidad detectable por mPD-1H de membrana en citometria de flujo

4.4.1 Estrategia de clonaje y expresion de la proteina recombinante soluble mVSIG8

region extracelular (transcritos 1y 2).mIgG2a (mVSIG8.1g)

La construccién pSecTag2-mVSIG8 (ECD transcrito 1).IgG2a.Fe-HygroB se llevo a
cabo a partir del clonaje de la secuencia del dominio extracelular de mVSIGS, flanqueado

por las dianas de las enzimas 5-5fil y 3’-HindlIl y amplificada con unos cebadores disefiados
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especificamente, en el vector pIB49 (pSecTag2-mlIgG2a.Fc-WT-hygroB). En la Figura III
del Anexo I se muestra la comprobacion de la correcta generaciéon de la construccion
quimérica, mediante el alineamiento de la secuencia genética tedrica y la obtenida

experimentalmente.

Para la obtencién de las proteinas solubles mVSIG8.Ig T1 y mVSIG8.Ig T2, esta
ultima, previamente generada en el laboratorio por Andrea Torices, se procedié de la misma

manera empleada para la produccién y purificacion de mVSIG3.1g'*.

Para la comprobacién de las proteinas, éstas fueron separadas y visualizadas en geles
SDS-PAGE al 12%. Por un lado, tras la electroforesis, los geles se tifieron con azul de
Coomassie para su visualizacion y, por otro, se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa
sobre la que identificamos las proteinas de interés mediante zzmunoblot. En condiciones
reductoras, se esperd un peso aproximado de 59,4 kDa para mVSIGS (transcrito 1, Figura
42) y 43 kDa para mVSIGS (transcrito 2, Figura 43). En todos los casos, se obtuvo la banda
esperada, aunque se observaron fragmentaciones de las proteinas. En condiciones no
reductoras, se observaron diferentes bandas de peso molecular mayor al esperado, por las
distintas agregaciones o glicosilaciones que pueden sufrir las proteinas.

Produccion mVSIGS8.Ig T1

SDS-PAGE 12% Immunoblot

PM FEDC
FC FNA FL FEDC, FC FNA FL FEDC NR R

250
130
100
70 MW
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35
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No reductor Reductor

Figura 42. Comprobacion de la produccion de VSIG8.Ig transcrito 1. La proteina
recombinante VSIG8.Ig T1, se obtuvo por transfecciéon transitoria de la linea celular HEK293T y
se purificé por cromatogratia de afinidad a proteina G sefarosa. A la izquierda, se muestra la tincién
con azul de Coomassie del gel SDS-PAGE 12%, y a la derecha de la figura, se muestra la
confirmacién de la purificacion de la proteina recombinante por zzmunoblot. Para el immunoblot, se
utilizé un anticuerpo biotinilado frente al fragmento Fc de la IgG2a y, la reaccidn, se revel6
utilizando estreptavidina-HRPO Se cargaron las diferentes fracciones de la purificacién, cruda
(FC), no adsorbida (FNA), lavado (FL) y la eluida, dializada y concentrada (FEDC), en condiciones
no reductoras y reductoras.

99



Resultados

Produccion mVSIGS8.1Ig T2

SDS-PAGE 12% Immunoblot

FEDC
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Figura 43. Electroforesis SDS-PAGE e immunoblot de mVSIG8.Ig T2. A la izquierda, se
muestra la tincién con azul de Coomassie del gel SPS-PAGE 12% y a la derecha, la confirmacion,
pot immunoblot, de la purificacién de la proteina recombinante mVSIG8.Ig T2 producida por
transfeccion transitoria de la linea celular HEK293T. Para el immunoblot, se utilizé un anticuerpo
biotinilado frente al fragmento Fc de la IgG2a y la reaccidn, se reveld utilizando estreptavidina-
HRPO. Se cargaron alicuotas de cada una de las fracciones del proceso de purificacién: cruda (FC),
no adsorbida (FNA), lavado (FL) y, eluida, dializada y concentrada (FEDC), en condiciones no
reductoras (NR) y reductoras (R). Encuadradas en rojo, se indica la banda correspondiente a la
conformacién mas sencilla de la proteina en condiciones reductoras

4.4.2 Ausencia de afinidad de unién entre mVSIG8.Ig (T1 y T2) y PD-1H de

membrana por citometria de flujo

Una vez obtenidas, tanto las proteinas recombinantes solubles de VSIG8, como la linea
celular transducida con el receptor mPD-1H de membrana, se analizo6 la interaccion de los
ligandos VSIG8.Ig T1 y T2 con el receptor PD-1H en citometria de flujo. La linea celular
NIH-3T3 que expresaba de manera estable la proteina de membrana mPD-1H (clon 1HG),
se incub6 con los dos transcritos de mVSIG8.1g, sin detectarse interaccion alguna entre estas

proteinas en citometria de flujo (Figura 44).
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NIH-3T3 (control)

PD-1H VSIG8Ig Tl VSIGS.Ig T2 Ig
Isotipo PE

; O Anti PD-1H-PE
5 O Anti IgG2a-bio + SA-PE

Anti mPD-1H-PE, Anti TeG2a-biotin + SA-PE "

NIH-3T3-mPD-1H
PD-1H VSIG8.1g T1 VSIGS8.Ig T2 Ig
L
Anti mPD-1H-PE Anti IeG2a-biotin + SA-PE "

Figura 44. Ausencia de interaccion detectable entre las proteinas recombinantes de
VSIG8.Ig (transcritos 1, T1, y 2, T2) y mPD-1H de membrana en citometria de flujo. Se
incubaron sobrenadantes de las proteinas VSIG8.Ig T1 y T2 con las lineas celulares NIH-3T3 y
NIH-3T3-mPD-1H (clon 1H6), observandose una ligera interacciéon mediante citometria de flujo.
Los sobrenadantes se obtuvieron tras la transfeccion transitoria de la linea celular HEK293T con
las construcciones pSecTag2-VSIG8 (ECD T1).IgG2a-HygroB y pSecTag2-VSIG8 (ECD
T2).1gG2a-HygroB. Para detectar la unién de las proteinas, se utilizé un anticuerpo biotinilado
frente al fragmento Fc de la IgGG2a murina y la reaccién se revel6 con estreptavidina-PE para
detectar la interaccion. En gtis, el isotipo control (anticuerpo rata IgG2a marcado con PE); en azul,
el anticuerpo anti PD-1H, y en rojo, el anticuerpo monoclonal biotinilado rata anti-raton IgG2a
revelado con SA-PE. Se muestran datos representativos de tres experimentos independientes.

4.5 La proteina soluble mPSGL-1.Ig no muestra afinidad detectable por

mPD-1H de membrana en citometria de flujo

4.5.1 Estrategia de clonaje y expresion de la proteina recombinante soluble mPSGL-

1

Para poder evidenciar la interaccién entre mPSGL-1 y mPD-1H, se generd en el
laboratorio, por el licenciado Javier Blanco Santero, una proteina recombinante soluble de
mPSGL-1. Para ello, se fusion6 la secuencia correspondiente a la region extracelular de
mPSGL-1 con el fragmento Fc de la IgG2a de ratén contenida en el plasmido pIB49 (Figura
IV del Anexo I).

Para la produccion y comprobacion de la proteina recombinante soluble PSGL-1.1g

se procedi6 de la misma manera que en los casos anteriores. En la electroforesis, en
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condiciones reductoras, se esperé un peso aproximado de 62,3 kDa para la proteina
generada. Esta banda, no se observé en el immunoblot seguramente debido a la pérdida del
epitopo reconocido por el anticuerpo monoclonal utilizado. En condiciones no reductoras,
como en las proteinas recombinantes solubles generadas anteriormente, se observaron
bandas de peso molecular mayor al esperado, que se asocian a las distintas agregaciones o

glicosilaciones que pueden sufrir las proteinas (Figura 45).

Produccion mPSGL-1.1g

SDS-PAGE 8% Immunoblot
PM
FC FNA FL FEDC FC FNA FL FEDC %

250
130
100
70
55 MW
62,3 kDa

35

25

15

Figura 45. Electroforesis SDS-PAGE e immunoblot de mPSGL-1.Ig. A la izquierda, se
muestra la tincién con azul de Coomassie del gel SPS-PAGE 8% y a la derecha, la confirmacion,
por immunoblot, de la purificaciéon de la proteina recombinante mPSGL-1.Ig producida por
transfecciéon transitoria de la linea celular HEK293T. Para el zmmunoblot, se utilizd un anticuerpo
biotinilado frente al fragmento Fc de la IgG2a y la reaccidn, se revel utilizando estreptavidina-
HRPO. Se cargaron alicuotas de cada una de las fracciones del proceso de purificacion: cruda (FC),
no adsorbida (FNA), lavado (FL) y eluida, dializada y concentrada (FEDC), en condiciones no
reductoras (NR) y reductoras (R). En rojo, se indica la banda correspondiente a la conformacién
mas sencilla de la proteina en condiciones no reductoras.

4.5.2 Determinacion de la interaccion entre mPSGL-1 y mPD-1H de membrana por

citometria de flujo

Una vez producida la proteina la proteina recombinante soluble mPSGL-1.1g, se
estudi6 por citometria de flujo la interaccién de esta proteina con la linea celular NIH-3T3-
PD-1H, transducida con la proteina PD-1H de membrana, a diferentes puntos de pH y en
presencia de heparina, no observandose unién alguna entre ambas proteinas (Figura 46). La
incubacién de la heparina junto con las proteinas recombinantes solubles, previene la unién

de éstas a los proteoglicanos de la superficie celular.
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Anti PD-1H-PE 1 pg IgG2a + heparina 1 ug PSGL-1 + Heparina

NIH-3T3
pH 7,2 :
NIH-3T3-PD- i
pH 7,2 2 ] z ] 2
NIH-3T3
pH 6 i ;
NIH-3T3-PD- i
pH 6 2 ] 2 ] 2
Isotipo PE ] Anti PD-1H-PE 01 Anti IgG2a-bio + SA-PE

Figura 46. Interaccion no detectable entre las proteinas recombinantes PSGL-1.Ig y mPD-
1H de membrana en citometria de flujo. Se incub6 1 pg de la proteina recombinante soluble
PSGL-1.Ig o 1 pg del control Ig, en presencia de 0,25 pl de heparina (5000 U/ml), con las lineas
celulares NIH-3T3 y NIH-3T3-mPD-1H (clon 1D12) a pH fisiol6gico y a pH 06, sin detectarse
unién por citometria de flujo. Para revelar la unién de las proteinas, se utilizé6 un anticuerpo
biotinilado frente al fragmento Fc de la IgGG2a murina y la reaccién se incubd con estreptavidina-
PE. En gris, el isotipo control (anticuerpo rata IgG2a marcado con PE); en rojo, el anticuerpo anti
PD-1H, y en azul, el anticuerpo monoclonal biotinilado rata anti-ratén I1gGG2a revelado con SA-
PE. Se muestran datos representativos de tres experimentos independientes.
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4.6 Las proteinas recombinantes solubles mVSIG3.Ig y mVSIGS8.Ig
(transcritos 1 y 2) no muestran afinidad especifica por mPD-1H de

membrana a pH acido en citometria de flujo

Dadas las caracteristicas de PD-1H, que posee una region extracelular rica en
histidinas susceptibles de ser protonadas a pH 4acido, se analiz6 la unién de las proteinas
recombinantes VSIG3.Ig y VSIG8.Ig (transcritos 1 y 2) a la linea NIH-3T3-PD-1H (clon
1D12) bajo diferentes condiciones de pH. No se detecté interaccion especifica entre las
proteinas recombinantes solubles, VSIG3 y VSIGS, con la proteina recombinante PD-1H
de membrana. En su lugar, se observaron uniones inespecificas tanto a la linea celular NIH-
3T3-PD-1H como a la linea celular NIH-3T3, sin transducir, que se utiliz6 de control.
Ademas, se observo que, a pH 4acido, disminuia la afinidad del anticuerpo anti PD-1H (clon
MIHG64) a la proteina PD-1H de membrana. Estos resultados sugieren que la modificacion
del pH tuvo efecto en la reactividad de la proteina recombinante PD-1H de membrana al
cambiar la carga de la regién extracelular de la misma por las condiciones acidas del medio

(Figura 47).
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Figura 47. Interaccién no detectable entre las proteinas solubles mVSIG3.Ig y mVSIGS8.Ig
(transcritos 1 y 2) y la proteina de membrana mPD-1H a diferentes puntos de pH. Se
incubaron las proteinas VSIG8.Ig T1, VSIG8.Ig T2 y VSIG3.Ig con las lineas NIH-3T3 y NIH-
3T3-mPD-1H (clon 1D12), sin detectarse unién por citometria de flujo. Para detectar la unién de
las proteinas se utilizé un anticuerpo biotinilado frente al fragmento Fc de la IgG2a murina y la
reaccion se revel6 con estreptavidina-PE. En gris, se indico el isotipo control (anticuerpo rata
1gG2a marcado con PE); en azul, el anticuerpo monoclonal rata anti-raton PD-1H-PE, y en rojo,
el anticuerpo monoclonal biotinilado rata anti-ratén IgG2a, revelado con SA-PE. Se muestran
datos representativos de dos experimentos independientes.
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4.7 Las proteinas recombinantes solubles mPD-1H.IgG2a, Flag.mPD-
1H.AviTag y mPD-1H.COMP no muestran afinidad detectable por

mVSIG3 de membrana en citometria de flujo

4.7.1 Estrategia de clonaje y expresion de la proteina mVSIG3 de membrana

Se amplificé por PCR un fragmento de 1329 pb que codifica para la proteina
completa mVSIG3, ala que se anadio la etiqueta Flag (DYKDDDDK) entre la secuencia del
péptido senal y el inicio de la secuencia correspondiente al dominio extracelular de la
proteina. Los cebadores fueron disefiados para afiadir el mencionado tag y las dianas para las
enzimas Xhol y EcwRI en los extremos 5 y 3’, respectivamente. Tras comprobar por
electroforesis en gel de agarosa que el fragmento amplificado era del tamafio esperado, se
procedié a su clonaje en el vector retroviral pMIG-GFP, obteniendo el vector pMIG-
Flag.mVSIG3-IRES-GFP. En la Figura V del Anexo I, se muestra el alineamiento de la
construccion tedrica con la experimental obtenida por secuenciacion del vector extraido, tras

la seleccién de una de las colonias que incorporaron el plasmido.

La produccioén de las particulas virales para la generacion de la linea celular estable se
llevo a cabo por transfeccion transitoria, utilizando el método de la lipofeccion, sobre la linea
celular empaquetadora platE. Como en los casos anteriores, las particulas virales producidas
se recogieron, centrifugaron vy filtraron (0,45 pm), de manera previa a la transduccion de la
linea celular diana NIH-3T3. Tras el clonaje por dilucion limite, la expresion de GFP por la

linea generada permitio la seleccion de los clones de interés por citometria de flujo (Figura

48).

106



Resultados

NIH-3T3

No transducida B NIH-3T3-flag.mVSIG-3-IRES-GEFP

v
ramnalzed Te Mede
L L

[\ anti-1gG2a-bio-SA-PE

rannalzed Te Mede
1

\ NIH-3T3-flag. mVSIG-3-IRES-GFP

Isotipo bio
e¢GFP ] = Anti Flag M2-bio — SA-PE

»
»

Transducida

Homnalzed To Mode
L L

v

anti-IoG2a-bio-SA-PE

Figura 48. Expresion de la construccion genética Flag.VSIG3-IRES-GFP como proteina
de fusiéon de membrana en la linea celular NTH-3T3. A la izquierda, se muestra la expresién
de GFP de la linea transducida frente a la linea parental (sin transducir) y, a la derecha, la deteccién
de Flag en la misma linea transducida empleando un anticuerpo monoclonal biotinilado ratén IgG1

anti-Flag M2 (verde).

4.7.2 Estrategia de clonaje y expresion de las proteinas recombinantes solubles

mPD-1H.mIgG2a (mPD-1H.Ig), Flag.mPD-1H.AviTag y mPD-1H.COMP

A partir de la secuencia del gen que codifica para PD-1H, se generaron tres
construcciones genéticas que permitieron la obtencion de tres proteinas recombinantes
solubles que inclufan la regién extracelular de mPD-1H. La primera de ellas, pSecTag-

Flag. mPD-1H.AviTag-HygroB, que fue disefiada previamente en el laboratorio como

Trabajo Fin de Grado por Natalia Varela, expresa una proteina monomérica'”. Después, se
obtuvo la proteina dimérica mPD-1H.Ig a partir de la construcciéon pSecTag-mPD-
1H.IgG2a.Fc-HygroB vy, por dltimo, para incrementar la afinidad de los ensayos de unioén, se
generd una proteina recombinante soluble multimérica fusionando el dominio IgV de la
proteina PD-1H al dominio de pentamerizacién de la proteina murina COMP (Cartilage
Oligomeric Matrix Protein), configurando el plasmido de expresion pSecTag-mPD-1H.COMP-

HygroB.

Las construcciones genéticas recombinantes se generaron mediante PCR a partir de
una pareja de cebadores que se disefaron y utilizaron para amplificar la secuencia
correspondiente a la region extracelular de la proteina mPD-1H. A estos oligos, se les afadid
en los extremos 5’ y 3’ las dianas para las enzimas restriccion deseadas. El producto de la

PCR, tras la electroforesis, dio lugar a la banda de peso molecular esperado, que se extrajo
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del gel para su purificacion y clonaje en el vector destino pSecTag2-HygroB. Se seleccionaron
aquellas colonias transformantes que integraron cada una de las construcciones y se
confirmd, mediante secuenciacion, la correcta generaciéon de las mismas (Anexo I, Figuras

VI y VII).

La linea celular HEK293T se transfecté con el plasmido que codifica para mPD-
1H.Ig, mediante el método de lipofeccion en placas de 6 pocillos, y se mantuvo en cultivo
durante 5 dias. Se recogieron muestras de sobrenadante a dia 3, 4 y 5 que fueron centrifugadas
y almacenadas a -20°C. La expresion del plasmido codificante de mPD-1H.Ig en las células
eucariotas HEK293T confirmé que la construcciéon recombinante secretaba la proteina al
sobrenadante, que se cuantifico6 mediante un ELISA sandwich usando una pareja de
anticuerpos (anticuerpo de captura y anticuerpo de deteccién marcado con biotina) frente a
diferentes epitopos del fragmento Fc de la IgG2a. A dia 5, los niveles de expresion alcanzaron

una absorbancia maxima de 0,868 a 450 nm (Figura 49).

A
ELISA sandwich mPD-1H-Ig
SA-HPRO
anti-IgG2a.Fc-bio /
PD-1H.Ig2a.Fc / *
\

anti-IgG2a.Fc

I Sustrato
B

B mlIgG2a control
u Sobrenadante control

10 m Dia 3 post-transfeccion
£ 0.8 E Dia 4 post-transfeccion
e m Dia 5 post-transfeccién
T 0,6

-5 0,4

£0,2

=

S 0,0

2 Puro 1:2 1:4 Blanco (PBS)

Dilucién del sobrenadante de cultivo

Figura 49. Deteccion de la proteina soluble mPD-1H.Ig mediante ELISA sandwich. A.
Esquema del ensayo utilizado. B. Deteccion de la expresion de mPD-1H.Ig, en sobrenadantes
provenientes de la transfecciéon de células HEK293T, mediante ELISA sandwich utilizando
anticuerpos de captura y de deteccién, marcado con biotina, frente a dos epitopos distintos del
fragmento Fc de la IgG2a murina. La reaccion fue revelada con estreptavidina-HRPO (borseradish
peroxidase).
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En la Tabla 31, se indica la estimacién de la concentracion de proteina obtenida.

Tabla 31. Estimaciéon de la concentraciéon de proteina mPD-1H.Ig obtenida en los
sobrenadantes tras la transfeccion.

Estimacion de la concentracion de proteina mPD-1H.Ig (ug/ml)

“{:ﬁfggﬁg (ﬁﬁiﬁldje;lgvv; Dia 3 Dia 4 Dia 5
1,00 0,05 0,55 0,77 0,79
0,50 0,05 0,52 0,74 0,74
0,25 0,05 0,51 0,61 0,58
0,083 0,083 0,083 0,083 0,083

NOTA: Curva patron y = 1,0994x — 0,001; R?=0,997. Calculada a partir de concentraciones conocidas de
w'TL1a.lg, proteina recombinante control irrelevante.

Las construcciones genéticas generadas para la produccion de las proteinas solubles
mPD-1H.Ig y mPD-1H.COMP, junto con la construccién para producir flagmPD-
1H.AviTag (flag.PD-1H-bio) '**, se utilizaron para transfectar células HEK293T mediante
lipofectamina sembradas en placas de 15 cm de didmetro para obtener un volumen de
sobrenadante final de 150-300 ml. De manera previa, se determiné que a dia 5 post-
transfeccion se seguia produciendo proteina, por lo que los sobrenadantes se recogieron tras
incubarse durante 6 dias. Los sobrenadantes fueron separados de las células mediante
centrifugacion y, posteriormente, se filtraron antes de cargarlos y pasarlos por una columna
de cromatografia de afinidad de proteina G sefarosa o niquel agarosa para el caso de las
proteinas con la cola IgG2a.Fc o cola de histidinas, respectivamente. Utilizamos la columna
de inmunoafinidad con anticuerpos anti-flag M2, para las proteinas con la etiqueta flag. Las
proteinas eluidas se dializaron frente a PBS y se concentraron antes de cuantificarlas mediante
un espectrofotémetro nanodrop a 280 nm. Las proteinas fueron separadas y visualizadas en
un gel SDS-PAGE al 12%, el gel se transfirié a una membrana de nitrocelulosa sobre la que
identificamos las proteinas de interés mediante zzmunoblot. En condiciones reductoras, se
observo un peso molecular esperado aproximado de 51,2 kDa para mPD-1H.Ig, 25,3 kDa
para la flagmPD-1H.AviTag y 31,9 kDa para mPD.1H.COMP . En todos los casos, se
obtuvo la banda esperada, aunque se observaron fragmentaciones de las proteinas. En
condiciones no reductoras, se observaron diferentes bandas de peso molecular mayor al
esperado, que atribuimos a las distintas agregaciones o glicosilaciones que pueden sufrir las

proteinas (Figura 50).
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A
Produccion mPD-1H.Ig
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kDa NR R NR R NR R NR R NR R
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o reductor eductor

Figura 50. Electroforesis SDS-PAGE 12% e immunoblot de los tres formatos de proteina
recombinante de mPD-1H. A la izquierda, se muestra la tincién con azul de Coomassie de los
geles tras la electroforesis, y a la derecha, la confirmacion, por zmmunoblot, de la purificacién de las
proteinas recombinantes mPD-1H.Ig (A), FlagmPD-1H.AviTag (B) y mPD-1H.COMP (C),
utilizando anticuerpos biotinilados frente al fragmento Fc de la IgG2a, frente al tag Flag y frente
al tag c-Myc, respectivamente. La reaccién se revel6 utilizando estreptavidina-HRPO. Se cargaron
alicuotas de cada una de las fracciones del proceso de putificacién: cruda (FC), no adsorbida
(FNA), lavado (FL) y eluida, dializada y concentrada (FEDC), en condiciones no reductoras (NR)
y reductoras (R). Encuadradas en rojo se indican las bandas correspondientes a la conformacion
mas sencilla de las proteinas en condiciones reductoras.
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La proteina FlagmPD-1H.AviTag, fue producida también biotinilada (Flag.mPD-
1H-bio), gracias al péptido aceptor de biotina AviTag que incorpora. Este proceso de
biotinilacién metabdlica, fue posible mediante la co-transfeccién de linea HEK293T con la
construccion de expresion de Flag.mPD-1H.AviTag junto con el vector de expresion que
codifica para la proteina BirA ligasa. Esta enzima reconoce la secuencia AviTag y le afiade
moléculas de biotina presentes en el medio de cultivo. Mediante ELISA se comprobé la

correcta biotinilacion de la proteina producida (Figura 51).
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Figura 51. La proteina Flag.mPD-1H.AviTag-bio se biotinila correctamente por la proteina
BirA ligasa. A. Esquema del ensayo ELISA utilizado para comprobar la unién de la biotina a la
proteina recombinante. B. Las muestras de las proteinas recombinantes solubles, Flag.mPD-
1H.AviTag (control) y Flag.mPD-1H.AviTag-bio, se capturaron empleando un anticuerpo anti-
Flag M2 y se revelaron directamente con estreptavidina-HRPO. Como control negativo se utiliz6
PBS. La sefial proporcionada por la proteina biotinilada fue superior a la obtenida por la proteina
control sin biotinilar.

4.7.3 Las proteinas recombinantes solubles Flag.mPD-1H.AviTag y mPD-
1H.COMP inhiben la unién del anticuerpo comercial anti-mPD-1H-PE a células

transducidas con mPD-1H

La disponibilidad del anticuerpo anti mPD-1H-PE (clon MIH64, BD Biosciences)

permitié comprobar el correcto plegamiento conformacional de las proteinas mPD-1H.Ig,
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Flag. mPD-1H.AviTag y mPD-1H.COMP mediante ensayos de inhibicién del anticuerpo
frente a la linea celular transducida NIH-3T3-mPD-1H (clon 1D12). Las proteinas mPD-
1H.Ig (Figura 52), FlagmPD-1H.AviTag y mPD-1H.COMP (Figura 53) fueron
preincubadas con el anticuerpo anti-mPD-1H-PE (dilucién 1/400 del clon MIHG64) vy,
posteriormente, se incubaron con la linea transducida estable que expresa la proteina PD-1H
de membrana. De esta manera, si existe uniéon del anticuerpo anti-PD-1H a la proteina
soluble mPD-1H, éste no puede reconocer la proteina de membrana PD-1H. Se confirmé el
reconocimiento de las proteinas solubles por parte del anticuerpo, demostrando el correcto
plegamiento, sin pérdida de la configuracion nativa, y conservacion del epitopo reconocido
por el anticuerpo anti-mPD-1H para las proteinas Flag.mPD-1H.AviTag y mPD-1H.COMP.
Mientras que, para la proteina recombinante mPD-1H.Ig, la inhibicién del anticuerpo anti
PD-1H-PE no fue completa, por lo que parte del epitopo reconocido por este anticuerpo
podria haberse alterado en este tipo de conformacién dimérica.
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Figura 52. La proteina recombinante soluble mPD-1H.Ig inhibe parcialmente la unién del
anticuerpo anti mPD-1H -PE (clon MIHG64). La cantidad de 5 pg de proteina recombinante
soluble mPD-1H.Ig no fue suficiente para lograr la inhibicion de la unién del anticuerpo anti PD-
1H-PE a células NIH-3T3 transducidas con PD-1H. En gris, indica el isotipo PE y, la linea azul,
indica la unién del anticuerpo anti-mPD-1H-PE.
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Figura 53. Las proteinas recombinantes solubles Flag.mPD-1H.AviTag y mPD-
1H.COMP inhiben la unién del anticuerpo anti-mPD-1H-PE (clon MIHG64). La inhibicién
total de la unién del anticuerpo anti PD-1H-PE a células NIH-3T3 transducidas con PD-1H (clon
1D12) se alcanzé con 1,25 ug de proteina recombinante soluble FlagmPD-1H.AviTag y 1,25 ug
de proteina recombinante soluble mPD-1H.COMP. Sombreado en gris, se indica el isotipo PE vy,
la linea roja, indica la unién del anticuerpo anti-mPD-1H-PE.
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4.7.4 Generacion de linea celular de expresion estable de la proteina recombinante

soluble mPD-1H.Ig

Para la generacion de la linea celular de expresion estable de la proteina PD-1H.Ig se
utiliz6 la linea celular CHO (SACE). Esta linea celular, se transfecté de manera transitoria
por lipofeccion con la construccion pSecTag2-PD-1H.IgG2a-HygroB. Este vector confiere
a las células que lo integran resistencia a higromicina B, antibiético utilizado para seleccionar
los transfectantes estables que integraran el vector en el ADN celular. Tras la seleccion, se
llevé a cabo un clonaje por dilucién limite y se comprobd, por ELISA sandwich, la

produccion de la protefna soluble secretada al medio de cultivo (Figura 54).
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Figura 54. Deteccion de la proteina recombinante soluble mPD-1H.Ig. Deteccién de la
proteina recombinante soluble mPD-1H.Ig en sobrenadantes de células CHO, transfectadas con
la construccién pSecTag2-mPD-1H-IgG2a-HygroB, por ELISA sandwich. Encuadrados en azul,
se indican los clones seleccionados. La proteina fue capturada y detectada utilizando anticuerpos
contra dos epitopos distintos del fragmento Fc de la IgG2a murina y el anticuerpo secundario
marcado con biotina se revel6 con estreptavidina unida a HRPO.

4.7.5 Determinacion de la interaccion de mPD-1H.Ig y mPD-1H.COMP a mVSIG3

de membrana por citometria de flujo

Una vez comprobado que la proteina soluble VSIG3.Ig no interaccionaba de manera
detectable con la linea celular que expresaba PD-1H de membrana, se analiz6 sila interaccion
se producia en el sentido contrario. Para ello, se utiliz6 una linea NIH-3T3-transducida para
expresar Flag.VSIG3 en la membrana y las protefnas solubles de PD-1H. En este
experimento, tampoco se detectd interaccion especifica alguna por citometria de flujo. Sin
embargo, a pH 6 se observé unién de la proteina mPD-1H.COMP a la linea celular control,
aunque también a la linea transducida con la proteina recombinante de membrana VSIG3,

lo que sugeria la existencia de una interacciéon inespecifica (Figura 55).
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Figura 55. Las distintas variantes recombinantes de mPD-1H soluble no aumentan la
afinidad de union detectable por mVSIG3 de membrana en citometria de flujo. Se incubaron
las proteinas recombinantes solubles mPD-1H.Ig y mPD-1H.COMP con las lineas celulares NIH-
3T3 (control) y NIH-3T3-Flag. VSIG3-IRES-GFP sin detectarse interaccion por citometria de flujo.
Para detectar la unién de las proteinas solubles de mPD-1H a mVSIG3 de membrana, se utiliz6 un
anticuerpo biotinilado frente al fragmento Fc de la mIgG2a y un anticuerpo biotinilado frente al tag
c-Myec. La reaccién se reveld con estreptavidina-PE. Sombreado en gris, se indica el control de SA-
PE; en rojo, el anticuerpo monoclonal biotinilado rata anti-ratén I1gGG2a, y en verde, el anticuerpo
monoclonal ratén anti-c-Myc biotinilado. Se muestran datos de un experimento.

4.8 Las proteinas recombinantes solubles mPD-1H.IgG2a y mPD-
1H.COMP no muestran afinidad detectable por mPSGL-1 de membrana

en citometria de flujo

Para la expresion de mPSGL-1 de membrana, se utilizé la linea celular HEK293T

que se transfecté con el plasmido que contiene el gen que codifica para la proteina de
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membrana mPSGL-1 clonado en el vector de expresion eucariota pCMV-SPORT. Se utiliz6
el método de la lipofeccion para la expresion transitoria de la proteina en células sembradas
en placas de 6 pocillos. Para el ensay6é de unioén, se utilizaron las proteinas recombinantes
soluble mPD-1H.Ig y mPD-1H.COMP que se incubaron con la linea celular HEK293T a las
24 horas de la transfeccion para la expresion de la proteina recombinante de membrana
mPSGL-1 a distintos puntos de pH. Se observaron uniones inespecificas de las proteinas
recombinantes solubles a la linea celular HEK293T sin transfectar, que aumentaron en
intensidad segun disminufa el pH. La unién observada de mPD-1H.COMP a la linea
HEK293T-PSGL-1, no se reprodujo con la proteina mPD-1H.Ig, con la que comparte la
region extracelular de mPD-1H. La bajada de pH del bufer durante la incubacién, induce una
unioén inespecifica de las proteinas solubles de PD-1H a la linea control sin transfectar y a la
linea transfectada con mPSGL-1 de membrana (Figura 56).
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Figura 56. Interaccion inespecifica entre las proteinas solubles de mPD-1H y la proteina
de membrana mPSGL-1. Se incubaron las proteinas mPD-1H.Ig y mPD-1H.COMP con las
lineas celulares HEK293T y HEK293T-PSGL-1, observandose uniones inespecificas por
citometria de flujo. Para detectar la unién de las proteinas se utilizé un anticuerpo biotinilado frente
al fragmento Fc de la IgG2a murina o frente al tag c-Myc, y la reaccion se reveld con estreptavidina-
PE. En gris, se indica el isotipo control, anticuerpo rata IgG2a marcado con PE; en azul, el
anticuerpo monoclonal biotinilado rata anti-ratén IgGG2a.Fc y, en rojo, el anticuerpo anti-c-Myc
biotinilado. Se muestran los datos representativos de dos experimentos independientes.

4.9 Las proteinas recombinantes solubles Flag.mPD-1H.AviTag y
mPD-1H.COMP no interaccionan en ELISA con los ort6logos murinos

de los posibles ligandos de PD-1H humano

Dos proteinas de la familia VSIG, VSIG3 y VSIGS, han sido descritas como ligandos
de PD-1H en la especie humana. Ia disponibilidad de la proteina recombinante soluble
mVSIG9.Ig (mTIGIT.Ig), desarrollada en el laboratorio mediante la fusién del dominio
extracelular de mTIGIT y el fragmento Fc de la proteina IgG2a murina resultado del Trabajo
Fin de Grado de la graduada Rebeca Gutiérrez Cozar, nos permitié comprobar si otro

¥ En un

miembro de esta familia podria interaccionar con PD-1H en la especie murina
primer paso, la proteina fue separada y visualizada en un gel SDS-PAGE al 8%. El gel se
transfirié, posteriormente, a una membrana de nitrocelulosa sobre la que se identificé la
proteina recombinante soluble mTIGIT.Ig mediante zzmunoblot. En condiciones reductoras,

se observé un peso molecular esperado aproximado de 49,2 kDa. En condiciones no

reductoras, se observé un rastro de bandas de peso molecular mayor al esperado, que pueden
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ser atribuidas a los diferentes patrones de glicosilacién o grados de agregacion que sufren las

proteinas (Figura 57).

Produccion mTIGIT.Ig
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Figura 57. Comprobacion de la produccién de TIGIT.Ig. A la izquierda, se muestra la tinciéon
con azul de Coomassie del gel SDS-PAGE 8% vy, a la derecha de la figura, se muestra la
confirmacién de la proteina recombinante por immunoblot. Para el immunoblot, se utilizé6 un
anticuerpo biotinilado frente al fragmento Fc de la IgG2a, revelando la reaccién utilizando
estreptavidina-HRPO Se cargd una muestra de la proteina recombinante eluida, dializada y
concentrada, en condiciones no reductoras y reductoras.

Tras producir las proteinas recombinantes solubles Flag.mPD-1H.AviTag-bio y
mPD-1H.COMP, ademas de los posibles ligandos de PD-1H a partir de las construcciones
genéticas generadas, se llevaron a cabo ensayos de tipo ELISA para analizar la interaccién
entre las mismas. Sobre la placa se inmovilizé bien el ligando o bien el receptor y, a

continuacién, se afiadieron las diferentes protefnas a estudiar sin detectarse interaccion

alguna entre PD-1H y sus posibles ligandos (Figura 58).

118



Resultados

Ensayos de union W anti c-Myc
m PBS

1,6
’g 1,4 mgG2a
[
8 1,2 ETIGIT.Ig
10 mVSIG3.Ig
©
508 '
2 VSIG8.lg transcrito 1
06 ‘
= VSIG8.1g transcrito 2
204
202

0,0

mPD-1H.COMP.c-Myc
1

09 B PD-1H-bio-SA-HRPO
€ o:s B Isotipo bio-SA-HRPO
S 07 PBS-SA-HRPO
wn
= 0,6
§ 0,5
© 0,4
0
50,3
802
< ’

AT T

0

VSIG3.lg  VSIG8.IgT1 VSIG8.IgT2 PSGL-1.lg lgG2a

Figura 58. No se detecta interaccion entre las proteinas solubles de PD-1H y sus posibles
ligandos por ELISA. Para la deteccién de la interaccién entre los posibles ligandos con
PD.1H.COMP, parte superior, se inmovilizé sobre la placa de ELISA la proteina PD-1H-COMP
y sobre ésta, se incubaron las distintas protefnas recombinantes solubles susceptibles de
interaccionar con PD-1H. En el caso de la interacciéon con FlagmPD-1H-bio, parte inferior, se
inmovilizaron 2 pg/ml de cada uno de los posibles ligandos o PBS sobre la placa y, sobre ellas, se
incubaron 3 pg/ml de PD-1H-bio, isotipo bio o PBS. Para detectar la unién de los posibles
ligandos solubles de PD-1H se utilizé un anticuerpo marcado con biotina frente al fragmento Fc
de la IgG2a murina. La reaccion fue revelada con estreptavidina-HRPO.

4.10 La proteina soluble Flag.mPD-1H-bio detecta la expresion del
ligando en linfocitos T CD4

La proteina Flag.mPD-1H.AviTag biotinilada (PD-1H-bio) detecté un posible
ligando especifico en células T CD4, tras tefiir suspensiones celulares de bazos y nédulos
linfiticos periféricos obtenidos de ratones Balb/c y ratones B6 (Figura 59). Una vez
establecida la unién de la proteina recombinante PD-1H-bio a las células T CD4, se
comprobé que el nivel de unién de la misma no varié en células obtenidas de bazo de ratones
B6 estimuladas policlonalmente 48 horas con ConA o con anti-CD3 mas anti-CD28 (Figura
60).
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Figura 59. Union de la proteina Flag.mPD-1H.AviTag a células T CD4, CDS8, B220 y
CD11b de ratones Balb/c (A) y B6 (B). Se¢ detecté la unién especifica de la proteina
recombinante (2 pg) a células T CD4 de bazo y nédulos linfaticos periféricos, pero no a células B,
CD8 o CD11b de ratones Balb/c y B6. Se muestran datos representativos de tres expetimentos
independientes.
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Figura 60. La unién de proteina Flag.mPD-1H.AviTag a células T CD4 no aumenta con
la activacion. La unién de la proteina a las células T CD4, obtenidas de ratones B6, no aumenta
con la estimulacién durante 48 h con ConA (5 ug/ml), ni con ant-CD3 (2 pg/ml) junto a anti-
CD28 (2 pg/ml). Se muestran datos representativos de tres experimentos independientes.

A continuacién, se analiz6 la unién de la proteina Flag.mPD-1H.AviTag-bio en
timocitos, obtenidos de ratones Balb/c, para comprobar si el ligando de mPD-1H se
expresaba en timocitos inmaduros en los distintos estadios de diferenciacion timica, sin que
se observase interaccion alguna detectable (Figuras 61). La ausencia de unién detectable de
Flag. mPD-1H.AviTag-bio en el timo, sugiere que la expresion del receptor de mPD-1H
podria depender del estado de maduracion de las células T CD4.
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Figura 61. Unién no detectable de la proteina Flag.mPD-1H.AviTag a timocitos. No se
detectd la unién de la proteina recombinante (2 pg) a células T del timo de ratén Balb/c. DP, doble
positivo para CD4 y CD8; DN, doble negativo para CD4 y CD8; CD4 SP, positivo simple CD4;
CD8, positivo simple CD8. Se muestran datos de un experimento.

Ante la ausencia de interaccion de la proteina Flag.mPD-1H.AviTag-bio y la baja
expresion de PD-1H en timocitos murinos, se procedié a comprobar si en la linea celular de

timoma murino EL-4 se observaba el mismo resultado. En este caso, no se detectd la union

de la proteina recombinante de PD-1H, ni la expresién de este receptor (Figura 62).

aPD-1H Flag.mPD-1H.AviTag-bio
1 2
] Isotipo PE ] HE ] HE
é [[] anti PD-1H-PE . . Isotipo PE
] [ SA-PE
anti PD-1H-PE

Flag.mPD-1H.AviTag bio + PE

Figura 62. Ausencia de unién detectable de la proteina Flag.mPD-1H.AviTag-bio a la linea
celular EL-4 que no expresa PD-1H. A la izquierda, se observa que la linea celular de timoma
EL-4 PD-1H y, a la derecha, que a las cantidades utilizadas de 1y 2 pg de proteina recombinante
biotinilada Flag.mPD-1H.AviTag no se detecta unién a la linea celular de timoma EL-4. Se
muestran datos representativos de dos experimentos independientes
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5 Discusion

En este trabajo, hemos analizado las interacciones ligando/receptor entre la proteina
murina PD-1H, uno de los dltimos immune checkpoints descubiertos, y las proteinas VSIG3,
VSIG8 y PSGL-1, recientemente propuestas como ligandos de PD-1H en la especie humana.
Los experimentos realizados fueron llevados a cabo con el objetivo de aumentar el
conocimiento que se tiene de la via de sefalizacién dirigida por PD-1H. A partir de la
generacion de las proteinas solubles recombinantes y de membrana de las moléculas
mencionadas, estudiamos mediante ensayos ligando/receptor posibles interacciones entre las
mismas. Los datos presentados muestran (a) la correcta generacién conformacional de tres
proteinas recombinantes solubles de PD-1H murino (mono, di y pentamérica), (b) la ausencia
de interaccién entre los ortélogos murinos de VSIG3, VSIG8 y PSGL-1 con la proteina
murina PD-1H bajo las condiciones experimentales probadas, y, (c) la identificacién de un
posible ligando con afinidad por PD-1H, que se expresa unicamente en células T CD4

murinas, en ratones Balb/c y B6.

5.1 Relevancia bioldgica y clinica de los immune checkpoints

Los immmune checkpoints son moléculas que regulan positiva o negativamente el curso
de la respuesta inmunitaria, ayudando a mantener la homeostasis y colaborando en la
eliminacién de amenazas externas, evitando reacciones no deseadas contra tejidos sanos'™.
Los avances en la comprension de las vias coinhibidoras de células T, han hecho resurgir la
inmunoterapia con el desarrollo de nuevos medicamentos efectivos para el tratamiento frente
al cancer, las enfermedades autoinmunes e infecciosas y el rechazo de trasplantes®. En este
sentido, las caracteristicas distintivas de PD-1H en cuanto a su patrén de expresion,
restringido a células hematopoyéticas, y su estructura, hacen de PD-1H una molécula tnica
que puede ofrecer nuevas posibilidades para la mejora de los tratamientos frente a estas
enfermedades. La expresion de PD-1H en muchos tumores (carcinomas y tumores de origen
epitelial), nos ha hecho pensar que esta molécula, mas que como receptor, podria
comportarse como ligando coinhibidor de un potencial receptor presente en los linfocitos T

CD4.

En concreto, en la inmunoterapia antitumoral, donde el bloqueo de zmmzune checkpoints
mediante anticuerpos monoclonales se ha convertido en la principal herramienta™?*. Debido
a su modo de accidn, los receptores coinhibidores pueden servir a las células cancerosas

como via de escape al control del sistema inmunitario'.
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El patron de expresion de PD-1H, esta restringido a células hematopoyéticas, ya sean
de origen mieloide o linfoide, a excepcion de las células B y las células NK, en las que no se
ha detectado expresién alguna. Su mayor expresion, se localiza en las células de origen
mieloide entre las que se encuentran los macréfagos y las células dendriticas®. En su
descubrimiento, esta caracteristica llevd a pensar que podria desempefiar un papel en la
regulacion del sistema inmunitario, como asi se confirmé miés tarde®. Los estudios que se
llevaron a cabo sobre esta molécula, con células y proteinas de origen murino y de origen
humano, demostraron que se trataba de un receptor coinhibidor de las respuestas
inmunitarias mediadas por células T. Los experimentos en los que se usaban proteinas
recombinantes solubles de PD-1H, o anticuerpos con accién agonista frente a la molécula,
llevaban a la inhibicién de la proliferacion de las células T'y a la disminucién de la producciéon
de citoquinas implicadas en la activacién de las mismas®. De igual modo, el empleo de
ratones y células KO para PD-1H, daba lugar a una alteracion de las respuestas inmunitarias,
observiandose una activacion espontinea de las células T%. Todas estas evidencias, ademas
de confirmar el papel coinhibidor del receptor PD-1H, refutaron la idea de que PD-1H
poseia un papel funcional dual, pudiendo actuar como ligando y como receptor. ya que tanto
la estimulacién de PD-1H en células mieloides como en células T conduce a la inhibicién de
la actividad de las células T'. Pese al conocimiento que se acumula del papel coinhibidor de
PD-1H, sigue sin encontrarse un ligando concreto que nos permita conocer la via de
seflalizacion que dirigirfa PD-1H. Hasta ahora, solo se han postulado tres posibles candidatos
a ligando de PD-1H, pero que parecen depender mucho del contexto en el que se

encuentran’’®

. Por ejemplo, en el microambiente tumoral, donde el pH es mas acido y hay
zonas donde no llega el oxigeno produciéndose hipoxia, la expresion de PD-1H aumenta
inducida por HIF, y la protonaciéon de sus histidinas podria modificar la capacidad de la

molécula para interaccionar con posibles ligandos%’%.

A diferencia de otras vias bien caracterizadas, como las dirigidas por la interaccién
PD-1/PD-L1 o CD28/CTLA-1/CD80/CD86, el desconocimiento sobre el ligando de PD-
1H, lleva a que solo sea posible establecer hipotesis que traten de explicar cémo se produce
la transmision de sefiales a través de esta molécula coinhibidora. Se cree que PD-1H podria
interrumpir la cascada de sefalizacién positiva transmitida por el complejo CD3-TCR a
través de desfosforilaciones de los mediadores que intervienen en la activacion de las células
T, posiblemente por la activacion de fosfatasas que son reclutadas a través de proteinas
adaptadoras a la cola citoplasmatica de PD-1H, carente de motivos ITIM o ITSM®. En el

caso de la via mediada por PD-1/PD-L1, la trasmision de sefiales para atenuar la activacion
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de las células T es a través de los clasicos motivos de inhibicion I'TIM e ITSM**. En cambio,
los mecanismos empleados por CTLA-4, son mucho mas diversos, incluyendo mecanismos
intrinsecos y extrinsecos, siendo la competicién por CD28 por la unién a CD80/86, su

mecanismo principal®.

Ademas de sus diferentes mecanismos de accion, los patrones de expresion que
tienen estas moléculas, CTLA-4, PD-1 y PD-1H, influyen en el destino de la respuesta
inmunitaria antitumoral, condicionando la eleccion de los tratamientos antitumorales con el
objetivo de lograr la mayor eficacia terapéutica posible, mitigando los efectos secundarios de

dano tisular en la mayor medida posible 135

. En el caso de CTLA-4, altos niveles de expresion
se correlacionan con una disminucion de la activacion de las células T, principalmente en los
nédulos linfaticos, pero también en los tejidos periféricos. Ademas, la expresion de CTLA-4

en las células Treg es crucial para mantener la tolerancia sistémica'™*

. Por lo que en el bloqueo
de la interacciéon de CTLLA-4 con sus ligandos, mediante el uso de anticuerpos monoclonales,
los efectos secundarios al tratamiento son mas severos que en el caso del bloqueo de otros
receptores coinhibidores®. Por otro lado, la accién inhibidora de PD-1 se produce
principalmente en los tejidos periféricos, ya que su expresion se induce en células T y células
B, tras su activacion y, concretamente, en su fase efectora. Los ligandos de PD-1, PD-L1 y
PD-1.2, a pesar de expresarse de manera constitutiva a niveles basales en ciertos tejidos,

134 En este

también aumentan significativamente su expresion tras estimulos inflamatorios
sentido, el bloqueo del ligando de PD-1, PD-L1, ha demostrado ser muy efectivo en ensayos
clinicos. Sin embargo, su eficacia depende de su expresion en el tumor o en el microambiente

tumoral'®

. No obstante, debe usarse con precauciéon con mujeres embarazadas, ya que PD-
L1 se expresa trofoblastos y su bloqueo podria desencadenar efectos secundarios no
deseados'. Teniendo en cuenta las limitaciones e inconvenientes que se derivan de las
terapias basadas en el uso de los anticuerpos monoclonales anti-CTLA-4, anti-PD-1 o anti-
PD-L1, receptores coinhibidores como PD-1H, que se expresa tanto en células mieloides
como células linfoides infiltrantes de tumores, podrian ser una alternativa més segura®. De
hecho, por su capacidad para funcionar como ligando y receptor, PD-1H podria ofrecer una

regulacion inmunitaria mas fuerte que otros immune checkpoints'.

Ademas, en las terapias combinadas, es importante elegir adecuadamente la
combinacién de anticuerpos monoclonales bloqueantes de receptores coinhibidores, ya que
las respuestas que se obtienen son diferentes”. Esto se hace patente, al observar como el

bloqueo combinado de PD-1H con CTLA-4 es mas eficaz, que el bloqueo de PD-1H con
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PD-1, y conduce a una mejor repuesta frente al tumor en un modelo celular de carcinoma
de células escamosas. Un tumor, que se caracteriza por el elevado numero de célula Treg que
se localizan en el microambiente tumoral'”. Los tumortes ctean un ambiente inmunosuptesor
a su alrededor, atrayendo a células Treg y células mieloides supresoras, que muchas veces
expresan ligandos para receptores coinhibidores. A veces, el propio tumor, o el
microambiente tumoral, también expresa los ligandos de receptores coinhibidores. Lograr el
equilibrio entre la potencia de los efectos antitumorales y la gravedad de los efectos
secundarios asociados al tratamiento con anticuerpos monoclonales bloqueantes de

receptores coinhibidores, es uno de los mayores retos de la modulacién inmunitaria'*.

5.2 PD-1H, un immune checkpoint con caracteristicas iinicas

PD-1H es un regulador de las funciones de las células T, recientemente identificado,
con potencial como diana en la terapia antitumoral, asi como en otras enfermedades

inflamatorias®>®.

Existen gran controversia entre los dos grupos que han descubierto la molécula PD-
1H, acerca de si se trata de un receptor o ligando, o podria desempenar una funciéon dual con
transmision de sefiales bidireccional., debido a sus caracteristicas estructurales dnicas. Wang
et al. (2011) sugieren que PD-1H serfa un ligando, mientras que Flies et al. (2011) afirman

que podria comportarse también como receptor®®

. Ambas suposiciones son aceptables,
considerando que a diferencia de los ligandos de la familia B7, que poseen un dominio IgV
y un dominio IgC, PD-1H tiene un solo dominio IgV en su regién extracelular, lo que se
relaciona mas con las proteinas de esta familia que actian como receptores. Sin embargo, los
analisis filogenéticos comparando la secuencia de aminoacidos de PD-1H con la de varios
miembros de la familia B7, establecen que la molécula presenta una mayor homologia con el
ligando PD-L1. Por tanto, este debate persiste y la identificaciéon de la pareja de interaccién

con PD-1H es la tnica via abierta, capaz de dar nueva luz y mejorar nuestro conocimiento

de cémo aprovechar esta interacciéon desde un punto de vista terapéutico.

Recientemente, se han publicado dos articulos que han arrojado luz sobre la
estructura de PD-1H, en los que se establecen una serie de caracteristicas unicas y
diferenciales respecto al resto de miembros de su familia. Mediante la cristalizaciéon de la
proteina, tras la eliminacién de las glicosilaciones, y el empleo de herramientas
bioinformaticas, describen la estructura de PD-1H que permite dilucidar su funcion

coinhibidora de la respuesta inmunitaria mediada por células T™™. En la secuencia de
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aminoacidos de PD-1H, se observan seis residuos de cisteina conservados entre especies,
cuatro de los cuales son tnicos en la familia B7, con la capacidad de formar tres puentes
disulfuro®’”. Wang et al. (2011), sugirieron la posibilidad de que los cuatro residuos de
cisteina tnicos que presenta PD-1H en su dominio extracelular, pudieran formar puentes
intramoleculares, participando en el plegamiento de la molécula, o puentes intermoleculares,
para configurarse en forma dimérica. Alternativamente, también propusieron la posibilidad
de que se combinara la formacion de un puente disulfuro intramolecular y dos

75 Con la nueva

intermoleculares, presentando un patréon de puentes disulfuro dnico
informacién disponible acerca de la estructura de PD-1H, esos residuos de cisteina formarian
dos puentes disulfuro intramoleculares que ayudarian a consolidar el plegamiento de la
proteina, lo que contrasta con informaciones previas en las que PD-1H conformaria un
dimero por la formacién de puentes intermoleculares™>*. Esta no es la tnica diferencia que
podemos encontrar en la estructura de PD-1H, con respecto al resto de miembros de la
familia B7. Entre otras diferencias, podemos destacar, en primer lugar, la estructura de su
dominio IgV, que la engloba dentro de la IgSF y que consta de diez cadenas beta y tres hélices
alfa que se disponen en forma de sandwich beta, a diferencia del plegamiento tipico de la
familia B7, que comprende un dominio IgV con nueve cadenas beta y un dominio constante
de inmunoglobulina (IgC) con siete cadenas beta®’>”. El dominio IgC, se localizatia préximo
a la membrana, mientras que el dominio IgV serfa distal y responsable de la interaccién con
su receptor. En segundo lugar, PD-1H contiene una hélice adicional, que puede estar
involucrada en la interaccién con otras moléculas. En tercer lugar, posee un /logp de mayor
tamafio entre las cadenas C y C, que no tiene correspondencia con ninguna estructura de la
familia B7”. Por ultimo, PD-1H posee un porcentaje conservado y considerablemente alto
de residuos de histidina en su region extracelular, que pueden ser importantes a la hora de
entender como ejerce su funcion. Por la localizacion, en la region equivalente a la del CDR3
presente en los dominios variables del BCR y TCR implicados en el contacto con el antigeno,
este grupo de histidinas, tres en la proteina humana y dos en la murina, podrian estar

involucradas en la directa interaccién con su ligando™.

Las histidinas son aminoacidos que a pH fisiolégico (7,4) se encuentran
desprotonadas, pero que pueden protonarse cuando el pH se torna acido. Slater y sus
colaboradores (2020), proponen en su articulo la posibilidad de que PD-1H puede tener una
sensibilidad particular al pH, de manera que en funcién del pH, la expresion o la capacidad
de interaccion de PD-1H con otras moléculas, podria variar”. Esta caracteristica conservada

en la proteina murina, junto con la inusual orientacién de la proteina en la membrana,
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probablemente debida a la cadena beta extra que posee y a la formaciéon de los puentes
disulfuro extra, podrian ser determinantes en la capacidad de interacciéon de PD-1H con otras
moléculas™”. Una publicacién reciente, apoya la idea que sugiere que el pH podria ser un
factor determinante a la hora de identificar los posibles ligandos de PD-1H". Johnston y
colaboradores (2019), en su estudio postulan a PD-1H como ligando de PSGL-1 a pH

, - 96.9 9
aC1d0)6’)7’13).

5.3 Oligomerizacion y conformacion de las proteinas de fusion de PD-

1H

En los estudios de interaccion y funcion de proteinas, esta ampliamente extendido el
uso de proteinas de fusién multiméricas. LLa oligomerizacion puede aumentar la eficiencia de
los procesos de senalizacion, ayudar a estabilizar y proteger a las proteinas de la accién de
proteasas y puede amplificar las afinidades de las proteinas por sus ligandos, aumentando la

avidez de la interacciéon'®.

La fusién de los dominios extracelulares de las proteinas a los dominios Fc de las Ig
es una estrategia ampliamente empleada para facilitar el estudio de las mismas, mejorando su
actividad a través de la dimerizacién, ya que la estructura de las Ig, en el caso de las IgG, el
fragmento Fc permite el establecimiento de puentes disulfuro "**'*!. Pero en nuestro caso, la
imposibilidad de evidenciar interacciones productivas entre PD-1H y sus posibles ligandos,
descritos en la especie humana, nos llevé a preguntarnos si era debido a la avidez insuficiente
de la proteina dimérica, PD-1H.Ig, por su receptor. Encontramos una posible solucién
observando los resultados obtenidos por Voulgaraki y sus colaboradores (2005), en los que
demostraban como la pentamerizacién de la proteina murina CD200, incrementaba la avidez
de la interaccion a través de domino COMP y permitia detectar mejor la débil unién con su

receptor (KD = 1 uM), frente a la trimerizacién de la mima'*

. La proteina COMP, es un
péptido de unos 44 aminoacidos que permite la pentamerizacion espontanea formando un
haz de cinco hélices a, orientadas de forma paralela y estabilizadas por la formacién de

puentes disulfuro'®’

. Ademas, el empleo de este dominio para generar estas moléculas de
fusion pentaméricas, pueden tener una ventaja frente aquellas fusionadas con los fragmentos
Fc de las inmunoglobulinas a la hora de estudiar las interacciones con proteinas de

superficie'*.

Esta estrategia fue seguida en una publicacion reciente, en la que fusionaron el

dominio IgV de PD-1H humano al dominio de pentamerizacion COMP. Esta fusiéon PD-
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1H.COMP, suprimia la proliferacion y la liberacién de citoquinas de las células T expuesta a
estimulos policlonales 7z vitro y atenuaban las respuestas inflamatorias en modelos murinos
de hepatitis y enfermedad injerto frente a huésped, mejorando las respuestas obtenidas con
PD-1H.Ig"*. A través de sus experimentos, llegaron a la conclusion de que la capacidad de
PD-1H para interaccionar con su receptor dependia del nivel de oligomerizaciéon de la

mismal*,

Siguiendo la metodologia utilizada en este articulo, generamos la proteina
pentamérica PD-1H.COMP, que fue capaz de inhibir la unién del anticuerpo anti PD-1H
(clon MIHG64) a células NIH-3T3 que expresaban PD-1H en la superficie a una
concentraciéon menor a la necesitada de PD-1H.Ig, para observar el mismo efecto. A pesar

de la correcta conformacion de la proteina multimérica, no pudimos detectar interacciéon con

sus posibles ligandos.

5.4 Posibles ligandos de PD-1H: VSIG3, VSIGS8 y PSGL-1

Hasta la fecha, tres son los posibles ligandos identificados de PD-1H en la especie
humana, VSIG3, VSIG8 y PSGL-1. Los dos primeros pertenecen a la familia VSIG (17-Sez
And  Immunoglobulin - Domain Containing), familia del recientemente identificado immune
checkpoint TIGIT (VSIGY), mientras que PSGL-1 es una molécula de adhesion perteneciente

a la familia de las mucinas®.

Los miembros de la familia VSIG, perteneciente a la IgSF, se caracterizan por poseer
dos dominios de tipo Ig en su regién extracelular, que pueden ser IgV-IgC, o IgV-IgV,
encontrandose diferencias entre las especies humana y murina™. Varias de las proteinas de
esta familia, VSIG1, VSIG3, VSIG4, VSIGS8 y VSIGY, han sido reconocidos como
coinhibidores de la respuesta inmunitaria de células T, por lo que estan en el punto de mira
como posibles dianas en la inmunoterapia antitumoral®>”*~'"*, El primero de los miembros
de esta familia relacionado con hPD-1H fue hVSIG3, una proteina transmembrana que se
expresa principalmente en los testiculos y el cerebro, pero cuya expresion en tejido linfoide

aun no ha sido descrita’"!#>!14

. La interaccion entre hPD-1H y hVSIG3, se determiné
mediante ensayos de tipo ELISA, que permiten tanto cuantificar la cantidad de proteina
existente en una determinada solucién como detectar la interaccién entre proteinas, y se
confirmé por SPR (resonancia de plasma de superficie), pero las dificultades encontradas por
distintos grupos de investigadores de visualizar estd interacciéon empleando otros sistemas de
estudio lleva a pensar en si realmente esta interaccion tiene relevancia bioldgica™””"". Por
otro lado se encuentra VSIGS8, una proteina de membrana que se expresa en el foliculo piloso

1147

y en las capas superficiales de la matriz ungueal y del epitelio oral*’. A pesar de que haya sido
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registrado bajo una patente estadounidense (WO2016090347 Al), no hay mucha
informacién disponible que apoye a hVSIG8 como ligando de hPD-1H. El grupo de Yang
etal. (2017), que determind la interaccion hVSIG3-hPD-1H, no encontré relacién con otros

miembros de la familia VSIG, incluido VSIG&”'.

Mientras que VSIG3 y VSIGS tienen un patrén de expresion muy restringido y no
descrito en tejido linfoide, PSGL-1 se expresa principalmente en las células linfoides y

mieloides, incluidas las plaquetas'”

. Aunque se sabe que PSGL-1 regula principalmente la
migracion celular, debido a su capacidad de sefalizacion, también actia como un potente
coinhibidor de la funcién de las células T'”. PSGL-1 es una proteina cargada negativamente,
que en condiciones de pH acido interacciona con PD-1H, ya que en estas condiciones, las
histidinas presentes en el dominio IgV de PD-1H estan cargadas positivamente permitiendo
la unién™”,

Las tres moléculas, VSIG3, VSIG8 y PSGL-1, en cuanto a estructura y funcién,
parecen estar reguladas de manera similar entre especies. En cuanto a las dos primeras,
presentan una gran homologia entre la especie humana y murina a nivel de la region
extracelular, un 88% en ambos casos”'””. PSGI.-1 conserva el sitio central de O-glicosilacion
y el dominio tipo mucina. Sin embargo, existen repeticiones decaméricas y polimorfismos

variables entre especies'”

. Pese a que en los ratones no se ha descrito la interaccion de PD-
1H con estas proteinas, dada la conservacion de los dominios que intervienen en la unién
con otras moléculas, se podria pensar que esta relacién podria extrapolarse a esta especie, lo
que serfa de enorme interés para poder ser utilizado como modelo preclinico valido de

enfermedad.

Pese a los resultados obtenidos por Prodeus et al. (2017) con las proteinas humanas
en las que observaron un aumento de la afinidad entre PD-1H y VSIG3 (Kp de 1,3 pM a
0,024 uM) al pentamerizar la primera, en nuestros ensayos, hemos sido incapaces de
visualizar esta unioén con las proteinas ortélogas murinas, al menos en ELISA y citometria
de flujo'**. A pesar de que la citometria de flujo, a diferencia de las técnicas ELISA y SPR,
permite analizar las interacciones empleando células intactas, es muy posible que la afinidad
de interaccion de las proteinas estudiadas se encuentre por debajo del limite de deteccion de
la técnica. Ademis, la expresion de VSIG3, es indetectable en los compartimentos
hematopoyéticos, por lo que se desconoce la importancia biolégica que podria desempenar
esta interacciéon’. En cuanto a las uniones inespecificas que hemos observado en los ensayos

de unién en citometria de flujo, podrian deberse a proteoglicanos de heparan sulfato
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presentes en la membrana de las lineas celulares empleadas, que la dotan de cargas negativas
que interaccionarfan con las histidinas protonadas de mPD-1H. La protonacién es una
modificacién importante, que puede cambiar el resultado de la interaccion ligando/receptor

y, por lo tanto, el destino de la respuesta inmunitaria’.

En los experimentos llevados a cabo en nuestro laboratorio, no hemos podido
reproducir estas interacciones empleando los ortélogos murinos de las proteinas VSIG3,
VSIGS, PD-1H y PSGL-1, bajo las condiciones empleadas. Pese a la homologia entre los
ortélogos, siendo de un 85,6% para el caso de PD-1H, la capacidad de esta proteina de
interaccionar con otras moléculas podria estar enmascarada por los patrones de glicosilacién
y las condiciones particulares de pH del contexto inflamatorio®. Recientemente, se ha
demostrado que la expresion de PD-1H también se ve afectada tanto 7z vztro como 7n vivo por
condiciones hip6xicas®. En esta situacion, el factor de trascripciéon HIF induce la expresion
de PD-1H. Por lo que, podria ser que PD-1H tuviera mas de un ligando, estableciendo

diferentes interacciones en funcién del contexto en el que se encuentre.

Pese a no haber podido identificar la interaccion de ninguno de los ligandos
propuestos, PSGL-1 parece ser el candidato con mas posibilidades. Si bien es cierto, que la
posible interaccion entre PD-1H y PSGL-1, estarfa restringida a contextos muy
determinados. Se ha llegado a postular que, dadas las similitudes en el amplio patrén de
expresion de ambas moléculas, estas podrian interaccionar en configuracién cs sobre la
misma célula para ejercer su funcion inhibidora. El principal problema, es que para que esta
interacciéon tenga lugar, es necesario que las histidinas de PD-1H se encuentren protonadas

y requiere la sulfatacion de las tirosinas de PSGL-17*.

Un hallazgo de gran interés que se deriva de nuestros intentos por identificar el
posible ligando de mPD-1H, es que detectamos la unién de la proteina soluble recombinante
mPD-1H-bio de manera exclusiva en la superficie de las células T CD4. Esto implicarfa que
se trata de una molécula distinta a PSGL-1, dado que ésta se expresa en células linfoides y
mieloides'™. La interaccion de PD-1H con PSGL-1, en funcién del sistema experimental
empleado puede ser mas complicada de dilucidar. PSGL-1 es una molécula compleja, muy
glicosilada, cuya capacidad de interacciéon con otras moléculas depende de su nivel de

glicosilacion, sialilacion, fucosilacion y sulfatacion'”

. A diferencia de las anteriores, el grado
de similitud general de PSGL-1 entre las especies humana y mutina, es tan solo del 67%'*.
Ademas, PD-1H inhibe la funcién de las células T en mdltiples contextos, sin un claro

requerimiento de pH acido.
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Esta incapacidad para reproducir en la especie murina, las interacciones observadas
en la especie humana, puede deberse a las diferencias existentes entre unas moléculas y otras,

consecuencia de la evolucion de las especies'®

. La mayoria de los mecanismos principales de
los que se sirve el sistema inmunitario son muy similares entre ratones y humanos. Sin
embargo, existen diferencias significativas entre unos y otros en el desarrollo del sistema
inmunitario, la activacion y la respuesta a patégenos ™. De manera que no siempre se pueden
trasladar los resultados obtenidos de una especie, a la otra. Ademas de que difieren
enormemente tanto en tamafio como en esperanza de vida, la presion evolutiva a la que se
han sometido por parte de los patdégenos es muy diferente, ya que vivimos en nichos
ecolégicos muy distintos'**'™". Un ejemplo claro de estas diferencias es el equilibrio de
linfocitos y neutréfilos, la sangre humana es mas rica en neutréfilos, mientras la murina lo es
mis en linfocitos". Incluso las moléculas de la familia B7, que estin muy conservadas dentro

de la misma especie debido a la importancia funcional de las mismas, presentan diferencias

. Q
entre unas especies y otras”.

Ademas de las diferencias que podemos observar de manera general en el
funcionamiento del sistema inmunitario en distintas especies, a la hora de los estudios de
interacciéon entre moléculas son de importancia vital las regiones determinantes de
complementariedad (CDR). En el caso de los anticuerpos, la diversidad del CDR3 es
suficiente para permitir que moléculas de IgM idénticas distingan entre una gran variedad de
antigenos. Se observa la misma situacion en los TCR, la diversidad de los CDR3 son clave
en la especificidad del reconocimiento de antigenos”'. En los miembros de la IgSF se
encuentran regiones similares a estas (CDR3-/ke) en los bucles que se forman entre las
cadenas F y G de los dominios IgV™. En este sentido, la diferencia de esta region entre la
especie humana y murina, puede ser la causa de que no haya sido posible replicar las

interacciones entre PD-1H y sus ligandos observadas en la especie humana.

De igual manera a las dificultades encontradas para reproducir en la especie murina
las interacciones observadas con las protefnas humanas, hemos podido comprobar como la
expresion de PD-1H #n vitro en células primarias, también se ve muy afectada por las

77 1a expresion de PD-1H en células procedentes de bazo, cultivadas

condiciones de cultivo
en presencia o ausencia de estimulos policlonales (anti-CD3/anti-CD28, PMA /Ionomicina
y ConA) durante 24-48 horas antes del analisis, muestran la pérdida de la expresiéon de la
misma en células T CD4 y células T CD8. Wang et al. (2011) observé el mismo fendmeno

de pérdida de expresiéon de PD-1H murino en cultivo. Por otro lado, Flies et al. (2011) vieron
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como la expresién de PD-1H aumenta en presencia de PMA/Ionomicina en las 2 horas
. . . ., . . , . . 65 .

siguientes a la estimulacién y como disminuia con el tiempo en cultivo™. Cuando analizamos
la expresion de mPD-1H en tiempos mas cortos, si observamos un aumento de expresion
de la misma tras dos horas en cultivo, sin apenas diferencias en células estimuladas y sin
estimular. A diferencia del comportamiento de su homoélogo PD-1L, cuya expresion se
incrementa tras la estimulaciéon de las células T CD4 en cultivo, lo que sugiere que las

condiciones del entorno influyen en gran medida en la expresién PD-1H®.

5.5 Influencia del patréon de glicosilacion en la interaccion entre

proteinas

Dentro de las modificaciones postraduccionales que sufren las proteinas en las células
eucariotas, hay que destacar el proceso de glicosilaciéon, ya que es esencial tanto para la
conformacién, como para la estabilidad y la funcién de la molécula'™. Se trata de un proceso
complejo, por la heterogeneidad de las modificaciones que implica, y que influye en la

153

capacidad de interaccién de las protefnas™. Es un proceso dinamico, en el que la unién de

unos u otros azucares a las proteinas, va a depender de las enzimas presentes en el reticulo
endoplasmatico y el aparato de Golgi, asi como del tipo celular y de las sefiales celulares™*'.
Los tipos mas comunes de glicosilaciones son la N-glicosilacion, en la que los oligosacaridos
estan unidos a la asparagina (Asn) en la secuencia conservada Asn-X-Ser/Thr, y la O-
glicosilacion, donde los oligosacaridos se unen a aminoacidos con grupos funcionales

152

hidroxilo™". LL.a N-glicosilaciéon es un proceso metabdlico altamente conservado, comun en

15 Dentro de la misma

proteinas plasmaticas, lectinas y receptores de la superficie celular
proteina, diferentes residuos de Asn, pueden incorporar estructuras de oligosacaridos

diferentes'.

Todas las proteinas estudiadas en este trabajo, poseen sitios potenciales de N-
glicosilacion, a excepcidon de VSIGS, que pueden influir en la interaccién entre proteinas. En
el caso de PD-1H, se trata de una proteina muy glicosilada, en la que se identifican tres sitios
de N-glicosilacién en la region extracelular, que se conservan entre las especies humana y

murina®®

. Dada su glicosilacién, es posible que los oligosacaridos que posee puedan
contribuir a su funcién coinhibidora”™. En cuento a los posibles ligandos de PD-1H, VSIG3
presenta un tnico punto de N-glicosilaciéon conservado entre especies'*>'*. En cambio,
PSGL-1, posee modificaciones postraduccionales de O-glicosilacién y N-glicosilacion, que

varfan entre especies. La proteina PSGL-1 humana, consta de un punto de O-glicosilacion y

tres de N-glicosilacion en su region extracelular. Mientras que la proteina murina, en lugar de
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tres sitios potenciales de N-glicosilacion, tiene dos'**'*

. Se desconoce si el patrén de
glicosilacion influye en la capacidad de interacciéon de PD-1H y VSIGS con otras moléculas,
pero para PSGL-1, el patrén de glicosilacion parece determinante en su capacidad para

interaccionar con unos ligandos u otros'™.

En este trabajo, se han producido las proteinas recombinantes solubles murinas de
PD-1H, VSIG3, VSIG8 y PSGL-1. De manera previa a la realizacion de los ensayos de union,
estas proteinas, se analizaron por SDS-PAGE e immunoblot. En todos los casos, se observaron
patrones anchos de banda con pesos moleculares superiores a los esperados, sobre todo en
condiciones reductoras, lo que puede correlacionarse con los procesos de glicosilacién que
pueden sufrir estas moléculas. La ausencia de interaccion entre mPD-1H y sus posibles
ligandos, pueden deberse a las posibles glicosilaciones que pueden sufrir estas proteinas
durante su producciéon. Ya sea por fallos en el proceso de modificaciéon postraduccional,
degradaciones o modificaciones de las glicosilaciones, ya que es un proceso que se ve
afectado por el medio de cultivo utilizado, la eficiencia de la expresion de la proteina y el tipo

celular, asf como por el estado fisiolégico de la misma'.

5.6 Perspectivas futuras

Los resultados clinicos obtenidos mediante el uso de inhibidores frente a los
receptores coinhibidores PD-1 y CTLA-4, ha abierto la puerta al disefio de nuevas
inmunoterapias en cancer. Sin embargo, no todos los pacientes con cancer responden a estos
tratamientos, debido en gran medida a la complejidad de las vias dirigidas por los receptores
coinhibidores y a la enorme resistencia tumoral y la capacidad de éstos, de evadir la respuesta

inmunitaria antitumoral'’.

Los tumores aumentan la expresion de ligandos para los
receptores coinhibidores y modulan el microambiente tumoral, alterando la expresion de
estos ligandos en las células inmunitarias infiltrantes y el propio estroma del tumor, mediando
la resistencia tumoral a la inmunoterapia’”*'*’. Hay que tener en cuenta también, que pese a
lo prometedoras que se vislumbran estas terapias, no estan exentas de efectos secundarios

adversos'*

. Por lo tanto, comprender los mecanismos moleculares precisos de los diferentes
immune checkpoints contribuira a la mejora del disefio de estrategias terapéuticas eficaces, ya
sean en monoterapia o en combinacion frente a otros wumune checkpoints no redundantes, y a
superar la resistencia potencial que ofrecen los tumores a este tipo de inmunoterapias

produciendo beneficios clinicos notables'”'".
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Los estudios llevados a cabo en modelos murinos de enfermedad sobre el receptor
coinhibidor PD-1H, sacan a relucir la polivalencia de esta proteina en el control de las
respuestas inmunitarias innatas y adaptativas’®. Pese a ello, sigue habiendo muchas incégnitas
sobre esta molécula por descifrar, que permitiran en un futuro préximo explotar su potencial

maximo a nivel clinico'®

. Quizas, el mayor interrogante que hay sobre PD-1H sea el
mecanismo molecular por el cuil modula la funcién de diversos tipos de células™. En este
sentido, conocer como tiene lugar la transmisién de senales del receptor PD-1H y la
identificacion de sus ligandos, ayudaran a aclarar el papel de esta molécula en el contexto de

las enfermedades autoinmunes e inflamatorias®'!.

En este sentido, ademas de la dificultad que supone identificar nuevos receptores
coinhibidores que puedan ser explotados en la clinica, en ocasiones, también nos
enfrentamos al reto de la traslacién de resultados preclinicos a la clinica. Cada vez se hace
mas patente la necesidad de desarrollar mejores herramientas que permitan generar proteinas
recombinantes que ayuden a estudiar las interacciones ligando/receptor que se observan en
la especie humana y asi, poder establecer estrategias terapéuticas para el tratamiento de
distintas enfermedades. En el caso de las proteinas recombinantes, hay que destacar el papel
que juegan los patrones de glicosilacion de éstas en su interacciébn con unas u otras

moléculas!™

. Pese a que el repertorio de glicosilacion de células humanas es semejante al de
otras células de mamiferos, siguen existiendo diferencias significativas ya que estos patrones
son caracteristicos tanto de la especie animal como del 6rgano o célula en el que se
sintetizan'**'>. Otro de los puntos a tener en cuenta en el disefio de proteinas recombinantes,
es que la interaccioén de los receptores coinhibidores con sus ligandos es, en general, de baja
afinidad. Esta caracteristica, dificulta tanto la identificacion de nuevos ligandos como el
estudio de las interacciones ligando/treceptor. Este problema puede minimizarse mejorando
la avidez de la reaccién, a través de la multimerizaciéon de las proteinas recombinantes

utilizadas'*

. PD-1H es una proteina con varios puntos de glicosilacion, por lo que la mejora
de las herramientas existentes para la producciéon de proteinas recombinantes facilitarfa no
solo el estudio del comportamiento de la propia proteina, sino también la identificacién de

los posibles ligandos de la misma.
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Conclusiones

PD-1H se expresa constitutivamente en células mieloides, células T'y Tregs y esta ausente

en células B y células NK

Las proteinas recombinantes solubles mPD-1H.COMP multimérica y Flag.mPD-
1H.AviTag monomérica conservan la conformacion nativa de la region extracelular de

PD-1H.

La baja afinidad de la interaccién entre PD-1H humano y los ligandos caracterizados no

es detectable en la especie murina en citometria de flujo o ELISA.

El ligando de mPD-1H podtia expresarse en células T CD4 maduras.
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Tedrica TATAAGCAGA GACAGGTGGC CTCTCACCGC CGTG-CCCAG GAGTTGGTGA -GGATGGACA GCAGCAACAC
Experimental TATAAGCAGA GACAGGTGGC CTCTCACCGC CGTGGCCCAG GAGTTGGTGA AGGATGGA

Consensus TATAAGCAGA GACAGGTGGC CTCTCACCGC CGTG.CCCAG GAGTTGGTGA .GGATGGA.. ..........

HindIII — Kozak — SEjCodomacmen) — ECD — - inicio IC

Figura I. Clonaje del gen codificante de la proteina de membrana PD-1H. A. Primero se digirieron los vectores pJET1.2-mPD-1H y pMSCV-puro con las
enzimas HindlIl y Xhol y, a continuacién, se ligaron los insertos de interés para la generacién de la construccién final pMSCV-mPD-1H (SP-ECD-TM-IC)-Puro.
B. Esquema de la proteina en el que se indica en lila, la regioén extracelular donde se encuentra el dominio IgV; en verde, la regién transmembrana y en azul, la
regién intracitoplasmatica. C. Fragmento del alineamiento de la secuencia de bases tedrica y experimental de pMSCV-mPD-1H-Puro. El alineamiento se generd
mediante la herramienta online MultAlin. Se resaltan en diferentes colores cada una de las regiones de interés de la secuencia clonada.
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Ig k chain leader sequence fragment — HindITI — ECD — [iCioNgG24

Figura II. Clonaje del gen codificante de la proteina soluble mVSIG3.Ig. A. En primer lugar, se digirieron los vectores pJET1.2-mVSIG3(ECD) y pIB49
con las enzimas Hindlll y Bg/ll y, a continuacion, se ligaron los insertos de interés para la generacién de la construccién final pSecTag2-mVSIG3(ECD).IgG2a.Fc-
HygroB. B. Fragmento del alineamiento de la secuencia de bases tedrica y experimental. El alineamiento se generé mediante la herramienta online MultAlin. Se
resaltan en diferentes colores cada una de las regiones de interés de la secuencia clonada.
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Ig k chain leader sequence fragment — Sfil — VSIG8 ECD — HindI11 — [HicioNgG24

Figura III. Clonaje del gen codificante de la proteina soluble mVSIG8.Ig T1. A. La obtencién de la construcciéon quimérica final pSecTag2-
mVSIG8(ECD).mIgG2a-HygroB se consiguid tras la ligaciéon de los insertos de interés purificados tras la digestiéon de los vectores pJET1.2-mVSIG8(ECD
transcrito 1) y pIB49 con las enzimas SfiI y Hindlll. B. Fragmento del alineamiento de la secuencia de bases teérica y experimental. El alineamiento se generd
mediante la herramienta online MultAlin. Se resaltan en diferentes colores cada una de las regiones de interés de la secuencia clonada.
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Ig k chain leader sequence fragment — Sfil — PSGL-1 ECD — HindITI — [HiCiONgG24

Figura IV. Clonaje del gen codificante de la proteina soluble mPSGL-1.Ig. A. La construccién genética recombinante pSecTag2-mPSGL-1(ECD).mlgG2a-
HygroB, se obtuvo tras la ligacién de los insertos de interés purificados, tras la digestién de los vectores pJET1.2-PSGL-1 y pIB49 con las enzimas Sfil y HindlIl.
B. Fragmento del alineamiento de la secuencia de bases tedrica y experimental. El alineamiento se generé mediante la herramienta online MultAlin. Se resaltan en
diferentes colores cada una de las regiones de interés de la secuencia clonada.
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Figura V. Clonaje de la secuencia codificante de la proteina de membrana mVSIG3. A. Primero se digirieron los vectores pJET1.2-Flag.VSIG3 y pMIG-
IRES-GFP con las enzimas Xhol y EcoRI y, a continuacion, se ligaron los insertos de interés para la generacién de la construccion final pMIG-Flag. mVSIG-IRES-
GFP. B. Esquema de la proteina en el que se indica en gris, el tag Flag (DYKDDDK); en lila, la region extracelular donde se encuentran los dominios IgV e IgC;
en azul, la regién transmembrana y en gris, la regién intracitoplasmatica. C. Fragmento del alineamiento de la secuencia de bases teérica y experimental de pMIG-

mVSIG3-IRES-GFP. El alineamiento se generd mediante la herramienta online MultAlin. Se resaltan en diferentes colores cada una de las regiones de interés de la
secuencia clonada.
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Figura VI. Clonaje del gen codificante para la proteina soluble PD-1H.Ig. A. La obtencién de la construcciéon quimérica final pSecTag2-mPD-
1H(ECD).mIgG2a-HygroB se consigui6 tras la ligacién de los insertos de interés purificados tras la digestién de los vectores pJET1.2-mPD-1H(ECD-3) y pIB49
con las enzimas HindlIl y BamHI. B. Fragmento del alineamiento de la secuencia de bases teérica y experimental de pSecTag2-mPD-1H (ECD).IgG2a.Fe-HygroB.
El alineamiento se generé mediante la herramienta online MultAlin. Se resaltan en diferentes colores cada una de las regiones de interés de la secuencia clonada.
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Figura VII. Clonaje del gen codificante de la proteina soluble mPD-1IH.COMP. A. La obtencién de la construccién quimérica final pSecTag2-mPD-
1H(ECD).COMP-HygroB se consigui6 tras la ligacién de los insertos de interés purificados tras la digestién de los vectores pJET1.2-mPD-1H(3 bp SP-ECD-3 bp
TM) y plB360 con las enzimas Hindlll y BamHI. B. Fragmento del alineamiento de la secuencia de bases tedrica y experimental de pSecTag2-mPD-1H
(ECD).COMP -HygroB. El alineamiento se generé mediante la herramienta online MultAlin. Se resaltan en diferentes colores cada una de las regiones de interés

de la secuencia clonada.
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Figura VIII. Clonaje del gen codificante de la proteina VSIG8 de membrana. A. Primero se digirieron los vectores, pJET1.2-VSIG8 y pMSCV, con las
enzimas Hindlll y Xhol y, a continuacion, se ligaron los insertos de interés para la generaciéon de la construccién final pMSCV-mVSIG8-Puro. B. Esquema de la
proteina en el que se indica en lila, la region extracelular donde se encuentran dos dominios IgV; en verde, la regién transmembrana y en azul, la regién
intracitoplasmatica. C. Fragmento del alineamiento de la secuencia de bases teérica y experimental. El alineamiento se generé mediante la herramienta online
MultAlin. Se resaltan en diferentes colores cada una de las regiones de interés de la secuencia clonada.
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Anexo II. Rendimiento de la produccion de proteinas solubles en células HEK293T

A partir de la concentraciéon de proteina obtenida tras la purificacion, se calculd el rendimiento del proceso teniendo en cuenta el volumen de

sobrenadante recogido tras la transfeccion de las HEK293T con las diferentes construcciones genéticas (Tabla 31).

Tabla 32. Rendimiento de produccion de proteinas recombinantes solubles.

Proteina Medio de cultivo Volumen final (ml) Rendimiento relativo (ug/ml) Mé.t(.)do.d,e
purificacion
Flag.mPD-1H-AviTag RPMI 1640 + 10% FBS 250 2,0 aFlag M2
Flag.mPD-1H-AviTag-bio RPMI 1640 + 10% FBS + 50 uM d-biotina 220 3,4 aFlag M2
mPD-1H.Ig Opti-MEM 267 6,3 Proteina G
mVSIG3.Ig Opti-MEM 500 8,4 Proteina G
mPD-1H.COMP RPMI 1640 + 10% FBS 40 11,5 Ni-6xHis
VSIGS8.I1g T1 RPMI 1640 + 10% FBS 120 68,3 Proteina G
VSIG8.Ig T2 RPMI 1640 + 10% FBS 150 4,2 Proteina G
comp RPMI 1640 + 10% FBS 20 3 Ni-6xHis
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