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EL sistema immunitari associat a Uintesti o GALT constitueix el teixit defensiu més extens
de Uorganisme, fet que reflecteix la seva importancia funcional. Forma part del sistema
immunitari associat a mucoses, caracteritzat per la seva capacitat sintetitzar i secretar
immunoglobulines, i pel trafic de cel-lules immunocompetents entre les diferents mucoses,
el que confereix un paper protector general a nivell mucosal. El GALT presenta
caracteristiques anatomiques i funcionals particulars que el distingeixen del sistema
immunitari sistémic. Dins d’aquest teixit limfoide existeixen uns compartiments efectors,
constituits pels limfocits de Uepiteli i de la lamina propia, que contenen tipus cel-lulars
unics, amb un fenotip activat permanentment, alguns dels quals tenen encara un origen i
una funcié desconeguts.

El desenvolupament del GALT té lloc durant la vida fetal i la seva activacio s’inicia a partir
del naixement i durant els primers dies de vida, coincidint amb la ingesta dels primers
aliments i la instauracio de la flora microbiana. Aquests estimuls antigenics tenen un
important paper fisiologic en la maduracio del GALT. A més a meés d’aquests factors
exogens, altres factors endogens com el nivell d’eficiéncia de presentacié antigenica, la
formacio del complex antigen-receptor dels limfocits T o d’altres també podrien estar
implicats en el desenvolupament de les poblacions efectores del GALT.

Amb aquests plantejaments, Uobjectiu d’aquesta tesi ha consistit en establir el
desenvolupament del teixit limfoide associat a intesti prim durant les primeres etapes de
vida. Per assolir aquest objectiu, s’han establert tres objectius especifics.

El primer objectiu plantejat ha estat el determinar el desenvolupament fenotipic de les
principals poblacions efectores -limfocits intraepitelials i de lamina propia- de la mucosa
intestinal. Aquest analisi s’ha portat a terme en rates neonates des del dia del naixement i
durant tot el periode de lactancia.

El segon objectiu ha consistit en establir la maduracio de la capacitat secretora
d’immunoglobulines de la mucosa intestinal a partir del dia de naixement. Aquest estudi
també s’ha realitzat en rates lactants.

El tercer objectiu s’ha centrat en esbrinar Uorigen i el desenvolupament d’una subpoblacio
limfocitica especifica del compartiment mucosal, els limfocits intraepitelials
CD8aa+TCRaB+, i la seva relacio amb els procéssos de seleccio timica i presentacio
antigenica. En aquest cas, s’han utilitzat models de ratolins transgenics i s’ha desenvolupat
una nova linia doble transgénica. Aquesta part de la tesi s’ha desenvolupat al Center of
Immunology, University of California, Irvine.
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INTRODUCCIO

1. TEIXIT LIMFOIDE ASSOCIAT A L'INTESTI O GALT

El teixit limfoide associat a lintesti, conegut per lacronim GALT (gut-associated lymphoid
tissue), constitueix el teixit limfoide més extens de lorganisme, fet que reflecteix
limportant paper defensiu daquest compartiment. El GALT forma part del sistema
immunitari mucosal (mucosal-associated lymphoid tissue, MALT), el qual també inclou,
entre daltres, els teixits associats a bronquis (Sminia i col., 1989), a l'aparell uro-genital i
d’altres associats a conductes exocrins (Nair i col., 1986).

El GALT i, en general, els diferents compartiments del MALT presenten caracteristiques
anatomiques i funcionals diferents del sistema immunitari sistémic (Shanahan i col., 1994).
A més a més, una caracteristica important del sistema immunitari mucosal és el trafic
intermucosal que presenten els elements d'aquest sistema immunitari, de forma que una
resposta immunitaria originada en una mucosa, confereix proteccié en altres mucoses de
l'organisme.

1.1. ORGANITZACIO ANATOMICA | FUNCIONAL DEL GALT

El GALT esta format per diferents compartiments que sagrupen en teixits limfoides
organitzats i poblacions cel-lulars distribuides de forma difusa. El GALT organitzat esta
format per fol-licles limfatics agregats que donen lloc a les plaques de Peyer (PP), fol-licles
aillats i ganglis limfatics mesenterics (Figura 1).

El GALT difus consisteix en dues poblacions diferents que es troben per sobre i per sota de
la membrana basal: els limfocits intraepitelials (IEL) i les cél-lules mononuclears de la
lamina propria, que inclouen els limfocits de la lamina propria (LPL). A diferéncia del GALT
organitzat, el qual conté principalment precursors verges de limfocits Bi T, els IEL i els LPL
estan constituits principalment per cel-lules efectores. Concretament, els IEL contenen
limfocits T i a la lamina propria hi ha limfocits T i B i cél-lules plasmatiques productores
d’immunoglobulines (Ernst i col., 1985).

Per tant, lestructura del sistema immunitari mucosal es pot considerar dividida en dos
nivells: inductor i efector. El principal element inductor, on s’inicia la resposta immunitaria
quan entra en contacte amb [’antigen, és el GALT organitzat: PP i fol-licles aillats.
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Figura 1

Esquema de la situacié d’una placa de Peyer (PP) a Uintesti prim. Les PP formen part del
teixit limfoide mucosal organitzat i juguen un paper molt important en el procés d’activacio
limfocitica.

La presentacié antigenica a cel-lules B i T verges, provoca l'expansié clonal de precursors
especifics per a l'antigen -fonamentalment precursors de limfocits B productors d’IgA-, que
s’activen i migren mitjancant els conductes limfatics eferents cap als ganglis limfatics
mesenterics on es repeteixen novament processos de maduracié i multiplicacio. Des d'aqui
continuen la seva migracio i maduracio i assoleixen la circulacié sanguinia a través del
conducte toracic. Des del compartiment sanguini els limfocits efectors es i'eparteixen
especificament a la lamina propia i a lepiteli intestinal dirigits per receptors
organospecifics (homing receptors) (Arstila i col., 2000). Aquest procés requereix
aproximadament una setmana (Keren, 1989). Un determinat nombre de cél-lules B
derivades del GALT i probablement també limfocits T, migraran a altres teixits mucosals
extraintestinals (tracte respiratori, glandules mamaries i glandules salivals), fenomen que
dona lloc a la denominacié de sistema immunitari mucosal comid (Mestecky 1987; De Witt i
col., 1999).
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1.2. INDUCCIO DE LA RESPOSTA IMMUNITARIA MUCOSAL

La resposta immunitaria mucosal s‘inicia quan U’antigen penetra la barrera mucosal i és
presentat als limfocits efectors de forma immunogenica.

Les molécules potencialment immunogeniques poden penetrar a través de la barrera
mucosal, principalment, per tres vies: a través de cel-lules M, que son cel-lules
especialitzades que es troben cobrint els fol-licles limfatics, a través d'una via paracel-lular
i directament a través de les cél-lules epitelials (Figura 2). La naturalesa de ’antigen
(mida i solubilitat) determina la via d'entrada. Després de travessar ’epiteli intestinal, els
antigens han de ser presentats als limfocits per cél-lules presentadores d’antigen (APC)
(Kelsall i Strober, 1999).

1.2.1. CAPTACIO | TRANSPORT DE L’ANTIGEN PER CEL-LULES M DE
L’EPITELI INTESTINAL

Les cel-lules M, també conegudes com a cel-lules limfo-epitelials o cel-lules epitelials
associades a fol-licles, son cél-lules epitelials especialitzades amb una fina membrana amb
microplegaments, interposades entre cel-lules amb funciéo absortiva entre Uepiteli,
recobrint agregats cel-lulars i fol-licles limfocitics al llarg de tot el tracte gastrointestinal.
Presenten la vora en forma de raspall, poc desenvolupada, reduida activitat enzimatica, un
tipus de citoesquelet especific i una gran capacitat de formacié de vesicules endosomiques
(Gebert i col., 1995; Kernels i col., 1996; Rauteberg i col., 1996). Tots aquests trets fan
que les cel-lules M estiguin estructuralment adaptades per tal de facilitar el transport de
macromolecules des del lumen al sistema immunitari mucosal. Les cél-lules M poden captar
macromolécules, microorganismes i fins i tot virus, des de la seva superficie apical i
transportar-los cap a la seva superficie basal sense patir processos degradatius i alliberant
els antigens per exocitosi davant les cel-lules mononuclears dels fol-licles limfatics
agregats, on les cel-lules accessories processaran i presentaran els antigens als limfocits de
’agregat.

Les cel-lules M presenten moléecules del complex major dhistocompatibilitat de classe Il
(MHC-Il) i per aixo s’havia cregut que podien estar involucrades en la presentacio
antigeénica de forma similar als macrofags o les cél-lules dendritiques (Brandtzaeg, 1990;
Keren i col., 1992; Allan i col., 1993). Avui dia aquesta funcié no es considera probable a
causa del seu nombre limitat, la baixa possibilitat d’interaccié amb els limfocits T en les PP
i Uelevat nombre existent d’altres tipus cel-lulars especialitzats en aquesta funcié.
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Follicle

Figura 2

Diagrama del model de captacio i transport de l'antigen a través de la barrera mucosal,
mitjancant les cél-lules M, de forma paracel-lular o a través dels enterocits. Una vegada els
antigens travessen la barrera poden ser captats per cel-lules dendritiques (DC) de la regio
subepitelial. Aquestes cel-lules dendritiques poden processar |’antigen localment o migrar a
regions interfol-liculars adjacents i/o ganglis limfatics mesenteérics per tal d’interactuar amb
les cel-lules T, o d’altra banda, poden interactuar directament amb les cel-lules B.
Modificat de Neutra i col. (2001).

1.2.2. CAPTACIO DE L’ANTIGEN DE FORMA PARACEL-LULAR.

En circumstancies normals, "aigua, els electrolits i alguns polipeptids de cadena curta
poden passar a través de les unions intercel-lulars dels enterocits, pero la presencia
d’unions oclusives restringeixen o eviten el pas de macromoléecules (Madara i col., 1992).
malgrat tot, en circumstancies on es produeix inflamacio intestinal aguda, la secrecio
d’interfero y (IFN-y) i la migracido transepitelial de neutrofils provoquen la pérdua
d'aquestes unions i sincrementa la permeabilitat intestinal (Madara i col., 1989; Nash i col.,
1991; Parkos i col., 1991).
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Quan les molecules antigeniques s’obren pas entre les cél-lules epitelials i assoleixen la
lamina propia, son captades per APC especifiques de la lamina propia, com macrofags i
cel-lules dendritiques, les quals processaran aquestes molécules i posteriorment les
presentaran a les poblacions limfocitiques efectores (Unanue i col., 1987; Kelsall i col.,
1999). Aquests peptids antigénics son presentats sobre la superficie cel-lular combinats a
les molécules del MHC de classe Il (Benacerraf i col., 1985; Yewdell i col., 1990; Brodsky i
col., 1991; Jorgensen i col., 1992) o, com també s’ha demostrat, combinats amb molécules
MHC de classe | (Lanzavecchia 1996) que poden ser reconegudes per receptors de cel-lules
T (TCR). Els limfocits B de les PP també poden actuar com a APC eficients.

1.2.3. CAPTACIO, PROCESSAMENT | PRESENTACIO DE L’ANTIGEN PER LES
CEL-LULES EPITELIALS

Els antigens solubles poden ser endocitats per cel-lules epitelials (Neutra i col., 1993;
Tizard, 2002). Aquestes cel-lules els alliberen al costat basolateral i, aleshores, cel-lules
APC especialitzades poden captar-los i iniciar la resposta efectora. Durant aquest procés,
les cel-lules epitelials secreten una amplia gamma de citocines que regulen la possible
reaccio inflamatoria de la mucosa intestinal. Donat el gran nombre de cél-lules epitelials a
la superficie intestinal, la captacié antigénica per aquesta via pot ser immunologicament
rellevant.

S’ha descrit que les cel-lules epitelials de les superficies mucoses, particularment els
enterocits de Uepiteli de 'intesti prim i del colon, expressen constitutivament molécules
MHC, encara que en baixa densitat (Mayer i col., 1991; Whiting i col., 1990). A Uintesti
prim, la molecula MHC-II més expressada és la molecula HLA-DR, mentre que les molécules
HLA-DP i HLA-DQ tenen un baix o nul nivell d’expressié (Whiting i col., 1990; Mayer i col.,
1991). En el colon, l'expressio epitelial de molécules del MHC-II no és tan evident com en el
cas de lintesti prim. L'expressio de MHC-ll als enterocits esta regulada per citocines,
especialment per IFN-y (Bland i col., 1988; Brandtzaeg i col., 1989;) i per Uexposicio a
I’antigen, tant antigens ambientals com toxines (Wilson i col., 1990).

A més a més, sha demostrat la capacitat dels enterocits per actuar com a APC in vitro.
Aixi, els enterocits humans tenen capacitat de processar al toxoide tetanic i d’activar els
limfocits T (Mayer i col., 1987). Aquesta presentacio comporta una activacio selectiva de
cel-lules T CD8+, en contrast amb ’activacio convencional per APC de cél-lules T CD4+.
Aquest fenomen ha de tenir algun paper fisiologic, ja que la majoria dels limfocits
intraepitelials son CD8+.
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Aquests fets, entre d’altres, mostren el possible paper de les ceél-lules epitelials com a
presentadores d’antigen. Ara bé, l'activacio selectiva de ceél-lules T CD8+ sembla contradir
el dogma immunologic tradicional que restringeix lactivacio de cel-lules T CD8+ pels
complexos de tipus MHC-I mentre que l'activacio de cel-lules T CD4+ esta restringida per les
molécules MHC-II (Mayer i col., 1991). En aquest sentit, s’ha postulat Uexistencia d’una
moleécula MHC-I de tipus no classic que s’uniria a la molécula CD8 dels IEL. Actualment s’ha
demostrat Uexisténcia d’aquest tipus de molécules i s’esta estudiant la seva implicacio en
els processos d’expansio i activacié d’un subtipus especific de IEL (Tsujimura i col., 2001).

1.3. POBLACIONS CEL-LULARS EFECTORES DE LA RESPOSTA IMMUNITARIA
MUCOSAL

Un cop s’ha produit la captacio i processament de l’antigen per qualsevol de les vies
d’entrada detallades, se’l presenta a les poblacions efectores mitjangant APC professionals
o per cel-lules epitelials que actuen com a tals.

Figura 3

Imatge de vellositats intestinals tenyides amb hematoxilina-eosina i amb AcMo anti-CD8 (A) i
anti-CD4 (B). El marcatge immunohistoquimic de la molécula CD8 posa de manifest la gran
proporcio de limfocits CD8+ presents en el compartiment intraepitelial (IEL), mentre que el
marcatge especific anti-CD4 revela la presencia de limfocits CD4+ a la LP (LPL) mentre que
es practicament absent en el compartiment intraepitelial. Imatges cedides per la Prof. Dra.
Victoria Camerini (University of California, Irvine)
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Com s'ha esmentat, existeixen dos tipus diferents de subpoblacions efectores: els limfocits
intraepitelials (IEL) i les cel-lules mononuclears i limfocits de la lamina propia (LPL) (Figura
3). Els IEL executen principalment una resposta immunitaria cel-lular, mentre que els LPL,
que contenen una gran proporcio de limfocits B, porten a terme la resposta humoral de la
defensa mucosal.

IEL i LPL estan constituits per cel-lules que connecten els diferents compartiments
mucosals o fins i tot altres organs del cos (Figura 4). Aixi, el fet que la reordenacio genica
del TCR d’un subtipus especific de IEL sigui comu en la LP intestinal i en blasts CD8+ del
conducte toracic (Arstila i col., 2000) suggereix que aquests IEL son estimulats en agregats
limfoides intestinals, com les PP, o en arees extrafol-liculars de U’intesti (Nanno i col.,
1994), d’on posteriorment es dirigeixen, via ganglis limfatics mesenterics, fins al conducte
toracic i a sang. Un cop en el torrent sanguini es distribueixen per la LP de Uintesti prim i
gros.

. vasos limfatics aferents

E5

EPITELI llum intestinal

SANG

Figura 4

Migracio limfocitica en el sistema immunitari intestinal. Els limfocits entren a les PP a través
de les veénules endotelials, mentre que Uentrada de limfocits a la LP esta mediada via
sanguinia a la mucosa intestinal. Modificada de Rothkétter i col. (1999).
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Des de la LP, els limfocits entren a Uepiteli amb una eficiéncia variable i continua
Uintercanvi entre els dos compartiments (Beaglay i col., 1998). Observacions al microscopi
electronic i immunohistoquimiques suggereixen el retorn d’uns tres IEL per hora cap a la LP
(Arstila i col., 2000) aixi com el seu alliberament al lumen intestinal (Regoli i col., 1994).

De forma paral-lela, una part dels limfocits B estimulats, en els llocs inductors com les PP
(Kelsall i col., 1999), es diferencien a cel-lules plasmatiques amb capacitat productora
d’IgA. Aquests blasts slgA+ i cel-lules plasmatiques recirculants tenen afinitat per totes les
superficies mucoses corporals, de forma que no només arriben a Uaparell gastrointestinal
sind que també arriben al tracte respiratori, uro-genital i a les glandules mamaries
(Brandtzaeg, 1998). Aquest fet implica que el contacte amb Uantigen en un punt
determinat permetra que se sintetitzin anticossos i que hi hagin respostes secundaries en
-localitzacions lWlunyanes a la posicio de contacte inicial.

1.3.1  LIMFOCITS INTRAEPITELIALS (IEL)

La presencia de limfocits en Uepiteli intestinal va ser descrita per primera vegada a mitjans
del segle XIX (Weber i col, 1847). Posteriorment s’ha estudiat extensament i és objecte
d’especulacio i un camp fascinant per anatomistes, fisiolegs i immunolegs (Shanahan i col.,
1994). El fenotip de IEL de lintesti prim huma i de ratoli ha estat ben caracteritzat
(Lefrancois 1991; Trejdosiewicz 1992), mentre que en altres espeécies, com la rata, hi ha un
menor coneixement (Todd i col., 1999).

En altres epitelis, com el del tracte respiratori i uro-genital, s’han observat cél-lules
similars als IEL dintest prim. Encara que queda per establir totalment les seves
caracteristiques, avui dia és evident que els IEL no només son diferents dels limfocits de
sang periféerica, sind0 que també difereixen dels seus homolegs de lamina propia i per
aquesta rao son definits com una poblacié *0nica, inusual i curiosa” (Erns i col., 1985;
Lefrancois 1991). '

1.3.1.1.  Localitzacié anatomica dels IEL

A lintesti prim d’una persona adulta sana, la preséncia de IEL és d’uns 10-20 per cada 100
enterocits (Ferguson, 1977). Aquest nombre tendeix a decréixer progressivament en la part
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distal de Uintesti i particularment en el colon (Ferguson i col., 1971, 1986; Dobbins i col.,
1986). Els IEL estan localitzats en la part basal de U'epiteli, just per sobre de la membrana
basal i per sota de les unions interepitelials. Considerant la immensa area superficial de
lepiteli intestinal, els IEL representen una important proporcio de les cél-lules T de tot
I’organisme.

1.3.1.2.  Fenotip cel-lular: heterogeneitat i tipus

A la Taula 1 es resumeixen els diferents fenotips i molécules expressades en els IEL de
ratoli, en comparacié amb cél-lules d’un organ periféric com la melsa.

Taula 1

Propietats fenotipiques i funcionals dels IEL d’intesti prim i limfocits T derivats de la melsa.
Es mostra el percentatge de cél-lules positives pel marcatge fluorescent amb AcMo per a
cada antigen o la propietat funcional especifica. Adaptada de Sydora i col. (1996).

Limfocits T esplénics  IEL d’intesti prim

TCRaf ~
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Una diferencia important entre els IEL i la resta de limfocits sistemics radica en la
composicio de les diferents poblacions que els formen. Gairebé tots els IEL son limfocits T
i, mentre que en melsa, sang periférica i ganglis limfatics els limfocits T pertanyen a dos
grups majoritaris (limfocits T CD4+TCRap+ restringits per MHC-Il i limfocits T CD8+TCRafp+
restringits per MHC-1), més del 80% dels IEL d'intesti prim pertanyen al fenotip CD8+ i
només un 5-10% presenten el fenotip CD4+ (Janossy i col., 1980; Selby i col., 1981; Cerf
Bensussan i col., 1983; Hirata i col., 1986).

Una gran proporcié de IEL CD8+ dintesti prim expressen una Unica forma de CDS8,
’homodimer CD8aa, una forma practicament absent en la circulacio sanguinia i la resta de
compartiments sistéemics, que expressen I’heterodimer CD8ap (Goodman i col., 1989; Jarry
i col., 1990).

A més a més de la baixa presencia de céel-lules T CD4+ en el compartiment intraepitelial,

~moltes d’elles expressen també U"homodimer a de la molécula CD8 (Lefrancois 1991;
Takimoto i col., 1992; Kearsey i col., 1996). Aquest fenotip de cel-lules CD4+CD8+ “doble
positives” (DP) no es troba en la circulacio sistemica.

D’altra banda, limfocits “"doble negatius” (DN) CD4-CD8-, que també son estranys en la
circulacio sistéemica, poden representar més del 10% dels IEL d'intesti prim (ltohara i col.,
1989).

En el compartiment de IEL, el nombre de ceél-lules TCRy3+ és superior al trobat en la
circulacioé sanguinia (Klein i col., 1993). Per exemple, a U'ésser huma adult, la proporcié de
cel-lules TCR y5+ és aproximadament d’un 10%, encara que presenta un ampli rang de
variacio interindividual (Cerf-Bensussan i col., 1987; Spencer i col., 1989;Jarry i col., 1990;
Viney i col., 1990). Aquesta proporcio incrementa fins a valors superiors al 35% en els IEL
diintesti prim muri, els quals presenten una gran heterogeneitat i un repertori de TCR
especific del compartiment (Hayday 2000).

També hi ha daltres marcadors de superficie que distingeixen els IEL d’altres limfocits
periferics. En aquest sentit, els IEL presenten molécules dactivacio (CD69, CD25)
(Lefrancois i col., 1989; Camerini i col., 1993), proteines de superficie involucrades en
l'adhesio cel-lular (CD2, CD28) (Van Houlten i col., 1993; Gelfanov i col., 1995), proteines
involucrades en el homing (CD62L) (Camerini i col., 1993) i marcadors de maduracio (HAS,
IL-7R, IL-2RB, Thy-1) (Moore i col., 1996; Suzuki i col., 1997).

S’ha identificat la proteina HML-1 (CD103) que s’expressa en cel-lules T activades de la
mucosa intestinal. Concretament, s’expressa en més del 90% dels IEL humans intestinals i al
voltant d’un 40% dels LPL (Kilshaw i col., 1990; Schieferdecker i col., 1990). HML-1 sha

identificat com la integrina aEB7, molecula implicada en ladhesio dels limfocits a les
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cel-lules de Uepiteli intestinal (Lefrancois 1999). Aquest marcador constitueix un element
especific per a la identificacio de IEL tant a nivell huma com muri.

Cal afegir que el compartiment intraepitelial presenta una elevada proporcio de cel-lules
assassines naturals o natural killer (NK) de major complexitat evolutiva i fenotipica que els
seus homolegs en compartiments sistémics i amb una funcionalitat encara per determinar
(Helgeland i col., 1997; Todd i col., 1999).

A més a més de la particularitat de les poblacions limfocitiques en U’epiteli intestinal, cal
destacar que, en diverses especies, les proporcions dels diferents fenotips varien en
comparar intesti prim i gros, part apical de les vellositats respecte la basal, o part proximal
de lintesti respecte U’extrem distal d’aquest (Beagley i col., 1995; Lundqvist i col., 1995;
Camerini i col., 2001). La diferéncia més notable entre els IEL d'intesti prim i de colon és la
baixa proporcié de limfocits T CD8aa+ i amb TCRyS presents a lintesti gros (Boll i col.,
1995).

L'heterogeneitat i variabilitat dels IEL entre els diferents compartiments i localitzacions ha
dificultat la seva classificaci6 que sha intentat fer en base a diferents criteris com
presencia de granuls, capacitat citolitica, determinants antigenics, resposta enfront
I’antigen, funcions protectores, influéncia timica en el seu desenvolupament, etc.
Actualment s'accepta la classificacio dels IEL en dos tipus cel-lulars: a i b (Taula 2) (Hayday
2001).

El tipus a inclou cel-lules TCRaB+ que reconeixen, principalment, antigens presentats en el
context de les molecules MHC-I i MHC-II convencionals, i son similars als limfocits de la
circulacio sistemica. El tipus b inclou cel-lules TCRaB+CD8aa+ i TCRy3+ capaces de
respondre enfront antigens presentats per MHC no convencionals. La seva distribucio varia
enormement en els diferents compartiments del GALT.

1.3.1.3. Fenotip, origen i funcid dels IEL de tipus a

Els IEL de tipus a son oligoclonals, amb un repertori d’uns 250 clons, amb nombroses
reordenacions en els gens codificants per TCR, de forma similar als LPL i als blasts CD8+ del
conducte toracic (Arstila i col., 2000). Els IEL de tipus a constitueixen les cel-lules
predominants en lintesti gros muri (Beagley i col., 1998).

Els IEL de tipus a presenten funcions protectores, ja que inclouen cél-lules citolitiques de
fenotip CD8aP+TCRaf+ que, despres del contacte amb U’antigen en sang periférica, es
disseminen rapidament cap a diferents localitzacions anatomiques, incloent intesti
(Masopust i col., 2001a i b). La mobilitzacio d’aquests limfocits cap al compartiment
intestinal esta dirigida per Uexpressio de la integrina aefy, la qual reconeix especificament
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MadCAM i la molecula d’adhesié E-cadherina (Buzoni-Gatel i col., 1999). En comparacio a
cel-lules memoria espleniques, els IEL tipus a poden ser activats rapidament i, enfront
d’una reinfeccid, induir una resposta citolitica immediata mediada per citocines (Masopust
i col., 2001a i b).

Els IEL tipus a son dependents del timus per al seu desenvolupament i per aixo,
anteriorment se'ls anomenava "TD-IEL” (de timus-dependent). En ratolins sans, els IEL tipus
a representen un 40% en relacio al nombre total de IEL, i son absents en ratolins atimics.
(Rocha i col., 1994).

Taula 2
Classificacio proposada pels IEL (Hayday i col 2001)
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1.3.1.4. Fenotip, origen i funcié del IEL tipus b

Els IEL de tipus b son CD8aa+TCRy3+ 0 CD8aa+TCRap+. No es troben en circulacio limfatica
i el repertori de TCRyS presenta poc solapament amb els limfocits periférics (Deusch i col.,
1991; Hayday i col., 2000).

Tot i que els IEL de tipus b semblen molt heterogenis (Taula 2), comparteixen moltes
caracteristiques “no convencionals” que els diferencien dels de tipus a. De fet, a titol
d’exemple, un estudi recent que compara el perfil genic dels IEL CD8aa+TCRy3+ amb els
CD8aa+TCRap+, mostra que no hi ha cap altre marcador, excepte el propi TCR, que
permeti distingir una poblacio de U’altra (Pennington i col., 2003).

A ligual que els IEL tipus a, els de tipus b son citolitics i secreten citocines i quimiocines
(Chardes i col., 1994; Lundqvist i col., 1996). Aquest subtipus de [EL presenta un
desenvolupament menys evident enfront d’antigens alimentaris o procedents de
microorganismes i hi ha poques evidéncies de que posseeixin memoria immunologica (Smith
i col., 2000).

Si Uantigen és presentat per cel-lules epitelials, donat que Uepiteli no pot oferir la mateixa
diversitat de trobades que els ganglis limfatics, el desenvolupament dels IEL tipus b
requereix una potenciacié superior en el reconeixement antigénic. Aixi s’ha proposat que
podrien ser autoreactius i que utilitzarien TCR invariants o semiinvariants que
reconeixerien molécules propies induides per infeccions o transformacions cel-lulars, de
forma independent de l'epitop de "antigen forani (Rocha i col., 1992).

Els IEL tipus b existeixen en animals atimics i per aixo0 es van classificar com a timus-
independent, amb possible origen a les “criptoplaques” associades a intesti (Kanamori i
col., 1996, Suzuki i col, 2000).

Tot i que encara no s’ha clarificat la identitat ni la natura (proteica o no proteica) dels
putatius autoantigens involucrats en els IEL de tipus b, sha demostrat la implicacio de les
molecules MHC no classiques de classe IB. En aquest sentit, s’ha trobat que l'antigen thymic
leukemia (TL), exemple de molécula MHC-I no classica intensament expressada i de forma
exclusiva en les cel-lules epitelials (Hershberg i col., 1990; Crowley i col., 2000), s’uneix
preferiblement a la forma homotipica de CD8, és a dir a limfocits CD8aa+. Mitjancant l'as
de tetramers de TL s’ha evidenciat la possible existéncia de receptors especifics per a
aquest antigen (Tsujimura i col., 2001), i sha postulat que la unié6 TL-CD8act de gran
afinitat pot modificar la resposta mediada per altres antigens presentats per molécules
MHC classiques, fet que implicaria un nou mecanisme de regulacié limfocitica: adaptacio
versus proliferacio o citotoxicitat (Leishman i col., 2001).
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1.3.1.5.  Propietats funcionals generals dels IEL

Els IEL son cel-lules especialitzades, la funcio dels quals encara no esta completament
definida. Els IEL poden contribuir en la defensa mucosal a nivell cel-lular -mitjancant un
tipus inusual de reconeixement antigenic especific- en la supervivencia de la integritat
cel-lular epitelial i en la patogenesi de diverses malalties (Guy-Grand i col., 1978; Camerini
i col., 1993; Helgeland i col., 1997). Els IEL juguen un paper crucial en la prevencio de la
hipersensibilitzacio a antigens luminals foranis, ja que és la primera part del sistema
immunitari que entra en contacte amb aquests. En qualsevol cas, la seva funcionalitat esta
determinada per la capacitat citolitica, encara que el mecanisme efector exacte encara
avui és incert o variable (Mowat i col., 1990; Cerf-Bensussan i col., 1991; Croitoru i col.,
1992; Hayday i col., 2001).

Els IEL de tipus a son principalment citolitics, actuen mitjancant la secreciéo de granuls
enzimatics, per potenciacio de la via apoptotica i secreten citocines de tipus Th1 (Taguchi i
col., 1991; Barrett i col., 1992; Chardes i col., 1994; Lundqvist i col., 1996). En canvi,
’efecte inhibidor de Uactivitat citotoxica i els efectes inhibitoris en la proliferacio semblen
estar restringits a la subpoblacié de tipus b CD8aa+, principalment mitjancats, pel factor
transformador de creixement TGF-p (Teitelbaum i col., 1996; Cummins i Thompson, 1997;
Saurer i col., 2003). Aquesta citocina és el factor més important en el canvi d’isotip en les
cel-lules plasmatiques productores d’IgA de la mucosa intestinal, i sembla jugar un paper
protector critic en models d’inflamacio intestinal (Powrie i col., 1996; Buzoni-Gatel i col.,
1997;) possiblement mitjancant la inhibicio de la proliferacio de limfocits T, de les funcions
de les APC i de la produccié de citocines pro-inflamatories i quimiocines per part dels
enterocits (Takeguchi i col., 1998; Garelik i col., 2000)

La capacitat litica dels IEL s’ha demostrat de forma més clara amb laplicacio dels
anticossos monoclonals anti-CD3 (Lefrancois i col., 1989) o anti-TCR (Goodman i col.,
1989). Els IEL també presenten lactivitat citotoxica dels limfocits T (CTL) classica encara
que la seva freqiiencia sembla ser baixa (Ernst i col., 1986; Viney i col., 1990). A més a
mes, els IEL humans presenten activitat citolitica espontania dirigida contra certs tumors
epitelials (Taunk i col., 1992).

In vitro, els IEL responen de forma feble a mitogens, al-loantigens o anticossos anti-CD3. En
canvi, hi ha evidencies de proliferacio davant de lestimulaci6 amb anticossos anti-CD2
(Ebert i col., 1989). L'anticos anti-HML1 potencia els efectes proliferatius d'activacié amb
anti-CD3 (Sarnacki i col., 1991), pero fins i tot en presencia de cel-lules accessories la
capacitat proliferativa dels IEL és dificil de demostrar (Sim, 1995).
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1.3.1.6. Origen i desenvolupament cel-lular dels IEL: dependéncia
timica versus criptoplaques

A diferencia dels limfocits T CD8uap+ que es desenvolupen en el timus, es troben distribuits
en els teixits limfoides periférics i en el cas de Uintesti constitueixen els IEL tipus a, els IEL
de tipus b tenen un origen i desenvolupament totalment diferent (Oida i col., 2000; Hayday
i col., 2001).

El desenvolupament de les cel-lules T en el timus finalitza amb una d’aquestes tres
situacions: seleccio negativa dels clons autoreactius, seleccié positiva comportant la
supervivencia dels timocits i la seva migracio cap a teixits periférics com intesti, o abséncia
de seleccio amb el resultat final de mort cel-lular programada (Robey i col., 1994).

En els Ultims anys, pero, s’han acumulat evidéncies que indiquen que els IEL CD8aa+ (tipus
b) son capagos potencialment de desenvolupar-se en algun lloc de la mucosa intestinal
sense necessitat de passar pel timus. En aquest sentit, la detecci6, encara que debil, de
mRNA de proteines activadores de la recombinacié genica (Rag-1 i Rag-2) (Guy Grand i col.,
1992; Lin i col., 1994; Boll i col 1995; Oida i col., 2000) i la identificacio de la presencia de
cel-lules limfoides amb propietats precursores de cel-lules T (TCR-) (Guy Grand i col., 1991;
Hamad i col., 1997; Mowat i col., 1997; Page i col., 1998) posen de manifest la nocio que
els precursors limfoides compromesos al llinatge T entren a Uepiteli i desenvolupen els
passos necessaris en la reordenacio génica del TCR amb la subsegiient diferenciacio a IEL
madurs “in situ”.

S’han identificat multiples agregats minusculs (=1500) formats per més de mil cel-lules
progenitores de fenotip c-kit+ IL-7R+ Thy-1+, agrupades en les criptes de la lamina propia
d'intesti prim i gros muri que s’han anomenat criptoplaques (CP) (Kanamori i col., 1996;
Oida i col., 2000) (Figura 5). A més a més, estudis amb aquesta progenie han revelat que
aquests son capacos de generar IEL TCRaf+ i TCRyS+ en ratolins immunodeficients SCID
irradiats (Saito i col., 1998).

Aquestes troballes indiquen que les criptoplaques son claus com a localitzacio extratimica
on els precursors de cel-lules T poden desenvolupar-se i madurar a IEL. $’han descrit
almenys dos estats intermedis de desenvolupament en aquesta via extratimica, on els més
immadurs resideixen a Uinterior de les criptoplaques (Oida i col., 2000).

Encara queda per descriure com les cel-lules progenitores limfo-hematopoéetiques migren
des de la medul-la ossia cap a les criptoplaques per diferenciar-se en IEL. Estudis recents
demostren que la via implicada en el reconeixement de la quimiocina CCL25 (TECK)
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mitjancant el seu receptor CCR9 és essencial per a la formacio de criptoplaques i la
consequent aparicio dels IEL (Onai i col., 2001).

Figura 5

Fotografia en microscopi optic (100X) d’una
criptoplaca de ratoli. La preparacio ha estat
tenyida amb hematoxilina-eosina i marcada
amb U'AcMo anti-CD45, que posa de manifest
els agregats limfocitics. Imatge cedida per la
Prof. Dra. Victoria Camerini (University of
California, Irvine)

Cal destacar que les criptoplaques, encara que s’han estudiat més en humans, també s’han
identificat en intesti prim de rata, on shan anomenat “lymphocyte filled villi” (LFV) o
“timus intestinal difGs”, ja que és la font de la poblacié de IEL antigament coneguda com a
timus independent en aquests animals (Mayrhofer i col., 1995; Mayrhofer i col., 1999).

1.3.2. LIMFOCITS DE LAMINA PROPIA (LPL)

1.3.2.1. Localitzacio anatomica dels LPL

Hi ha poca informacio de les poblacions cel-lulars situades a la lamina propia intestinal en
comparacio amb tot l'estudi desenvolupat sobre els IEL. En qualsevol cas, la lamina propia
presenta tanta heterogeneitat cel-lular com la que es troba a Uepiteli intestinal. Aquesta
poblacio difusa compren diferents tipus cel-lulars: limfocits B i cel-lules plasmatiques
madures, les quals representen la meitat de les cel-lules presents en aquest compartiment,
limfocits T que representen una tercera part i altres tipus cel-lulars com macrofags,
cel-lules dendritiques, mastocits i eosinofils (Lee i col., 1988; Shanahan 1994)
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1.3.2.2. Fenotip i funcions dels limfocits B i de les cél-lules plasmatiques
de lamina propia

Els limfocits B confereixen una important defensa immunologica a nivell intestinal, ja que
constitueixen la base del sistema secretor digA i IgM (Brandtzaeg i col., 1999). Aquests
limfocits B finalitzen la seva diferenciacio a cél-lules plasmatiques a la lamina propia. En
aquest sentit, la lamina propia presenta limfocits B en tots els seus estats maduratius, des
de blasts immadurs a cél-lules plasmatiques productores d’immunoglobulines.

Les cél-lules de la linia B, disperses per la lamina propia, estan formades per una petita
poblacié de ceél-lules memoria definides pel fenotip slgA+CD20+CD27+CD40+CD38"
CD45RA+; una tercera part de cél-lules sigA+CD20-CD27+CD40-CD38"®" que defineixen blasts
d’arribada recent al teixit mucosal i, a més a meés, les cél-lules plasmatiques, la majoria de
les quals presenten abséncia d’aquests marcadors (Farstad i col., 2000).

La diferenciacio dels limfocits B en cél-lules memoria/efectores es produeix després del
contacte amb Uantigen, i es manifesta amb canvis en el fenotip i la morfologia.
Concretament, en comparacio amb els de sang periférica, els limfocits B de lamina propia
es troben en un cert estat d'activacid, ja que presenten un increment en lexpressio de
marcadors d'activacio i secrecié espontania d’immunoglobulines (Van der Heijden i col.,
1987; Peters i col., 1989). Aixi, més del 80% dels limfocits B activats de tot l’organisme
estan localitzats a Uintesti, sobre tot a la lamina propia. Per tant, en base a resultats
obtinguts en ratolins, es pot dir que la lamina propia funciona com a teixit efector i
inductiu de la resposta immunitaria (Brandtzaeg i col., 2001; Fagarasan i col., 2001).

Les cel-lules B verges normalment canvien lisotip de la immunoglobulina de superficie (slg)
des de sigD+sigM+ a slgD-slgM+ i, després d'una segona estimulacio, segueixen la seva
maduracio cap a un altre fenotip, normalment IgG o IgA. La slg queda retinguda quan la
cel-lula entra en el procés de convertir-se en cel-lula memoria, pero es va perdent
gradualment durant la fase terminal de diferenciacio a cel-lula plasmatica, aixi com
succeeix amb altres marcadors de superficie (Banchereau i col., 1992). La presencia d’un
determinat microambient en els llocs inductors mucosals, fa que limfocits sigM+ immadurs,
madurin preferentment cap a cel-lules slgA+ (Kelsall i col., 1999), que seran les
responsables de la produccié de la IgA polimeérica, principal arma humoral de les superficies
mucoses (Lamm, 1998). Aixi, les cel-lules B de la lamina propia produeixen IgA polimeérica,
principalment en forma de dimer, i representen la progenie derivada de cél-lules
procedents de plaques de Peyer i d’altres agregats limfatics (Farstad i col., 2000).
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1.3.2.3. Fenotip i funcions dels limfocits T de lamina propia

En humans, en aquest compartiment existeixen tant cel-lules CD4+ com CD8+ en
proporcions similars a sang periferica (Zeitz i col., 1991) i, a diferéncia dels IEL, el receptor
per a antigen en gairebé totes les cel-lules T intestinals de la lamina propia és TCRap
(Jarry i col., 1990). Els LPL T CD4+ representen un 30% (Hayday i col., 2001) i els LPL T
CD8+ presenten un rang variable que va del 15 al 54%; existeix una poblacio significativa (4-
26%) de limfocits T DP (CD4+CD8a+CD8p-) i una baixa proporcié de limfocits Tyd+ i absencia
de cel-lules NK (CD56+) (Boll i col., 1995; Abuzakouk i col., 2001). Els limfocits T humans
de la LP presenten caracteristiques de cel-lules memoria, amb baixos percentatges de
CD45RA i elevats percentatges de CD45R0 i CD58 (Schieferdecker i col., 1992).

En el cas dels rosegadors, els limfocits T (caracteritzats per la presencia de la moléecula
CD3) representen un 40% i, a l'igual que a 'home, son majoritariament TCRap+ (85%), 15-
20% de limfocits DN i proporcions de limfocits CD4+ i CD8+ semblants (40%), i més de la
meitat d’aquests Gltims presenten ’heterodimer CD8ap, amb expressio de CD2 i CD28 (Boll
i col., 1995; Manzano i col., 2002). També s’han descrit una baixa proporcio de cel-lules NK
i limfocits TCRy5+ en aquest compartiment (Tagliabue i col., 1982; Tice ,1990;).

Els LPL i els IEL comparteixen algunes caracteristiques com és el cas dels limfocits que
expressen la molécula CD8ax, 0 CD8aP amb un repertori oligoclonal, fenomen que també
succeeix en el cas dels limfocits T CD4+ (Arstila i col., 2000). A més a més, a ligual que en
el cas dels IEL, s’han descrit diferéncies fenotipiques entre LPL presents a Uintesti prim i a
Uintesti gros (Boll i col., 1995).

La funcio especifica desenvolupada pels LPL encara no esta establerta de forma clara, pero
se sap que poden generar respostes enfront de patogens enteérics i que estan involucrats en
la regulacié de la resposta immunitaria per tal de controlar els antigens derivats de la
ingesta i la flora microbiana (Zeitz i col., 1991).
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2. ESTUDI DEL DESENVOLUPAMENT DEL GALT

2.1. DIFERENCIES EN L’ONTOGENIA DEL GALT ENTRE HUMANS |
ROSEGADORS

Les superficies mucoses representen la major part de la interfase entre el sistema
immunitari de Uhoste i ’ambient extern. Per aquesta raé no és destranyar que sigui un
sistema altament desenvolupat. Ara bé, una caracteristica important del sistema
immunitari mucosal és el seu estat de desenvolupament en el moment del naixement i la
seva habilitat per generar una resposta immunitaria efectiva quan el neonat troba patogens
intestinals. En aquest sentit, en les Gltimes tres décades, I’estudi de la immunitat mucosal
en rosegadors, com rata i ratoli, ha facilitat aquest estudi.

El teixit limfoide associat a la mucosa dels rosegadors és similar a la d’altres mamifers:
presenten cel-lules plasmatiques productores d’lgA a la lamina propia, limfocits
intraepitelials i plaques de Peyer com a organs limfoides secundaris. A més a més, les
plaques de Peyer en rata i ratoli son clarament visibles i accessibles per a U'experimentacio.
Tota la metodologia emprada avui en dia per a laillament i estudi dels diferents
compartiments immunitaris mucosals ha estat desenvolupada préviament en rosegadors.

Cal destacar pero, que hi ha diferencies entre el GALT huma i el de rata o ratoli, i que es fa
especialment evident durant ’ontogénia. Mentre que es pot considerar que el GALT huma
és probablement funcionalment i histologicament madur entre les 19-20 setmanes de
gestacio, en el cas dels rosegadors la seva maduracio és tardana i majoritariament
postnatal, fet que facilita Uestudi del seu desenvolupament (Mac Donald, 1990).

Tant en rata com en ratoli el periode de gestacio es troba al voltant de 21-22 dies (280 dies
en humans) i aquestes espeécies animals son deslletades a les 3 setmanes d’edat.

En el cas de Uésser huma, la majoria de les estructures que formen part del GALT es
desenvolupen durant la vida fetal (Brandtzaeg 1998), ara bé, U’activacié limfocitica i la
secrecio d’IgA no apareixen fins després del naixement (Gebbers et al., 1990; Brandtzaeg
et al., 1991). S’ha observat que la migracio de IEL a Uepiteli es produeix parcialment
durant el periode gestacional, pero U'estimulacio luminal durant els primers mesos de vida
incrementa el seu nombre fins a deu vegades (Machado et al., 1994). Aquesta activacio
antigenica és progressiva durant la infancia, tot comencant des de les primeres setmanes
de vida, i reflectint la presencia de nous antigens en aquest compartiment immunitari:
antigens alimentaris i procedents de la microbiota intestinal (Cummins et al., 1997).
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En el desenvolupament del GALT en rata o ratoli, majoritariament postnatal, Uestimulacio
luminal juga un paper molt destacat. En aquest sentit, cal destacar que durant el primer
mes de vida, la dieta i la flora microbiana del tracte gastrointestinal dels rosegadors
presenta grans canvis i sens dubte les proteines de la dieta (llet i menjar solid) i de la
microflora desenvolupa un important paper fisiologic en la maduracié del GALT (da Silva i
col., 2003). Durant els primers 10 dies, l'Gnic menjar que reben els animals nadons és la llet
materna. Des del dia 10 al dia 21 (deslletament), els cadells continuen lactant pero també
ingereixen dieta solida. Despreés del deslletament mengen pinso estandard de laboratori.
Durant tot aquest periode també hi ha grans canvis en la flora bacteriana (Savage 1979).

2.2. FACTORS INFLUENTS EN EL DESENVOLUPAMENT DEL GALT

La maduracié del GALT esta influida pel contacte antigénic amb materials foranis,
bacterians o alimentaris, procés que té lloc principalment a la mucosa intestinal. Encara
que aquest és el principal factor influent en el desenvolupament del GALT, un altre factor
també important en el desenvolupament dirigit per Uantigen a Uintesti és Uestat
maduratiu de les cel-lules encarregades de presentar-lo. En aquest sentit, s’ha suggerit que
els neonats no son capagos d’estimular de forma efectiva als limfocits (Macatonia i col.,
1995; Muthukkumar i col., 2000)

2.2.1. MICROBIOTA INTESTINAL

Els bacteris aerobis colonitzen el tracte gastrointestinal huma durant les primeres 24h
despres del naixement; el segon dia apareixen coliforms, lactobacils i enterococs, altres
anaerobis s’estableixen el tercer dia donat que els aerobis han facilitat ’ambient. El
cinque dia, s’estableixen bifidobacteris i, cap a la segona setmana, apareixen Gram-
positius (Gracey 1993).

L'aveng en la tecnologia gnotobiotica al voltant dels anys 1950 ha permes Uestudi exhaustiu
dels efectes de la flora intestinal en intesti de animal experimentacio. Els resultats en
aquests animals, lliures de patogens, mostren una disminucio drastica del GALT: les
cel-lules plasmatiques son practicament nul-les a la lamina propia i les plaques de Peyer
son molt petites (Gordon et al., 1961; Wostmann 1996). Posteriorment s’ha confirmat que
el nombre de cel-lules plasmatiques productores d’IgA es redueix unes deu vegades (Crabbe
1968) i en el nombre de IEL de 2 a 4 vegades (Glaister 1973; Bandeira et al., 1990).
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En el cas de la rata, s’han trobat microorganismes Gram-positius en el jeji practicament
durant tot el periode de lactancia (fins I’edat de 18 dies), i posteriorment apareixen Gram-
negatius i llevats (Cummins et al., 1988).

Els tractes gastrointestinals de ratolins lactants de determinades colonies lliures de
patogens es colonitzen amb una seqiiencia particular amb diversos tipus de bacteris, de
forma que coliforms i enterococs colonitzen intesti gros als 7-9 dies (Davis et al., 1973). Els
canvis en la colonitzacio bacteriana de Uintesti despres del deslletament han demostrat
una gran influéncia en Uaparicio de cel-lules secretores d’IgA en la lamina propia intestinal
(Moreau et al., 1982).

Cal destacar que, en humans, els organismes Gram-positius predominen principalment a la
part proximal de lintesti prim mentre que els organismes Gram-negatius apareixen a la
part distal de Uili i colon (Cummins et al., 1997). La majoria del GALT es troba localitzat a
intesti prim, mentre que la microbiota es concentra al intesti gros; la participacié de la
flora bacteriana humana en activacio luminal del GALT d'intesti prim és clarament menor
que la participacio dels antigens alimentaris (da Silva et al., 2003).

2.2.2. ANTIGENS ALIMENTARIS

Tot i que la majoria de macromolecules de la dieta es degraden en el moment que arriben
a lintesti prim, algunes d’aquestes proteines romanen parcialment degradades o intactes i
son absorbides cap al torrent sanguini (Husby et al., 1985; Bruce et al., 1987).

La influéncia immunitaria de les proteines de la dieta, com a estimuls luminals, esta també
justificada per la coincidencia del gran desenvolupament del GALT i la predominant
absorcio alimentaria en el mateix espai fisic que és l'intesti prim.

Durant Uetapa de deslletament en humans, hi ha un increment progressiu en U'exposicio a
proteines alimentaries, comencant per les proteines de l'arros i vegetals, antigens presents
en la fruita i, més tard, ovoalbimina de pollastre i altres proteines de 'ou, gluten, llet de
vaca i proteines carniques al voltant de 6-12 mesos d’edat abans de una diversificacio més
gran en el menjar. La diversitat de les proteines alimentaries incrementen
exponencialment durant i al final del periode d’alletament amb cada nou aliment introduit
(da Silva et al., 2003).
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3. RATOLINS TRANSGENICS AMB TCR H-Y

En aquest treball s’han utilitzat ratolins transgénics de la soca C57BL/10 Rag2™” TCR H-Y
(H-2D°”) que s’obtenen a partir de U’encreuament de ratolins Rag2-/- amb ratolins
transgenics per al TCR H-Y. Aquest model permet Uestudi d’un tipus especific de limfocits
T CD8+, els quals expressen un TCR dirigit contra un péptid que només es troba en mascles
(Smcy-3) i que és presentat per la molécula MHC de classe | H-2D" (Kisielow et al., 1988;
Bluthmann et al., 1989; Teh et al., 1989, Cruz et al., 1998; Markiewickz 1998).

Els ratolins knock-out Rag2-/- son animals deficients en el gen Rag2. Els ratolins homozigots
per Rag2-/- no son capagos d’iniciar la reordenacio genica V(D)J, el que comporta el déficit
total de generacio de limfocits T o B madurs, encara que presenten una hematopoesi
aparentment normal. Aquests animals pateixen una immunodeficiencia combinada greu
(Shinkai et al., 1992; Schulz et al., 1996). Aquest model s’utilitza en el desenvolupament
de vacunes, estudis de trasplantaments, recerca hematopoetica i, principalment, per a
’obtencio de nous models animals a partir del seu encreuament amb ratolins transgenics,
que nomeés presentaran limfocits especifics per al transgen.

Els animals transgenics per a un TCR especific permeten, entre d’altres, estudi de TCR
individuals, ja que se simplifica la policlonalitat dels possibles TCR. En aquest treball, s’ha
partit d’animals C57BL/10 TCR H-Y (H-2D""") que expressen un TCR transgénic, anomenat
TCR H-Y, dirigit especificament contra el peptid Smcy-3 amb el qual s’uneix amb alta
afinitat. Aquest epitop forma part d’una proteina codificada en el cromosoma Y i implicada
en ’espermatogénesi; per tant, només esta present, ampliament distribuida, en els ratolins
mascles. A més a més, aquests animals només presenten el MHC especific de classe | H-2D°
i no tenen MHC de classe Il, per tant hi ha una restriccio en la seleccio timica dirigida cap a
les ceél-lules CD8+, mentre que els limfocits CD4+ son absents. Aquest MHC de classe |
presentara de forma efectiva el peptid Smcy-3 als limfocits T CD8+ amb el TCR transgenic.

L’encreuament dels ratolins de la soca C57BL/10 Rag2’” (H-2D"®) amb els ratolins
transgénics C57BL/10 TCR H-Y (H-2D*”) origina una progénie d’animals que només presenta
limfocits T CD8+ amb el TCR transgénic anomenada C57BL/10 Rag2’” TCR H-Y (H-2D""),
citada a partir d’ara TCR H-Y. Donat que el peptid reconegut pel TCR només es troba en
mascles, aquest model té un comportament diferent en mascles que en femelles (Taula 3 i
Figura 6).
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Taula 3:
Manifestacions diferencials entre mascle i femella TCR H-Y en funcié de la presencia o
abséncia de I’antigen Smcy. Modificat de Cruz i col.(1998).

EEPI‘-.'P‘!’ID desconegut - agonista (Smcy-3)
b .. . (baxaafinitay ~  (altaafinitat)y
'TIMUS ~~  seleccié positiva seleccio negativa =~ |
[MELSA molts  CD8ap+ ~  pocs T D8 )

En els ratolins mascles d’aquest model, Uepiteli timic presenta, entre d’altres, ’epitop
Smcy-3 als limfocits CD4+CD8+ (DP). Com que tots ells contenen el TCR d’alta afinitat per
aquest autoantigen (peptid agonista), les cel-lules T CD8+ autoreactives son seleccionades
negativament i per tant delecionades. La manifestacio periféerica esperada d’aquest procés
de seleccio negativa seria I’absencia virtual de limfocits T CD8+ (Teh i col., 1989; Kisielow i
col., 1988; von Boehmer i col., 1991). Malgrat el procés de seleccidé negativa i delecié del
llinatge cel-lular CD8aP+ en el timus dels ratolins mascles, existeix sorprenentment una
gran poblacio de limfocits T CD8aa+ a nivell intraepitelial intestinal (Figura 6) (Rocha i
col., 1992; Poussier i col., 1993; Cruz i col., 1998).

Aquest fet ha permes postular que els IEL CD8aa+ derivarien de cél-lules T CD8af+ que, tot
i trobar-se amb el lligand agonista, escaparien de la delecié timica i sobreviurien a la
periféria mitjancant la disminucié en el nivell d’expressié de la molécula CD8 (CD8'™) o per
la pérdua total de CD8 (CD8-). Aixi, els limfocits T CD8'™ o CD8- generats d’aquest forma
serien els precursors dels IEL CD8aa+ (Cruz i col., 1998).

En el cas dels ratolins femelles TCR H-Y, el timus és capa¢ de seleccionar de forma positiva
el llinatge de limfocits CD8+ mitjancant la interaccio del TCR H-Y amb antigens propis de
baixa afinitat, ja que les femelles no presenten, obviament, U’epitop especific per a aquest
TCR. Consegiientment, els seus organs limfoides periféerics, com la melsa, presenten una
gran poblacio de limfocits T CD8af+. En aquests animals, pero, al contrari dels mascles, el
nombre de limfocits és molt baix a U’epiteli intestinal i majoritariament no expressen la
molecula CD8 a la seva superficie (CD8-) (Figura 6). Tots aquest fets concorden amb la
hipotesi que en abséncia de seleccio negativa al timus no hi hauria generaci6 eficient de
IEL CD8aa+ (Cruz i col., 1998).
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mascle TCR H-Y (H-2D"%)

Figura 6

Citogrames biparametrics de les poblacions limfocitiques del timus, melsa i IEL en mascles i
femelles TCR H-Y i mascles MHC F1. Tots els diagrames representatius mostren |’expressio
de CD8a./CD8B per melsa i IEL o CD8x/CD4 en el timus en limfocits que expressen el
transgen H-Y, mitjancant la seleccio de la finestra d’adquisicié d’aquelles cel-lules marcades
amb un anticos especific, T3.70.

Recentment, s’ha descrit un nou model transgenic heterozigot per al MHC de classe |
obtingut a partir de ’encreuament entre animals TCR H-Y i ratolins B10.D2 Rag2-/- que
expressen el MHC de classe | H-2D? (Podd i col., 2001). Aquests ratolins son anomenats MHC
F1 (H-2D"%). En els ratolins mascles MHC F1, de forma similar a la femella TCR H-Y, el
timus presenta limfocits T CD8+ i cel-lules DP i la melsa conté limfocits T CD8+. A
diferéncia de la femella TCR H-Y, Uepiteli intestinal dels mascles MHC-F1 presenta cel-lules
CD8+ amb proporcions similars de limfocits T CD8aa+ i T CD8af+ (Figura 6) (Pood i col.,
2001).
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1.  ANIMALS

1.1. RATES LEWIS

Per a Uestudi de IEL i LPL durant el periode de lactancia s’ha utilitzat rates lactants Lewis,
mascles i femelles, d’edats compreses entre 1 i 21 dies de vida. Com a animals de
referéncia s’han emprat rates adultes Lewis mascles de 10 setmanes d’edat. Les rates
Lewis gestants (G14) i les rates Lewis mascles de 10 setmanes d’edat han estat
subministrades per Harlan (Barcelona). Les rates gestants s’han distribuit en gabies
individuals en condicions controlades de temperatura i humitat i amb un cicle 12 h:12 h
llum:foscor a Uestabulari de la Facultat de Farmacia de la Universitat de Barcelona. Els
animals van ser observats diariament fins al moment del part que va tenir lloc de forma
natural. El dia del naixement va ser identificat com a dia 1. Les ventrades van ser
unificades en 8 animals per mare, amb lliure accés a les mames i al pinso de rata. Les rates
adultes de referéncia es van distribuir en gabies amb quatre animals i van ser mantingudes
en les mateixes condicions que les mares gestants. Totes les rates van disposar de pinso
comercial i aigua ad libitum.

Els estudis s’han realitzat seguint les directrius institucionals per a la cura i s d’animals de

laboratori establertes pel Comité Etic dExperimentacié Animal de la Universitat de
Barcelona, i els procediments utilitzats han estats aprovats per aquest mateix comite.

1.2. RATOLINS MODIFICATS GENETICAMENT

Els ratolins adults (mascles i femelles) utilitzats per a la generacio de les diferents
progenies especifiques a estudiar han estat subministrats per Taconic Farms (San Diego) i
s’han mantingut a U’estabulari de la Facultat de Biociéncies de la Universitat de California-
Irvine en condicions controlades de temperatura i humitat i amb un cicle 12 h:12 h
llum:foscor. A més a més, Uestat immunocompromes (deficiéncia de limfocits T i B) que
presenten aquests ratolins modificats geneticament, aquests es van disposar en gabies
adaptades amb un dispositiu de flux laminar d’aire que actua com a barrera especifica i
origina un ambient lliure de patogens, i el pinso comercial i aigua de beguda gque van
rebre van ser préviament autoclavats.
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Per a ’estudi sobre el desenvolupament de IEL durant les primeres setmanes de vida s’han
utilitzat ratolins transgénics mascles amb TCR H-Y: homozigots per al MHC (H-2D"") i
heterozigots 0 MHC F1 (H-2D*). Per a l’obtenci6 de ratolins TCR H-Y (C57BL/10 Rag2™” TCR
H-Y) s’ha realitzat U’encreuament entre mascles i femelles del mateix tipus. Per tal
d’obtenir ratolins MHC F1 ( Rag2” TCR H-Y; H-2D"), s’ha partit de ratolins C57BL/10
Rag2” TCR H-Y; H-2D*® i ratolins B10.D2 Rag2”’; H-2DV®, mascles i femelles
indistintament.

Per tal d’estudiar la dependencia de la presencia timica de U’antigen agonista s’han
utilitzat ratolins doblement transgénics Smcy TCR H-Y (C57BL/10 Rag2” Smcy TCR H-Y).
Aquests animals es van generar a U’estabulari de la Universitat de California-Irvine a partir
de la linia simple transgenica Smcy creada a La Jolla Institute (San Diego) i mitjangcant
encreuament amb ratolins C57BL/10 Rag2”, i el posterior encreuament amb ratolins
-transgenics TCR H-Y (ambdos facilitats per Taconic Farms) tal i com es detalla a "apartat
8.2. de Material i metodes.

En tots els encreuaments realitzats, mascle i femella van conviure durant 14 dies, moment
en el qual es retira el mascle de la gabia. Les femelles gestants van ser observades de
forma diaria fins al moment del part, que va tenir lloc de forma natural. El dia del
naixement va ser identificat com a dia 1. Les ventrades van disposar de liure accés a les
mames i al pinso. Als 21 dies de vida es va realitzar el procés de deslletament dels animals,
distribuint-los en noves gabies, separats de la mare.

L’accés a ’habitacle on es troben tots aquests animals immunocompromesos ha requerit la
utilitzacié de bata, polaines, guants i mascareta d’un sol Gs. Totes les manipulacions
d’aquests animals (encreuaments, seccionar porcions de cues, marcar i sexar els animals)
s’han realitzat sota campana de flux laminar, segons els protocols i procediments aprovats
pel Comite Institucional per a la cura i Us d’animals de laboratori de la Universitat de
California, Irvine.



MATERIAL | METODES
35

2. DISSENYS EXPERIMENTALS

2.1 ESTUDI DE L'ONTOGENIA DE IEL | LPL DE RATES LEWIS DURANT EL
PERIODE DE LACTANCIA

Per aquest estudi, es va dissenyar el protocol experimental esquematitzat a la Figura 7.

Es van utilitzar rates Lewis lactants a partir de les quals es van obtenir limfocits (IEL i LPL)
d'intesti prim des del dia de naixement (dia 1) i en diferents dies (3, 5, 7, 11, 14 21)
durant el periode de lactancia. De forma paral-lela es va disposar de rates Lewis adultes
com a grup de referencia.

Les rates neonates van ser redistribuides en 8 animals per mare, immediatament després
del naixement, i es van identificar de I’1-8 mitjangant marcatge individual. En cadascun
dels animals es va realitzar diariament el seguiment de la corba ponderal. Totes les
manipulacions diaries dels animals (marcatge i pesada) es van dur a terme en el mateix
interval horari per evitar la influencia o modificacio dels ritmes biologics.

Es va disposar de més d'una ventrada per dia ja que el rendiment d'obtencio de IEL i LPL en
teixits molt joves no permetia l'estudi complet, en un mateix animal, de tots els fenotips
considerats. .

El dia de sacrifici es va extreure Uintesti prim i es va dividir en dues parts iguals que es van
anomenar proximal i distal. D’aquestes dues porcions es va procedir a U’aillament de IEL i
posteriorment, de la part proximal, es van aillar LPL. Després de fer el recompte i Uestudi
de la viabilitat de les suspensions cel-lulars obtingudes, aquestes van ser immediatament
processades per a lestudi del fenotip cel-lular per teécniques diimmunofluorescencia i
posteriorment analitzades per citometria de flux. En determinats animals -establerts
préviament a l'atzar- es va procedir a l'obtencio de LPL per tal d’estudiar la seva capacitat
secretora d'immunoglobulines per la técnica d’ELISPOT.
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Figura 7
Esquema del disseny experimental seguit per a l’estudi de l'ontogénia de IEL i LPL durant el
periode de lactancia
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2.2. ESTUDI DEL DESENVOLUPAMENT DE IEL CD8aa+ EN RATOLINS
TRANSGENICS AMB TCR H-Y

Per aquest estudi s’han seguit 3 dissenys experimentals que s’esquematitzen a la Figura 8.

En U'estudi de Uontogenia de ratolins transgenics TCR H-Y i MHC F1 (Figura 8A), s’han
utilitzat mascles joves de 2, 3, 4, 5 i 6 setmanes d’edat. El dia de sacrifici es va procedir a
’extraccio de Uintesti prim, melsa i timus, per tal d’obtenir les poblacions limfocitiques
corresponents. Per cada poblacio cel-lular obtinguda, es va realitzar el recompte cel-lular i
Uestudi de la viabilitat i es va procedir a Uestabliment del fenotip limfocitic per tecniques
d’immunofluorescéncia i citometria de flux. Una série d’animals, escollits a [’atzar, van
rebre per via i.p. dues dosis de 100 pmols en 100 pL de PBS del peptid antigénic Smcy-3
KCSRNRQYL (Markiewicz, 1998), pel qual és autoreactiu el TCR H-Y-. Aquestes dues
administracions es van realitzar els dos dies previs a I’obtenci6 de IEL en ratolins de 2, 3 i 4
setmanes d’edat. Paral-lelament, es va disposar d’un grup de ratolins que van rebre AcMo
anti-CD3 en PBS a rao de 50 pg/20g de pes corporal.

Per tal d’elucidar el desenvolupament de possibles poblacions precursores de IEL CD8ao,
s’han emprat ratolins mascles adults TCR H-Y i MHC F1 (8-10 setmanes) (Figura 8B). El dia
de sacrifici es van obtenir suspensions de IEL i de limfocits esplénics. D’aquestes
suspensions es van separar, per citometria de flux, les subpoblacions CD8aa+, CD8ap+, i
CD8-. Aquestes subpoblacions es van cultivar en presencia d’APC espléniques obtingudes de
ratolins Rag2” o en plaques pre-incubades amb AcMo anti-CD3. Després de 48 h
d’incubacio, es va examinar en les 3 subpoblacions ’expressio de les diferents isoformes de
la molecula CD8 per marcatge i citometria de flux.

Per determinar la influencia de I’Ag agonista expressat exclusivament a Uintesti, es van
utilitzar femelles de 8-10 setmanes d’edat doble transgeniques Smcy TCR H-Y (Figura 8C).
D’aquests ratolins es van obtenir IEL i limfocits de melsa i timus, el fenotip dels quals es va
determinar per marcatge multiple i citometria de flux. De forma paral-lela s’ha disposat de
mascles i femelles adultes de tipus TCR H-Y com a grup de referéncia.
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Figura 8

Esquema dels dissenys experimentals seguits per a l’estudi del desenvolupament de
IEL CD8ax+ en ratolins transgenics amb TCR H-Y.
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3. OBTENCIO DE LIMFOCITS DE LA MUCOSA INTESTINAL

3.1. EXTRACCIO DE L'INTESTI PRIM

En rates adultes, rates lactants i ratolins transgenics, es va procedir a ’extraccio quirargica
de Uintesti prim per tal d'obtenir les poblacions limfocitiques corresponents de la mucosa
intestinal. Préviament, els animals es van sacrificar per metodes humanitaris aprovats pels
Comites Etics corresponents.

En cada animal es realitza una laparotomia medial i s’exposa Uintesti prim, des de
Uesfinter piloric fins a la unio ileo-cecal. L’eliminacio del contingut fecal es realitza in situ
injectant serum fisiologic a 4°C. Seguidament es dissecciona del mesenteri i s’extrau
Uintesti prim. En el cas de la rata, Uintest es pesa, es mesura la seva longitud i es divideix
en dues parts iguals, designades com intesti prim proximal (proximal small intestine, pSI) -
que inclou el duodé i la major part del jeji- i intesti prim distal (distal small intestine, dSl)
-que inclou la resta del jeja i tot Uil-li-.

Abans de procedir a 'obtencio de IEL en rata, (apartat 3.2.1 de Material i metodes), els
intestins procedents d’animals d’1-4 dies d’edat van ser directament tallats en fragments
de 5 mm, mentre que els intestins d’animals d’edat compresa entre 5-14 dies van ser
oberts longitudinalment i els intestins procedents d’animals amb una edat de 15-21 dies o
adults van ser previament evertits amb U’ajut d’una sonda abans de fragmentar-los. Les
plaques de Peyer visibles es van excloure de la resta de teixit intestinal.

Per a "obtencio de IEL en ratoli, (apartat 3.2.2 de Material i metodes), el teixit intestinal
també es va fraccionar préviament.

3.2. AILLAMENT DE LIMFOCITS INTRAEPITELIALS (IEL)

3.2.1. AILLAMENT DE IEL DE RATA

Les suspensions cel-lulars de IEL es van preparar a partir de les parts proximal i distal de
Uintesti prim processades individualment, en el cas de rates adultes, o agrupades de 2 en 2
0 4 en 4 en funcio de I’edat en el cas de rates lactants.
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El metode emprat es va posar a punt en el nostre laboratori, per adaptar-lo a rata lactant,
i esta basat en altres metodes descrits préviament per teixit procedent d’animals
rosegadors adults (Brandtzaeg i col, 1999) i d’origen huma (Carol i col., 1998).

S’ha utilitzat la combinacié de dos reactius, préviament assajats per a comprovar la seva
eficacia, el DTT i UEDTA, que digereixen el teixit i faciliten Uextraccio dels limfocits. El
DTT o 1,4-ditiotreitol és un agent reductor que trenca els ponts disulfur de les unions
intraepitelials pero sense trencar les cel-lules epitelials, i per tant, permet extreure els IEL
mantenint Uestructura de Uepiteli intestinal. L’EDTA o acid etilendiaminotetraacetic és un
agent quelant de cations divalent que dificulta la unié depenent de calci de les cel-lules
epitelials. Es un reactiu més agressiu que el DTT i permet extreure tots els IEL, tot i que
també allibera cel-lules epitelials.

L’obtencio d’aquesta poblacio limfocitica s’inicia amb la incubacio de les porcions proximal
o distal de Uintesti prim, previament fragmentades, en una solucié 5mM de DTT (Sigma) en
HBSS -sense calci ni magnesi- (Gibco) suplementat amb un 20% de FBS (Gibco). Aquesta
primera incubacio es realitza en un bany amb agitacio horitzontal a 37°C durant 20 min. A
continuacio es decanta el sobrenedant i es reserva en fred.

Seguidament, es realitza una segona incubacio de les restes d'intesti en un medi d’EDTA 5
mM (Panreac) en HBSS-10% FBS a 37°C amb agitacio horitzontal durant 30 min. Novament es
decanta el sobrenedant i es reserva en fred. Aquesta digestio amb EDTA es repeteix en una
tercera incubacio i de nou es separa el sobrenedant.

Finalment es realitza una Gltima incubacié en RPMI-10% de FBS en un bany amb agitacio
horitzontal a 37°C durant 30 minuts. Passat aquest temps, els fragments d’intesti restants
es deixen sedimentar a temperatura ambient durant 10 minuts. A partir d’aquests
fragments d’intesti es pot procedir a Uaillament de LPL, seguint el procés especificat a
I’apartat 3.3. de Material i metodes.

Els sobrenedants procedents de cada incubacio es centrifuguen a 500 g a 4°C durant 10 min
per separat. Els sediments de cada fase es resuspenen en medi RPMI-1640 (Innogenetics)
amb 5% FBS i sagrupen. La suspensio cel-lular resultant conté IEL i cél-lules epitelials i
requereix un procés posterior denriquiment. '

3.2.2. AILLAMENT DE IEL DE RATOLI

El metode emprat per a lobtencié de IEL en ratoli es basa en la técnica emprada
anteriorment per Camerini i col. (1993). Aquest metode compren 3 incubacions realitzades
durant 20 min en agitaciéo continua en DTT (Sigma) 1mM en medi HBSS (Invitrogen) sense
calci ni magnesi.



MATERIAL | METODES
41

Després de cada incubacid, les cel-lules alliberades es decanten de la resta de teixit
intestinal i es centrifuguen. Els sediments de cada fase es resuspenen amb RPMI-1640
(Invitrogen) amb 5% de FBS (Invitrogen) i s'agrupen. La suspensio cel-lular resultant, que
conté IEL i cél-lules epitelials procedents de cada incubacid, requereix un procés de
purificacio i enriquiment de IEL (apartat 3.4.3. de Material i metodes).

3.3. AILLAMENT DE LIMFOCITS DE LAMINA PROPIA (LPL) DE RATA

L’obtencio de LPL s’ha portat a terme Gnicament a partir de la meitat distal de Uintesti
prim procedent de rates lactants i adultes, prévia extraccio de IEL (apartat 3.2.1. de
Material i métodes). En el cas de rates lactants, shan agrupat de 2-4 teixits, en funcio de la
seva edat per obtenir suficient nombre de cel-lules.

A Uigual que en el cas de IEL, el procés d’obtencio de LPL s’ha adaptat a rata lactant en el
nostre laboratori en base a d’altres metodes descrits préviament (Carol i col., 1998).

El procediment més adequat d'obtencio de LPL és diferent segons la finalitat de Uestudi
dels limfocits resultants, és a dir, segons es tracti de Uestudi fenotipic o de la capacitat
secretora dimmunoglobulines.

3.3.1. METODE PER A L'ESTUDI FENOTIPIC DE LPL

El teixit intestinal romanent de lobtencié de IEL es tritura en fragments d’1 mm’ i es
submergeixen en 20 mL de medi RPMI-1640 suplementat amb 10% de FBS i es digereix amb
col-lagenasa tipus | (Sigma) a la concentracio de 300 U/mL. S’incuba durant 90 min a 37°C
en agitacio constant. S’afegeix 10 mL de medi HBSS i es deixa sedimentar durant 10 min. Es
recupera el sobrenedant que conté les cél-lules alliberades en el procés de digestio i es
centrifuga a 500 g durant 10 min a 4°C. El sediment es resuspen en RPMI-1640 suplementat
amb 10% FBS i posteriorment es purifica pel mateix procés que s’utilitza en ’enriquiment
de IEL (apartat 3.4. de Material i métodes).
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3.3.2. METODE PER A L'ESTUDI DE CEL-LULES SECRETORES
D’IMMUNOGLOBULINES

El teixit intestinal romanent en Uobtencié de IEL es tritura (1 mm?) i es submergeix en 20
mL d'una solucié de col-lagenasa-dispasa (Sigma) d'1,5 mg/mL en medi RPMI-1640 amb 10%
FBS durant 45 min, a 37°C i en agitacio constant.

Les cel-lules alliberades se separen dels fragments tissulars afegint 10 mL de medi HBSS i es
deixa sedimentar durant 10 min. Es recupera el sobrenedant que conté les cel-lules
alliberades en el procés de digestio i es centrifuga a 500 ¢ durant 10 min a 4°C. El sediment
es resuspen en medi RPMI-1640 suplementat amb 10% FBS. En aquest cas la purificacio es
realitza Gnicament per gradient de Percoll (apartat 3.4.2. de Material i métodes).

3.4. PURIFICACIO CEL-LULAR

Com a resultat dels processos d’aillament de IEL i LPL (apartats 3.2. i 3.3. de Material i
metodes) s’obté la suspensio cel-lular que caldra purificar per tal d’eliminar les cel-lules
epitelials i d’altres impureses. Amb aquest objectiu s’han utilitzat dues técniques: columna
de llana de vidre i gradient de Percoll.

3.4.1. COLUMNA DE LLANA DE VIDRE

En Uestudi del fenotip de IEL i LPL es procedeix a una primera purificacio de la suspensio
cel-lular obtinguda per pas a través de columna de llana de vidre.

El metode consisteix en el pas de la suspensio cel-lular obtinguda a través de 0,145 g de
fibra de llana de vidre (Merck) disposada en una xeringa de 10 mL. La columna s’hidrata
préviament fent passar RPMI-1640 suplementat amb 5% FBS.

S’addiciona la suspensio cel-lular a purificar, gota a gota, i posteriorment es renta dues
vegades amb medi RPMI-1640 amb 5% FBS. El total del volum obtingut a través de la
columna es centrifuga. Es descarta el sobrenedant i s’obté el sediment que conté la
poblacio d’interés. Per augmentar la puresa es pot procedir, a continuacio, a la purificacio
per gradient de Percoll.
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3.4.2. GRADIENT DE PERCOLL: PURIFICACIO DE CEL-LULES
MONONUCLEARS DE RATA

El Percoll esta composat per silica col-loidal i polivinilpirrolidona i s’utilitza, en diferents
dilucions, per crear un gradient de concentracio adient de forma que la densitat de les
cel-lules que volem aillar quedi delimitada a la interfase.

L’enriquiment de limfocits obtinguts de rata s’ha realitzat aplicant una tecnica de doble
gradient, és a dir, utilitzant dues fases de concentracié discontinua de Percoll. Aquesta
técnica es basa en resuspendre el sediment cel-lular resultant en un Percoll (Amersham
Biosciences) al 44% en medi RPMI amb 10% FBS. La suspensio cel-lular resultant se
superposa en una solucio de Percoll al 67,5% en medi RPMI amb 10% FBS. Seguidament, es
centrifuga a 600 ¢ durant 30 min a temperatura ambient. Les cél-lules epitelials i altres
restes tissulars queden a la superficie formant una capa densa. Els limfocits viables queden
a la interfase creada entre les dues solucions de Percoll en forma d’anell i es recuperen
mitjancant una pipeta Pasteur.

Les concentracions de Percoll utilitzades son les establertes per a l'aillament de cel-lules
mononuclears de rata.

3.4.3. GRADIENT DE PERCOLL: PURIFICACIO DE CEL-LULES
MONONUCLEARS DE RATOLI

Per a la purificacio de IEL obtinguts de ratoli sha aplicat la tecnica del triple gradient.
Aquesta tecnica es fonamenta en establir 3 fases de concentracio discontinua de Percoll.

La fase inferior del gradient consisteix en Percoll al 70% en medi RPMI-FBS 10%. Per sobre
se situa una solucio de Percoll al 40%. Finalment es col-loca el sediment cel-lular de IEL de
ratoli resuspes en Percoll al 20%. Es centrifuga a 900 ¢ durant 20 min i a temperatura
ambient. En la interfase superior (entre 20 i 40%) queden retingudes cel-lules epitelials i
restes tissulars i en la interfase inferior (entre 40% i 70%) queden acumulats els limfocits
viables. Amb ’ajut d’una pipeta Pasteur connectada al buit, s’eliminen les fases superiors
per facilitar I’accés a la interfase desitjada.
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4. OBTENCIO DE CEL-LULES D’ALTRES ORGANS LIMFOIDES EN
RATOLI

4.1. OBTENCIO DE CEL-LULES MONONUCLEARS DE TIMUS | MELSA

L'obtencio de cel-lules mononuclears de timus i melsa sha realitzat mitjangant la
disgregacio mecanica del teixit utilitzant una ma de morter de vidre i malles metal-liques.
En el cas de la suspensio de cel-lules espléniques, els eritrocits s’eliminen per lisi osmotica
en una solucio de PBS 10X (Gibco) (Camerini i col., 1998).

4.2. OBTENCIO DE CEL-LULES PRESENTADORES D’ANTIGEN DE MELSA

A partir de teixit esplénic procedent de ratolins C57BL10 Rag2™” (H-2D""®) -que no conté
cel-lules limfoides- sha procedit a lobtencid de cel-lules presentadores d’antigen,
necessaries per a l’assaig d’estimulacié in vitro (apartat 7.2 de Material i meétodes). El
metode emprat ha estat la disgregacio mecanica i la lisi osmotica del teixit esplénic descrit
a l"apartat anterior.

Les cel-lules mononuclears resultants es resuspenen en medi DMEM (Gibco) amb 10% FBS,
1% d'aminoacids no essencials (Sigma), 2mM de glutamina (Gibco), 0.5% de piruvat sodic
(Invitrogen) i 10 pg/mL de gentamicina (Sigma), i es mantenen a 4°C fins al moment de
l'assaig.
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5. RECOMPTE | DETERMINACIO DE LA VIABILITAT CEL-LULAR

El nombre i viabilitat cel-lular de IEL i LPL de rata s’ha estudiat emprant una solucio de dos
colorants fluorescents: taronja d’acridina (AO, Sigma) i bromur d’etidi (EB, Sigma), els
quals permeten diferenciar les cél-lules viables de no viables. Les cel-lules vives incorporen
el colorant AO, en canvi, les céel-lules no viables es tenyeixen amb EB. Amb microscopi de
fluorescencia amb llum ultraviolada, les cel-lules vives apareixen de color verd, mentre
que les mortes son de color taronja.

En el cas de IEL de ratoli s’ha utilitzat la tincio excloent de blau de tripa (Invitrogen) que
es basa en la incorporacié del colorant en el cas de cel-lules mortes, mentre que les viables
romanen transparents.

En ambdos casos, per realitzar el recompte cel-lular s’utilitzen cambres del tipus Fast-Read
102 New Grid (Boehringer Mannheim), que son una modificacié de la cambra Neubauer.
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6. ANALISI DE LES POBLACIONS LIMFOCITIQUES PER
CITOMETRIA DE FLUX

6.1. MARCATGE DE LIMFOCITS PER IMMUNOFLUORESCENCIA

6.1.1. TECNICA DE DOBLE MARCATGE PER A L’ESTUDI DE IEL | LPL DE RATA

Les poblacions limfocitiques de la mucosa intestinal obtingudes -IEL o LPL- es resuspenen
en “solucio salina de marcatge” que consisteix en PBS que conté 2% FBS i 0,1% NaN;
(Sigma); aquesta soluci6 és adequada per al marcatge amb AcMo. La suspensi6 cel-lular es
distribueix a raé d’un minim de 2x10° cél-lules per marcatge.

Sha emprat la tecnica del doble marcatge amb AcMo directament conjugats amb
isotiocianat de fluoresceina (FITC) o ficoeritrina (PE). A la Taula 4 s’especifiquen els AcMo
utilitzats i dirigits contra diferents molécules de superficie de rata.

El doble marcatge es realitza mitjancant incubacio de les cel-lules amb una barreja de
concentracions saturants dels AcMo conjugats a FITC i a PE en solucio salina de marcatge a
4°C durant 20-30 min a la foscor. Posteriorment es realitza un rentat amb PBS, es fixen
amb p-formaldehid (Merck) al 0,5% en serum fisiologic i es mantenen a 4°C en la foscor fins
al moment del seu processament per citometria de flux.

6.1.2. TECNICA DE MARCATGE MULTIPLE PER A L’ESTUDI DE LIMFOCITS DE
RATOLI

Les cel-lules mononuclears obtingudes es resuspenen en una solucio de PBS que conté 5% de
FBS, 0,02 NaN; (Sigma) i 5 pyg/mL de UAcMo anti-CD16/CD32 (BD Pharmingen), per tal de
bloquejar els receptors Fc que podrien unir-se als AcMo de forma inespecifica. Es
distribueix a raé d’un minim de 2x10° cél-lules mononuclears per marcatge.

Els estudis fenotipics en ratoli s’han realitzat aplicant tecniques de marcatge multiple
utilitzant AcMo conjugats a quatre fluorocroms diferents: FITC, PE, al-loficocianina (APC) i
PE-Cy7 unit a avidina que s'unira a AcMo biotinilats. A la Taula 5 s’especifiquen els AcMo
utilitzats i dirigits contra diferents molécules de superficie de ratoli.
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Anticossos monoclonals utilitzats en la caracteritzacié fenotipica de limfocits de rata.
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En el procediment de marcatge s’addicionen concentracions optimes d’AcMo conjugats a
FITC, PE, biotina o APC i s’incuben durant 20 min a 4°C. Després de la primera incubacié
amb U'AcMo primari, les suspensions cel-lulars es renten amb PBS fred que conté NaN; 0,02%
i es resuspenen en solucio de marcatge amb una concentracié optima d’Avidina-PE-Cy7
(Caltag) per tal de detectar ’AcMo primari conjugat a biotina. Les cel-lules s'incuben de
nou a 4°C durant 20 min i posteriorment es renten. Finalment es fixen amb una solucio al
2% de p-formaldehid (Sigma) en PBS que conté 0,2% NaN;.

6.2. CITOMETRIA DE FLUX

Les cel-lules marcades préviament, amb AcMo units a fluorocroms, s’analitzen per
citometria de flux, que és una técnica que permet mesurar la mida, la rugositat i la
fluorescencia de cel-lules en suspensio.

El citometre de flux, és un instrument que fa passar les cel-lules d’una en una per un tub
estret, per on fa incidir un raig de llum laser que excita les cel-lules i aquestes emeten una
radiacio fluorescent que s’enregistra. Al mateix temps, uns detectors recullen la informacio
de la dispersio de la llum, en sentit frontal i en angle recte, produida al xocar amb les
cel-lules. Tota aquesta informacio es transmet a circuits informatics que integren,
analitzen i comparen les dades.

Amb les dades obtingudes, es pot fer un tractament grafic, representant els resultats en
forma de citogrames FSC/SSC, és a dir, grafiques on es representa la dispersio frontal de la
llum (FSC, Forward Scatter) respecte la dispersio en angle recte (SSC, Side Scatter). El FSC
és un parametre relacionat amb la mida de la cél-lula i el SSC depen de les caracteristiques
morfologiques de la cel-lula, com la rugositat i el nombre d’organuls.

Per processar les dades dels marcatges s’utilitzen histogrames biparametrics que relacionen
les intensitats de fluorescéncia de 2 fluorocroms utilitzats. D’aquesta manera es pot
coneixer el percentatge de cel-lules marcades (positives) amb cadascun dels dos
fluorocroms, amb tots dos o amb cap d’ells.

6.2.1. ANALISI DE LIMFOCITS DE RATA PER CITOMETRIA DE FLUX

Les analisis de les suspensions cel-lulars (IEL i LPL) procedents de rata es van realitzar en
un citometre de flux Epics XL (Coulter Corp., Hialeah, EUA) dels Serveis Cientifico-Tecnics
de la Universitat de Barcelona.
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Per a cada mostra es va incloure un control negatiu, utilitzant un AcMo control d’isotip
(1gG4). Totes les mostres van ser analitzades considerant la mateixa finestra d'adquisicio, la
qual va ser definida en funcio de la inclusio del 100% de les cel-lules marcades amb I'AcMo
anti-CD45 de rata adulta i de rata de 21 dies d’edat en el cas de IEL; o utilitzant la
presencia dels marcadors TCR i CD45RA en el cas dels LPL. Una segona finestra d'adquisicio
va ser creada per a U’estudi de cel-lules IgA+ sense morfologia limfocitica especifica.

Els resultats s’expressen com a percentatge de cel-lules positives per a un determinat
marcatge (o per a dos marcatges simultanis) respecte la poblacié limfocitica total
(delimitada per la finestra d’adquisicio) o respecte una poblacié determinada (CD4+, CD8+
0 NKR-P1A+).

L'analisi de les dades s’ha portat a terme utilitzant el programa Epics Elite flow cytometry
workstation versio 3.25 (Coulter).

6.2.2. ANALISI DE LIMFOCITS DE RATOL{ PER CITOMETRIA DE FLUX

L’analisi de les diferents poblacions de cél-lules mononuclears de ratoli (IEL, esplenocits i
timocits) es va realitzar en un citometre de flux Beckton-Dickinson FACS Calibur (BD
Immunocytometry Systems) del Center of Immunology, Universitat de California-Irvine.

La finestra d’adquisicio es va definir en base a la inclusio del 100% de les cel-lules
doblement marcades amb els AcMo anti-CD3 i anti-TCR H-Y. Els resultats s’expressen com a
percentatge de cel-lules positives per a un determinat marcatge respecte la poblacié CD3+
TCR H-Y+.

Les dades shan analitzat electronicament, mitjancant la creacio de finestres en un
diagrama bicolor utilitzant el programa CellQuest (BD Immunocytometry Systems).

6.2.3. AILLAMENT DE SUBPOBLACIONS LIMFOCITIQUES DE RATOLI

Per citometria de flux es van separar les subpoblacions de limfocits T CD8-, T CD8afB+ i T
CD8aa+ a partir de suspensions cel-lulars de IEL i de ceél-lules mononuclears de melsa
obtingudes de ratolins mascles transgenics H-Y i MHC F1.

Per procedir a aquesta separacio, les suspensions cel-lulars es resuspenen en medi RPMI-
1640 suplementat amb 10% FBS i s’incuben amb concentracions optimes d'AcMo anti-CD3
conjugat a PE, anti-CD8p conjugat a FITC i anti-CD8a. conjugat al fluorocrom APC durant 30
min, seguits d’un rentat amb PBS-FBS 10%.
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Es van seleccionar electronicament els IEL CD3+ dins de la finestra d'adquisicio, i els
subtipus cel-lulars CD8-, CD8af+ o CD8aa+ van ser aillats i recuperats mitjancant U'ls d’una
finestra semi-logaritmica en un FACS Vantage Cell Sorter (BD Immunocytometry Systems).

Les cel-lules aillades, que van presentar una puresa superior al 99%, van ser posteriorment
utilitzades en ’assaig d’estimulacio in vitro (apartat 7.2. de Material i metodes).
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7.  ASSAIGS CEL-LULARS IN VITRO

7.1. TECNICA DELISPOT PER A LA QUANTIFICACIO DE CEL-LULES
SECRETORES D’IMMUNOGLOBULINES

La tecnica de Enzyme-Linked Immunospot Technique (ELISPOT) sha utilitzat per tal de
quantificar el nombre de cel-lules secretores d’lg (lg-secreting cells; 1g-SC) de la lamina
propia. La técnica d’ELISPOT emprada és una adaptacio de la descrita préviament per Carol
i col. (1998).

La tecnica es realitza sobre plaques de 96 pous amb membrana de nitrocel-lulosa
(MultiScreen MAHAN 4510, Millipore). La tecnica consisteix en la incubacié de les plaques
amb AcMo anti-lgA, anti-lgG o anti-lgM de rata (clons A93-2, G53-238 i G28-5,
respectivament, BD Pharmingen). Safegeixen 100 pl/pou de dilucions d'AcMo a 15 pg/mL
en PBS i es deixa durant tota la nit a 4°C en cambra humida.

Després de rentar la placa, els possibles llocs d'unié romanents en els pous es bloquegen
amb 200 uL/pou de medi RPMI amb 10% FBS durant 1h a 37°C. Posteriorment, s'addiciona a
cada pou, sempre en forma de duplicats, 100 uL d’una dilucié seriada de la suspensio de
cel-lules de lamina propia obtingudes mitjancant digestio (apartat 3.3.2. de Material i
meétodes) i gradient de Percoll (apartat 3.4.2. de Material i metodes): 2x10°, 1x10°, 5x10* i
2,5x10* cél-lules. Les plaques. sincuben durant 20 h a 37°C. Posteriorment, per tal
d'eliminar les cél-lules, les plaques es renten amb una solucié de PBS que conte 0,25% de
Tween-20 (PBS-Tw, 10 rentats) i amb H,0 destil-lada (1 rentat).

El segiient pas consisteix en l'addicio de 100 pL/pou d’AcMo anti-IgA, anti-IgG o anti-IlgM de
rata conjugats a biotina (2 sg/mL, BD Pharmingen) i la seva incubacié en cambra humida
durant 2 h a temperatura ambient. Després de rentar la placa (5 x PBS-Tw), s’afegeixen
100 pL/pou del conjugat extravidina-peroxidasa (4 pg/mL en PBS, Sigma) durant 1 h. Les
plaques es renten de nou (5 x PBS), i s'addiciona la solucio amb el substrat H,0, i el
cromogen AEC (3-amino-9-etilcarbazol, Sigma) en 0,1 M de solucié d’acetat. La reaccio
enzimatica es visualitza després de 30 min. La reaccid s'atura mitjancant rentat amb aigua
abundant sota ’aixeta.

Les taques ocasionades per cada cél-lula secretora o spots es quantifiquen amb lajut d'una
lupa o bé automaticament utilitzant el sistema ELISPOT-reader (AID Diagnostica). Els
resultats s'expressen com a nombre de I1g-SC per 10° cél-lules.
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7.2. ASSAIG D'ESTIMULACIO IN VITRO DE SUBPOBLACIONS LIMFOCITIQUES

Per aquest assaig s’han utilitzat subpoblacions de limfocits T CD8-, T CD8af+ i T CD8aa+
obtingudes de ratolins mascles transgenics TCR H-Y i MHC F1 (apartat 6.2.3. de Material i
metodes).

Les suspensions cel-lulars es resuspenen en medi DMEM (Gibco), i es distribueixen en
plaques de 96 pous de base plana a raé de 1x10° cél-lules/pou. Els pous de les plaques
havien estat pre-incubats amb 10 pg/mL d’AcMo anti-CD3 (BD Biosciences) o co-cultivat
amb cél-lules APC sense fraccionar obtingudes a partir de melsa de ratolins mascles
C57BL/10 Rag2” (apartat 4.2. de Material i métodes). La proporcié d’APC respecte les
cel-lules T aillades va ser de 10:1.

Les cél-lules es cultiven durant 48-72 h a 37°C amb atmosfera de 5% de CO,. Posteriorment
es recuperen les cel-lules i es resuspenen en solucio salina de marcatge amb AcMo anti-CD3
conjugat a PE, AcMo anti-CD8pB conjugat a FITC o AcMo anti-CD8a conjugat al fluorocrom
APC (BD Biosciences) tal i com s’ha descrit anteriorment (apartat 6.1.2. de Material i
metodes). Finalment, s'addicionen 10 pg/mL de 7-aminoactinomicina (7-AAD; Molecular
Probes, Eugene, EUA), seguint les recomanacions descrites pel fabricant, per tal d’excloure
les cél-lules no viables durant Uanalisi citomeétrica. D'aquesta manera, les cél-lules
s’analitzen per citometria de flux en les 4 hores posteriors a la preparacio.
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8. DESENVOLUPAMENT DE LA LINIA DOBLE TRANSGENICA DE
RATOLI Smcy TCR H-Y

8.1. OBTENCIO DEL PLASMIDI pFABP Smcy

El cDNA per Smcy de ratoli va ser clonat i expressat, sota el control del promotor minim per
FABP (fatty acid binding protein promoter) anomenat iFABP, de forma exclusiva en el
tracte intestinal de ratoli (Figura 9) (Simon i col., 1997).

El fragment de 780 bp que conté el promotor iFABP deriva del vector pTS4 (cedit per la
Dra. Hilde Cheroutre, La Jolla Institute for Allergy and Immunology, San Diego) i es purifica
a partir del gel d’agarosa (Qiaex system, Quiagen) després de la restriccié enzimatica amb
els enzims EcoRl i BamHl (Promega). El fragment resultant s’insereix en el plasmidi
pBluescript-ll digerit també amb els mateixos enzims de restriccio, EcoRl i BamHI.

El ¢cDNA per Smcy que conté Uepitop especific del TCR H-Y es purifica mitjancant
electroforesi del pcDNA1.1 que conté un subclon del transcrit Smcy (cedit per E. Simpson,
Hammersmith Hospital London després de la seva restriccié amb BamHI i Xbal (Promega). El
fragment de Smcy resultant s’insereix en el vector pBluescript II-iFABP, construit amb llocs
de restriccio per BamH-I i Xbal.

La regio intronica SV40 i el senyal de poliadenilacio deriven del CDM8 i es subclonen en
vectors pMCS5 amb llocs de restriccio per Xbal i BamHI. Posteriorment, aquest fragment es
purifica del pMCS5 mitjancant digestio amb Xbal i Sacl per tal de clonar-lo directament en
la construccio que conté el fragment del promotor iFABP i el cDNA de Smcy, originant el
pFABP Smcy (5,5 kb). A continuacié es purifica el fragment de 2,6 kb que conté el promotor
iFABP de 780 pb, el fragment de Smcy d’1 kb, el fragment de 800 pb corresponent a Uintré
SV40 i el lloc de poliadenilacio.

L’obtencio del plasmidi la va portar a terme la Dra. Victoria Camerini del Department of
Pediatrics, University of Virginia.
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KCSRNRQYL

Ecp RI Sac

cDNA m30< A._ T—Uu senyal de poliA (800 bp)

Sequencia parcial promotoriFABP > m 5

CAAACTICIGCCTIG CCCATTCTGA TTTAAATTAG AACAAACIC 1GCC1TGCCC AT TCTGATTT TTATCGITAG AACAAA
TGCCCAITTCTGATTTTATCGTTAG AACAAAUTC TGCCTGCCCAITCTGATTTTATCGTTAG AACAAAJQTC TGCCTG
GATTTGGAATTCTGC Al AGAAGTTGGA TCTAAATCTA GCAGTGGCAG TTCACAAGGA GAT(
ACAGG AGGAGCGACG CCTACGAAAG ACCTTGTTGG AGACGGCATC ACGGAAGCTG AGCGAGAGGC TTTTGAGCTA C
CGTCA GTGCATCAGT GTAAGACCAC GTGTTTCCTA TCAGCCTTGG CCTGTTATGIGTCCAGAT AGTCTTGTCTG CCTTTC

...............................

ATGAT CTGTGAAGT GCTCAAGGAA TCGACAGT TACGGTACA GGTACACATT GGATGAACTG CCTGCTATGC

\ / Sequencla parcial del cDNA per Smey
KCSRNRQYL

(epitop)

Figura 9

Construccié plasmidica, creada per la Prof. Dra. Victoria Camerini, utilitzada en la generacié de la linia doble
transgencia Smcy TCR H-Y. El fragment consta del promotor que dirigeix l’expressié a nivell intestinal (iFABP),
el transgen (Smcy cDNA), i les porcions necessaries per la seva correcta transcripcid. Es detallen seqlencies
prcials tnt del promotor (groc), com del transgen (gris) que conté !'epitop que s’uneix amb alta afinitat al TCR
H-Y.
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8.2. OBTENCIO DE LINIES TRANSGENIQUES DE RATOLINS PER A
L’EXPRESSIO INTESTINAL DE Smcy

El fragment de 2,6 Kb, purificat com s’ha descrit, va ser injectat a oocits fecundats que
van ser transferits a ratolins C57BL/10 utilitzant técniques estandards (Hogan i col., 1986;
Taketo i col., 1991). Aquesta part del treball es va portar a terme a La Jolla Institute for
Allergy and Immunology, San Diego, a carrec de la Dra. Hilde Cheroutre i el Dr. Chris
Lenna.

Els animals transgénics originats es van mantenir a Uestabulari de la Universitat de
California, Irvine, en un ambient lliure de patogens i condicions de flux laminar.

L’expansio i estabilitzacio de la linia transgenica, s’ha realitzat en el mateix servei
d’estabulari, mitjangant Uencreuament dels animals fundadors amb ratolins C57BL/10
Rag2”". De forma individual, en cadascun dels animals generats (C57BL/10 Rag2”” Smcy) es
va analitzar, per PCR, la preséncia del transgen Smcy en el DNA genomic procedent d’una
petita seccio de la cua obtinguda abans dels 21 dies d’edat, seguint la normativa vigent.

Una vegada confirmada la positivitat per a la preséncia del transgen, es va procedir a la
creacio d’una nova linia d’animals que constitueixen U’objecte d’estudi d’aquest treball,
els animals doble transgenics: que expressen Scmy a nivell intestinal i el TCR H-Y en
animals Rag2-/-. Aixi, es van realitzar diversos encreuaments entre els ratolins Smcy Rag2”
i els ratolins TCR H-Y (subministrats per Taconic).

A partir dels animals de la linia doble transgenica creada, els ratolins Smcy TCR H-Y, s’ha
analitzat la presencia dels dos transgens, U’epitop Smcy i el TCR H-Y, per técniques de PCR
a partir de DNA genomic obtingut de teixit de la cua de cada animal de forma rutinaria.

La linia de ratolins transgenics Smcy TCR H-Y s’ha mostrat estable fins a "actualitat que
correspon a la 7° generacio.

8.3. CONFIRMACIO DE LA PRESENCIA | EXPRESSIO DEL TRANSGEN Smcy

8.3.1. EXTRACCIO DE DNA GENOMIC

En cada animal de la doble linia transgenica a estudiar s’analitza la presencia dels
transgens Smcy i TCR H-Y.
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Per aixo, abans dels 21 dies d’edat se’ls hi secciona una petita part distal de la cua, a
partir de la qual s’extrau el DNA genomic mitjancant U’as del kit Dneasy™ Tissue (Qiagen).
Breument, el teixit s’introdueix en un eppendorf amb 180 pL de solucid ATL i 20 pL de
solucio de Proteinasa K, es barreja i s’incuba en un bany d’aigua a 55°C fins que el teixit
queda totalment digerit (6-8h).

Quan el teixit esta totalment lisat, es centrifuga a 8000 g i es descarta el precipitat que
conté restes no digerides. El sobrenedant es transfereix a un nou tub, on s’addicionen 400
pl d’una barreja 1:1 de solucio Al:etanol absolut i es barreja vigorosament. Aquesta
barreja es disposa en les mini-columnes proveides pel kit sobre tubs col-lectors de 2 mL i es
centrifuga a 8000 g durant 1 min. Es descarta el tub col-lector amb el sobrenedant i es
col-loca un tub nou. S’afegeix 500 uL de solucio AW-1 i es centrifuga (8000 g). Seguidament
s’addiciona 500 pL de solucio AW-2 i es centrifuga (14000 g). Finalment, s’addicionen 200
uL de solucio AL, s’incuba durant 1 min a temperatura ambient i es centrifuga (8000 g, 1
minut) per tal d’eluir el contingut, sobre el tub col-lector definitiu. El DNA obtingut es
quantifica per espectrofotometria.

8.3.2. EXTRACCIO DE RNA

A partir de fragments de diferents teixits (melsa, intesti prim proximal, medial i distal i
intesti gros) es va procedir a Uextraccié del RNA total mitjancant Uls del kit RNeasy®
(Qiagen) seguint el protocol descrit pel fabricant. De forma resumida, es parteix
d’aproximadament uns 30 mg de teixit, que s’estabilitzen amb el reactiu RNAlater i es
congelen a -80°C.

Les mostres congelades es col-loquen en un morter amb nitrogen liquid i s’homogeneitzen
amb la ma de morter. Els fragments o pols de teixit i el nitrogen liquid es decanten en tubs
de micro-centrifuga de 2 mL, lliures de RNases i submergits en nitrogen liquid. Un cop
s’evapora el nitrogen, s’afegeixen 600 plL de la solucio RLT i el lisat obtingut es transfereix
a una columneta de microcentrifuga de tipus QlAshredder sobre un tub col-lector de 2 mL.
Es centrifuga a maxima velocitat durant 3 minuts, es transfereix el sobrenedant a un tub
nou on s’afegeix 1 volum d’etanol 70% i es barreja amb la pipeta. Seguidament es passen
700 pL de la barreja obtinguda a una mini-columna del kit sobre un tub col-lector de 2 mL
i es centrifuga durant 15 s a 10000 g. Una vegada descartat el tub col-lector, s’afegeixen
700 pL de la solucié RW1 a la columna i es centrifuga de nou en les mateixes condicions.
Aquest procés es repeteix dues vegades més amb 500 plL de la solucio de rentat RPE. Es
deixa assecar la membrana de silica-gel de la columna, s’afegeixen, directament sobre la
membrana, 50 pl d’aigua lliure de RNases i s’elueix el RNA retingut en aquesta per
centrifugacio a 10000 g. Normalment, la quantitat obtinguda és d’uns 30 pg, pero en cas de
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voler obtenir més mostra, es pot eluir de nou la columna. El RNA es quantifica per
espectrofotometria.

8.3.3. QUANTIFICACIO D’ACIDS NUCLEICS

El DNA i RNA obtinguts es van quantificar mitjancant U'espectrofotometre Genequant
(Amersham Pharmacia Biotech). Les mostres es llegeixen a 260nm i 280 nm, per acids
nucleics i proteines, respectivament. L’espectrofotometre proporciona els resultats de
concentracio en pg/mL i de puresa com a relacio Azonm/Azsonm- En tots els casos, el rang de
concentracio va estar entre 50-200 ng/pL i la puresa adequada per a processos posteriors.

8.3.4. SINTESI DEL cDNA

Per tal d’obtenir el cDNA, de forma previa a la PCR, s’ha utilitzat el Kit Ready-To-Go-
Prime-First-Strand-Beads (Amersham Biosciences). De forma resumida, la mostra de RNA
(de 100 ng a 5 pg de RNA total) es porta a un volum final compres entre 25-30 pL amb
aigua-DEPC i s’escalfa a 65°C durant 10 min en el termociclador (model PTC-100™, MJ
Research Inc).

La solucio de RNA es transfereix al tub que conté les perles amb la barreja de reactius per
a la sintesi del cDNA: solucié amortidora, dNTP, transcriptasa reversa murina (FPLCpure™,
inhibidor de RNases de tipus RNAguard™), i albumina sérica bovina lliure de
RNases/DNases. Sense barrejar, s’afegeix l’encebador pd(N)e i aigua-DEPC fins a un volum
final de 33 pL i es deixa durant 1 min a temperatura ambient. $’agita el contingut del tub,
es centrifuga i s’incuba a 37°C durant 60 min. Passat aquest temps, la primera cadena del
DNA esta llesta per a la seva amplificacié per PCR.

8.3.5. REACCIO EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)

Mitjancant la tecnica de PCR s’ha amplificat el DNA genomic pel transgen Smcy, TCR H-Y i
el cDNA pel transgen Smcy. Com a controls interns, s’han amplificat els gens segiients: p53
en el cas del DNA genomic, i B-actina i SCF (Stem Cell Factor) en Uestudi d’expressio. La
seqiiencia dels encebadors utilitzats en cada cas es troba a la Taula 6.
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Taula 6: Encebadors utilitzats en les PCR de DNA genomic i cDNA.

¢ " "Encebador ~ [ sequéncia 53" "Producte™ " T dUnié”"
¢ FABP-Smcy . |GAACAAACTTCTGCCTTGCC - .. - 782pb. . 63°C &
t (s) GAAATACAAGCCTCTGCTTCAG o RN S
- Smcy CTACGAAAGACCTTGTTGGAG =~ " '400pb .~ = 57°C
L. (s)  |GAAATACAAGCCTCTGCTTCAG . Lo '
| TCRH-Y | GACATTGACTGTAATCAGAC  246pb 57°C . |
3 (s) . ... {ACAGCGTTTCTGCACTGTTATCACC e | _:
(as) : 2L i A
| P53 TCACTGCATGGACGATCTGTTGC - 710 pb
f’ - (s) GATGATGGTAAGGATAGGTCGGCG -
3 (as) 4
T Pp-actina | ATGGATGACGATATCGCT 615 pb
(s) ATGAGGTAGTCTGTCAGGT : ' ;
- e (as) _. K = . S s SRS W e ” _d_._ : _:
% SCF - {CCGGATCCTGGAGCTCCAGAACAGCTAA  861pb°- 65°C i
i (s) |GGCTGCAGTCCATTACACCTCTTGAA i e 1S
S .-_-,__(_as)_‘_‘_, ¥ A, I Y S T L =T 'muj

Els encebadors per a amplificaciéo del Smcy genomic estan dissenyats per tal d’amplificar
la part codificant per Uepitop d’alta afinitat amb el TCR H-Y (KCSRNRQY) sense que
presentin homologia en el gen equivalent en el cromosoma X (Smcx). L’encebador 5’ per a
’amplificacio del Smcy transgeénic s’uneix especificament a la seqiieéncia del promotor FABP
i, per tant, el Smcy genomic no s’amplifica. Els encebadors utilitzats per a ’amplificacio
del TCR H-Y estan dirigits a la cadena B del TCR, concretament a la regié CDR-3 de la zona
Vp8.2-DB1-Jp2.3 (Cruz et al, 1998).

De forma breu, les diferents PCR s’han portat a terme a partir de 100 ng de cDNA o DNA
genomic, que equival a un volum inferior a 2 plL en el cas de DNA genomic i inferior a 5 pL
en el cas del cDNA. S’afegeix aigua purificada fins a un volum final de 10 pL i a continuacio
una barreja (17,5 pl) amb els reactius necessaris: 5 pl. de barreja de dNTP en solucio
amortidora (0,2 mM de cada dNTP, Tris-HCl 10 mM pH 8,3, KCl 50mM i MgCl; 1,5 mM;
Fischer Scientific), 1 pL de cada encebador (Oligos etc Inc) i 0,5 pl. de Taq polimerasa
(Fisher Scientific). El procés amplificacio de les mostres s’inicia amb una etapa de
desnaturalitzacio de 4 min a 95°C en el termociclador, i a continuacio es fan 35 cicles de
desnaturalitzacio (95°C, 30 s), uni6 dels encebadors (temperatura adequada segons la taula
6) i fase d’extensio (72°C, 30 s).



MATERIAL | METODES
59

8.3.6. ELECTROFORESI | VISUALITZACIO DELS PRODUCTES DE PCR

Els productes d’amplificacié de la PCR es van desenvolupar electroforéticament en gels
d’agarosa al 2% (Fisher Scientific) mitjancant una font d’alimentaciéo i cubeta de E-C
Aparatus Corporation.

Els gels d’agarosa es van preparar en solucié TAE 1X, preparada a partir de solucié 10X
(Fisher Scientific) amb una concentraci6 de bromur d’etidi a 0,5 mg/mL (Sigma).
L’electroforesi es realitza a baix voltatge i intensitat per incrementar la resolucio. La
visualitzacio s’ha realitzat amb un transil-luminador de llum UV Fisher-88A.

En tots els casos, s’ha confirmat la mida dels productes amplificats mitjangcant el marcador
de pes molecular 123bp DNA ladder (Fisher Scientific). Les imatges s’han captat
fotograficament mitjangcant una camera de foto-documentacié Polaroid FB-PDC-34 (Fisher
Scientific), o de forma digital amb un dispositiu Foto/Prep | Edas-290 (Kodak). L’analisi de
la intensitat de les bandes, per confirmar les dades visuals obtingudes en Uestudi
d’expressio, s’ha realitzat utilitzant el Software d’analisi 1D Image versio 3.6 (Kodak).
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9. ANALISI ESTADISTICA DELS RESULTATS

En tots els casos, l'analisi estadistica s’ha realitzat mitjancant I’analisi convencional de la
varianga (ANOVA). Per a cada variable dependent (per exemple, ceél-lules CD8+ o IgM-SC),
es va considerar com a variable independent U'edat dels animals (dies 1-21 en el cas de
Uestudi en rata o 2-5 setmanes en el cas de Uestudi en ratoli); aixi com la localitzacio
intestinal (pSI or dSl) en el cas de Uestudi dels IEL de rata. Posteriorment, s’han realitzat
comparacions post hoc (LSD test) quan la variable edat o localitzacio intestinal presentava
un efecte significatiu sobre la variable dependent.

A més a més, l'existencia de possibles diferéncies entre animals adults i de 21 dies d’edat o
entre pSl i dSI en rates adultes sha analitzat mitjangant el test de la U de Mann-Whitney.
Totes les analisis s’han realitzat utilitzant el programa Statistica™ (Stat Soft®, Tulsa, UK).
S’ha acceptat que les diferencies eren significatives quan la p<0,05.
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1. CANVIS MORFOMETRICS EN L'INTESTI PRIM

De forma preévia a Uestudi fenotipic, s’han estudiat els canvis en el pes i longitud intestinal,
aixi com en el pes corporal de rates lactants i animals adults (Taula 7).

Durant les tres primeres setmanes de vida, tant el pes corporal com el pes de lintesti
proximal incrementen sis vegades. Lincrement de pes és molt més manifest en lintesti
distal que és superior a les vuit vegades. Durant el mateix periode la longitud total de
lintesti prim no arriba a triplicar-se.

El pes de la meitat proximal de lintesti (pSl) és significativament superior al de la meitat
distal (dSl) (p<0,05) durant tot el periode de lactancia, encara que la relacio entre el pes
de pSI/dSI disminueix amb ’edat, i el dia del deslletament (dia 21) arriba a valors similars
a aquells trobats en rates adultes.




Taula 7
Pes corporal i pes i longitud de Uintesti prim de rates lactants i adultes

Edat (dies) 1 3 5 7 11 14 21 Adulta
Pes corporal 6.58+0,023 8.5040,034 11.3610,040 12.5310,076 16.9510,099 24.7410.106 40.7110.247 201.0+3.45
(8) (23) (31) (23) (16) (16) (17) (16) (16)
Pes del pSI* 0.12610,002 0.19610,002 0.252+0,001 0.27410,002 0.35040,003 0.464:+0,005 0.866+0,017 3.41110.179
(8) (22) (32) (19) (16) (15) (17) (16) (16)
Pes del dSI* 0,08010,001 0.127:0,003 0.184+0,003 0.18410,001 0.24910,002 0.323+0,003 0.685:+0,012 3.336:0.179
(8) (21) (31) (19) (16) (15) (17) (16) (16)
pSI/ds| 1.57640,024 1.498+0,036 1.467+0,023 1.50540,013 1.430+0,015 1.45210,013 1.26310,013 1.02040,012
(21) (31) (19) (16) (15) (17) (16) (16)
*__-..On“mn“”....._“__ 18.50+0,074 22.7210,081 27.74+.0,071 27.87+0,094 32.09+0,091 37.4410.140 49.1910.225 81.00+1.384
(cm) (23) (30) (23) (16) (16) (17) (16) (16)

*pSI 1 dSI correspon a intesti prim proximal i distal, respectivament.
Les dades corresponen a la mitjana + EEM del nombre d'animals mostrat entre paréntesi.
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2. ESTUDI DELS CANVIS FENOTIPICS EN LIMFOCITS T |
CEL-LULES NK INTRAEPITELIALS DE L'INTESTI PRIM DE
RATES LACTANTS

2.1. PROPORCIO DE LIMFOCITS CD45+ | CD3+

El contingut de cel-lules mononuclears de llinatge limfoide es va establir mitjancant els
citogrames FSC/SSC i el marcatge per a les cel-lules CD45+.

La Figura 10A mostra citogrames representatius de IEL obtinguts d’animals neonats i
d animals en edat adulta. El dia del naixement (dia 1), no es visualitza l'agregat cel-lular
amb el patré morfologic tipic dels limfocits (Figura 10A), pero aquest s'evidencia a partir
del dia 3 (Figures 10B i 10C).
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Figura 10 ' .

Citogrames FSC/SSC representatius procedents de la suspensio cel-lular obtinguda
després de l'aillament i purificacié de IEL. (A) Mostra obtinguda de lintesti prim de
rates el dia de naixement; (B) mostra representativa de lintesti prim d’una rata de 3
dies d’edat; (C) mostra procedent de l'intesti prim de rata adulta. L’agregat cel-lular
de patrd limfocitic es detecta a partir del dia 3.

El dia de naixement, només un 40% i un 30% de les cel-lules incloses en la finestra
limfocitica seleccionada van mostrar un marcatge positiu per a la molécula CD45 tant en
pSl com dSl, respectivament (Figura 11A). El contingut de IEL, establert mitjancant el
marcatge CD45+ tant en pSI com dSl, presenta un increment important durant el periode de
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lactancia (p<0,001). Aixi, el dia 3, la molécula CD45 ja es presenta en el 85% de les
cel-lules seleccionades obtingudes del pSl i en un 90-95% des del dia 5 fins a ’edat adulta.
En el dSI, la proporcio de cél-lules CD45+ dins de la finestra limfocitica va ser
significativament inferior a la determinada en el pSI durant Uinterval compres entre els
dies 3-7 (p<0,05) i no assoleix el maxim percentatge fins al dia14 postnatal (Figura 11A).

La proporcioé de IEL CD3+ en la finestra limfocitica durant el periode d’alletament (Figura
11B) es modifica en funcié de l'edat de l'animal (p<0,001), i no s'observen diferencies
significatives entre els dos fragments intestinals estudiats. El dia de naixement, el
percentatge de cel-lules CD3+ és superior al 60% tant en pSlI com en dSl, la qual cosa
demostra que la molécula CD3 apareix de forma més precog que la molecula CD45 (~40%)
en la superficie de IEL. Al final del periode de lactancia, la proporcié de IEL CD3+ assoleix
els valors de rata adulta en el dSI (~90%) pero no en el pSl (76% i 90% en rates de 21 dies
d’edat i rates adultes, respectivament (p<0,05).
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Figura 11

Percentatge de cel-lules CD45+ i CD3+ en IEL durant el periode de lactancia i en
rates adultes. Cél-lules (A) CD45+ i (B) CD3+ respecte el total de IEL, inclosos en la
finestra d'adquisicid, procedents de lintesti prim proximal i distal (pSI i dSl,
respectivament). Els resultats estan expressats com a mitjana + EEM de 4-8 valors,
cadascun procedent de 2-4 animals agrupats segons ledat.
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Per tal de descartar la possibilitat de contaminacio per LPL en la poblacio intraepitelial, es
va evaluar la presencia de limfocits B en les suspensions de IEL obtingudes. En totes les
mostres processades, el percentatge de cel-lules CD45RA+ va ser inferior al 2% durant tot el
periode estudiat.

2.2. CANVIS EN EL FENOTIP DE CEL-LULES NK INTRAEPITELIALS EN RATES
NEONATES

La proporcio de IEL que expressen la molécula NKR-P1A en rates neonates va ser superior
durant tot el periode de lactancia a la de rates adultes (p<0,05), i es van observar també
diferencies significatives entre les porcions pSl i dSI en animals de 3-7 dies (p<0,01) (Figura
12). En aquest marge d'edat, el percentatge de cél-lules NK en pSl és aproximadament el
doble que en dSI. A partir del dia 11 i fins al dia 21, la proporcié de cel-lules NK va
disminuir, sense assolir el percentatge present en animal adult (p<0,05).

NKR-P1A+

- * mmm pS|
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Cél-lules positives (%)
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Figura 12

Percentatge de ceél-lules NKR-P1A+ en IEL durant el periode de lactancia i en rates
adultes. Cél-lules NKR-P1A+ respecte el total de IEL, inclosos en la finestra
d'adquisicio, procedents de l'intesti prim proximal i distal (pSI i dSl, respectivament).
Els resultats s'expressen com a mitjana + EEM de 4-8 valors, cadascun procedent de
2-4 animals agrupats segons ledat.

La Figura 13 mostra citogrames representatius que permeten visualitzar les diferéncies en
el patré d'expressio de les molécules CD8 i NKR-P1A en IEL obtinguts de rates neonates i
d'animals adults. El dia de naixement, la meitat de IEL NKR-P1A+, en ambdos fragments
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intestinals, co-expressen la molécula CD8 en la seva superficie (Figura 14A). Aquesta
proporcio incrementa fins a superar el 80% durant els primers 5 dies de vida i després
disminueix progressivament. Quan Uanimal assoleix la tercera setmana de vida, el
percentatge de IEL NKR-P1A+CD8+ respecte el total de cel-lules NK en Uepiteli intestinal va
ser superior en el cas del dSI que no pas en el pSl (p<0,001) i en cap de les dues porcions
intestinals es van trobar diferéncies significatives en comparar-lo amb l’animal adult. La
Figura 14B mostra la subpoblacio complementaria NKR-P1A+CD8- que, tal i com es pot
apreciar, representa la poblacié principal el dia del deslletament i en rates adultes.

dia 3 adulta
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Figura 13

Desenvolupament fenotipic de cél-lules NK intraepitelials durant el periode de lactancia i en
rates adultes. Citogrames representatius de la freqiiencia de distribucié de la intensitat de
fluoresceéncia obtinguda per doble marcatge amb els AcMo anti-NKR-P1A i anti-CD8 dels IEL
procedents de recent nascuts (3 dies d’edat) i de rata adulta.
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Figura 14

Desenvolupament fenotipic de cel-lules NK intraepitelials durant el periode de lactancia i en
rates adultes. (A) Cél-lules NKR-P1A+CD8+ i (B) ceél-lules NKR-P1A+CD8- respecte el total de
cel-lules NKR-P1A+ en intesti prim proximal i distal (pSI i dSI, respectivament). Els resultats

s'expressen com a mitjana + EEM de 4-8 valors, cadascun procedent de 2-4 animals agrupats
segons l'edat.
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2.3. CANVIS EN L'EXPRESSIO DE CD4 | CD8 EN IEL DURANT LA LACTANCIA

El marcatge amb AcMo dirigits contra els coreceptors CD4 i CD8 posa de manifest la
presencia de cél-lules doble positives (DP), doble negatives (DN), aixi com CD8+CD4-,
majoritaries en IEL, i CD4+CD8-.

El percentatge de IEL CD8+CD4- en ambdues parts intestinals, pSl i dSl, incrementa de
forma drastica durant els primers dies de vida (Figura 15). En el pSl, els IEL CD8+CD4-
disminueixen a partir del dia 7 i fins al final del periode de lactancia. En el dSI el
comportament és diferent, ja que el percentatge de IEL CD8+CD4- es manté al voltant del
60-65% entre els dies 7-21. Aixi, la proporcio de IEL CD8+CD4- en el dSI és superior que en
el pSI en animals de 21 dies d’edat (p<0,05). Els animals adults presenten una proporcio de
IEL CD8+CD4- que no difereix significativament de Uestablerta per a animals de 21 dies
d’edat, aixi com tampoc s’observen diferéncies entre ambdues porcions intestinals.
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Figura 15

Percentatge de |IEL CD8+CD4- durant el periode de lactancia i en rates adultes. Proporcio
dIEL CD8+CD4- en relacié al nombre total de IEL presents en la finestra d'adquisicié per
mostres intesti prim proximal i distal (pS! i dSI, respectivament). Els resultats s'expressen
com a mitjana + EEM de 4-8 valors, cadascun procedent de 2-4 animals agrupats segons
ledat.
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De la mateixa manera, sha detectat una elevada proporcio de IEL DN el dia de naixement
(Figura 16). Aquest percentatge es manté al voltant del 30% en relacio a la poblacio total
de IEL i és superior al corresponent en animals adults (p<0,001).
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Figura 16

Percentatge de IEL DN durant el periode de lactancia i en rates adultes. Proporcié de IEL
CD8-CD4- en relacioé al nombre total de IEL presents en la finestra dadquisicié per a mostres
dintesti prim proximal i distal (pSI i dSI, respectivament). Els resultats sexpressen com a
mitjana + EEM de 4-8 valors, cadascun procedent de 2-4 animals agrupats segons ledat.

Pel que fa al percentatge de IEL CD8-CD4+(Figura 17), aquest és relativament baix, en
ambdues porcions intestinals, durant la primera i segona setmana postnatal, i presenta un
clar increment durant la tercera setmana (p<0,05). El dia del deslletament, la proporcio
d’aquesta subpoblacio de IEL assoleix els nivells d’adult en el pSI (6%) pero no en el dSl, on
és inferior l'establert en Uedat adulta (11%) (p<0,05). En rates adultes, la proporcio de IEL
CD4+CD8- és superior en el dSl respecte el pSI (p<0,05).
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Figura 17

Percentatge de IEL CD4+CD8- durant el periode de lactancia i en rates adultes. Proporcio de
IEL CD4+CD8- en relacié al nombre total de IEL presents en la finestra d'adquisicié per a
mostres intesti prim proximal i distal (pSI i dSl, respectivament). Els resultats s'expressen
com a mitjana + EEM de 4-8 valors, cadascun procedent de 2-4 animals agrupats segons
ledat.

Durant tot el periode de lactancia, només una petita proporcié de IEL son DP, és a dir,
expressen les molecules CD8 i CD4 (<3%) (Figura 18). Pel contrari, el fenotip CD8+CD4+
esta present com a minim en un 18% de IEL intestinals en U’edat adulta, no observant-se
diferencies significatives entre les dues porcions estudiades.
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Figura 18

Percentatge de IEL DP durant el periode de lactancia i en rates adultes. Proporcié de IEL
CD8+CD4+ en relacié al nombre total de IEL presents en la finestra dadquisicié per a mostres
dintesti prim proximal i distal (pS! i dSl, respectivament). Els resultats s'expressen com a
mitjana + EEM de 4-8 valors, cadascun procedent de 2-4 animals agrupats segons l'edat.

2.4. CANVIS EN LES SUBPOBLACIONS DE IEL CD8+ DURANT EL PERIODE DE
LACTANCIA

Mitjancant la técnica de doble.marcatge sha establert la cinetica d'aparicio de diversos
fenotips de IEL CD8+. Els resultats s'expressen com a percentatge de les diferents
subpoblacions en relacio a la poblacio total de IEL CD8+.

Respecte a la molecula dimera CD8, existeixen dues subpoblacions segons les cadenes que
formen aquest coreceptor: CD8aa i CD8ap. Les proporcions d'aquestes dues subpoblacions
mostren fluctuacions i no s'observen canvis significatius durant el periode de lactancia ni
entre els dos fragments intestinals (Figura 19). Aquests percentatges son similars als
corresponents als animals adults. El fenotip CD8aa sempre domina sobre el fenotip CD8af
i, en el cas de rates adultes, la proporcié de IEL CD8aa+ és de tres o dos vegades superior
que la de IEL CD8ap+ en el pSl i en el dSl, respectivament.
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Figura 19

Desenvolupament de les subpoblacions CD8ao+ i CD8af+ durant el periode de lactancia i en
rates adultes. El percentatge de cél-lules positives es refereix a I[EL CD8+ en intesti proximal
i distal (pS! i dSI, respectivament). Els resultats s'expressen com a mitjana + EEM de 4-8
valors, cadascun procedent de 2-4 animals agrupats segons l'edat.

L'analisi del fenotip TCRap en IEL CD8+ durant el periode de lactancia (Figura 20A)
demostra una influéncia significativa de Uedat i de la porcio intestinal considerada
(p<0,001). La proporcio de cél-lules que presenten la molécula TCRaf en IEL CD8+ és baixa
el dia de naixement (18 i 30% en pSI i dSI, respectivament) pero incrementa
progressivament fins al dia 11 en ambdods fragments. Al final del periode de lactancia, la
proporcio en pSlI és encara inferior a la danimals adults (p<0,05). El percentatge de
cel-lules TCRap+ en IEL CD8+ és significativament superior en el dSI respecte el pSI durant
la primera setmana de vida (p<0,05).

El percentatge de limfocits TCRy3+ en IEL CD8+ varia significativament durant el periode de
lactancia (p<0,001) (Figura 20B). Aquesta proporcio disminueix durant la primera setmana
de vida i incrementa posteriorment, especialment en el dSl. La proporcio de cél-lules
TCRy5+ en IEL CD8+ és significativament superior en el dSI que en el pSI els dies 1 i 21
(p<0,05). El dia de deslletament, els IEL TCRy5+ en ambdés fragments no representen més
del 15% dels limfocits CD8+ o 11% del total de IEL. Aquests valors no difereixen dels
corresponents a l'edat adulta.
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Figura 20

Desenvolupament de les subpoblacions CD8+TCRap+ i CD8+TCRyd+ durant el periode de
lactancia i en rates adultes. Percentatge de (A) CD8+TCRaf+ i (B) CD8+TCRyd+ en IEL CD8+
en intesti proximal i distal (pSI i dSl, respectivament). Els resultats s'expressen com a
mitjana + EEM de 4-8 valors, cadascun procedent de 2-4 animals agrupats segons ('edat.

L’edat i la porcio intestinal considerada influeixen significativament en l'evolucio de la
proporcio de IEL CD8+ que coexpressen NKR-P1A (p<0,001) (Figura 21). La proporcioé de
cel-lules NK en IEL CD8+ disminueix a partir del dia 3 i fins el dia 21, tant en pSI com en
dSl, encara que no s’arriben a assolir valors d’adult (p<0,05). El percentatge de cel-lules NK
en |EL CD8+ és superior en el pSI que en el dSI durant Uinterval de temps compres entre els
dies 3-7 (p<0,01).
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Figura 21

Desenvolupament de la subpoblacio CD8+NKR-P1A+ durant el periode de lactancia i en rates
adultes. El percentatge de cél-lules positives es refereix a IEL CD8+ en intesti proximal i
distal (pSl i dSI, respectivament). Els resultats s'expressen com a mitjana + EEM de 4-8
valors, cadascun procedent de 2-4 animals agrupats segons l'edat.
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La Figura 22 resumeix els canvis relatius de les subpoblacions de IEL CD8+ que expressen
els receptors mutuament excloents: NKR-P1A, TCRap i TCRyd durant el periode
d’alletament. Tal i com es pot observar en ambdues porcions intestinals, el patré varia amb
I’edat observant-se distribucions diferents durant les primeres 3 setmanes de vida, que
també reflecteixen un patré diferent en comparacio amb Uadult. En el pSl i el dSI, la
proporcio de IEL TCRap+CD8+ incrementa amb U'edat a expenses de la subpoblacié NKR-
P1A+CD8+, mentre que el tipus cel-lular TCRy5+CD8+ disminueix durant la primera setmana
de vida, assoleix un minim el dia 7 i incrementa posteriorment. Els IEL CD8+ de rates
adultes presenten la molecula TCRaf en més del 80% d'aquesta poblacié, mentre que les
molécules TCRyS i NKR-P1A s'expressen només en un 11-17% i 5-6%, respectivament.
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Figura 22

Proporcions de subpoblacions excloents de IEL CD8+ durant el periode de lactancia i a ’edat
adulta. El percentatge de cél-lules positives CD8+NKR-P1A+, |EL CD8+TCRaf+, i IEL
CD8+TCRyd+ es refereix al total de es CD8+ en intesti proximal i distal (pSI i dSI,
respectivament). Els resultats s'expressen com a mitjana + EEM de 4-8 valors, cadascun
procedent de 2-4 animals agrupats segons ['edat.

En relacio a la molécula CD3 (Figura 23A), el dia de naixement, més de la meitat de IEL
CD8+ coexpressen CD3 en el pSI (57%) i en el dSI (90%). En ambdods fragments, la proporcio
de cel-lules CD3+ en IEL CD8+ incrementa gradualment des del dia 3 i durant tot el periode
de lactancia (p<0,001). El dia de deslletament i a U’edat adulta, més del 95% de IEL CD8+
presenten CD3. Considerant el periode lactancia, el percentatge de cel-lules CD3+ en IEL
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CD8+ és superior en el dSlI respecte el pSI (p<0,001). En base als resultats obtinguts del
doble marcatge CD3/CD8 en rates adultes i considerant lexisténcia de IEL CD8+ que
coexpressen CD4 a (Figura 18), la poblacio CD8+CD4+ és CD3+.

En contrast al patré d'expressio de la molécula CD3, el marcador CD5 només es coexpressa
en una poblacié minoritaria de IEL CD8+ en ambdds fragments intestinals. Durant el periode
de lactancia, no s’observen diferéncies significatives entre les dues porcions (Figura 23B).
A partir del dia 3 i durant les 3 primeres setmanes de vida, el percentatge de IEL CD5+
respecte el total de IEL CD8+ varia pero sempre es manté inferior al 27%. El dia 21, aquesta
proporcié representa el 12% en ambdos fragments i és significativament inferior a la
trobada en rates adultes (p<0,05).
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Figura 23

Desenvolupament de les subpoblacions CD8+CD3+ i CD8+CD5+ durant el periode de lactancia
i en rates adultes. Percentatge de (A) CD8+CD3+ i (B) CD8+CD5+ en IEL CD8+ en intesti
proximal i distal (pSl i dSl, respectivament). Els resultats s'expressen com a mitjana + EEM de
4-8 valors, cadascun procedent de 2-4 animals agrupats segons l'edat

El dia 1, aproximadament la meitat de IEL CD8+ del pSl i dSI expressen la molecula CD2 a la
seva superficie. En canvi, des del dia 3, la majoria de IEL CD8+ son CD2- tant en pSI com
en dSI en animals lactants i rates adultes (Figura 24A). No s'observen diferencies
significatives en el percentatge de cél-lules CD2+ en IEL CD8+ ni en el pSlI ni en el dSl o
quan es comparen animals adults amb els corresponents al dia del deslletament.

La molecula Thy-1 (CD-90) en limfocits T periférics desapareix després dels primers estadis
de maduracio. La Figura 24B mostra U'evoluci6 de les cél-lules CD90- respecte el total de
IEL CD8+. L'analisi del doble marcatge CD90/CD8 en IEL durant el periode de lactancia
mostra que els IEL CD8+ coexpressen CD90 només el dia de naixement (~30%) i després, fins
i tot a l'edat adulta, gairebé el 100% dels IEL CD8+ son CD90- tant en el pSl com en el dSl.
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Figura 24

Desenvolupament de les subpoblacions CD8+CD2+ i CD8+CD90- durant el periode de lactancia
i en rates adultes. Percentatge de (A) CD8+CD2+ i (B) CD8+CD90- en [EL CD8+ en intesti
proximal i distal (pSl i dSI, respectivament). Els resultats s'expressen com a mitjana + EEM de
4-8 valors, cadascun procedent de 2-4 animals agrupats segons l'edat

La molécula CD44 és un receptor que participa en l'adhesio mucosal de les cél-lules T a la
mucosa intestinal i permet diferenciar les cél-lules memoria (CD44"®") de les verge
(CD44'™). En rata adulta, hi ha una elevada expressio de CD44 en IEL CD8+, pero amb
proporcions ben diferents en el pSl i el dSI (42% i 60%, respectivament, p<0,05) (Figura 25).
Durant el periode de lactancia, la proporcié de CD44™®" en IEL CD8+ és similar a la de rates
adultes.
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Figura 25

Desenvolupament de la subpoblacié CD8+ CD44+ durant el periode de lactancia i en rates
adultes. El percentatge de cél-lules positives es refereix a IEL CD8+ en intesti proximal i
distal (pS! i dSl, respectivament). Els resultats s'expressen com a mitjana + EEM de 4-8
valors, cadascun procedent de 2-4 animals agrupats segons l'edat.
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Tot i que per definicio, els IEL son limfocits activats, Uestudi realitzat en animals adults
indica que no hi ha, o bé només una petita part de IEL CD8+, coexpressen moléecules
d'activacio com CD25 (receptor per a IL-2), CD45RC (implicat en la transduccioé del senyal
estimulador) i CD71 (receptor per a la transferrina). A més a més, aquestes molecules de
superficie no sexpressen en IEL corresponents al periode de lactancia. D’altra banda, donat
I’efecte coestimulador de la molécula CD28, es va estudiar la seva presencia en IEL de
rates lactants, i es va observar una manca en la seva expressio.

2.5. CANVIS EN ELS FENOTIPS DELS IEL CD4+ DURANT EL PERIODE DE
LACTANCIA | RATES ADULTES

Tot i que els IEL CD4+ representen una poblacio minoritaria en rates lactants, es va
caracteritzar el seu fenotip durant aquest periode i edat adulta. El dia del naixement més
de la meitat de IEL CD4+ coexpressen CD3 (Figura 26A), i aquesta molécula esta present en
meés del 80% de IEL CD4+ en el pSl i el dSl al final del periode de lactancia, encara que en el
pS! no assoleix el percentatge observat en animal adult (p<0,05). Donat que en rata adulta
més del 99% de IEL CD4+ presenten la molecula CD3, i considerant els resultats obtinguts
del doble marcatge amb CD8/CD3, es pot afirmar que tots els IEL CD8+CD4+ coexpressen
CD3 en 'edat adulta.

Tot i que la molécula CD5 esta present en una petita proporcio de IEL CD4+ els primers dies
de vida, aquest percentatge incrementa durant tot el periode de lactancia (Figura 26B). El
dia 21, aquesta proporcio encara és inferior a la corresponent rata adulta (p<0,05 en pSl).
En animals adults tots els IEL CD4+ coexpressen la molecula CD5, incloent per tant la
poblacié DP (CD8+CD4+).
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Figura 26

Desenvolupament de les subpoblacions CD4+CD3+ i CD4+CD5+ durant el periode de lactancia
i en rates adultes. Percentatge de (A) CD4+CD3+ i (B) CD4+CD5+ en IEL CD4+ en intesti
proximal i distal (pSI i dSI, respectivament). Els resultats s'expressen com a mitjana + EEM de
4-8 valors, cadascun procedent de 2-4 animals agrupats segons l'edat

La majoria de IEL CD4+ (~90%) ja presenten la molécula d'adhesié CD2 el dia de naixement
(Figura 27). Aquesta proporcio disminueix marcadament els primers 5 dies de vida fins a
assolir un 30% i 40% en dSl i pSl, respectivament. En el pSI aquest percentatge es manté
similar fins al final del periode de lactancia pero, en canvi, en el dSI incrementa fins a
gairebé un 80%. A U'edat adulta, en ambdues porcions intestinals, només uns 25% de
limfocits CD4+ coexpressen CD2.

De forma paral-lela al la poblacio de IEL CD8+, els IEL CD4+ procedents de rates lactants o s
adultes no expressen les molecules CD25, CD71 o CD28.
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Figura 27

Desenvolupament de la subpoblacié CD4+CD2+ durant el periode de lactancia i en rates
adultes. El percentatge de cel-lules positives es refereix a IEL CD4+ en intesti proximal i
distal (pSlI i dSi, respectivament). Els resultats sexpressen com a mitjana + EEM de 4-8
valors, cadascun procedent de 2-4 animals agrupats segons l'edat.



RESULTATS
81

3. CARACTERITZACIO FENOTIPICA DE LIMFOCITS DE LA LAMINA
PROPIA D'INTESTI PRIM DE RATA DURANT EL PERIODE DE
LACTANCIA

3.1. DETERMINACIO DE LA FINESTRA D'ADQUISICIO LIMFOCITICA | DE
LIMFOCITS CD45+ A PARTIR DE LES CEL-LULES DE LA LAMINA PROPIA

Per a l'estudi del fenotip de limfocits de la lamina propia (LPL), es va seleccionar la finestra
d'adquisicio en els citogrames FSC/SSC mitjancant el marcatge amb AcMo anti-TCRa i anti-
CD45RA de suspensions cel-lulars de lamina propia obtingudes de rates de 21 dies i adultes
La Figura 28 mostra un citograma representatiu de LPL de rata adulta on s'assenyala la
finestra R1 establerta per a la seleccio de LPL.
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A la Figura 29A s'observa un histograma representatiu corresponent a Uexpressio de la
molecula CD45+ en la poblacié limfocitica seleccionada (R1). L'evolucié de cel-lules CD45+
dins d'aquesta finestra durant el periode de lactancia i en animals adults es mostra en la
Figura 29B. Com es pot observar en animals adults, la molécula CD45 esta present en un
95% dels limfocits inclosos en R71. En canvi, el dia de naixement només un 35% de les
cél-lules de la finestra presenten la molécula CD45. La proporcié de LPL CD45+ incrementa
durant tot el periode lactancia (p<0,001), sobretot durant les dues primeres setmanes de
vida, de forma que el dia 14, el marcador CD45 esta present en practicament el 90% de les
cel-lules incloses en la finestra d'adquisicié. Al-final del periode de lactancia, el
percentatge de LPL CD45+ és encara inferior al corresponent a l'edat adulta (p<0,05).
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Figura 29

(A) Histograma representatiu obtingut mitjancant el marcatge de LPL de rata adulta amb
AcMo anti-CD45 en la finestra R1. (B) Evolucié del percentatge de cel-lules CD45+ a la
finestra R1. Els resultats s'expressen com a mitjana + EEM de 4-8 valors, cadascun procedent
d'un animal o de 2-4 animals agrupats en funcio de l'edat.

3.2. DESENVOLUPAMENT DE LIMFOCITS B | CEL-LULES SIGA+ EN LP
DURANT EL PERIODE DE LACTANCIA

Els limfocits B presents a LP sha determinat en funcio de U'expressio a la seva superficie de
la molécula CD45RA, slg (cadena o) i sigA (cadena ©). El percentatge de cel-lules CD45RA+
(Figura 30A) i de sig+ (Figura 30B) durant el periode de lactancia mostra una expressio
paral-lela dambdues molécules, que presenten una evolucié positiva depenent de l'edat
(p<0,001). En ambdos casos, durant les dues primeres setmanes de vida, el percentatge de
cel-lules positives no representa més del 15% de les cél-lules seleccionades, pero aquest
percentatge augmenta marcadament durant la tercera setmana de vida, assolint valors
similars al dels adults (~35%) el dia del deslletament.



RESULTATS

83
+ -
P A LPL CD45RA _y 5 B LPL sig .
m =
£ .
8 30 - 30 4
(=%
]
i 20 20 -
L 10 10 -
ES
O T /I 0 T v T T T T T 1/
0 3 6 9 12 15 18 21 aduita 0 3 6 9 12 15 18 21  adulta
edat (dies)
Cc LPL sigA+
50 7
o
2 40
f:
a 301
(]
-
3 201
e}
Q
S 104W
0 I/,L-_.

0 3 6 9 12 15 18 21 _4uia
edat (dies)

Figura 30:

Percentatge de cél-lules CD45RA+ (A), slg+ (B), sigA+ (C) en LPL d'ili durant el periode de
lactancia i en animals adults. Els resultats s'expressen com mitjana + EEM de 4-8 valors,
cadascun procedent d'un animal o de 2-4 animals agrupats en funcié de l'edat.

La proporci6 de cel-lules sigA+ en la regio limfocitica (R1) representa un 10% (Figura 30C),
i no varia significativament durant el periode de lactancia, encara que en animals adults
aquesta proporcio é€s inferior al 4% (p<0,05 adult respecte dia 21). Mitjangant doble
marcatge es pot observar que les cel-lules CD45RA+ localitzades en la regio R71, no
expressen sigA (Figura 31).
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En estudiar Uexpressio de sigA fora d’aquesta finestra d'adquisicio es va constatar
l'existencia d'una poblacio cel-lular positiva per aquest marcador definida amb un patro
FSC/SSC diferent -cél-lules més granulars- a l'establert per limfocits, que es va designar
com a regi6 R2 (Figura 32). Aquesta poblacio cel-lular pot correspondre a formes
blastiques de cél-lules B o a cél-lules plasmatiques diferenciades (Farstad i col., 2000).
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Dins d’aquesta regio R2, es van establir els percentatges de ceél-lules slgA+ i/o CD45RA+
durant el periode de lactancia i en rata adulta (Taula 8). Com es pot observar, existeixen
cel-lules slgA+ des del dia del naixement tot i que la seva expressié es molt baixa (Figura
33A). A partir de la primera setmana de vida, les céel-lules sigA+ son més abundants en la
LP i preenten un augment en l'expressio d'aquesta molecula a la seva superficie (Figura
33B). El dia 21, la proporcio de ceél-lules sigA+ en la regio R2 (Taula 8) arriba a valors
representatius d'edat adulta (60%). D’aquestes cel-lules, només una petita fraccio
coexpressa CD45RA (Figura 33C, Taula 8).
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Caracteristiques citometriques de les cel-lules sigA+. (A) Histograma representatiu on es
mostra la intensitat de fluorescéncia de les cél-lules sigA+ en R2 a la LP de [lili duna rata
d11 dies; (B) Histograma representatiu que mostra la intensitat de fluorescéncia de les
cél-lules sigA+ en R2 a la LP de lili duna rata de 21 dies; (C) citograma biparamétric
corresponent al doble marcatge sigA/CD45RA a la finestra R2.

Taula 8

Evolucio de cel-lules sigA+ i/o CD45RA+ a LP dili de rates lactants i danimals adults. El
percentatge de cel-lules positives es refereix a les cél-lules incloses en R2 (Figura 32). Es
resultats s'expressen com a mitjana + EEM (nombre de valors derivats danimals agrupats
entre 1-4 segons l'edat).
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3.3. _DESENVOLUPAMENT DE LES SUBPOBLACIONS DE LPL CD4+

A la Figura 34 sobserva que el percentatge de LPL CD4+ des del naixement i durant el
periode de lactancia es modifica en funcié de l'edat (p<0,001). Aquesta és inferior al 10%
durant els primers 7 dies de vida i incrementa fins a un 15% durant la segona i tercera
setmana, percentatge que encara és inferior al d'animals adults (p<0,01), que és de lordre
del 60%.

100 S~
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edat (dies)

Figura 34

Evolucio de LPL CD4+ durant el periode de lactancia i en animals adults. Els resultats
s'expressen com a mitjana + EEM de 4-8 valors, cadascun procedent dun animal o de 2-4
animals agrupats en funcio de l'edat.

L'analisi del fenotip de la molécula CD3 en LPL de tipus CD4+ (Figura 35A) posa de manifest
que gairebé tot els LPL CD4+ coexpressen CD3 independentment de l'edat.

La presencia de TCRap en LPL CD4+ durant el periode de lactancia (Figura 35B) depen de
ledat (p<0,01). Aixi aquesta subpoblacio representa un 60-70% els dies 1-3, assoleix més
d’un 80% el dia 5 i roman constant durant la resta del periode de lactancia. El dia 21,
aquesta proporcio és encara inferior a la de rata adulta (p<0,05). Aquest comportament
edat-dependent és similar a l'observat en l'aparicio de la molecula d'adhesio CD2 en els LPL
CD4+ (Figura 35C). A partir de la primera setmana i durant la resta del periode estudiat, la
molecula CD2 s'expressa en més d’un 85% de LPL CD4+.

La proporcio de cel-lules CD5+ en LPL CD4+ (Figura 35D) varia de forma bifasica durant el
periode de lactancia (p<0,001). Aixi, durant la primera setmana postnatal, el percentatge
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de ceél-lules CD5+ en LPL CD4+ és aproximadament d'un 65%, posteriorment incrementa fins
al 85% i roman constant durant el periode de lactancia. El dia de deslletament no assoleix
els valors observats en edat adulta, els quals representen gairebé un 100% (p<0,05).
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Figura 35

Evolucié de les diferents subpoblacions de LPL CD4+ durant el periode de lactancia i en
animals adults. Percentatge de cél-lules (A) CD3+, (B) TCRaB+, (C) CD2+ i (D) CD5+ en LPL
CD4+, Els resultats s'expressen com a mitjana + EEM de 4-8 valors, cadascun procedent d'un
animal o de 2-4 animals agrupats en funcio de l'edat.

L'analisi de l'expressio de la molécula CD90 en LPL CD4+ (Figura 36A) disminueix a mida
que augmenta l'edat de lanimal (p<0,001). Un elevat percentatge de LPL CD4+ expressa
CD90 els primers dies de vida. Aquest disminueix dramaticament durant la primera setmana
de vida fins a valors entre 15-30%. En animals adults, només el 10% de LPL CD4+ son CD90+
(p<0,01 respecte el dia 21).

Durant tot el periode de lactancia, una poblacio minoritaria de LPL CD4+ (< 24%) expressa
la molécula CD25 a la seva superficie (Figura 36B). En canvi, en rates adultes aquesta
molécula esta present en més del 65% de LPL CD4+ (p<0,01, respecte el dia 21).
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Figura 36

Evolucid de diferents subpoblacions de LPL CD4+ durant el periode de lactancia i en animals
adults. Percentatge de cél-lules (A) CD90+ i (B) CD25+ en LPL CD4+. Els resultats s'expressen
com a mitjana + EEM de 4-8 valors, cadascun procedent dun animal o de 2-4 animals
agrupats en funcié de ledat.

3.4 DESENVOLUPAMENT DE LES SUBPOBLACIONS DE LIMFOCITS CD8+ A
LALP

La proporcio de cel-lules CD8+ en la regio definida per a LPL en el citometre varia
significativament durant el periode de lactancia (p<0,0001) (Figura 37). A excepcio del dia
1, les cel-lules CD8+ representen al voltant d’un 40% de LPL durant les primeres setmanes
de vida. Després, el percentatge disminueix fins a un 12-14% (p<0,0001 dia 21 respecte el
dia 14) i roman constant en animals adults.
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Figura 37

Evolucio de LPL CD8+ durant el periode de lactancia i en animals adults. Els resultats
s'expressen com a mitjana + EEM de 4-8 valors, cadascun procedent dun animal o de 2-4
animals agrupats en funcid de l'edat.

Els limfocits CD8+ de LP, a ligual que els que es troben a nivell intraepitelial, presenten la
molecula CD8 en forma d’homodimer aa 0 com a heterodimer aff. A la Figura 38A es
mostra l'evolucio dambdues poblacions complementaries dins de la totalitat de LPL CD8+.
Aquests fenotips mostren fluctuacions depenents de l'edat durant el periode de lactancia
(p<0,0001): gairebé tots els LPL CD8+ son CD8oo+ fins al dia 7, posteriorment el
percentatge de cel-lules CD8oB+ incrementa fins al dia 21 i a l'edat adulta, on s’assoleixen
valors de 49 i 40%, respectivament.

A partir del dia del naixement, la proporcio de limfocits CD8+ que expressen la molécula
CD3 (Figura 38B) supera al 80% i arriba fins a valors del 90% el dia 11 i posteriors.
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Figura 38

Evolucid de diferents subpoblacions de LPL CD8+ durant el periode de lactancia i en animals
adults. Percentatge de (A) cel-lules CD8aa+ i CD8af+ i (B) CD3+ en els LPL CD8+. Els
resultats s'expressen com a mitjana + EEM de 4-8 valors, cadascun procedent d'un animal o
de 2-4 animals agrupats en funcio de l'edat.

D’altra banda, amb excepcio del dia 1, la majoria de LPL CD8+ no expressen CD5 durant la
primera setmana de vida (Figura 39A). A partir del dia 11, la proporci6 de CD5+ en LPL
CD8+ incrementa (p<0,05 dia 11 respecte el dia 7) i el dia 21, no difereix significativament
del de rata adulta (~50%). L'evoluciéo de la poblacio CD8+CD5+ durant el periode de
lactancia segueix un perfil paral-lel al de la poblacio CD8af+.

Les Figures 39B i 39C resumeixen els canvis relatius en LPL CD8+ que expressen TCRao i
TCRoo, ambdés amb un comportament dependent de l'edat durant el periode de lactancia
(p<0,01). El receptor TCRoa es troba present en un 40% de LPL CD8+ el dia 1, incrementa
progressivament durant els primers 11 dies de vida, encara que a dia 21 (~65%) aquest
percentatge no arriba a valors d’adult (~-85%) (p<0,001) (Figura 39B). El percentatge de LPL
CD8+ amb TCRoo (Figura 39C) mostra fluctuacions (2-12%) durant les dues primeres
setmanes de vida, i el dia 21, aquest percentatge és significativament superior al
corresponent a animals adults (p<0,01).

El desenvolupament de LPL CD8+ que expressen la molécula NKR-P1A (Figura 39D),
presenta variacions en funci6 de l'edat durant el periode de lactancia. El dia de
deslletament la proporcio de cél-lules NKR-P1A+ en LPL CD8+ assoleix percentatges que no
difereixen dels de ’edat adulta (-10%).
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Figura 39

Evolucio de diferents subpoblacions de LPL CD8+ durant el periode de lactancia i en animals
adults. Percentatge de (A) cél-lules CD5+,( B) TCRap+, (C) TCR y8+ i (D) NKR-P1A+ en els LPL
CD8+. Els resultats s'expressen com a mitjana + EEM de 4-8 valors, cadascun procedent d'un
animal o de 2-4 animals agrupats en funcio de l'edat.

En relacio a la molécula CD90 (Figura 40A), el dia de naixement més del 40% de LPL CD8+
expressen aquesta molécula; aquesta proporcié disminueix durant la primera setmana de
vida (p<0,0001 dia 7 respecte el dia 1) i incrementa durant la tercera setmana d’edat,
assolint valors propis d’animal adult el dia de deslletament (20%).

De forma paral-lela als LPL CD4+, durant el periode de lactancia, només una poblacio
minoritaria de LPL CD8+ expressa CD25 (Figura 40B) encara que en rata adulta aquesta
poblacio supera al 80% (p<0,01, animal adult respecte el dia 21).
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Figura 40

Evolucioé de diferents subpoblacions de LPL CD8+ durant el periode de lactancia i en animals
adults. Percentatge de (A) ceél-lules CD90+ i (B) CD25+ en els LPL CD8+. Els resultats
cadascun procedent dun animal o de 2-4

s'expressen com a mitjana + EEM de 4-8 valors,
animals agrupats en funcio de l'edat.

3.5. DESENVOLUPAMENT DE LES SUBPOBLACIONS DE CEL-LULES NK _EN LP

El percentatge de cel-lules NK a LP d’ili d'animals lactants (Figura 41), determinat per la
expressio de NKR-P1A, varia entre un 8 i un 20% durant les dues primeres setmanes d’edat.
Posteriorment, aquest percentatge disminueix i representa Gnicament un 4% dels LPL a

’edat adulta.
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Figura 41

Evolucié de LPL NKR-P1A+ durant el periode de lactancia i en animals adults. Els resultats
s'expressen com a mitjana + EEM de 4-8 valors, cadascun procedent d'un animal o de 2-4
animals agrupats en funcié de l'edat.

L’estudi de Uexpressio de la molecula CD8 en cel-lules NK a la LP (Figura 42) posa de
manifest, a excepcio del dia 1, que durant les dues primeres setmanes de vida, el
percentatge de LPL NKR-P1A+ que presenten la molécula CD8 és superior al 50%. Durant
l'dltima setmana del periode de lactancia, coincidint amb la davallada de les cel-lules NK,
la proporcio de CD8+ i CD8- en LPL NKR-P1A+ s’inverteix, de forma que la majoria de
cel-lules NK a la LP son CD8-, patré que es manté a U’edat adulta.
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Figura 42

Evolucio de les subpoblacions CD8+ i CD8- en cel-lules NKR-P1A+ de LP durant el periode de
lactancia i en animals adults. Els resultats s'expressen com a mitjana + EEM de 4-8 valors,
cadascun procedent d'un animal o de 2-4 animals agrupats en funcio de l'edat.
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4., CAPACITAT SECRETORA D'IMMUNOGLOBULINES A LINTESTI
PRIM DE RATA DURANT EL PERIODE DE LACTANCIA

Les ceél-lules secretores dllg (/g-secreting cells, SC) de la lamina propria de lili de rates
lactants (Figura 43A) i adultes (Figura 43B) s’ha quantificat mitjancant la tecnica
d’ELISPOT. Durant el periode d'alletament, la presencia digM-SC i IgA-SC depen de l'edat
(p<0,01). Aixi, ambdos tipus de cél-lules secretores son absents durant la primera setmana
de vida, només unes poques cel-lules adquireixen la capacitat secretora digM durant la
segona setmana i, al final del periode de lactancia, el nombre d'igM-SC o IgA-SC incrementa
drasticament (p<0,01 dia 21 respecte els dies 14 i 18), essent les d1gM-SC més abundants
que les IgA-SC (p<0,01 el dia 18). Posteriorment al dia de deslletament, la relacié entre
ambdos tipus cel-lulars s’inverteix, és a dir, les IgA-SC passen a ser la poblacio secretora
espontania principal en la mucosa intestinal (p<0,01, IgA-SC respecte IgM-SC). El nombre de
cel-lules secretores tant digM com dlgA és significativament superior a l'edat adulta en
relacio al nombre present en animals de 21 dies (p<0,05).

Durant el periode de lactancia, no es detecten IgG-SC (resultat no mostrat). En canvi, a
I’edat adulta en un 50% dels animals (3/6) es va demostrar la presencia dl1gG-SC encara
que a nivells propers al limit de detecci6 (7,99 + 3,49 IgG-SC / 10° cél-lules, n=3).
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Figura 43

Evolucié de cél-lules secretores de IgM- i digA- a la LP dili durant el periode de lactancia (A)
i en animals adults (B). Els resultats estan expressat com a mitjana + EEM de 6 valors,
cadascun derivat de duplicats de 4 dilucions seriades de les suspensions cel-lulars.
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5. DESENVOLUPAMENT DE LIMFOCITS INTRAEPITELIALS EN
RATOLINS MASCLES AMB TCR H-Y

5.1. APARICIO DE IEL CD8aa+, CD8af+ | CD8- EN L’EPITELI INTESTINAL

S’han examinat els IEL de ratolins transgenics TCR H-Y homozigots i de tipus MHC F1 a
partir dels 15 dies d’edat i de forma setmanal fins a les 6 setmanes (apartat 2.2. de
Material i metodes).

L’analisi dels IEL s’ha realitzat seleccionant la poblacio de cel-lules doblement positives
CD3+ TCR H-Y+ i en aquesta s’ha estudiat |’expressio de les molécules CD8a i CD8B.

Els resultats d’aquesta analisi (Figura 44 i Taula 9) permeten observar que, en els ratolins
MHC F1 de 2 setmanes d’edat, un 44% dels IEL no presenten cap de les dues formes de la
moléecula CD8, és a dir son CD8-, un 48% dels IEL son CD8af+ i només un 6% son CD8aa+.

Taula 9:
Evolucio dels IEL CD8axa+, CD8afi+ i CD8- en ratolins transgenics mascles MHC F1

En els mateixos animals, entre les 3 i 4 setmanes d’edat, els I[EL CD8- disminueixen des
d’un 26% fins a un 10%, representant a les 4 setmanes de vida, només una petita fraccio de
la poblacio CD3+. Pel contrari, els IEL CD8af+ romanen al voltant d’un 53%, mentre que els
CD8aa+ incrementen des d’un 17% a un 36% en aquest periode. A les 5 setmanes d’edat,
una petita proporcio de IEL son CD8-, mentre que la majoria expressen la molécula CD8 en
qualsevol de les formes CD8aa i CD8af (Figura 44A). Globalment, entre les 2 i les 5
setmanes d’edat hi ha un augment de la proporcié de IEL CD8ao+ (p<0,05) i una davallada
de la de CD8- (p<0,05), mentre que el percentatge de IEL CD8uf+ no varia
significativament. D’altra banda, les proporcions dels IELs CD8aa+, CD8af+ i CD8-
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corresponents a les 5 setmanes d’edat son del mateix ordre que les determinades a les 6
setmanes (Taula 9).

2 setmanes 3 setmanes 2 setmanes 3 setmanes

MHC F1 TCR H-Y

Figura 44

Evolucio dels IEL CD8a+, CD8af+ i CD8- en ratolins transgenics MHC F1 (A) i MHC homozigots
pel TCR H-Y (B). El percentatge de cél-lules es mostra a la part superior dreta de cada
quadrant. Es mostren resultats representatius de 2-8 experiments individuals descrits també en
la Taula I.

Tot i que els IEL de ratolins adults homozigots TCR H-Y son majoritariament CD8aa+ (Rocha i
col., 1992; Poussier i col., 1993; Cruz i col., 1998), aquest no és el cas per als IEL durant les
primeres etapes de vida (Taula 10). Aixi, meés del 50% de IEL a les 2 setmanes de vida no
expressen la molecula CD8, mentre que un 23% son CD8+ao i un 18% son CD8ap+ (Figura
44B). La proporcio de IEL CD8af+ no presenta variacions significatives durant tot el periode
estudiat, mentre que la proporcio de IEL CD8aa+ incrementa substancialment des d’un 33% a
les 4 setmanes fins a un 61% una setmana més tard, fet que comporta una disminucio
paral-lela de la poblacio CD8- (Figura 44B). Les proporcions de IEL CD8- i CD8aa+ presents a
les dues setmanes de vida son estadisticament diferents (p<0,05) a les quantificades en
animals de 5 setmanes (Taula 10).
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Taula 10
Evolucio dels IEL CD8cto+, CD8af+ i CD8- en ratolins transgenics mascles TCR H-Y

Mascles TCR H-Y IEL CD3+ TCR H-Y+
CD8aa’ %CD8ap" %CD8"
ROHL setmand®) N & BEA (% + DEM) (% + DEM)
2 5 23+6 18 + 4 58+5
3 2 21+4 113 68 + 2
4 3 33+6 1613 50 + 4
5 4 61+7 17 +3 22+4

Les diferencies en els percentatges de IEL CD8+ i CD8- entre 2 i 5 setmanes d’edat en
ambdos tipus de ratolins, MHC F1 i TCR H-Y, s’acompanyen de variacions en el nombre total
d’aquestes poblacions de IEL, tal i com es mostra a la Figura 2 per als ratolins MHC F1. Aixi,
en aquests animals, el nombre de IEL CD8a.a+ incrementa més de 100 vegades entre les 2 i
les 4 setmanes d’edat (Figura 45).

108 =
CD8cre
. Z CDEu)
[ 7 - cos
- | | ]
-E 10%
3
£ - 1
| 5}:'. —
8
_ _
10°. é , ; 7. |
2 4 5

Edat postnatal (setmanes)

Figura 45
Evolucié del nombre de IEL CD8+ i CD8- en ratolins MHC F1. Els resultats s’expressen en

forma de mitjana + DEM derivat de 2-8 experiments. *p<0,05 en comparar 2 setmanes d’edat
respecte a 3-6 setmanes. 'p<0.05 en comparar 2 setmanes d’edat respecte 4-6 setmanes

Pel que fa als IEL CD8-, el nombre absolut d’aquesta subpoblacio limfocitica es manté
durant el periode compres entre les 2 i les 6 setmanes d’edat, mentre augmenta el nombre
de IEL CD8+ (Figura 2). Aquests resultats, indiquen un acimul de cél-lules T, ja sigui a
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causa de migracio, expansio o diferenciacio originada durant les primeres etapes de
desenvolupament.

5.2. APARICIO DE LIMFOCITS CD8ca+, CD8aB+ | CD8- EN TIMUS | MELSA

Els canvis observats en les poblacions de IEL CD8+ i CD8- (apartat 4.3.1. de Resultats) van
portar a Uestudi d’aquestes subpoblacions en timus i melsa en els mateixos animals.

En melsa d’animals MHC F1, la proporcio de limfocits CD8af+ es manté per sobre del 75%
des de les dues setmanes d’edat i durant tot el periode estudiat i és similar a la descrita
per animals adults MHC F1 (Podd i col., 2001) (Figura 46A).

En animals mascles TCR H-Y, al voltant d’un 90% dels limfocits T esplénics son CD8- encara
que hi ha un 8-9% de limfocits CD8uf+ fins a les 4 setmanes d’edat. A les 5 setmanes, la
proporcio de limfocits CD8af+ disminueix fins al 2% (Figura 46B).

2 setmanes 3 setmanes 4 setmanes 5 setmanes
A
A
B :
Y 4
cDs8p =
Figura 46

Evolucio de cél-lules espléniques de ratolins transgenics MHC F1 (A) i TCR H-Y (B) durant les
primeres setmanes després del naixement. Els citogrames mostren el patré CD8u./CD8f de la
poblacié limfocitica CD3+ TCR H-Y+. El percentatge de cel-lules es mostra en la part superior
dreta de cada quadrant. Les figures mostren resultats representatius d’un minim de 3
experiments.
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La presencia de limfocits T CD8af+ en el compartiment intraepitelial (Figures 44A i 44B) i
a la melsa (Figures 3A i 3B) suggereix que el llinatge CD8ap és seleccionat de forma positiva
durant el periode postnatal en els ratolins MHC F1 i també en els ratolins TCR H-Y, com a
minim inicialment (fins a les 4 setmanes de vida). Per tal de demostrar aquesta seleccio
positiva, s’ha estudiat el fenotip limfocitic en timus.

Les cel.lules del timus CD8+ i DP en els ratolins mascles MHC F1 presenten el fenotip
CD8afp+ durant tot el periode estudiat. A la Figura 47A es mostra un citograma
representatiu corresponent a les 3 setmanes d’edat.

Sorprenentment, en ratolins mascles TCR H-Y U’analisi de les poblacions CD8+ i DP posa de
manifest que, a més de la subpoblacié CD8af+, hi ha una elevada proporcio de cel-lules
CD8oa.+ (Figura 47B). Entre les 2 i les 4 setmanes, la proporcio de timocits CD8aa+ oscil.la
entre 55 i 63% i posteriorment aquest percentatge davalla, sent del 23% a les 5 setmanes de
vida. De forma paral.lela s’observa una disminucio de cel.lules CD8+ i DP en el timus dels

animals TCR H-Y (Figura 47B).

MHC F1 TCR H-Y
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Figura 47.

Evolucio de les cél-lules de timus de ratolins mascles transgénics MHC F1 (A) i TCR H-Y (B)
durant les primeres setmanes després del naixement. Els citogrames mostren el patré CD8/CD4
(citogrames superiors) i CD8c./CD8f de la poblacié CD8+ i DP (imatges inferiors) en la poblacio
limfocitica CD3+ TCR H-Y+. El percentatge de cél-lules es mostra en la part superior dreta de

cada quadrant. Les figures mostren resultats representatius d’un minim de 3 experiments.
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Per tant, el timus dels ratolins mascles MHC F1 retenen U’estat DP i CD8af+ mentre que
aquestes poblacions disminueixen gradualment en animals mascles TCR H-Y, demostrant el
procés de seleccio negativa i delecio del llinatge CD8+ (Figura 47).

La relacio entre U'evolucio que experimenten les cel-lules progenitores dels ratolins TCR H-Y
en el timus (Figura 47B) i els limfocits CD8ap+ en els dos compartiments periférics
estudiats (Figura 44B i 46B), confirma que el procés de seleccio negativa i delecio en el
timus es troba reduit durant les primeres etapes de vida.

5.3. EFECTE DEL TRACTAMENT AMB EL PEPTID AGONISTA DEL TCR H-Y
SOBRE L’EXPANSIO DE IEL CD8aa+

L’expansio de IEL CD8aa+ succeeix de forma tardana en el desenvolupament postnatal en
els dos models estudiats (apartat 3.1. de Resultats) (Figura 43). Aquesta baixa proporcio
de IEL CD8aa+ en les primeres etapes de vida podria ser deguda a un defecte intrinsec en
els propis limfocits IEL CD8aa+ que afectaria la capacitat d’expandir-se en resposta a la
presencia de senyals agonistes. Alternativament, també podria ser degut a un defecte en la
capacitat timica per dirigir el desenvolupament i expansié d’aquestes cél-lules.

Per tal d’esbrinar quina és la possible causa, es van tractar ratolins TCR H-Y i MHC F1 amb
el peptid agonista o amb AcMo anti-CD3 de forma prévia a Uaillament i analisi dels IEL.
Aquest estudi es va realitzar durant les primeres 2-5 setmanes de vida (apartat 2.2. de
Material i metodes). Els resultats obtinguts es mostren a la Figura 48.

L’administracio de péptid agonista a ratolins MHC F1 a les 2 i 3 setmanes d’edat provoca un
increment significatiu en el nombre de IEL CD8aa+ (p<0,05) quan es comparen amb animals
no tractats (Figura 43) (p<0,05), de forma que a les 2 setmanes aquesta proporcio és
duplica. De forma paral-lela, la proporcio de IEL CD8- disminueix drasticament durant el
mateix periode en els animals tractats. En aquest mateix periode, el percentatge de IEL
CD8afp+ també incrementa per I’administracio del peptid, pero no de forma tan marcada
(Figura 48).
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Figura 48

Efecte del peptid agonista Smcy-3 sobre el desenvolupament de IEL en ratolins
transgenics MHC F1. . Els citogrames mostren el patré CD8«/CD8p de la poblacié limfocitica
CD3+ TCR H-Y+. El percentatge de cel-lules es mostra en la part superior dreta de cada
quadrant. Les figures mostren resultats representatius d’un minim de 3 experiments.

Per tant, tot i que els IEL CD8ao+ no arriben mai a ser la poblaci6 majoritaria en els
ratolins MHC F1, el tractament amb el peptid agonista, comporta una acceleracio en el
procés d’aparicio d’aquest tipus cel-lular mentre que la proporcio de IEL CD8up+ no
presenta grans variacions (Figura 48).

Un efecte sobre les proporcions de IEL CD8aa+ i CD8- s'observa en ratolins TCR H-Y de 4
setmanes d’edat tractats amb el peptid agonista 0 amb un altre agonista del TCR com és
l'AcMo anti-CD3 (Figura 49). Cal destacar que el tractament de ratolins MHC F1 no va
modificar la distribucio dels limfocits T a la melsa, on les cél-lules CD8aa+ representen una
proporcié minima (<2%).

control

Figura 49

Efecte de U'estimulacié limfocitica sobre el desenvolupament de IEL en ratolins transgenics
TCR H-Y mascles de 4 setmanes. Els citogrames mostren el patré CD8«/CD8f en la poblacid
limfocitica CD3+ TCR H-Y+. El primer citograma correspon a animals no tractats, el segon als
tractats amb péptid agonista i el tercer amb I’AcMo anti-CD3. El percentatge de cél-lules es
detalla en la part superior dreta de cada quadrant. Les figures son representatives d’un
minim de 3 experiments.
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5.4. ESTUDI IN VITRO DELS POSSIBLES PRECURSORS DELS LIMFOCITS T
CD8aa+

La cinetica d’aparicio de IEL CD8- i CD8up+ de forma previa a la de IEL CD8aa+ i la
disminucié paral-lela de IEL CD8- abans de U’expansi6 dels CD8aa+ (apartat 3.1. de
Resultats) suggereix que els |[EL CD8aa+ poden derivar de cél-lules T CD8- o bé CD8af+ de
Uintesti.

Per tal d’esbrinar Uorigen dels IEL CD8aa+, les subpoblacions de limfocits CD8-, CD8af3+ i
CD8aa+ aillats de melsa i del compartiment intraepitelial s’han cultivat, per separat, en
preséncia d’AcMo anti-CD3 o de APC procedents de mascles Rag2-que presenten el peptid
agonista (APC Ag+)- i s’han analitzat els possibles canvis produits en U'expressio de la
molecula CD8 (Figures 50, 51 i 52).

Els IEL CD8- son capagos d’originar una important poblacio de ceél-lules T CD8aa+ quan
s’estimulen tant de forma inespecifica (AcMo anti-CD3), com per les APC Ag+. Com es
mostra a la Figura 50, el cultiu de la poblacié de IEL CD8- genera un 50% o un 32% de
limfocits CD8aa+ en resposta a I’AcMo anti-CD3 o APC Ag+, respectivament. Ambdos
estimuls comporten Uaparicio d’una baixa proporcio de limfocits CD8af+ (2-5%).

Contrariament, les cél-lules T CD8- aillades de la melsa i incubades en presencia d’AcMo
anti-CD3 o APC de ratoli mascle, no son capaces de desenvolupar aquesta poblacio (Figura
50) i per tant mostra que el desenvolupament de cel-lules CD8aa a partir de precursors T
CD8- es troba restringit al compartiment intraepitelial.

La presencia de céel-lules T CD8up+ en la melsa i en IEL en les primeres etapes de vida en
els ratolins TCR H-Y i MHC F1 suggereix que les cel-lules CD8ap+ poden ser precursores dels
IEL CD8aa+. Quan les cel-lules CD8ap+ de melsa o IEL de ratolins MHC F1 son estimulades
amb anti-CD3, la majoria mantenen la molécula CD8 heterodimerica (Figura 51), mentre
que l'estimulacio amb APC Ag+ indueix la seva conversio a cel-lules CD8-. Per tant, les
cel-lules CD8af+ no esdevenen CDBaa+.



RESULTATS
104

Pre-cultiu

IELCD8-

cél-lules
CcD8-
de melsa

WA

cD8p

CD8u

v

Figura 50

Estudi fenotipic de cel-lules derivades de |’activacio de limfocits T CD8-. Es mostra el patro
CD8u/CD8P expressat en resposta a l'estimulacié amb AcMo anti-CD3 i APC Ag+ de la
poblacié de IEL CD8 procedent de ratolins mascles TCR H-Y (diagrames superiors) i de
cel-lules espléniques T CD8  derivades de ratolins mascles MHC F1 (diagrames inferiors). Els
resultats son representatius d’un minim de tres experiments per cada poblacié mostrada.
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Figura 51

Estudi fenotipic de cél-lules derivades de U'activacié de limfocits T CD8af+. Es mostra el
patro CD8c./CD8p expressat en resposta a "estimulacié amb AcMo anti-CD3 i APC Ag+ de la
poblacié de IEL CD8ap+ (diagrames superiors) i de cel-lules espléniques T CD8afp+
(diagrames inferiors) derivades de ratolins mascles MHC F1. Els resultats son representatius
d’un minim de tres experiments per cada poblacio mostrada.
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Per altim, els IEL CD8aa procedents de ratolins TCR H-Y incubats amb AcMo anti-CD3 o APC
Ag+ experimenten un increment dels nivells d’expressio de la molécula CD8ac pero no
originen poblacions CD8af+ o CD8- (Figura 52).

Aquests resultats indiquen que els IEL CD8- son els precursors més eficients de CD8aa+ i
que la presencia del senyal agonista a través del TCR és suficient per dirigir aquesta
diferenciacio. A més a més, suggereixen que els |IEL CD8- son diferents de les cél-lules CD8-
de la melsa i per tant poden tenir una capacitat intrinseca per diferenciar-se en cél-lules
CD8aa+ en resposta a senyals agonistes a traveés del TCR.
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Figura 52

Estudi fenotipic de cél-lules derivades de ’activacio de limfocits T CD8aa+. Es mostra el
patro CD8w/CD8p expressat en resposta a I’estimulacié amb AcMo anti-CD3 i APC Ag+ de la

poblacio de IEL CD8aa+ derivat de ratolins mascles TCR H-Y. Els resultats son representatius
d’un minim de tres experiments per cada poblacié mostrada.
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5.4, SELECCIO ANTIGENICA D’UNA UNICA POBLACIO DE CEL-LULES CD8+
EN L’INTESTi PRIM

5.5.1. CREACIO D’UNA NOVA LINIA DE RATOLINS TRANSGENICS TCR H-Y
AMB EXPRESSIO DE Smcy A NIVELL INTESTINAL.

Per tal de determinar si U'expressio de I’antigen especific amb alta afinitat del TCR H-Y
(Smcy) a Uepiteli intestinal és suficient pel desenvolupament dels IEL CD8aa+, s’ha generat
una linia de ratolins doble transgenics: pel receptor TCR H-Y i pel cDNA que codifica per
expressio del seu antigen especific(Smcy) a nivell intestinal. En aquesta linia de transgenics
s’ha centrat l'estudi en les femelles que expressen (nicament l'antigen de forma transgenica
ja que els mascles el presenten de forma constitutiva.

La construccio creada (Figura 9) esta sota el control d’una variant del promotor FABP, tal i
com es descriu a 'apartat 8. de Material i metodes, de forma que dirigeix "expressio del
transgen de forma especifica a nivell intestinal. La Figura 53 mostra un gel representatiu
del procés de confirmacio de la presencia dels diferents transgens mitjancant la tecnica de
PCR sobre mostres de DNA de la cua dels animals doble transgenics (Smcy TCR H-Y). Cada
mostra és amplificada utilitzant encebadors especifics dissenyats per I’amplificacio del
transgen Smcy, el TCR transgenic H-Y i un gen constitutiu (p53).

1 2 3 4 5 - + marcador
Transgen SMCY g - -
Smcy endogen s § -

Ratolins doble transgénics

Figura 53

Gel representatiu on es mostren els productes d’amplificacio dels gens analitzats en el
procés de confirmacio i seleccio dels animals doble transgenics Smcy TCR H-Y. Els carrils 1,
2 i 3 son mostres procedents d’animals doble transgénics, i per aquesta rad presenten els
productes d’amplificacio corresponents a Uamplificacio especifica del transgen i de
Uepitop. Els carrils 4 i 5 son mostres procedents de mascles no transgenics per a Smcy,
perd si per al TCR H-Y. Per a cada mostra sha analitzat també la presencia del gen
constitutiu p53. Es confirma cada reaccio de PCR mitjancant U's de controls positius i
negatius. Per a la confirmacié de la mida de les bandes s'ha utilitzat el marcador 123bp
DNA Ladder, aixi com la d’'una mostra de positivitat coneguda.
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5.5.2. EXPRESSIO INTESTINAL DEL TRANSGEN Smcy

L'expressio del transgen Smcy a Uintesti prim dels ratolins s’ha confirmat mitjancant la
deteccio del seu mRNA especific en U'intesti proximal, medial i distal per tecniques de RT-
PCR.

Tal i com es pot apreciar en la Figura 54, el mRNA pel Smcy va ser detectat al llarg de tot
Uintesti prim dels animals transgenics per Smcy, mentre que no es va trobar expressio en
altres teixits com la melsa dels mateixos animals, confirmant la fidelitat del promotor
utilitzat.

Cal destacar pero, que l'expressio del transgen només es pot confirmar en les femelles, ja
que no es poden diferenciar els transcrits endogens dels transgenics en el cas dels mascles.
A la Figura 54 es mostra analisi d'expressio en dos controls no transgenics, un mascle i
una femella.

Intesti prim

proximal medial distal

femella mascle
Animals no
transgénics
Figura 54

Expressio intestinal del transgen Smcy. La figura mostra gels representatius on es confirma
l'expressié de Smcy (carril 4) en mostres de teixit intestinal proximal, medial i distal d’intesti
prim. En el gel de la dreta superior es mostra [’absencia d’expressio teixit esplenic. En el cas
de les mostres procedents de mascles no transgenics es pot detectar la presencia de mRNA per
Smcy, que correspon al gen endogen. Per cada mostra s'ha analitzat també lexpressio de 2
gens constitutius: B-actina i SCF (carrils 2 i 3, respectivament). Per a la confirmacio de la mida
de les bandes s’ha utilitzat el marcador de 123bp DNA Ladder (carril 1).
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5.5.3. DESENVOLUPAMENT DE IEL EN RATOLINS TRANSGENICS Smcy TCR
H-Y

A la Figura 55 es mostren citogrames representatius del patro CD8a/CD8B de IEL
procedents de femelles doble transgeniques Smcy TCR H-Y, juntament amb els
corresponents a mascles dobles transgenics i els procedents de mascle i femella TCR H-Y.
Tal i com es pot apreciar, la majoria dels IEL de la femella Smcy TCR H-Y son CD8aa+, de
forma similar al mascle TCR H-Y convencional, mentre que els IEL de la femella TCR H-Y
son majoritariament CD8-.

CD8x

mascle Smcy TCR H-Y
cD8p .

Figura 54

Citogrames representatius de |EL procedents d’animals Smcy TCR H-Y i de TCR H-Y
convencionals, mascles i femelles. Els citogrames mostren el patré CD8a/CD8B en la
poblacié limfocitica CD3+ TCR H-Y+. El percentatge de cél-lules es detalla en la part
superior dreta de cada quadrant. Les figures son representatives de 5-15 animals.

La Figura 56 resumeix els resultats globals dels animals estudiats. La poblacio de IEL
CD8aa+ en femelles Smcy TCR H-Y (65+13%) és significativament superior a la corresponent
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a aquest tipus cel-lular en la femella convencional TCR H-Y (18+8%) (p<0,05). Pel contrari,
la proporci6 de IEL CD8aa+ en la femella Smcy TCR H-Y no presenta diferencies
significatives respecte a la dels mascles transgenics convencionals TCR H-Y (74+11%).
Aquest fet suggereix que expressio del senyal agonista en Uepiteli de Uintesti prim és
suficient per la diferenciacio i desenvolupament de IEL CD8aa+.
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Figura 56

Diagrama que resumeix els resultats globals obtinguts de IEL procedents d’animals Smcy TCR
H-Y i de TCR H-Y convencionals, mascles i femelles. Cada barra mostra la proporcio de la
poblacié limfocitica corresponent:CD8awx+, CD8afi+1 CD8- en la poblacio limfocitica CD3+
TCR H-Y+. Els resultats s’expressen com a mitjana + DEM procedent de [’analisi din nombre
d’animals compres entre 5-15. El percentatge de cél-lules es detalla en la part superior
dreta de cada quadrant.

D’altra banda, quan s’analitzen els canvis en el percentatge de la poblacio CD8- en els
diferents tipus d’animals, s’observa un comportament invers al descrit pel subtipus CD8c.a+
(Figures 55 i 56). En aquest sentit, la proporcio de IEL CD8- en la femella Smcy TCR H-Y
(25+11%) és significativament menor a la de la femella TCR H-Y (70+14%) (p<0,05) i no
difereix a la dels mascles TCR H-Y convencionals (16+5%).

La proporcio de IEL CDBuap+ (15%) és similar en tots els animals. Aquestes dades
suggereixen la conversio de cel-lules CD8- en cel-lules CD8aa+ en 'ambient intestinal i en
presencia de l'antigen, de forma similar als resultats d’estimulacio in vitro descrits en
"apartat 3. 4. de Resultats.

L'analisi dels diferents fenotips de IEL en els mascles Smcy TCR H-Y (Figura 55) posa de
manifest que les proporcions de les diferents subpoblacions de IEL no s'afecten per
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lexpressio del transgen Smcy, ja que no s’observen diferencies significatives quan es
comparen amb els mascles TCR H-Y convencionals.

5.5.4. ESTUDI DEL FENOTIP DE IEL CD8caa+ GENERATS EN LA FEMELLA
Smcy TCR H-Y

S’ha estudiat si el fenotip dels IEL CD8 aa+ de la femella doble transgenica Smcy TCR H-Y és
similars al dels IEL CD8xa+ de ratolins convencionals TCR H-Y. Per aixo, sha analitzat
l'expressio de CD69 i agpB;, marcadors de superficie cel-lular expressats amb elevada
proporcio i intensitat en IEL CD8aa+ de ratolins no transgenics.

S’ha observat que practicament la totalitat dels IEL CD8ao+ de la femella Smcy TCR H-Y és
CD69+ i expressa la integrina especifica de migracio intestinal agf;, de forma similar als IEL
del mascle TCR H-Y (Figura 57). Els pocs IEL CD8aa+ de la femella TCR H-Y tambeé
presenten un fenotip similar, fet que suggereix que l'expressio d’aquestes molecules en els
IEL no depen de ’activacio induida per la presencia del peptid agonista.
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Figura 57
histogrames representatius de |EL CD8ao+ procedents de femelles Smcy TCR H-Y i de TCR H-
Y convencionals, mascles i femelles. Els histogrames mostren la intensitat d’expressio de les
molecules CD69 i ag en les cel-lules CD8uc de la poblacid limfocitica CD3+ TCR H-Y+. El

percentatge de cél-lules es detalla en la part superior dreta de cada quadrant. Les figures
son representatives de 5-15 animals.
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5.5.5. QUANTIFICACIO DE IEL EN LA FEMELLA Smcy TCR H-Y

Els IEL CD8aa+ generats en les femelles Smcy TCR H-Y son similars en quant a fenotip i
proporcio als dels mascles TCR H-Y pero quedava per veure el seu nombre absolut a Uepiteli
intestinal.

Tal com es mostra a la Figura 58, el nombre total de IEL CD3+ en Uintesti prim de mascles
TCR H-Y (~10°) és significativament superior al de les femelles Smcy TCR H-Y (~10%) i TCR
H-Y (~10%) (p<0,05 en ambdés casos). Encara que el nombre de IEL CD3+ en la femella Smcy
TCR H-Y no assoleix el dels mascles TCR H-Y, és superior al nombre de IEL CD3+ de la
femella TCR H-Y. Aquests resultats suggereixen que el desenvolupament normal dels IEL
CD8aa+ inclou una fase d’expansio que és incompleta en el model doble transgenic.
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Figura 58

Diagrama que representa el nombre total de IEL CD3+ TCR H-Y+ procedents de femelles
doble transgéniques Smcy TCR H-Y i de mascles i femelles TCR H-Y convencionals. La figura
mostra els valors corresponents a un nombre d’animals de Uordre son representatives de 5-
15 animals.
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9.9.6. LIMFOCITS TIMICS | ESPLENICS EN LA FEMELLA Smcy TCR H-Y

L'expressio dels coreceptors CD4 i CD8 en els timocits és un indicador del procés de seleccio
que té lloc. Existira absencia de cel-lules DP i gran nombre de DN quan hi ha seleccio
negativa a causa de la presencia de I’antigen agonista, com és el cas dels ratolins mascles
TCR H-Y. Existira gran nombre de cel-lules DP quan hi ha seleccio positiva a causa de
l'absencia d'un antigen agonista, com és el cas dels ratolins femelles TCR H-Y.

L'estudi CD4/CD8 en el timus de les femelles doble transgeniques Smcy TCR H-Y indica la
preséncia de cél-lules DP, de forma similar a la femella H-Y convencional. Es a dir, tot i la
presencia de gran nombre de IEL CD8aa+ en la femella doble transgenica (Figura 55),
existeix un procés normal de seleccié positiva de les cél-lules CD8af+ en el timus (Figura
59).

mascle TCR H-Y femella TCR H-Y femella Smcy TCR HY
Timus A _

Melsa

cD8p >

Figura 59

Citogrames biparamétrics de cél-lules procedent de melsa i timus corresponents a femelles
Smcy TCR H-Y i TCR H-Y convencionals, mascles i femelles. Els citogrames mostren el patro
CD8c./CD8P en la poblacio limfocitica CD3+ TCR H-Y+. El percentatge de cél-lules es detalla
en la part superior dreta de cada quadrant. Les figures son representatives de 5-15 animals.

De forma general, Uanalisi de la poblacio CD8af+ en la periferia reflecteix el procés de
seleccio timica: els ratolins mascle TCR H-Y (seleccio negativa) no presenten aquesta
poblacio a la periferia, mentre que les femelles TCR H-Y (seleccio positiva) presenten un

gran nombre de CD8af+ a la periferia.
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Tal com es mostra a la Figura 59, existeix una gran proporcié de limfocits CD8af+ en la
melsa de la femella doble transgenica Smcy TCR H-Y de forma similar a les femelles TCR H-
Y. Contrariament, difereix del mascle TCR H-Y i tot i la presencia de limfocits CD8aa+ a
lintesti en les femelles doble transgénciques.

Tots aquests resultats de forma conjunta suggereixen, que el desenvolupament dels IEL
CD8aa+ i la selecci6 positiva de cél-lules CD8ab+ en el timus no son fenomens excloents. A
més a més, el fet que el procés de seleccig positiva persisteixi en la femella Smcy H-Y
demostra que el model no presenta recirculacié de APC Ag+ procedents de lintesti a nivell
timic. -
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El desenvolupament del teixit limfoide associat a Uintesti (GALT) té lloc durant la vida
fetal, pero la seva activacio s’inicia a partir del naixement (Brandtzaeg, 1998). Durant els
primers dies de vida, el sistema immunitari intestinal és activat tant per la llet com per la
incipient flora microbiana. Ambdods, proteines del aliments i microbiota, tenen un
important paper fisiologic que permet la maduracio del GALT (ter Steege i col., 1997;
Brandtzaeg, 1998; Silva i col., 2003). Durant la lactancia, aquests factors luminals inicien
’activacio de les cél-lules presents a Uintesti, pero és en el moment de passar a una dieta
solida i variada quan els nombre d’estimuls antigenics que rep Uintesti augmenta
espectacularment i aix0 comporta la maduracié definitiva del GALT. En els rosegadors com
la rata, el periode de lactancia dura unes tres setmanes, si bé després d’uns 14 dies els
animals comencen, espontaniament, a compaginar la llet materna amb la dieta solida
(Savage i col., 1977; Henning i col., 1981). En humans s’ha demostrat que, en el
compartiment epitelial intestinal, els limfocits ja estan presents durant la gestacio, pero
Uestimulacio per factors luminals provoca un clar increment en el seu nombre, el qual
després del naixement i durant els 2 primers anys de vida incrementa de U'ordre de 10
vegades (Machado i col., 1994). D’altra banda, en el compartiment de la lamina propria, no
s’ha descrit infiltracio limfocitica en el moment del naixement, i aquesta només apareix
després de Uexposicio antigenica (Husband i col., 1996). Encara que antigens microbians i
alimentaris son els factors exogens que més influeixen en el desenvolupament de les
poblacions efectores del GALT de Uintesti prim, altres factors endogens com el nivell
d’eficiéncia de presentacio de ’antigen, la formacié del complex MHC-Ag-TCR, o d’altres
encara no gaire ben descrits, també estan implicats.

La primera part d’aquest estudi mostra els canvis fenotipics que experimenten els limfocits
intraepitelials (IEL) i els limfocits de lamina propia (LPL) procedents de Uintesti prim de
rates Lewis des del dia de naixement i durant tot el periode de lactancia; fase durant la
qual la rata canvia espontaniament la seva alimentacio de la llet materna a la dieta solida
(Henning i col., 1981). Els resultats s’han comparat amb els obtinguts a partir d’animals
adults. Per a Uestudi de les poblacions de IEL, Uintesti s’ha dividit en dues meitats que
s’han avaluat per separat, la meitat proximal (pSl), que compren el duode i la major part
del jeja, i la meitat distal (dSI), la qual inclou la resta de jeja i tot Uili. L’estudi de LPL
s’ha realitzat unicament en aquesta segona meitat ja que és la part d’intesti prim on es
produeix més estimulacié microbiana i per tant més activacio del GALT (Savage, 1977).

En rates lactants es produeix, durant les 3 primeres setmanes de vida, un creixement rapid
de Uintesti prim, que es manifesta tant en el pes com en la seva longitud. En aquests
animals, el pes de la meitat proximal és superior al del distal, mentre que en animals
adults, ambdos fragments tenen un pes similar. La diferencia observada en lactants, pot
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esdevenir del fet que la llargada de les vellositats intestinals és superior en la meitat
proximal que en la distal (Altmann i col., 1967) i que la capa epitelial, durant les primeres
setmanes de vida té un pes important en relacio a les altres capes intestinals. En aquesta
primera etapa, la capa epitelial representa un 67% del volum total de Uintesti prim i a
mesura que ’animal creix, la musculatura intestinal i el teixit connectiu incrementen, i per
tant, el pes epitelial és relativament menor (Estrada i col., 1996).

Pel que fa al fenotip dels limfocits presents al compartiment de la lamina propia (LP), s’ha
pogut observar que, el dia del naixement, només un ter¢ de les cél-lules de la LP amb
caracteristiques FSS/SSC tipiques de limfocits presenten la molécula CD45 en la seva
superficie, si bé la proporcio incrementa rapidament durant els primers dies de vida. De
forma paral-lela, en el compartiment intraepitelial, la poblacié de IEL colonitza Uintesti
durant els primers dies de vida. Una gran proporcio d’aquests IEL, de forma similar als LPL,
no presenta la molécula CD45 a la seva superficie, encara que si que expressen la molecula
'CD3. La moleécula CD45 s’expressa rapidament en gairebé tots els IEL, assolint valors
d’adult el dia 14. La proporcio de IEL que expressen CD3 també incrementa durant tot el
periode de lactancia, de forma similar a estudis realitzats en ratoli (Kuo i col., 2001).

A més a més, el dia del naixement, la meitat dels IEL CD8+ expressen CD2, un marcador
d’adhesio i activacié que s’expressa en la majoria de limfocits periférics pero no en IEL de
rata adulta (Fangmann i col., 1991), fet que evidencia la colonitzacio intestinal per
limfocits d’altres teixits limfoides.

Una poblacio limfocitica que sembla tenir un paper important durant les primeres etapes
de vida, tant a la LP com a Uepiteli intestinal, son les cel-lules NK, les quals son abundants
en ambdos compartiments del GALT en rates neonates. De fet, en el cas de lepiteli
intestinal, el dia de deslletament, el percentatge de cel-lules NK és encara superior que al
de rata adulta. Aquests resultats concorden amb els descrits per Tice (1990), el qual
defineix una activitat NK més gran en IEL de rates neonates i rates de 21 dies que en
animals adults, i amb els resultats de Todd i col. (2001), els quals descriuen la presencia
d’un 50% de cel-lules NKR-P1A+ en el compartiment intraepitelial en rates de 3 setmanes
d’edat i només un 20% en animals adults.

Els nostres resultats indiquen la preséncia de dos tipus de cél-lules NK en el compartiment
intraepitelial: les NK CD8+ i les NK CD8-. Durant les dues primeres setmanes de vida, la
majoria de NK presenten la molecula CD8, mentre que les cél-lules NK CD8- incrementen a
partir del dia 5. A més a més, durant les dues primeres setmanes de vida, les cel-lules NKR-
P1A+CD8+ constitueixen una gran proporcio dels IEL CD8+. Per tant, els limfocits NKR-
P1A+CD8+ a Uintesti prim poden ser essencials durant els primers dies de vida. Els IEL NKR-
P1A+CD8+ perden la seva prevalenca amb l’edat, i la principal poblacié NK en rates adultes
no expressa la molécula CD8 i representa només una baixa proporcio de la poblacio de IEL.
Probablement, els NKR-P1A+CD8- tampoc expressen la molécula CD3, segons es pot deduir
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dels percentatges totals de IEL CD3 en I’edat adulta, ja que aquesta proporcio no arriba al
100% i, a partir del dia 14, el percentatge complementari corresponent als IEL CD3-
coincideix amb la proporcio del IEL NKR-P1A+CD8-. Els nostres resultats i aquesta hipotesi
esta d’acord amb estudis realitzats en intesti de rata adulta (Helgeland i col., 1997; Todd i
col., 1999) on es mostren també fenotips cel-lulars de NK no trobats en altres teixits
limfoides, com melsa o sang periferica (Torres-Nagel i col., 1992; Brissette-Storkus i col.,
1994; Todd i col., 2001).

D’altra banda, hi ha poca informacié sobre la presencia de cel-lules NK a la LP. En la LP
intestinal humana, s’ha descrit abséncia o presencia d’un baix nombre de cél-lules NK
(Abuzakouk i col.,1998, Kelsall, 1998). El present estudi demostra la presencia d'aquest
tipus cel-lular durant tot el periode de lactancia, de la mateixa forma que en ratoli
(Tagliabue i col., 1982), en proporcions molt superiors a les de l'edat adulta. Tot i que, a
diferéncia dels IEL, no hi ha canvis significatius en la proporcié de cél-lules NK durant la
lactancia, el fenotip d’aquestes varia després de la segona setmana de vida de forma
paral-lela a la descrita pel compartiment epitelial: les cel-lules NK CD8+ predominen
durant el primer periode, invertint-se al voltant del dia 14, on les cel-lules NK CD8- passen
a ser majoritaries.

El significat fisiologic dels canvis en les poblacions de NK roman incert. Es pot postular que
les cel-lules NKR-P1A+CD8+, juntament amb les cel-lules TCRy5+CD8+, que també expressen
gens presents en cel-lules NK (Pennington i col., 2003), constitueixen la primera defensa en
la mucosa intestinal de rates neonates, mentre els mecanismes d’immunitat adquirida no
es troben totalment desenvolupats. A més a meés, el canvi de fenotip de les cel-lules NK
CD8+ cap a CD8- podria representar una diferéncia a nivell funcional associada al seu estat
maduratiu.

En el GALT difos existeixen una gran varietat de subpoblacions limfocitiques T CD8+ i T
CD4+, DP aixi com DN, fenotips que son inusuals i que determinen unes poblacions altament
especialitzades, activades i amb un estat maduratiu o de memoria molt especific(Zeitz i
col., 1991; Hayday i col., 2001).

S’ha descrit que la lamina propia intestinal d’humans i rates adultes presenta
majoritariament limfocits T CD4+ (Shanahan, 1994; Bruder i col., 1999; James, 1999), el
que esta d’acord amb els nostres resultats que demostren que un 58% dels LPL de rates
adultes son CD4+. En canvi, durant el periode de desenvolupament neonatal, la relacio
CD4/CD8 és diferent i la proporcié de LPL CD8+ és 2-4 superior a la dels LPL CD4+. En
aquest periode, el llinatge de cél-lules B no esta ben desenvolupat i per tant no hi ha
secrecio d’lg. Per tant, podria ser que, en aquest periode, el limfocits T CD8+ fossin els
encarregats de controlar els antigens patogens procedents de la microbiota i els aliments.
Els LPL CD8+ expressen CD3, i el TCRap s'expressa gradualment durant els primers 11 dies
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de vida; el dia del deslletament, al voltant d’un 65% dels LPL CD8+ son TCRaf+ mentre que
en I’edat adulta aquest percentatge és del 86%.

La poblacio de IEL CD8+ és majoritaria a Uepiteli intestinal a partir del dia 3 postnatal.
Aquests limfocits es poden subdividir en 3 subtipus cel-lulars mituament excloents: els
limfocits TCRap+, els TCRy8+ i els NKR-P1A+. En el present treball es demostra que
aquestes tres poblacions de limfocits CD8+ ja estan presents el dia del naixement, i que les
seves proporcions varien al llarg del periode de lactancia fins a ’edat adulta, seguint uns
patrons de desenvolupament diferents i caracteristics en funcio de Uedat. En particular,
s’ha observat una gran proporcio relativa de |EL TCRy5+ i NKR-P1A+ el dia de naixement i,
posteriorment, la proporcio de IEL TCRap+CD8+ incrementa amb U'edat a expenses dels
limfocits NKR-P1A+. Des del dia de naixement fins a ’edat adulta, la proporcio de IEL CD8+
que expressen el TCRaB incrementa progressivament, convertint-se en la poblacio
predominant abans del final de la primera setmana de vida. Tot i que aquests resultats no
coincideixen en el dia d’aparicio dels IEL TCRap+CD8+ amb els resultats descrits per
Helgeland i col. (1997), confirmen els seus resultats en referencia a l’increment dependent
de l'edat d’aquesta poblacio durant el periode perinatal. Aixi, els nostres resultats estan
d'acord amb aquells que indiquen que la major part de IEL TCRaB+ es pot desenvolupar i de
forma precog, ndependentment de la microflora luminal convencional que s'estableix
després del deslletament (Helgeland i col., 1997). En ratolins també s’ha descrit un
increment de IEL TCRap+ dependent de Uedat (Ter Steege i col., 1997), tot i que altres
autors observen una disminucié durant les tres primeres setmanes de vida (Kuo i col.,
2001).

Les cel-lules TCRyS apareixen de forma més primerenca que les cel-lules TCRap en la
filogenia i en lontogénia, essent considerades com la poblacié més primitiva (Bucy i col.,
1988). La presencia de IEL TCRys+ durant els primers dies de vida observats en aquest
treball, coincideix amb estudis histologics que mostren que les cél-lules TCRyS+ estan
presents a Uepiteli de rates neonates (Helgeland i col., 1997a i b). Les cel-lules TCRyd+
apareixen abans que els limfocits TCRaB+ en sang periférica durant la vida fetal en diverses
especies, com porcs (Sinkora i col., 1998), ratolins (Pardoll i col., 1987) i pollastres (Chen i
col., 1988). A més a més de U’activitat citolitica, els IEL TCRyd+ poden exercir funcions
especifiques en els diferents estadis del desenvolupament, ja que sha postulat que
intervenen en el desenvolupament mucosal dels limcocits B (Komano i col., 1995; Fujihashi
i col., 1996), i que tenen una influencia en la proliferacio i diferenciacio de les cel-lules
epitelials mitjangant la secrecio de citocines i factors de creixement (Kagnoff, 1998).
D’altra banda, les cel-lules TCRy5+, amb un gran potencial immunoregulador autoespecific,
expressen un repertori de receptors antigenics el dia de naixement que pot estar relacionat
amb la defensa mucosal en les primeres etapes de vida, quan la defensa mucosal antigen-
especifica, mediada per cel-lules TCRap+, no esta totalment desenvolupada (Kagnoff,
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1998). Tots aquest fets poden explicar la relativa gran proporcio d’aquests IEL TCRy5+CD8+
observat des dels primers dies de vida.

A diferencia dels LPL o daltres teixits limfoides secundaris, el epiteli intestinal es
caracteritza per la presencia de DP CD8+CD4+. Aquesta poblacié és quasi indetectable
durant el periode de lactancia i s’expandeix després del deslletament i arriba a un 20% en
rata adulta. Sha descrit un increment similar dependent de l'edat d’aquestes cel-lules en
rates de 4, 10 i 30 setmanes d’edat amb diversos backgrounds geneétics (Takimoto i col.,
1992) i un considerable nombre de IEL CD8+CD4+ en rates Lewis d’edat avancada (Yamada i
col., 1999).

D'acord amb els resultats presentats i com s’ha descrit préviament (Ter Steege i col., 1997;
Todd i col., 1999), els IEL CD4+CD8+ expressen les molecules CD3 i CD5, aixi com el TCRap.
Se sap que aquests IEL proliferen espontaniament, pero les seves caracteristiques, origen i
funcions romanen obscures (Takimoto i col., 1992). S’ha postulat que, en U"ambient de
Uepiteli intestinal, que IEL CD4+ madurs procedents del timus, poden induir Uexpressio de
la molécula CD8 (Morrissey i col., 1995; Reimann i col., 1995) o bé que IEL CD8aa+ son
capagos de convertir-se en DP per adquisicio de la molécula CD4 (Park i col., 2003). A més
a més, els I[EL CD4+CD8+ semblen representar cel-lules memoria, ja que en humans,
presenten el marcador CD45R0O (Jarry i col., 1990) i, en rates, sha descrit que presenten
una elevada expressio de CD44 (Yamada i col., 1999). En el nostre estudi, s’ha analitzat
l'expressio d'aquesta molécula per tal de diferenciar les cel-lules verges de les memoria
(Swain i col., 1991), pero no s’han observat canvis significatius durant el periode de
lactancia. Encara que s'’ha descrit que els IEL CD4+CD8+ son CD44"™" (Yamada i col., 1999),
en aquest treball no sha observat un augment de la proporcié de cél-lules CD8+CD44"e"
paral-lel a la del nombre de IEL CD4+CD8+. Sha postulat que aquest tipus cel-lular DP pot
estar involucrat en processos de maduracio intestinal i desenvolupament, amb funcions en
la immunitat innata i adaptativa (Reimann i col., 1995; Park i col., 2003).

D’altra banda, la proporcio de IEL CD8+ que presenten la molécula CD90 (Thy-1), marcador
que desapareix després dels primers estadis de maduracio, nomeés sha detectat el dia del
naixement. Posteriorment, gairebé el 100% del IEL CD8+ no expressen CD90. Aquests
resultats concorden amb estudis previs realitzats en ratolins per Klein (1986), qui mostra
que la molecula Thy-1 es troba absent en gairebé un 70% dels IEL. A més a més, el nombre
de IEL que expressen molécules activacio com CD25, CD45RC, CD28 i CD71 tant en rates
lactants com adultes no és significatiu, a diferéncia del que han observat alguns autors. En
aquest sentit, Robjin i col. (1995) descriuen la preseéncia d'una petita proporciéo de IEL
CD25+ o CD71+ i Tood i col. (1999) en rates adultes de tipus Wistar Furth, demostren una
considerable proporcio de IEL CD25+, CD45RC+ i CD28+.

En contrast amb les cel-lules T CD8+ perifériques, tant els IEL com els LPL CD8+ poden
expressar les cadenes aa 0 of. La molécula CD8aa es descriu com a marcador de cel-lules
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timus-independents i, com a minim en el cas de IEL, correspon a una poblacié que es
desenvolupa en el microambient intestinal i que expressa la molécula CD8aa de forma
aillada o en combinacié amb la molécula CD4 i amb un repertori oligoclonal de TCR (Robijn
i col., 1995; Nagler-Anderson, 2001). El fenotip de CD8aa ha estat descrit tant en cél-lules
intestinals de tipus TCRy8+ com TCRaf+ (Kagnoff, 1998, Lefrancois i col., 1995) aixi com
en cel-lules NK periferiques i TCRap+ després de ser activades (Moebius i col., 1991). Els
nostres estudis no mostren canvis significatius en la proporcio de IEL CD8aa+ o CD8uf+
durant el periode de lactancia i animal adult. En tots els animals lactants, el fenotip CD8a.at
és relativament més abundant que el fenotip CD8af, de forma similar a Padult (Helgeland i
col., 1997).

Pel que fa als LPL durant la fase neonatal, la poblacio CD8+ és principalment homodimeérica
CD8aa, a partir del dia 11, la proporcio de cel-lules CD8af+ augmenta i assoleix
~ percentatges d’edat adulta. Aquests resultats concorden amb aquests descrits per Boll i
col. (1995) en ratoli.

La presencia de la molecula CD5 també esta associada amb el desenvolupament depenent
de timus (Lefrancois, 1991). En aquest treball, sha posat de manifest que les cel-lules CD5+
representen només una baixa proporcio dels IEL CD8+ totals presents durant la lactancia.
Aquests resultats indiquen que un nombre substancial de [EL TCRap+CD8+ no expressen
CD5, tal i com s’ha descrit en altres estudis (Ter Steege i col., 1997), de forma diferencial
als limfocits periferics. Les cél-lules CD5- es poden correspondre amb els IEL i LPL CD8awa+.

En el cas de LPL CD8+, la preséncia de la molécula CD5 incrementa de forma paral-lela a la
subpoblacio CD8af, fet que permet de nou ’associacio entre LPL CD8+ presents en els
primers dies de vida amb un desenvolupament timus-independent, relacionat amb cel-lules
CD5- CD8aa+.

D’altra banda, tota la poblacio de IEL CD4+, incloent la subpoblacio CD4+CD8+ en animals
adults, coexpressa CD5, tal i com han descrit altres autors (Todd i col., 1999, Fangmann i
col., 1991). Aquest fet, explica ’increment de la poblacié de IEL CD8+CD5+ detectada en
rates adultes. El fenotip CD4+CD8+ presenta la molécula CD8aa (Yamada i col., 1999), i per
tant es podria pensar en un origen timus-independent, perd en canvi, expressen la
molecula CD5, com les cél-lules derivades del timus. Aquests resultats confirmen la gran
complexitat d'aquests fenotips i la dificultat d’associar de forma directa determinades
molécules amb lorigen d'aquestes cél-ules, posant de manifest la gran varietat de factors
que influeixen en el desenvolupament dels limfocits intestinals: estructures limfoides
implicades, precursors, elements exogens com antigens alimentaris i microbians, elements
endogens implicats en el procés de diferenciacio i presentacio de I’antigen, entre d’altres.
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Tal i com s’ha esmentat anteriorment, la proporcié de limfocits que presenten la molécula
CD4 en el compartiment intraepitelial és molt baixa. Ara bé, aquesta proporcio incrementa
en l'edat adulta degut a l'aparicio de cél-lules DP. Pel contrari, pel que fa a Uontogenia de
LPL CD4+ en ili neonatal, en aquest estudi s’ha descrit que des del dia 11 aquestes cel-lules
expressen CD3, TCRaB, CD2, CD5 i CD90 amb una proporcié similar a la dels animals adults.
En canvi, el percentatge de LPL CD4+ encara incrementa des de la tercera setmana de vida
fins a Uedat adulta. Aquests resultats concorden amb el desenvolupament de forma
paral-lela de les cel-lules B durant la tercera setmana de vida, i és consistent amb
’important paper col-laborador sobre les cel-lules B de la LP que porten a terme aquests
limfocits T CD4+. En relacio a les molécules de superficie de LPL T CD4+, cal remarcar el
paper que pot exercir el marcador CD2 en aquest compartiment. La molécula CD2 s’ha
descrit com a coestimuladora necessaria per a l'activacio de LPL, de forma diferencial a les
cel-lules T sanguinies (James, 1999; Kelsall, 1999). D’altra banda, encara que la moléecula
CD25 esta present en una petita proporcio de LPL CD4+ en rates lactants, aquesta
sexpressa ampliament a Uedat adulta, fet que pot indicar Uestat activacio adquirit després
del deslletament. Aquestes cel-lules CD4+CD25+ de la LP podrien ser cél-lules T reguladores
(Annacker i col.,2001) les quals podrien actuar inhibint la resposta immunitaria enfront
d'antigens alimentaris i microbiota, prevenint lautoimmunitat i la resposta inflamatoria.
Cal destacar pero, que s’ha descrit que la molécula CD25 en LPL pot reflectir un estat
diferent d'activacié o diferenciacio quan es comparen amb limfocits activats de sang
periférica. En el compartiment sanguini aquestes cel-lules proliferen, mentre que en el cas
de LPL T CD25+ la proliferacio és un fenomen poc usual (Zeitz i col., 1991). A més a més,
els LPL semblen tenir una intensitat d'expressio de la moléecula CD25 molt baixa, (Haverson
i col., 1999), indicant que, o encara no han experimentat el seu estat de maxima activacioé
o que pel contrari son cél-lules amb un avangat estat d'activacio, on la molécula CD25
practicament ja s’ha perdut (Yang i col., 1996). El fenotip madur de LPL CD4+ també es
confirma per la desaparicié de la molécula CD90, marcador negatiu per estats primerencs
de maduracio (Kroese, 1998).

La participacio de les cel-lules B, com a poblacio efectora en la defensa de la mucosa
intestinal esta restringida a la LP, ja que és absent en Uepiteli intestinal. Durant les
primeres dues setmanes de vida, només es detecta una baixa proporcio de cel-lules B tot i
que aquesta incrementa durant la tercera setmana fins a valors equivalents als de [’animal
adult. Aquests LPL son sig+ CD45RA+ i no expressen sigA. En canvi, de forma paral-lela, la
proporciéo de cel-lules slgA+ (principalment CD45RA-), més granulars que els limfocits,
incrementen en la LP durant tot el periode de lactancia. D’altra banda, les cel-lules de la
LP inicien la sintesi d’IgM a partir de la segona setmana de vida i, de forma més tardana
s’inicia la d’IgA, encara que de forma molt feble. Com era d’esperar, la relacio de IgM-
SC/IgA-SC a la LP s’inverteix en animals adults. Aquests canvis apareixen de forma tardana
en el periode de lactancia, i podrien reflectir els canvis que estan succeint en la dieta en
aquest periode. En aquest sentit, estudis en ratoli han demostrat la dependencia d’Ig-SC
amb el procés de colonitzacio bacteriana en Uintesti prim durant a les 3 setmanes de vida



DISCUSSIO
124

(van der Heijden i col., 1989). Les cél-lules B verges en els teixits mucosals presenten sigD i
sigM i després de ser estimulades presenten sigA or sigG (Spencer i col., 1990). Aquests
tipus de receptors es mantenen quan les cel-lules es transformen en cel-lules memoria,
pero es perden gradualment i conjuntament a d'altres marcadors de cél-lules B, durant la
diferenciacié a cel-lules plasmatiques (Farstad i col., 2000; Brandtzaeg, 2001). D’acord
amb aquests fets, els presents resultats permeten indicar que a la LP de rates neonates, la
proporcio de cel-lules B verges (CD45RA+, slg+ i slgA-) incrementa i assoleix valors d’adult
als 21 dies. Aquest mateix procés de desenvolupament s’ha descrit en humans per a les
cél-lules de la LP sigA+, que poden ser formes blastiques de limfocits B (Farstad i col.,
2000). En canvi, en la fase de deslletament, la capacitat secretora d' Ig és molt baixa en
comparacio a l'edat adulta, i el nombre d’IgM-5C és més abundant que d’IgA-SC. Aquests
resultats estan d'acord amb els descrits en humans durant els primers estadis de vida, en
els que les IgM-SC intestinals prevaleixen sobre les IgA-SC (Perkkio i col., 1980; Husband et
el., 1996), i amb els que descriuen que a les 12 setmanes d’edat les IgA-SC predominen en
la LP intestinal (Brandtzaeg, 1998; Farstad i col., 2000). Aixi, en la LP, les IgM-SC
constitueixen un element important de la barrera mucosal durant els primers dies de vida.
Aquesta classe d'lg pot ser secretada al lumen intestinal, ja que tant la cadena J, peptid
responsable de la polimeritzacio de les Ig, com el component secretor de Uepiteli es
sintetitzen durant el periode de gestacié. Aquesta maquinaria esta preparada, doncs, per a
secretar IgM, de forma similar a la d’IgA (Husband i col., 1996; Cripps i col., 1999). D’altra
banda, el present estudi també mostra la presencia practicament indetectable d’IgG-SC en
rates lactants o adultes, d’acord amb els resultats descrits en LP intestinal humana
(Shanahan, 1994).

En aquest treball, d’altra banda, sha estudiat la diferéncia entre la part proximal i distal
de Uintesti prim, per tal d’avaluar si els IEL es desenvolupen de forma regional especifica
durant el periode de lactancia. S’han trobat diverses diferencies entre les dues regions
estudiades durant la primera setmana de vida. En particular, U'epiteli intestinal proximal
presenta un percentatge total de cel-lules NK superior al del distal, degut a una elevada
proporcio de la subpoblaciéo de IEL NKR-P1A+CD8+. A més a més, Uintesti proximal mostra
una proporcio de IEL CD3+CD8+ inferior respecte la part distal, fenomen possiblement
degut a la disminucio de la subpoblacié de IEL TCRap+CD8+. Aquesta distribucio suggereix
diferencies regionals durant els primers 7 dies de vida, consistents en un predomini de la
immunitat innata en intesti prim proximal, i de la resposta immune adquirida en la part
distal .

En resum, el present estudi mostra com la composicio de IEL i LPL varia durant el periode
de lactancia en la majoria de subpoblacions estudiades. Algunes d’aquestes modificacions
tenen lloc precogment, durant la primera setmana de vida, i d'altres al llarg del periode de
lactancia. Durant la primera setmana de vida, els canvis en les poblacions de IEL
consisteixen en un enriquiment de cel-lules CD45+, NKR-P1A+ i CD8+. Aquestes primeres
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modificacions van acompanyades de variacions en determinats fenotips especifics: els IEL
CD8+ mostren una disminucio en la coexpressio de TCRyS, CD2, CD5 i CD90, mentre que els
IEL NKR-P1A+CD8+ incrementen. Paral-lelament, en aquest mateix primer periode, hi ha
una gran presencia de cel-lules timus-independents en la LP, cel-lules CD8aa+CD5- i de
cel-lutes NK CD8+, que participen en la resposta immune innata durant el desenvolupament
del GALT. D’altra banda, alguns fenotips mostren una associacié edat-dependent i actuen
com a marcadors de maduracio en el desenvolupament tant de IEL com de LPL. De forma
global, existeixen diferents patrons de desenvolupament entre les poblacions de IEL
CD8+TCRap+, CD8+TCRyd+ i CD8+NKR-P1A+. Els IEL CD8+ presenten un increment en la
proporcio de les cél-lules TCRaf+ i una disminucio del percentatge de cel-lules que
presenten el receptor NKR-P1A. Aquests canvis son deguts a un interessant comportament
de les cel-lules NK intraepitelials, les quals a partir d’un fenotip convencional (NKR-
P1A+CD8+), presenten un fenotip caracteristic intestinal (NKR-P1A+CD8-), que també esta
present en la LP. D’altra banda, al final del periode de lactancia, hi ha un dramatic
increment de ceél-lules B i de cél-lules secretores d’lg a la LP, aixi com de la consolidacio
del fenotip madur de LPL CD4+. Pero, tot i els canvis aqui descrits durant el periode de
lactancia, en el moment del deslletament, el patro fenotipic i secretor de IEL i LPL encara
del que es presenta en animals adults. Un dels canvis més importants observats és
I’aparicio tardana de la subpoblacié de IEL CD8+CD4+, els quals expressen les molécules
CD3+ i CD5+. A més a més, després de les 3 setmanes de vida, la poblacio total de cél-lules
NK disminueix, per tant la relacio entre les subpoblacions de IEL CD8+ TCRaf+ i NKR-P1A+
encara continua incrementant. Aixi, les poblacions limfocitiques en el compartiment
intestinal presenten una série de canvis fenotipics associats amb la primera ingesta de
menjar, encara que els canvis continuen quan Uintesti s'exposa a nous antigens procedents
de la dieta solida o de lambient microbia fins a assolir proporcions de limfocits madurs en
’edat adulta. El patré de desenvolupament en Uintesti prim, definit pels canvis fenotipics
observats en IEL i LPL, aixi com la capacitat secretora en el cas de LPL, pot ser d'utilitat
com a referencia en Uavaluacio de Uefecte de farmacs, probiotics o suplements dietetics
sobre el paper d'aquestes poblacions efectores del GALT durant el periode de lactancia. La
influéncia de nutrients i no-nutrients sobre el procés de maduracié limfocitica intestinal
encara requereix ser investigat.

Una cop descrites les principals variacions fenotipiques de les poblacions efectores
intestinals, IEL i LPL, durant el periode de lactancia, l'estudi es va centrar en esbrinar
Uorigen i el desenvolupament d’una subpoblacié limfocitica especifica del compartiment
mucosal, concretament els |[EL CD8aa+TCRap+. Per assolir aquest objectiu, i donada la
gran complexitat fenotipica en aquest compartiment ha estat necessaria la utilitzacio de
models murins transgenics. Concretament, s’han emprat animals immunocompromesos i
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transgenics per al receptor especific TCR H-Y, que Unicament presenten limfocits T que
expressen el mateix TCR, a diferencia dels ratolins convencionals on Uespecificitat
antigenica dels limfocits és ampliament heterogenia.

En primer lloc, i per tal d’aprofundir en Uestudi del desenvolupament de IEL, s’han
examinat les cinetiques aparicio de les subpoblacions de limfocits CD8af+, CD8aa+ i CD8- a
Uepiteli intestinal durant les setmanes 2 i 5 de vida postnatal i en resposta a senyals
agonistes a través del TCR. Aquest estudi posa de manifest que, independentment de la
configuracio del MHC, a les dues setmanes de vida, una petita proporcio de IEL ja presenta
la molecula CD8aa, tot i que l'expansi6 o diferenciacié d’aquesta poblacié no té lloc fins a
una etapa més tardana. En canvi, els IEL CD8af3+ ja estan presents a les primeres setmanes
de vida. La baixa proporcié de IEL CD8aa+ en les primeres fases del desenvolupament
incrementa en resposta al tractament amb el péeptid agonista o amb AcMo anti-CD3 en

_ambdues linies de ratolins transgenics. Aixi, l’escassesa dels IEL CDBaa+ en els primers dies
de vida pot ser degut tant a causes intrinseques com extrinseques, com ’afluéncia de nous
Ag. L'expansio tardana dels IELs CD8aa+ demostrada en aquest treball, esta d’acord
concorda amb estudis desenvolupats en ratolins ag”" per Schon i col., (1999), els quals
suggereixen que ’etapa de maxim desenvolupament de IEL CD8aa+ €s al voltant de les 3-4
setmanes i no en fases precoces. A més a més, el desenvolupament postnatal d les
diferents subpoblacions de IEL en els ratolins transgénics TCR H-Y i concretament aparicio
dels IEL CD8aa+, mostren la implicaci6 de la interacci6 MHC-Ag-TCR en el
desenvolupament d’aquesta subpoblacié de limfocits intraepitelials. En estudis realitzats
en ratolins no transgenics, és a dir, amb un repertori de TCR no restrictiu, s’ha demostrat
també un desenvolupament tarda de la poblacio epitelial CD8aa+ (Camerini i col., 1993).
Malgrat tot, a causa de la gran heterogeneitat del repertori de TCR en aquests ratolins és
dificil associar el desenvolupament de IEL CD8aa+ a un procés dirigit per ’antigen.

Els resultats obtinguts plantegen la incognita sobre Uorigen dels IEL CD8aa+, tema sobre el
que hi ha molta controveérsia. Es ben sabut que Uafinitat entre les interaccions TCR-Ag-MHC
determina el procés de seleccio timica, de forma que la baixa afinitat permet la
supervivencia i seleccio positiva, i Ualta afinitat comporta la seleccio negativa i
conseqiientment la delecié cel-lular (Sebzda i col., 1999). Encara que aquest paradigma
esta ben acceptat en timus, s’ha proposat que la seleccio de IEL CD8aa+ intestinals pot
seguir un patro oposat a aquest i, per tant, aquestes cél-lules derivarien de precursors que
escaparien al procés de seleccio timica negativa. En base a aquestes premises es planteja:
quin tipus de precursors son alliberats pel timus com possibles precursors dels IELs CD8aa+?
Quina és la via ontogenica implicada i quins factors hi intervenen?

Una primera explicacio a aquestes qiiestions pot ser que els IEL CD8aa+ derivin de
processos externs al timus, potser de cel-lules precursores que arriben directament de la
medul-la ossia, sense cap tipus de selecciéo timica, i que a lintesti siguin seleccionats de
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forma diferent a la descrita en el timus durant les primeres etapes de la vida. Aquest
procés podria donar-se a les criptoplaques, on s’han trobat precursors CD3- (Kanamori i
col., 1996; Saito i col., 1998) i expressio d’activitat RAG (Guy-Grand i col., 1992; Lin i col.,
1994). En aquest sentit, la transferéncia de criptoplaques a animals immunodeficients
incrementa la poblacié de IEL CD8aa+. A més a més, la timectomia origina la disminucio
d’aquesta poblacio intestinal (Saito i col., 1998; Suzuki i col., 2000). Tots aquests fets
suggereixen que el desenvolupament dels IEL CD8aa+ 0 com a minim una part d’ells, son
timus-independents. Actualment s’accepta que aquest procés és una possible via menor
pero ’nica responsable de la generacio de IEL CD8aa+ (Guy-Grand i col., 2003).

Una segona explicacio sobre Uorigen dels IEL CD8aa+ podria ser que aquests limfocits
derivessin de progenitors que no han rebut cap tipus de seleccid, desenvolupats en el timus
de forma primerenca en la vida postnatal i que posteriorment serien induits a una expansio
i diferenciacio de forma més tardana o en ’edat adulta. Aquesta teoria esta recolzada per
la disminucié del nombre total de IEL, concretament de cel-lules CD8aa+, que presenten
animals timectomitzats durant ’etapa neonatal en comparacio amb animals timectomitzats
durant la vida adulta (Bandeira i col., 1991; Guy-Grand i col., 1991).

Una tercera explicacio suggereix que, interaccions de gran afinitat entre el peptid agonista
i el TCR a nivell timic, podrien generar cel-lules T o precursors que migrarien
preferentment cap a lintesti on serien induits a expandir-se i completar la seva
diferenciacio. Per tant, els precursors dels limfocits CD8aa+ en lintesti serien cel-lules DN
o potser CD8uf'™, que escaparien de la seleccié negativa al timus (Guy- Grand i col.,
2001).

La quarta teoria contempla la possibilitat que el model transgenic de TCR H-Y mimetitzi la
via de desenvolupament de les cel-lules Ty (Bruno i col., 1996; Robey i col., 1998;
Terrence i col., 2000). Aixo podria ser degut a que en els models transgenics, com els
ratolins TCR H-Y, l'expressio del transgen té lloc de forma molt precog a l’ontogeénia, quan
en el timus s’estan desenvolupant pro- o pre-timocits, fet que impediria el
desenvolupament normal de la resta de TCR, fins i tot de les cel-lules y5 (Borguiya i col.,
1992; Pénit i col., 1995; Terrence i col., 2000).

En aquest treball hem demostrat la importancia de la presencia de Uantigen per al
desenvolupament dels limfocits intraepitelials intestinals CD8aa+. Malgrat tot, no es poden
descartar altres factors lWigants o solubles. De fet, en 'expansio de les cel-lules CD8aa+
s’ha descrit la importancia de diferents factors solubles produits per Uepiteli intestinal,
com el SCF (Stem Cell Factor) (Puddington i col., 1994), la IL-15 (Kennedy i col., 2000; Ma i
col., 2000) i la IL-7 (Fujihashi i col., 1996, Suzuki i col., 1997; Laky i col., 1998). Una altra
possibilitat consisteix en la implicacio de molecules MHC classe | no classiques com és el
TL. S’ha descrit que aquesta molécula interacciona exclusivament i amb elevada afinitat
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amb cel-lules CD8aa+, induint la seva activacio i proliferacié (Leishman i col., 2001;
Tsujimura i col.,2001). Aixi, podria ser que el TL retingués i reforcés la preséncia de
cel-lules T CD8aa+ que ja estarien presents des de les primeres etapes de vida, o que
potenciés senyals ambientals que no serien suficients per a la supervivéncia i expansio de la
subpoblacié de IEL CD8aa+ durant les primeres setmanes de vida. De qualsevol manera, la
conversio de precursors en cel-lules CD8aa+ és un procés d'estimulacio local originat
exclusivament en ’ambient intestinal, degut a la preséncia de U’antigen i probablement
associat a d’altres factors (Guy-Grand i col., 2001).

Aquest estudi demostra que, en el timus de ratolins mascle TCR H-Y de dues setmanes
d’edat, la majoria de cel-lules DP i CD8+ presenta la molecula CD8aa, encara que com ja
s’ha comentat a aquesta edat la majoria de IEL son CD8-. L’existéncia de cel-lules CD8aa+
en el timus no sembla estar relacionada amb Uexpansio de cél.lules CD8aa+ a Uintesti, ja
que aquests limfocits T CD8aa+ desapareixen del timus de ratoli mascle transgenic TCR H-Y
a les 3 setmanes d’edat, mentre que la proporciéo de IEL CD8aa+ continua incrementant
fins a les 5 setmanes d’edat. Aixi, per tant, la cinética de desaparicié timica i I’aparicio
intestinal de les cél-lules CD8aa+ suggereix que els IEL CD8aa+ no deriven de cel-lules
CD8aa+ timiques. D’altra banda, els nostres resultats demostren que limfocits intestinals
CD8- son precursors de IEL CD8aa+, tot i que no es pot descartar que IEL CD8af+ també
puguin actuar com a precursors de IEL CD8aa+, sota condicions ambientals adequades.

Per altra banda, en aquest treball s’ha demostrat, en ratolins TCR H-Y, la presencia de
limfocits CD8af+ periférics capagos de reconeixer l’antigen propi Smcy, ampliament
expressat en ratolins mascles. Aquestes cél-lules normalment son delecionades en el timus
(Levelt i col., 1999), ja que son potencialment autoreactives. Es pot especular que les
cel-lules T autoreactives podrien ser necessaries en les primeres etapes de vida per tal
d’induir i mantenir un estat d’homeostasi immunitaria. Després d’un determinat periode
(2-4 setmanes) es posarien en funcionament els mecanismes encarregats d’inactivar i
eliminar aquestes cel-lules T de la periféria. En aquest sentit, els nostres resultats mostren
que la delecié o modificacio de les cél-lules T espléniques autospecifiques és un fenomen
que succeeix en el mateix periode que la fase d’expansio dels IEL CD8aa+ a Uintesti, fet
que suggereix que lintesti presenta ’habilitat de capturar i modificar aquestes cél-lules
autospecifiques. Tot i que, no esta clar com aquestes cel-lules T CD8+ autoreactives son
tolerades a lintesti podria ser similar al mecanisme pel qual el timus no deleciona les
cel-lules T CD8uap+ a l'etapa perinatal.

S’ha suggerit que la generacio de cél-lules CD8aa+ en Uepiteli intestinal requereix d’un
procés de seleccio timica que depen de la presencia de I’antigen agonista en el timus
(Rocha i col., 1992; Poussier i col., 1993 Cruz i col., 1998). Estudis previs realitzats per la
Dra. Camerini (Universitat de Irvine, California) suggereixen que tot i que fisicament cal
I’organ timic per al desenvolupament de IEL, no es requereix la presencia de ’antigen
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agonista. Aleshores es va analitzar si la presencia timica del senyal agonista (antigen
reconegut amb alta afinitat pel TCR), peptid Smcy en el cas del receptor H-Y, era
necessaria per al desenvolupament de limfocits CD8aa+ a U'epiteli intestinal. Per tal de
portar a terme aquest objectiu, en aquest treball s’ha creat una linia doble transgenica de
ratolins TCR H-Y que, en les femelles, expressen U’epitop Smcy de forma exclusiva a
U’epiteli intestinal i per tant no ’expressen en el timus.

Les femelles doble transgeniques presenten una série de canvis en resposta a U’expressio
intestinal de I’antigen agonista. Aixi, de forma similar als mascles TCR H-Y, la majoria de
IEL presents a Uepiteli d'intesti prim son CD8aa+ (~70%), fet que demostra que l'expressio
de Uagonista de forma exclusivament epitelial, i no al timus, és suficient per al
desenvolupament d’aquest subtipus cel-lular. Aquest canvi en el fenotip limfocitari de les
subpoblacions de IEL, és ben patent quan es compara amb les proporcions habituals de la
femella TCR H-Y (~17% d’IELs CDBao+, ~18% de CD8Bap+ i ~55% de CD8-). L’expressio del
marcador d'activacié precog CD69, aixi com de la integrina intestinal agp;, €s similar entre
els IEL CD8aa+ de la femella doble transgenica Smcy TCR H-Y, la femella TCR H-Y, i el
mascle TCR H-Y convencional. Aixi, tot i que els IELs CD8aa." generats en el mascle TCR H-Y
convencional son similars fenotipicament als IEL desenvolupats en el nostre model
d'expressio exclusivament periférica de [’agonista, encara resta per determinar el seu perfil
funcional.

D’altra banda el nombre total de IEL en la femella doble transgenica és superior al nombre
que presenta la femella convencional TCR H-Y pero inferior al que mostra el mascle TCR H-
Y. Per tant, l'expressio del transgen Smcy a nivell intestinal no € suficient per assolir el
nombre de poblacié total de IEL. En aquest sentit, es pot dir que, en aquest model
s’aconsegueix la diferenciacio dels precursors en IELs CD8aa+ a nivell intestinal, pero no la
seva expansio, que possiblement esta dirigida per l'accié d’altres molecules diferents del
peptid agonista, com pot ser TL.

El timus de les femelles doble transgéniques és normal, amb un patré de seleccid positiva
similar al de la femella TCR H-Y, que permet la supervivencia del llinatge CD8af+, tal i
com queda reflectit per la seva preséncia en la melsa. Aquest fet demostra que el procés
de seleccid positiva al timus no és excloent en la generacio de IEL CD8aa+ en intesti de
forma eficient com altres autors han postulat (Cruz i col., 1998, Guy-Grand i col., 2001).
També evidencia que I’antigen expressat a lintesti no migra cap al timus, ja que en aquest
cas, s’observaria un patro fenotipic de delecio i seleccio negativa en el timus, amb una
elevada proporcio de cel-lules DP i absencia de limfocits CD8af+ a la periféeria com
s’observa en el mascle TCR H-Y.



DISCUSSIO
130

En resum en aquest treball, s’ha posat de manifest la maduraciéo fenotipica i de la
capacitat secretora d’lg durant les primeres setmanes després del naixement en el sistema
immunitari de la mucosa de Uintesti prim. Aquesta primera etapa de la vida es caracteritza
per un predomini de cel-lules NK tant en Uepiteli com en la lamina propia intestinals, pero
rapidament, amb la introducci6 de nous antigens alimentaris el fenotip limfocitic
evoluciona a un patré de limfocits TCRaf+. En aquest moment també apareix la secrecié
d’IgM a nivell mucosal mentre que la secrecio d’IgA s’inicia de forma més tardana. D’altra
.banda, s’ha demostrat un possible origen dels limfocits intraepitelials CD8aa+ que es
concreta en un patré extratimic, derivat de limfocits CD8- i dirigit especificament per
I’antigen a nivell intestinal.
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En el periode de lactancia de rates Lewis es produeixen una serie de canvis
fenotipics en les cél-lules efectores del teixit limfoide associat a Uintesti prim, tant
a Uepiteli com a la lamina propia.

En el compartiment intraepitelial de Uintesti prim, la poblacio cel-lular NK
predomina sobre altres poblacions durant les primeres etapes de vida de les rates
lactants. Concretament, les cél-lules NK de fenotip CD8+ son les més abundants en
aquest periode a diferencia de Uedat adulta quan la proporcio de cel-lules NK és
molt baixa i majoritariament presenten el fenotip CD8-.

De la mateixa manera pero amb uns nivells inferiors, la proporcio de cel-lules NK a
la lamina propia durant el periode de lactancia és superior a la present en Uadult i
també predomina el fenotip CD8+durant les primeres dues setmanes de vida a
diferencia dels animals adults.

A la lamina propia, ’abundancia relativa de cél-lules NK CD8+ juntament amb
limfocits TCRaB+CD8+ durant el periode de lactancia, implica que el percentatge
total de cel-lules CD8+ sigui superior al de limfocits CD4+, els quals predominen a la
vida adulta.

El dia del naixement, en el compartiment intraepitelial, existeixen limfocits
TCRap+, TCRy3+ i NKR-P1A+, els quals segueixen patrons de desenvolupament
diferents i caracteristics en funcié de Uedat.

L’epiteli intestinal durant la lactancia es caracteritza per ’abséncia de limfocits DP,
cel-lules que s’expandeixen després del deslletament i arriben a constituir una
cinquena part dels limfocits intraepitelials a I’edat adulta.

En ambdos compartiments efectors (intraepitelial i lamina propia), els limfocits
CD8+ expressen majoritariament la molecula en la forma hodimerica CD8aa tant
durant la lactancia com en Uedat adulta. A la lamina propia, la proporcid
CD8aa./CD8af durant les tres primeres setmanes de vida és superior que en 'edat
adulta. =

L’estudi dels limfocits intraepitelials CD8+ ha confirmat I’associacio establerta entre

els marcadors CD8aa i CD5 respecte el seu origen timic també durant el periode de
lactancia.
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« Durant les primeres dues setmanes de vida, la presencia de limfocits B en el teixit
limfoide associat a Uintesti prim és molt baixa, encara que a I’edat de deslletament,
la proporcio de cél-lules B assoleix els valors d’adult. Aquests limfocits es
caracteritzen per no presentar IgA de superficie, mentre que cel-lules sigA+
augmenten progressivament durant la lactancia.

« L’intesti prim de rates lactants comenca la sintesi d’immunoglobulines la segona
setmana de vida, sent inicialment IgM i posteriorment IgA. La relacio entre cel-lules
secretores de IgM i IgA és inversa durant la lactancia que a la vida adulta. En canwvi,
no s’han trobat cel-lules secretores d’IgG durant les primeres etapes de vida.

« En ratolins transgenics MHC F1 i TCR H-Y s’ha establert el patro d’evolucio de
limfocits intraepitelials durant les primeres etapes de vida. Durant aquestes
primeres fases en les quals augmenta el nombre total de cél-lules CD8+, en ambdos
models existeix una aparicié6 tardana de la subpoblaci6 CD8aa+ respecte a la
presencia de limfocits CD8ap+. L’expansio de limfocits CD8aa+ es produeix com a
resultat de la disminucio de cél.lules CD8-.

+ A diferéencia de ’animal adult, durant les primeres etapes de vida els ratolins
mascles TCR H-Y son capacos de retenir cel-lules DP al timus i, en consegiiencia,
apareixen limfocits CD8ap+ a la melsa i de forma preco¢ a Uintesti. En el cas del
model MHC F1 les proporcions limfocitiques en timus i melsa no presenten variacions
entre les primeres etapes de desenvolupament i ’edat adulta.

« La poblacié limfocitica DP i CD8+ present en el timus de ratolins TCR H-Y presenta,
de forma sorprenent, una elevada proporcio de cel-lules CD8aa+ durant les primeres
setmanes de vida que disminueix de forma paral-lela a la poblacio DP amb el procés
d’involucié timica.

« L’acceleracio en el desenvolupament de limfocits CD8aa+ en el compartiment
epitelial de Uintesti prim requereix la seva estimulacid, ja sigui inespecifica o
especifica, mitjancant Uincrement de la presencia antigénica produida per
’administracio del peptid agonista en ratolins MHC F1 i TCR H-Y.

« S’ha demostrat in vitro, la capacitat intrinseca dels I[EL CD8- com a precursors de
cel-lules CD8aa+. El senyal agonista a través del TCR és suficient per dirigir aquesta
diferenciacio. Pel contrari, en les mateixes condicions, els limfocits esplénics CD8- i
CD8af+ i els IEL CD8af+ no son capacos de diferenciar-se en cel-lules CD8aa+.

« La generacio de la doble linia transgenica Smcy TCR H-Y que expressa U’antigen
agonista exclusivament a Uintesti, permet concloure que el desenvolupament de
limfocits intraepitelieals CD8aa+ no requereix la preséncia de ’antigen agonista en
el timus. En canvi, la presencia de Uantigen a Uintesti és suficient per dirigir
’expansio dels limfocits CD8aa+ a Uepiteli intestinal.
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Les femelles de la doble linia transgénica presenten una proporcio de IEL CD8aa+
similar a la dels mascles TCR H-Y i un procés de seleccio positiva manifest per
’elevada presencia de cel-lules CD8+CD4+ en el timus i CD8ap+ a la melsa, de forma
similar a la de la femella TCR H-Y. Aixi, el desenvolupament de IEL TCRap+CD8ao+
autoespecifics i el procés de seleccié positiva no son mituament excloents per
aquesta expansio cel-lular.

En les femelles Smcy TCR H-Y, els IEL CD8aa+ presenten un fenotip similar al del
model TCR H-Y tot i que en el model doble trangenic no s’assoleix la fase d’expansio
observada en els mascles TCR H-Y.
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