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1. RESUM/SUMMARY

1. 1. RESUM

La inflamacié €s un conjunt de processos biologics que tenen com a finalitat comu
protegir a I’organisme dels patogens i dany. Durant el procés inflamatori, intervenen
diferents components cel-lulars a través de diferents receptors de membrana i citoquines

proinflamatories i antiinflamatories.

Un dels receptors involucrats en aquest procés inflamatori €s el receptor scavenger
CD36. Aquest receptor s’expressa en diferents tipus cel-lulars com monocits i plaquetes.
El CD36 ¢s una molécula capag¢ de reconéixer i captar lipoproteines modificades.
Durant la inflamacio, el CD36 als monocits intervé en el reconeixement de patogens,
actuant com a coreceptor dels Toll-like receptors (TLRs) perqué es doni una eficient
resposta inflamatoria. A més, intervé en la fagocitosi de neutrofils apoptotics durant els
processos finals de la inflamaci6. Es desconeix si els TLRs modulen el CD36 en els
monaocits, 1 si és aixi, quines conseqiiéncies funcionals comportara aquesta modulacio.

Per altra banda, I’expressi6 de CD36 en limfocits és intrigant per la seva funcid
scavenger, i no es coneix si I’expressio pot ser extrinseca a ells i quines funcions podria

tenir la subpoblaci6 de limfocits T que I’expressa.

Functional consequences of CD36 downregulation by TLR signals.
Carlos Zamora, Elisabet Canto, Juan C. Nieto, M. Angels Ortiz, Candido Judrez, Silvia

Vidal. Cytokine 2012 Oct,; 60(1): 257-65.

El reconeixement de lligands via TLR activa la secrecid de citoquines pro- i

antiinflamatories 1 modula 1’expressié de molecules involucrades en la fagocitosi i
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activitat microbiana. Esta demostrat que el CD36 pot actuar com a coreceptor del TLR2.
No obstant aix0, no es coneix si els lligands de TLR poden modular I’expressio de
CD36 a la superficie dels monocits. Per aixo, vam estimular cél-lules mononuclears
(CMNS5s) amb lligands de TLR2 (Pam3CSky4 i FSL1) i TLR4 (Lipopolisacarid, LPS), i es
va analitzar 1’expressi6 de CD36 per citometria de flux en les diferents subpoblacions
de monocits, caracteritzades pels marcadors CD14 i CD16. Els lligands de TLR2 i
TLR4 van disminuir 1’expressio de CD36 en totes les subpoblacions de monocits,
produint-se una internalitzacié cap a 1‘interior de la cel-lula. Tot i que els Iligands de
TLR indueixen 1’expressio del factor de necrosis tumoral (TNFa, de I’anglés Tumor
necrosis alpha), IL10 1 IL6, només els cultius amb TNFa van ser capagos de disminuir
el CD36. En canvi, la neutralitzacid amb anticossos contra TNFa en els cultius amb
lligands de TLR2 perd no de TLR4, només va frenar parcialment la disminuci6 de
CD36. La perdua de CD36 en els mondcits a causa dels senyals TLR va fer disminuir la
capacitat de fagocitar neutrofils apoptotics.

Aixi, la modulacié del receptor scavenger CD36 per senyals de TLR en els mondcits té
conseqiiencies funcionals. Caracteritzar aquesta regulacié podria ajudar a entendre la
resposta innata en les patologies inflamatories i desenvolupar terapies especifiques per

modular aquest mecanisme.

Functional consequences of platelet binding to T lymphocytes in inflammation.
Carlos Zamora, Elisabet Cant6, Juan C. Nieto, M.Angels Ortiz, Cesar Diaz-Torné,
Cesar Diaz-Lopez, Josep M. Llobet, Candido Juarez, Silvia Vidal. Journal of Leukocyte

Biology 2013 Sep; 94(3): 521-9.
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L’expressio del receptor scavenger CD36 en limfocits és controvertida i intrigant.
Nosaltres vam observar una subpoblacid minoritaria de limfocits T que expressava
aquest marcador en la superficie cel-lular. Vam investigar la font del CD36 en els
limfocits 1 quina capacitat de proliferaci6é i produccid de citoquines presentaven els
limfocits T que eren CD36+. L’analisi per citometria de flux i microscopia de
fluorescéncia va mostrar que el CD36 de les plaquetes unides als limfocits era la
responsable de la deteccid d’expressié de CD36 en els limfocits. Aixi, el CD36 va ser
utilitzat per caracteritzar la subpoblaci6é de limfocits amb plaquetes unides. Després de
I’activacié depenent de TCR, els limfocits T amb plaquetes unides (CD36+)
presentaven menor proliferacié i produccié de IL-17 1 IFNy que els limfocits T CD4+
que no portaven plaquetes. Després vam estudiar la preseéncia de limfocits T CD4+
CD36+ en pacients amb artritis reumatoide (AR), observant que el percentatge
d’aquesta poblacid era superior en els pacients d’AR comparat amb els donants sans.
Els pacients d’AR amb elevats titols d’anticossos contra peptids citrul-linats (anti-CCP),
factor reumatoide (FR), elevats nivells de IL-17 1 IFNy en plasma i elevat risc
cardiovascular eren aquells que presentaven menor percentatge de limfocits T CD4+
amb plaquetes unides.

Aixi, els resultats suggereixen que la unié de la plaqueta als limfocits modifica la
funcionalitat d’aquests. Podria ser un mecanisme regulador en la patologia de AR que

conferiria un fenotip menys sever.

1.2. SUMMARY

Inflammation is a biological process that aims to protect the body from the harmful

effects of pathogens and cellular damage. During inflammatory process, different cells
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are involved, such as monocytes and lymphocytes, through different membrane

receptors and pro- and antiinflammatory cytokines.

One receptor involved in inflammation is the scavenger receptor CD36. This receptor is
expressed on different cells, such as monocytes and platelets. However, CD36
expression on T lymphocytes is a current controversy in the literature. CD36 is a
molecule that recognize and bind modified lipoproteins. During inflammation, CD36 is
involved in pathogen recognition, acting as TLR coreceptor. Moreover, CD36 is
involved in the phagocytosis of apoptotic neutrophils during final steps of
inflammation.

It is unknown whether TLR can modify CD36 expression on monocytes and which are
its functional consequences. On T lymphocytes, CD36 expression is intriguing because
of its scavenger function, and it is unknown whether CD36 expression could be

extrinsic to T lymphocytes and how this T lymphocyte CD36+ subpopulation functions.

Functional consequences of CD36 downregulation by TLR signals.
Carlos Zamora, Elisabet Canto, Juan C. Nieto, M. Angels Ortiz, Candido Juarez, Silvia

Vidal. Cytokine 2012 Oct; 60(1): 257-65

TLR recognition activates the secretion of pro- and antiinflammatory cytokines and it
also modulates the expression of crucial molecules involved in phagocytosis and
antimicrobial activity. CD36 can act as a TLR2 coreceptor, however it remains
unknown whether TLR can modulate the expression of this scavenger receptor. In order
to analyze this possibility, we stimulated human peripheral blood mononuclear cells

(PBMCs) with TLR2 (Pam3;CSK4 and FSL1) and TLR4 ligands (lipopolysaccharide,
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LPS), and then analyzed by flow cytometry the CD36 expression on the different
monocyte subpopulations (characterized by CD14 and CD16 markers). TLR2 and TLR4
ligands downregulated CD36 on the surface of monocyte subpopulations, guiding the
protein to intracellular compartments. Even though TLR-activation induced TNFa, IL-
10 and IL-6 production, only recombinant TNFa was able to downregulate CD36.
Additionally, neutralizing anti-TNFo antibodies showed that TLR2 but not TLR4-
induced downregulation was partially abrogated. CD36 downregulation caused by TLR
signals reduced the capability of monocytes to phagocyte apoptotic neutrophils.

Then, modulation of scavenger receptor CD36 expression by TLR targeting on
monocytes has relevant functional consequences. Characterization this complex
regulation may help us to understand the innate response induced by TLR ligands and to

develop specific therapeutic drugs for the modulation of this mechanism.

Functional consequences of platelet binding to T lymphocytes in inflammation.
Carlos Zamora, Elisabet Cant6, Juan C. Nieto, M.Angels Ortiz, Cesar Diaz-Torné,
Cesar Diaz-Lopez, Josep M. Llobet, Candido Juarez, Silvia Vidal. Journal of Leukocyte

Biology 2013 Sep; 94(3): 521-9

Expression of the scavenger receptor CD36 on lymphocytes has been intriguing. We
observed that a minor subpopulation of lymphocytes expressed CD36 on the cell
surface. We next investigated the source of CD36 and also the capability of proliferation
and cytokine production of T CD36+ lymphocytes. Flow cytometry analysis and
immunofluorescence microscopy showed that CD36+ platelets bind to T lymphocytes.
Bound platelets but not lymphocyte surfaces were responsible for CD36 detection on

lymphocytes. CD36 was then used as a tool to select and characterize lymphocytes with
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bound platelets. Activation-induced proliferation and IL-17 and IFNy production was
lower in CD4+ T lymphocytes with bound platelets than in lymphocytes without bound
platelets. We then studied the presence of CD4+ CD36+ T lymphocytes in rheumatoid
arthritis (RA) patients, observing that the percentage of CD4+ lymphocytes with bound
platelets was higher on RA patients than in healthy donors. RA patients with higher
titers of anti-CCP, rheumatoid factor (RF) levels, high levels of IL-17 and IFNy in
plasma and higher cardiovascular risk index presented the lowest percentage of CD4+
lymphocytes with bound platelets.

These results suggest that platelet-binding modifies lymphocyte function. Our findings
suggest that this binding could be a regulatory mechanism in RA pathology that confers

a less severe phenotype.
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2. INTRODUCCIO

2.1. INFLAMACIO

La inflamacié €s un conjunt de processos biologics que tenen com a finalitat comu
protegir a 1’organisme dels patogens i dany. Aquesta resposta inflamatoria pot ser
deguda a factors externs, com lesions produides amb agents mecanics, fisics, quimics i
biologics, o bé pot ser deguda a factors endogens, com la necrosis tissular, que
produeixen senyals de perill per I’organisme. La inflamacid es caracteritza per quatre

simptomes cardinals descrits per Celsus:

Vermellor = Degut a un augment del nombre d’eritrocits circulants per la zona

a causa de I’augment del flux sanguini en la zona afectada.

=  Tumoraciéo = Es el resultat d’un increment de fluids i infiltracié cel-lular pels
vasos sanguinis dilatats i permeables que envolten el teixit afectat.

= Calor = Sensaci6 causada per un augment del flux sanguini en la zona

= Dolor = Causat per efecte directe dels mediadors i extensido dels nervis

sensorials degut a I’edema

Mé¢s tard, Galeno va introduir un altre simptoma de la inflamacio, la peérdua de funcio.
Aquest simptoma es caracteritza per una pérdua de mobilitat en I’extremitat afectada a
causa de l'edema i el dolor o pel reemplagament de cel-lules funcionals per teixit
cicatritzat.

L’objectiu principal de la inflamaci6 i la resposta generada és protegir i fer front als
estimuls nocius per 1’organisme, reparant posteriorment el teixit danyat per tal de

restaurar I’homeostasi de 1'0rgan afectat.

11
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Si és dona una resposta inflamatoria eficient i l'organisme és capa¢ d’eliminar els
estimuls nocius que han causat la inflamacio, es dura a terme una resposta inflamatoria
aguda, retornant rapidament els teixits a les condicions d’homeostasi normals. Aquesta
es caracteritza per vasodilatacio, canvis en I’estructura de la microvasculatura associats
a un increment de la permeabilitat i migraci6é de leucocits al focus del lloc afectat, on
s’acumulen i s’activen. Aquesta inflamaci6 té com a objectiu destruir 1'agent causant i a
la mateixa vegada induir la recuperaci6 del teixit danyat per regeneracio i cicatritzacié .
Si pel contrari les condicions anormals es prolonguen, bé perqué 1’organisme no ¢€s
capag¢ d’eliminar I'estimul nociu o perque la inflamacié aguda no es resol correctament
degut a alteracions del sistema immunologic, aixd donara lloc a una inflamacié cronica,
caracteritzada per un dany tissular prolongat i processos de reparacio alterats °.

Els estimuls nocius per 1I’organisme son reconeguts per diferents receptors situats a les
membranes de les cél-lules del sistema immunitari, activant-les i induint diferents

proteines que induiran la resposta inflamatoria.

2.2. RECEPTORS DE MEMBRANA DURANT LA INFLAMACIO

2.2.1. TOLL-LIKE RECEPTORS

Els TLRs son proteines de transmembrana tipus I que pertanyen al grup dels receptors
que reconeixen patrons (PRRs, de l'angleés Pattern Recognition receptors). Aquests
receptors reconeixen estructures moleculars patogeéniques (PAMPs, de I'angles
Pathoghen-associated molecular patterns) que estan altament conservades en
I’evolucid 1 en la majoria dels patogens. A més, son capacos de reconeixer molécules

amb patrons moleculars associats a dany cel-lular (DAMPs, de I’anglés Damage-

12



2. INTRODUCCIO

associated molecular pattern). Els TLRs estan expressats en diversos tipus de cél-lules
immunologiques, sobretot en céllules del sistema immune innat com els
monocits/macrofags i les cel-lules dendritiques, 1 també estan expressats en cel-lules del
sistema immune adaptatiu com els limfocits B i algunes subpoblacions de limfocits T.
Fins i tot hi ha TLRs en cél-lules no immunologiques, com els fibroblasts i les cél-lules
epitelials.

El reconeixement de patogens pels TLRs comporten una cascada de senyalitzacio
cel-lular que indueix I’expressi6 de multiples gens involucrats en la resposta a
microorganismes. Aquest reconeixement desencadenara diferents processos que

. ., 3
desembocaran en inflamacio °.

2.2.1.1. Estructura dels TLRs

Els TLRs estan formats per dos dominis *:

1. Domini extracel-lular, que consta de motius rics en leucines (LRR, de 1’anglés
Leucine rich regions) per on reconeixen els PAMPs.

2. Domini intracel-lular, que consta d’un domini citoplasmatic anomenat domini
homoleg al toll/interleuquina 1 (TIR), homoleg al receptor de la IL-1, que

s’encarrega d’unir diferents adaptadors amb dominis TIR i de la senyalitzacio.

El domini extracel-lular esta format per 19-25 tandems de motius LRR, que contenen
20-30 seqiiéncies d’aminoacids cadascun amb el motiu LxxLxLxxN com a seqiiéncies
conservades. Les cadenes laterals de les leucines conservades apunten cap a I’interior de

la proteina 1 estan implicades en la formacié del nucli hidrofobic. Les asparagines

13
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conservades son importants en el manteniment global de la forma de la proteina degut a
qué formen una xarxa d’enllagos d’hidrogen continuo amb els carbonils d’oxigen dels
moduls de LRR veins. Els residus variables “x” en els motius estan exposats a I’exterior
de la membrana, i alguns d’ells juguen un paper important en el reconeixement dels
lligands de TLRs. Aixi, el paper dels residus en els motius LRR estan clarament
definits, on els residus conservats tenen funcid estructural, i els motius variables tenen
funcié d’interaccié amb els lligands >°. L’estructura dels motius LRR dels TLRs és de
ferradura, hi ha diferéncia amb d’altres PRRs on la part concava de 1’estructura de LRR
conté la fulla B central, i la part convexa consisteix en bucles paral-lels i helix curtes 3,
la part convexa dels TLRs pot tenir helixs a i bucles irregulars que li confereixen una
superficie irregular més adequada per la interacci6 amb lligands no proteics .
Inesperadament, les estructures d’alguns TLRs (TLR1, TLR2, TLR4, TLR6 i TLR10)
mostren transicions que divideixen el domini extracel-lular en tres subdominis: N-
terminal, central i C-terminal "> *"'°. Les transicions estructurals que es troben en aquests
TLRs son causades per seqiiencies irregulars de LRR en els dominis centrals, que no
contenen I’asparagina i que tenen un paper important en 1’estabilitzaci6é de 1’estructura
en ferradura. Els lligands del TLR1, 2 i 6 coincideixen en les transicions estructurals
entre el domini C-terminal i central *'°. El lloc d’uni6 dels lligands de TLR4 es troben
entre el domini N-terminal i central'’. Per raigs X es va veure que el TLR3 pertany al
grup de TLR amb un sol domini, ja que el domini LRR és uniforme amb angles de fulla

. 1112
B 1 una xarxa d’asparagina

. Tot 1 que encara no s’ha confirmat, sembla per analisi de
seqiiéncies, que els TLRS, 7, 8 1 9 presenten tamb¢ una xarxa d’asparagines continues i

per tant també pertanyen a la subfamilia de TLRs amb un domini LRR * . Aixi, els

TLRs amb tres dominis interactuen amb molecules que contenen lipids com LPS i
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lipoproteines. En canvi, els TLRs amb un domini interactuen amb Iligands hidrofilics,
com els acids nucleics, via residus exposats a la superficie.

El domini intracel-lular esta format per un domini TIR. Fins a la data, s’han descrit 5
dominis TIR en molécules de mamifers: TLR1, TLR2, TLR10, MyD88 i IL-1rap.
L’estructura de tots ells presenta una cadena de 5 fulles B envoltada per 5 fulles a en
tres capes. En I’actualitat, es coneix ’estructura dels dominis TIR, perd no I’estructura
multimerica que formen els dominis TIR dels TLR amb les molécules adaptadores. Els
dominis TIR presenten dues regions en forma de bucle (BB i DD). Per estudis teorics i
de mutagénesis s’ha observat que aquests dos bucles son importants per la senyalitzacio

dels TLR, tot i que es desconeix la funci6 exacte que duen a terme '*'®.

2.2.1.2. Localitzacié i lligans de TLRs

Fins a I’actualitat, s’han descrit 10 subtipus de TLRs en humans. Degut a les diferéncies
que presenten en els dominis extracel-lulars, cada un d’ells té la capacitat de recon¢ixer
de forma especifica diferents lligands. Alguns TLRs es poden localitzar a la membrana
extracel-lular (TLR1, TLR2, TLR4, TLRS5, TLR6 i TLR10) o altres es localitzen
intracel-lularment a la membrana dels endosomes (TLR3, TLR7, TLR8 i TLR9) ¥ Els
TLRs localitzats extracel-lularment tenen com a lligands principals, pero no exclusius, a
components bacterians. Els TLRs intracel-lulars tenen com a lligands principals a acids

: o . T . 20
nucleics, requerint aixi una internalitzaci6 prévia dels lligands als endosomes .

En la taula 1 es mostren els principals lligands per cada TLR associats a PAMPs.
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Taula 1. Principals lligands de TLR associats a PAMPs

TLR Lligands

TLR1 triacil lipopeptids
TLR2 acid lipoteicoic (LTA), lipoproteines, lipopeptids, zymosan
TLR3 dsRNA viral

TLR4 lipopolisacarid (LPS)
TLRS flagelina

TLR6 diacil lipopéptids
TLR7 ssRNA viral

TLRS ssRNA viral

TLR9 CpG DNA

TLR10 no conegut

2.2.1.3. Senyalitzacié dels TLRs

El reconeixement dels lligands pels TLRs produeix una dimeritzacid d’aquests
receptors. La majoria dels TLRs formen homodimers entre ells, tot i que hi ha TLRs

com el TLR2 i el TLR4 que poden formar heterodimers amb altres TLRs 2. L

a
dimeritzaci6 dels TLRs desencadena 1’activacio de les vies de senyalitzaci6 a partir dels
dominis TIR intracel-lulars. Aquests reclutaran diferents adaptadors amb dominis TIR.

L’especificitat dels senyals dels TLRs dependra de la moleécula adaptadora que s’unira

als dominis TIR.

En la segilient figura es mostra les diferents molécules adaptadores que presenten els

TLRs i les seves principals vies de senyalitzacio.
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TLR7
TLR1 TLR3
TLRS oF
TLR&
MyDas
IRAK
TRAF6
NEMO/IKK:
IKKo
IKKS

NF-xB

Figura 1. Adaptadors i vies implicades en la senyalitzacié dels TLRs. L’activacid
dels TLRs comporta la unié de diferents adaptadors TIR a la cua citoplasmatica dels
TLRs que permeten 1’activacio de factors de trasncripciod per induir I’expressio genica

de citoquines entre altres gens *.

Es coneixen diferents proteines adaptadores:

1. Mpyeloid differentiation primary response 88 (MyD88)—> Va ser la primera
molécula adaptadora dels TLR descrita. Es una proteina de 33 kDa amb dos
dominis de senyalitzacio: el N-terminal amb dominis TIR que permetra la unid
amb els TLRs, i el C-terminal amb dominis de mort, que permetra la interaccid

amb altres molécules que continguin dominis de mort >+,
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MyD88 adaptor-like (Mal)=> També conegut com a TIRAP. Aquesta molécula
adaptadora ¢és essencial per la senyalitzacio del TLR2 i TLR4 *°, ja que actua
com a pont per la uni6 de MyDS88 al dimer de TLR4 i TLR2 activat en la
membrana plasmatica *’. Mal esta format per dos dominis: N-terminal que conté
dominis PIP2 requerits per I’anclatge a membrana ** i C-terminal, que és on
conté els dominis TIR importants per la unié amb els TLRs i el MyD88 .
TIR-related adaptor protein inducing interferon (TRIF)-> Aquesta molécula
adaptadora ¢és reclutada pels TLR3 i TLR4 activats, i és imprescindible per la
formacié d’interferons de tipus I °°.

Trif-related  adaptor molecule (TRAM)—> Aquesta molécula actua

exclusivament a la via de senyalitzacid TLR4, com adaptadora perqué el TRIF

s’uneixi ~ .

Hi ha dos tipus de vies de senyalitzacio dels TLRs:

1.

MyD88 depenent—> Després de 1’activacio, el MyD88 recluta Interleukin-1
receptor-associated kinases-4 (IRAK-4) pels dominis mort de les dues
molecules, 1 facilita la fosforilacidé de IRAK-1. La IRAK-1 fosforilada i activada
s’associa amb la molécula Tumor necrosis factor receptor-associated factor 6
(TRAF6), que activara a la MAP3K transforming growth factor-p-activated
protein kinasa 1 (TAK-1). La TAK-1 activada millora ’activitat del complex
IkB quinasas (IKK), que induira la fosforilacio i la posterior degradacié del 1kB,
deixant lliure i activant el factor de transcripcid6 NF-kB, que es translocara cap
al nucli, on induira la transcripcié i expressié de citoquines inflamatories.
Aquesta via de senyalitzaci6 és utilitzada pels TLR2, 4, 5, 7, 8, 91 10, tot i que

el TLR2 i TLR4 necessiten la moleécula adaptadora Mal 432
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2. MyD88 independent—> Aquesta via de senyalitzacio és utilitzada pel TLR3 i
TLR4 per induir interferons (IFN) de tipus I. Es independent de la molécula
MyD88 i utilitza la molécula adaptadora TRIF. Aquesta molécula unida als
dominis TIR dels TLR activats és capac d’activar el factor de transcripcié NF-
kB de dues formes: TRIF pel domini C-terminal interacciona amb Rip 1 aquest
amb RIP1. TRIF pel domini N-terminal pot unir-se a TRAF6. Tant el complex
TRIF-RIP1 com el TRIF-TRAF6 convergeixen en el complex IKK per induir la
maxima activacio de NF-kB. A més, el TRIF unit al TLR3 i TLR4 activats
també pot activar els factors de regulacio d’interferé 3 i 7 (IRFs). El domini N-
terminal de TRIF s’associa amb IKKi/IKKe i TANK-binding kinase 1 (TBK1),
per fosforilarar IRF3 i IRF7, i aquests es translocaran cap al nucli, on regulen

1’ Sy 432
expressio genica .

2.2.1.4. Funcions dels TLRs durant la inflamacio

El TLRs son proteines que s’expressen en diferents teixits i components cel-lulars de
forma dinamica durant els processos inflamatoris. Hi ha una rapida modulacié dels
nivells dels mRNAs 1 proteines dels TLRs quan les cél-lules es troben exposades a
ambients estressants rics en especies reactives d’oxigen, patdgens com virus i bacteris i
mediadors generats durant la inflamacio, com citoquines proinflamatories **~.

Els TLRs son considerats com els inductors de la immunitat, ja que continuament
exploren I’ambient extracel-lular, informant a la cel-lula d’infeccions i senyals de dany
cel-lular. Aixi, faciliten la resposta cel-lular que culminara en noves transcripcions

geniques per tal d’induir una resposta inflamatoria correcte per fer front a aquests agents

patogenics.

19



2. INTRODUCCIO

Els macrofags i els mondcits son cel-lules que expressen una gran varietat de TLRs, que
els hi permet respondre a un ampli ventall de Iligands de TLRs ***. Amb I’activacio
d’aquests TLRs, s’estimularan una gran varietat de gens responsables de la produccio i
secrecid de citoquines inflamatories com el TNFa, IL-1p , IL-6 IL-8, quimiocines com
el CCL2, CCL3, CCL4, CXCLS8 i CXCL2/3, i factors de creixement que tindran una
resposta autocrina i paracrina inflamatoria potent *'***.

Tots aquests factors generats durant el primer reconeixement per part dels TLRs
induiran una resposta inflamatoria aguda. Aixo permet, primer de tot, el reclutament i
infiltracié de neutrofils al lloc d’infeccié. L’activacio dels TLRs en els neutrofils sera
clau per augmentar la degranulacio cel-lular, 1’adhesi6 i activitat anti-microbiana®>*.
M¢és tard, entraran monocits, limfocits T 1 cel-lules Natural killer (NKs) que
contribuiran a la generaci6 de la resposta inflamatoria i a la resolucié del problema que
ha causat la infeccio.

Encara que els TLRs son tipics de les cel-lules del sistema immune, les cél-lules

42, 49-50 -

] 4748 i 'intesti °' també poden

epitelials de teixits com la pel , aparell respiratori
respondre a estimuls inflamatoris via TLRs, intervenint en la protecci6 contra els
patogens. Si els patogens aconsegueixen passar aquesta primera barrera epitelial, les
cel-lules endotelials i cel-lules musculars llises també poden detectar patogens via
TLRs*>*. Tot aixo fa que el paper dels TLRs en els teixits sigui altament complex.
Perque es doni una adequada resposta inflamatoria, cal una interaccié directa o indirecta
entre leucocits i cel-lules residents dels teixits, que permeti 1’alliberaci6é de quimiocines 1
citoquines 2.

Els TLRs també juguen un paper clau com a pont entre la immunitat innata i adaptativa.

55-57
T

Aquests actuen modulant i/o induint la diferenciacié de les cel-lules 1 activant les

cel-lules dendritiques. Quan les cel-lules dendritiques reconeixen patogens, s’activa la
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via de senyalitzacio dels TLRs, diferenciant-se i augmentant 1’expressi6 de les
molécules del complex major d’histocompatibilitat tipus II (CMH-II), CD40, CDS8O0 i
CD86, que milloraran la capacitat de presentar antigens i activar cél-lules T °*. Durant el
reconeixement de patogens via TLRs també s’indueix la producciéo d’IFNs de tipus I,

601 Tot i

sent part de la primera linia de defensa que modula la immunitat adaptativa
que I’expressio de IFNs esta associada a la preséncia i reconeixement de virus, també
participa en el desenvolupament de la resposta adaptativa, induint la proliferacio de
cel-lules T de memoria, el canvi d’isotip d’anticossos de cél-lules B i la diferenciaci6 a
cel-lules plasmatiques. A més a més, els IFNs poden inhibir I’apoptosi de cél-lules T i
induir i activar les cél-lules NKs %%

Una massiva produccié de citoquines proinflamatories produeix una activacié cel-lular
que comporta afectaci6 tissular i finalment cronicitat, tal com s’ha observat en diferents
malalties inflamatories, com asma, malalties inflamatories intestinals 1 artritis
reumatoide entre d’altres ®. Tant en la desmesurada resposta inflamatoria com en la

cronicitat, intervenen els TLRs, i en molts casos, aquests dos fenomens son

conseqiiencia d’una resposta excessiva via TLRs.

2.2.2. RECEPTORS SCAVENGER

Els receptors scavenger comprenen una gran familia de glicoproteines de
transmembrana que es troben expressats en monocits, macrofags, cel-lules dendritiques,
céllules endotelials i altres tipus cellulars **. Els receptors scavenger van ser descrits
inicialment com a receptors capacos de reconéixer i captar lipoproteines modificades .
Avui en dia es sap que son receptors amb multiples lligands i que juguen un paper

important en la immunitat innata durant la defensa de I’organisme enfront de patogens,
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donat que actuen com a PRRs °, reconeixent PAMPs de bacteris gram negatius (LPS),
bacteris gram positius (acid lipoteicoic), DNA CpG bacteria, i lligands de fongs **’. La
seva funcié principal descrita és actuar com a receptors fagocitics no depenent
d’opsonitzacié de patdogens. A més a més, poden captar lipoproteines modificades i
intervenir en el procés final de la inflamacio reconeixent cel-lules apoptotiques per ser
fagocitades. Alguns receptors scavenger també poden actuar com a molecules
coreceptors dels TLRs, en concret del TLR2, en la resposta inflamatoria per produir

citoquines *%.

2.2.2.1. Classes de receptors scavenger

Els receptors scavenger es divideixen en diferents classes depenent de la seva estructura
(Figura 2):

1. Classe A-> Va ser la primera classe de receptor scavenger descrita i
caracteritzada. Son glicoproteines de transmembrana tipus II trimeriques amb
diferents dominis: domini N-terminal intracel-lular, format per una cua
citoplasmatica, domini transmembrana, domini espaiador format per una espiral
a-helicoidal, dominis col-lagen i un domini C-terminal ric en cisteines **. Hi ha
diferents receptors scavenger dins d’aquest grup amb petites modificacions. Es
troben expressats en macrofags, tot i que també s’han detectat en cel-lules
endotelials 1 teixit muscular llis. Els membres d’aquest grup tenen diferents
lligands, com LDL oxidat (oxLDL), LDL acetilat, acids polinucleics, proteines
B-amiloid i components bacterians "2,

2. Classe B> El primer receptor scavenger de classe B descrit va ser el CD36. Sén

glicoproteines de transmembrana tipus III que presenten dos dominis
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transmembrana, un bucle extracel-lular amb multiples glicosilacions i dues cues
curtes intracel-lulars . Els diferents membres del grup es troben expressats en
mondcits, macrofags, plaquetes, endotelis, adipocits, mascul 1lis i certs epitelis’”.
Aquests receptors reconeixen diferents lligands com col-lagen, acids grassos,
fosfolipids anionics, trombospondina, cel-lules apoptotiques, LDL nativa,
oxLDL, HDL, lipoproteines de molt baixa densitat i bacteris gram positius '+,
Classe C> Aquest receptor scavenger es troba en Drosophila melanogaster. Es
una proteina de membrana de tipus I, formada per 9 dominis: extracel-lular N-
terminal, dos dominis de proteines control complementaries, un domini MAM,
regi6 espaiadora, un domini B-like somatomedina, un domini ric en serina i
treonina mucina-like i un altre domini espaiador o) Aquest receptor scavenger
s’expressa en macrofags i hemocits 1 té com a lligands LDL acetilats i bacteris
probablement pels dominis complementaris’ .,

Classe D> Els membres d’aquest grup (CD68 i LAMPs) son glicoproteines de
membrana tipus I que estan associats als endosomes i lisosomes. El domini N-
terminal extracel-lular és un domini mucina-like amb serines i1 treonines, és
altament N-O-glicosilat durant la secreci6 i es connecta a un domini LAMP
conservat a través d’un pont ric en prolines. Aquests receptors scavenger
presenten una cua curta citoplasmatica C-terminal que conté motius tirosina **.
Es troben localitzats majoritariament als endosomes. El CD68 s’expressa en
macrofags, cél-lules de Langerhans, cél-lules dendritiques i osteoclasts *',
mentre que els LAMPs estan extensament expressats en la majoria de tipus

cel-lulars. Tot i que el CD68 es va postular originalment que era el major

82 y .
receptor de oxLDL ™, la seva funcio6 segueix desconeguda.
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5. Classe E> Es una glicoproteina de membrana tipus II amb una curta cua
citoplasmatica N-terminal, un domini transmembrana, un domini pont i un
domini lectina de tipus CC-proximal ®*. Aquest receptor scavenger és troba
expressat en cel-lules endotelials, macrofags, cel-lules musculars llises i
plaquetes *. Presenta diferents lligands com oxLDL, HDL modificada per
hipoclorit, cél-lules apoptdtiques, i bacteris ***°.

6. Classe F> Es una proteina formada per un llarg domini extracel-lular N-
terminal que conté 10 repeticions riques en cisteines, 5 de les quals formen un
domini similar a Epidermal growth factor (EGF). Esta expressat en cel-lules
endotelials ®. Té com a lligands oxLDL, LDL acetilat, acid polinosinic, i
proteines de la superficie bacteriana ****,

7. Classe G> Es una proteina de membrana tipus I que presenta un domini

extracel-lular amb regi6 de quimiocines contigua a una regid mucina

glicosilada”. Esta expressat en endotelis, muscul llis i macrofags **. Aquest

receptor scavenger es pot unir a fosfatidilserina, oxLDL i bacteris *>".
A B C D E F G H
l\gngcg SRCL FEEL-1
2 cDe8 [ ‘ ] X3
SR-Al %
c ¢ ?c ! SREC-I [ @ ]xs
N

LOX-1 SR-PSOX [ ] X4
CcD36

o
o\ g ) ?
am 0
z N o
,‘If_\
"’f\—‘>"|u|
(]
=
w

c

. Somatomedin B-like domain ’ EGF-like domain

Collagenous domain

:

@ Ser/The-rich domalin v SetfPro-rich domain
a-helical coiled- mmmmmmms - Glycine-rich domain
coil domain @]]D Mucin-like domain ) )
. Chemokine domain
Compl. t control protei
D omplement control protein l LAMP-tike domain " Fasciclin domain
{CCP) domain _
\\: < Link domain
§ MAM domain C-type lectin domain @Z=73 Laminin-type EGF-like domain

Figura 2. Esquema de les diferents classes de receptors scavenger en eucariotes o,
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2.2.2.2 Receptor scavenger CD36

En un primer moment, el receptor scavenger CD36 va ser descrit com glicoproteina IV,
per ser la quarta banda major observada en un gel d’electroforesi SDS-poliacrilamida de
membranes de les plaquetes . Més tard, es va observar que era I’antigen que reconeixia
I’anticos monoclonal OKMS5, un marcador de mondcits i macrofags . El CD36 esta
involucrat en diferents processos fisiologics com angiogénesi, inflamacio, metabolisme
lipidic i de sucres i en la immunitat. Aquest receptor es troba expressat en diversos tipus
cel-lulars, com endoteli microvascular, cél-lules del muscul llis, mondcits, macrofags,
microglia, precursors d’eritrocits, hepatdcits, adipocits i plaquetes .

Aquest receptor scavenger presenta diferents lligands, com col-lagen, acids grassos,
fosfolipids anionics, trombospondina, cel-lules apoptotiques, LDL nativa, oxLDL, HDL,

lipoproteines de molt baixa densitat i bacteris gram positius "+,

2.2.2.3. Estructura i senyalitzacié del CD36

E1 CD36 és una glicoproteina transmembrana tipus III de 88 kDa que pertany a la classe
B dels receptors scavenger. Aquesta proteina esta formada per tres dominis'™:

1. Domini extracel-lular, format per un bucle extracel-lular amb multiples N-
glicosilacions que li permeten protegir-se de la degradacié en ambients rics en
proteinases, com els lisosomes i arees d’inflamacio o teixits danyats "°. Presenta
6 cisteines conservades unides per ponts disulfur per donar estabilitat al bucle'”".
A més, cont¢ un domini hidrofobic que interacciona amb la membrana

plasmatica, una regié rica en prolines i diversos dominis funcionals que

permeten la uni6 als multiples 1ligands.
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2. Dos dominis transmembrana, que flanquegen el domini extracel-lular

3. Un domini intracel-lular, format per dues cues citoplasmatiques N-terminal i C-
terminal que contenen un parell de residus cisteines que sén lipids acetilats
(palmitolacié), que li permeten la uni6é amb la membrana plasmatica interior '°%.
El domini C-terminal conté una tirosina i una cisteina que és important per la

senyal intracel-lular.

En la figura 3 es mostra I’estructura del CD36 i els llocs d’uni6 als diferents lligands.

A
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Figura 3. Representacié esquematica de la proteina CD36. (A) Estructura primaria

del CD36. (B) Representacié del CD36 en la membrana cel-lular 1 dels seus principals

lligands '
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El domini extracel-lular reconeix els lligands per diferents llocs d’uni6. Un cop unit el
CD?36 als diferents lligands, la transduccié de senyals €s dona per activacio de quinases
de la familia Src i per les MAPKs %% induint ’expressi6 de diferents gens i funcions

depenent dels tipus cel-lulars en el que el lligand de CD36 s’hagi unit.

2.2.2.4. Funcions del CD36 durant la inflamacio

Durant la inflamacio, el receptor scavenger CD36 presenta un doble paper. Alguns
autors han demostrat que intervé en els processos inicials d’induccio d’inflamacio,
mentre que d’altres demostren que intervé en processos finals de la inflamacié com a
molécula antiinflamatoria. L’expressio del CD36 es modula per diferents citoquines,
tant inflamatories com antiinflamatories. En preséncia de M-CSF, GM-CSF, IL-4, IL-13
1 agonistes del factor PPARg (molécula antiinflamatoria), s’augmenta 1’expressio del

CD36 en mondcits i macrofags "%

. Per altra banda, en preséncia de TNFa 1 IFNy, es
redueix la seva expressio' "', Aquestes observacions suggereixen que el CD36 actuara
en processos inicials de la inflamaci6, després la seva expressio disminueix, i en els
processos finals es torna a recuperar.

Com a molécula proinflamatoria, el CD36 intervé en diferents processos. E1 CD36 és un
receptor que actua com a PRR, reconeixent bacteris gram positius com Staphylococcus
aureus 1 parasits com Plasmodium falciparum. En resposta al reconeixement d’aquests
patogens via CD36, els monocits secretaran mediadors com TNFa, IL-6 1 IL-8 que
induiran un procés inflamatori correcte per fer front a aquestes infeccions ' ''** La
importancia d’aquest receptor per fer front a les infeccions s’ha demostrat en ratolins

knock-out per CD36. Una manca d’expressido d’aquest receptor en els macrofags

produeix una disminucié de citoquines inflamatories que porta a un augment i severitat
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68. 105§ parasits '"*. El CD36 no només és important com a PRR en

de les infeccions
resposta directa als lligands de patogens, actuant com a coreceptor de TLR2, també
col-labora en el reconeixement de patdogens per poder generar una resposta inflamatoria
eficient 68 105115
El CD36 també juga un paper important en la resposta inflamatoria estéril que €s dona a
I’aterosclerosi. En les plaques d’aterosclerosi, es troba oxLLDL, lligand de CD36 en els
macrofags. A través de la uni6 al CD36, s’induira la formaci6 de cel-lules espumoses
104 116-118 4 19 secrecid de citoquines proinflamatories (TNFo, IL-6, IFNy i IL-1pB), ja que
es produeix una activacié del NF-kB via PKC '"*'*°. A més, el CD36 contribueix al
procés inflamatori, induint la secrecié d’espécies reactives d’oxigen'?'"'%. Aixo explica
perque la disrupcio de I’expressié del CD36 en ratolins comporta una millora en la
inflamacié i en el procés d’aterosclerosi .

El CD36 també¢ intervé en la inflamacio estéril durant la isquémia cerebral. Aquest
receptor scavenger contribueix a la generacid de radicals lliures 1 en la produccié de
citoquines inflamatories que produeixen dany en el teixit '*'. Aquests efectes es veuen
disminuits en ratolins knock-out de CD36 degut a una disminucié de la produccié de
citoquines proinflamatories durant la isquémia, i a una reduccid de ’activacio de NF-
KB 123124

Un altre paper del CD36 durant la inflamaci6 és en la patologia de 1’Alzheimer. Aqui,
les cel-lules de la microglia reconeixen a través d’aquest receptor el peptid B-amiloide,
aquest ¢és internalitzat i es genera una resposta proinflamatoria que contribueix a la

. ] \ . . 23,125-12
inflamaci6 i patogeénesis d’aquests pacients = 7.
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Figura 4. Paper del CD36 com a molécula proinflamatoria. Després del
reconeixement de bacteris, péptid f-amiloide i oxXLDL pel CD36, s’activa el NF-kB que

induira gens inflamatoris.

Com a molécula antiinflamatoria, el CD36 presenta diferents mecanismes. Un d’ells és
intervenir en els processos finals de la inflamacid, netejant els teixits de cel-lules
apoptotiques i eliminant els teixits danyats de citoquines inflamatories, per tal de tornar-
los a I’homeostasi. Des de fa anys, esta descrit que els monocits i macrofags a través del
CD36 son capagos de reconeixer la fosfatidilserina i Trombospondina-1 (TSP-1)

128-129

expressades en cél-lules apoptotiques . Després del reconeixement de les cel-lules

apoptotiques pel CD36 en els macrofags, s’indueix I’expressio d’ IL-10 i TGF-B i
s’inhibeix la secrecié de TNFa, IL-12, IL-1B 1 IL-8. Tots aquests efectes es veuen

130-131
6

revertits amb anticossos monoclonals que bloquegen CD3 . Recentment, Chung i
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els seus col-laboradors han demostrat que després de la uni6 de cél-lules apoptotiques
pel CD36 dels macrofags s’activa P38 MAPK i consecutivament diferents factors de
transcripcié com PBX1 i Prepl, que induiran 1’expressié de la citoquina IL-10 *%. El
CD36 també pot actuar com a molécula endogena antiangiogeénica. Després de la unio
del TSP-1 al CD36 en les cel-lules endotelials, s’activa fyn i P38 MAPK, que induiran
I’apoptosi i inhibiran la migracié i proliferacié induides per factors de creixement
proangiogénics > **. Afavorir aquesta uni6 TSP-1-CD36 és important per inhibir el

creixement de tumors i la inflamacié que depengui de neovascuralitzacio.
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Figura 5. Paper del CD36 com a molécula antiinflamatoria. (A) Efecte de la uni6 de
neutrofils apoptotics al CD36 dels macrofags en la produccié de -citoquines
inflamatories 1 antiinflamatories. (B) Efecte antiangiogenic de la uni6 de TSP-1 al CD36

de les cél-lules endotelials.
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23. ELS RECEPTORS ALS COMPONENTS CEL-LULARS DE LA

INFLAMACIO

2.3.1. MONOCITS

Els monocits son cellules del sistema immunologic innat. Aquestes cel-lules
fagocitiques son generades a la medul-la Ossia a partir d’un progenitor mieloide
(CD34+) i posteriorment son alliberades al torrent sanguini '>°.
Constitueixen entre un 5-10 % dels leucocits humans circulants. La morfologia dels
monocits madurs ¢s diversa, tenen un diametre de 10-15 um 1 estan formats per un nucli
1 un citoplasma granular que conté diferents components (lisosomes, vacuoles
fagocitiques 1 filaments esquelétics). En condicions fisiologiques, al cap de 72h migren
a la mucosa, on maduraran a macrofags. Després de setmanes en el teixit, els macrofags
entren en apoptosi i son reemplagats per nous mondcits reclutats de la sang "*°. Els
monocits sén multifuncionals, presentant un paper important durant processos
inflamatoris, intervenint en ’homeostasi, defensa contra patogens i reparacio tissular.
Els monocits presenten diferents receptors a la superficie que intervenen en els
processos inflamatoris. Aquests receptors els hi permet reconeixer senyals de perill per
I’organisme i faran que els monocits s’activin. Entre els receptors que tenen destaquen:
1. Els receptors TLRs=> Els monocits expressen una gran varietat de TLRs, tant
intracel-lulars com extracellulars *°. Aquestes cél'lules son els majors
responedors a lligands de TLRs, on a través d’aquests receptors testen els
ambients 1 responen enfront de diferents senyals de perill per 1’organisme, com

els PAMPs i DAMPs. Un cop el mondcit és activat per senyals TLR, aquest

secretara diferents citoquines inflamatories com el TNFa, IL-1p3, IL-8, IL-6 1
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altres factors com les quimiocines, que intervindran en la resposta inflamatoria*"
#. L’estimul dels mondcits per senyals TLR no només indueix I’expressié de
citoquines inflamatories, sind que també indueix [’expressid de citoquines
antiinflamatories com la IL-10 "*’. Altres molécules que es veuen augmentades
després que els monocits s’estimulin amb TLR sén CD80, CD86 i el CMH-II,
millorant aixi la capacitat de presentar antigens i coestimular a cél-lules del

1, 138-1 . ., < .
- 138139 " Dyrant estimulacié dels monocits amb

sistema immune adaptatiu
senyals de TLR, es veu també un augment del receptor scavenger CD163, que
facilitara el reconeixement antigénic, la presentacid d’antigens i la resposta
adaptativa contra les infeccions '*. Encara es desconeix com els lligands de
TLR afecten altres receptor scavenger com el CD36 i1 les conseqiiencies
funcionals que comportarien aquests canvis a un monocit.

Els receptors d’opsonina—> Afavoreixen la fagocitosi dels microorganismes. Els
microorganismes es recobreixen d’anticossos i components del sistema del
complement que produiran senyals per iniciar la fagocitosi.

Els receptors scavenger—> Els monocits expressen una gran varietat de receptors
scavenger, importants per la seva funcio. Molts d’aquests receptors scavenger,
com el MARCO, estan expressats als monocits per tal de captar lipids oxidats
entre d’altres, eliminant-los de [’organisme. L’expressio d’altres receptors
scavenger com el CD36 ¢és important en els monocits. A través d’aquest,
s’iniciaran molts processos inflamatoris i antiinflamatoris, importants durant els
moments inicials i finals de la inflamacid. A través de la unié del CD36 a
patogens i a lipids oxidats que es troben augmentats durant diferents processos

patologics com [D’aterosclerosis, s’indueix ’expressié de diferents citoquines

inflamatories com el TNFa, IL-183, IL-8 1 IL-6 105, 112114, 119-120 516 monocits. A
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més, els monocits que entrin en els teixits durant els processos inflamatoris
juntament amb els macrofags residents en els teixits, a través del CD36 i d’altres
receptors, fagocitaran cél-lules apoptotiques, induint-se 1’expressié d’IL-10 que
¢s important pels processos finals de la inflamacié 1 la restauracido de
1’homedstasi **'32,

4. El receptor de manosa=> Es una lectina que s’uneix a la manosa i a la fucosa de

les glucoproteines i glucolipids que formen part de la paret cel-lular dels

microorganismes.

Des de fa més de 20 anys s’ha vist que els monocits de sang periférica no sén una
poblacido homogenia. Hi ha diferents subpoblacions que difereixen en el seu fenotip i
funcid. Recentment la Comissié de la Unid Internacional de Societats d’Immunologia,
va subdividir els mondcits en tres subpoblacions segons la intensitat d’expressié de
receptor de LPS, CD14, i el receptor FCyIII, CD16 14,

1. Els monocits classics, definits pel fenotip CD14™ CD16, sén aproximadament

el 85% dels monocits totals.
2. Monocits intermedis, CD14™" CD16", sén aproximadament un 5%.

3. Monocits no-classics, CD144™ CD16", s6n aproximadament un 10%.

Totes tres subpoblacions de monocits tenen la capacitat de secretar citoquines
proinflamatories, com el TNFa, després de 1’estimulacio amb Iligands de TLRs, tot i
que els mondcits no classics CD14™ CD16" son els que tenen la capacitat de produir
aquesta citoquina en nivells més elevats en resposta a lligands de TLR7/8 '**'¥.

Recentment s’ha descrit que la subpoblacié de monocits intermedis tractats amb LPS és

la major productora de TNFa, IL-1p i IL-6 '**.

33



2. INTRODUCCIO

Els mondcits no classics CD14%™ CD16" presenten nivells de produccié d’IL-10 molt
baixos o nuls, a diferéncia de la poblacié de monocits classics, que son els majors
productors ' 7146 A més, recentment s’ha descrit que la subpoblacié de mondcits no
classics presenten diferent expressio de receptors scavenger com el CD36 i CD163, de
receptors de quimiocines i d’altres receptors '+

Aixi, aquestes 3 subpoblacions produeixen respostes diferents davant els antigens
durant processos inflamatoris. Els resultats suggereixen que els monocits juguen un
doble paper durant la inflamacio, sent els classics els que produeixen predominantment

citoquines antiinflamatories mentre que els intermedis i no classics produeixen

citoquines inflamatories.

2.3.2. LIMFOCITS

Els limfocits son cel-lules del sistema immune adaptatiu i representen aproximadament
el 30 % de les cel-lules de sang periférica. Aquestes cél-lules tenen un gran nucli esféric
1 un citoplasma petit i van circulant per la sang, els teixits i els ganglis limfatics. Un cop
activats, son reclutats per desenvolupar les seves funcions efectores cap a les zones on
s’esta generant una resposta inflamatoria.
Hi ha diferents tipus de limfocits:
1. Limfocits T-> Ce¢llules generades en el timus que reconeixen els antigens
proteics a través de moleécules majors d’histocompatibilitat
2. Limfocits B> Cél-lules generades en el moll de I’0s, que s’encarreguen de la
resposta humoral de 1’organisme
3. Ce¢l'lules NKs=> Son limfocits grans granulars que participen en la resposta

immune innata, presentant caracteristiques citolitiques.
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S’han descrit dos tipus de limfocits T segons les cadenes polimorfiques que formen el
receptor de cél-lules T (TCR, de I’angleés T Cell Receptor): limfocits afy (90-95 % dels
limfocits perifeérics) i limfocits y6 (5-10 % dels limfocits periférics). Els TCRs aff
s’associen amb el CD3, molécula formada per dos heterodimers CD3ye y CD3d¢ i per
1’homodimer £, que conté dominis ITAM per la transduccid de senyals '*'**. Els
limfocits T yd son cél-lules efectores que es troben enriquides en les membranes de les
mucoses, reconeixent antigens no peptidics i reaccionant contra senyals generades per
estrés cel-lular '¥.

Els limfocits T aff es subdivideixen en cel-lules T col-laboradores (Th, del angles T
helper) 1 cel-lules T citotoxiques (Tc). Els limfocits Th es caracteritzen per I’expressio
de la molécula CD4, i el seu TCR reconeix el CMH-II de les c¢l-lules presentadores
d’antigens carregades amb I’antigen. Un cop reconeixen 1’antigen, aquests limfocits T
CD4+ pateixen una expansio clonal en els organs limfoides. Son cél-lules que no tenen
activitat citotoxica i que tenen funci6 de coordinacioé i modulacié del sistema immune
mitjancant la produccié de diferents citoquines. Dins d’aquests limfocits T CD4+ es
diferencien subpoblacions depenent les citoquines secretades: Thl, que produeixen
IFNy i TNFa, que induiran citotoxicitat del sistema immune; Th2, que produeixen IL-4,
IL-5, IL-10 i IL-13, promovent la immunitat humoral i resposta directa contra patogens
extracel-lulars; Thl17, productores d’IL-17, citoquina involucrada en processos
autoimmunes 1 resposta contra fongs; i Treg, productores d” IL-10 1 TGF-3 i que son
crucials pel manteniment de I’homedstasi del sistema immune '*°. Els limfocits Tc es
caracteritzen per expressar la molécula CD8 en la seva superficie, i el seu TCR reconeix
I’antigen presentat en CMH-I de les c¢l-lules. La funci6 principal d’aquestes cel-lules és

citotoxica i citolitica, induint la mort cel-lular per permeabilitzaci6 de les membranes
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amb perforina i per inducci6 d’apoptosis via uni6 FAS-FASL o via granzima, que
indueix activitat caspasa '

L’activaci6 dels limfocits T és dona per la unié simultania del TCR/CD3 i del CD4 o
CDS8 al complex CMH-antigen presents en la superficie de les cel-lules presentadores
d’antigens. Aix0 indueix 1’aproximacié d’una tirosina quinasa (Ick) associada a les
molécules CD4 i CDS8 cap a CD3, on ¢és fosforilen dos residus tirosina dels dominis
ITAM de la cua citoplasmatica de CD3, permetent la unié de ZAP-70 als dominis SH2.
Un cop s’uneix ZAP-70, aquesta és fosforilada en dos residus tirosina iniciant la

152 ’ . . . .
2 7ZAP-70 a través de diferents mecanismes activara els

cascada de senyalitzacio
factors de transcripcid NF-AT, NF-kB i AP-1, que es translocaran cap al nucli, iniciant
la corresponent transcripciod geénica, que desemboca en una proliferacid, diferenciacié i

.y \ 152
accié de les cel-lules efectores T )

Els senyals d’activacio iniciats pel TCR
determinen ’especificitat de I’activacié de les cel-lules T, pero fets iniciats per altres
molécules de membrana, com els coreceptors CD4/CDS8, o coestimuladores com CD2 o
CD28, modulen el llindar de la senyalitzacid intracel-lular requerida per iniciar una
resposta immunologica. El model de las dos senyals per 1’activacié dels limfocits T
proposa que ¢és necessaria un senyal procedent del complex TCR/CD3 i un altre senyal
generada per receptors coestimuladors perqué es doni un procés d’activacio . El
CD28 ¢és la principal molecula coestimuladora, colocalitzant-se amb el TCR a la regid
de sinapsi immunologica. Els seus lligands sén CD80 i CD86, i I’activacié de CD28

154 7
. A més,

produeix un augment de fosforilacié de diferents proteines (IcK, Fyn, Itk)
bloqueja la sortida de NF-AT del nucli, augmentant per tant ’efecte d’aquest factor de
transcripcio 7. EI CD2 és una altra molécula coestimuladora. Després de la unié amb el

lligand CDS58, contribueix a I’estabilitzacié de la interaccid del limfocit T amb les

\ ’ 155
cel-lules presentadores d’antigens .
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Recentment, s’ha observat que la funcié dels limfocits T durant la inflamacié pot ser
controlada directament a través de 1’activacié per TLRs. L’estimulacié de limfocits T
CD4+ amb lligands de TLR2 indueix la proliferacio, supervivéncia i la produccié de
IFNy, IL-2, IL-10, IL-13 CXCL10, CCL5 i IL-17 ' En canvi, no s’han observat
aquests canvis després de I’estimulacié dels limfocits T amb lligands de TLR4 *°. Quan
s’estimulen els limfocits T CD4+ amb lligands de TLR3 i TLR9 s’observa un augment
de la proliferacio 1 supervivencia i un augment de la secreci6 de CXCL10, CCL3,
CCL4, CCL5, IL-17 i IL-21 "%,

Els limfocits expressen alguns receptors scavenger, com el CDS5. La uni6 dels lligands
de CD5 és important per regular la resposta dels limfocits T. Recentment s’ha observat
que el coestimul amb CDS5 pot induir el desenvolupament de limfocits Th17 per
promoure ’expressio del receptor de la IL-23 i STAT3 '®7% L’expressio d’altres
receptors scavenger com el CD36 en els limfocits presenta controversia a la literatura.
Vallejo 1 els seus col-laboradors van demostrar per Western blot que el CD36 no
s’expressa en els limfocits T '. En canvi, altres autors mostren per citometria de flux
que els limfocits T, B i y8 poden expressar aquest receptor scavenger '°°'%’. La funci6
del CD36 en els limfocits T i B no esta aclarida, mentre que els resultats en els limfocits
vd suggereixen que intervindria com a coreceptor després d’un estimul amb lligands de

TLR2 per desenvolupar la seva funcionalitat '°.

2.3.3. NEUTROFILS

Els neutrofils son cel-lules fagocitiques del sistema immune innat que constitueixen
entre un 65-75% dels leucocits sanguinis, representant més d’un 90% dels granulocits

circulants. Els neutrofils deriven de la medul-la dssia, sent el lloc on es desenvolupen,
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maduren i surten al torrent sanguini, on tindran una vida mitja de 8 a 20 hores. Aquestes

cel-lules migraran als focus d’inflamacié en resposta a quimiocines generades com per

exemple la IL-8, on duran a terme la fagocitosi de particules estranyes'®.

Morfologicament, es caracteritzen per presentar un nucli multilobular (entre 3 1 5

lobuls) i1 presentar un tamany entre 10-20 um. Aquestes cel-lules tenen en el seu

citoplasma diferents granuls '®'7":

1. Granuls primaris, que contenen enzimes com mieloperoxidasa, muraminidasa i
elastasa entre d’altres, que potenciaran la digestid 1 activitat microbicida dels
macrofags.

2. Granuls secundaris, que contenen lisozims, lactoferrina 1 colagenasa que

regularan la inflamacio.

3. Granuls terciaris, caracteritzats per la preseéncia de gelatinasa.

La funcié dels neutrofils és essencial en la primera linia de defensa contra patogens,
presentant efectes citotoxics. Quan els neutrofils s’activen, a més d’alliberar el
contingut dels granuls, son capacos de produir especies reactives d’oxigen que tindran
funcions microbicides 772,

A través dels TLRs, els neutrofils reconeixen els PAMPs 1 DAMPS per respondre
contra senyals de perill per ’organisme. Els neutrofils expressen una gran varietat de
TLRs, tals com TLR2, TRL4, TLR8 i TLR9 173176 " Un cop els neutrofils reconeixen
PAMPs a través dels TLRs, s’activen diferents funcions, com la produccio de
citoquines, tals com la IL-6, IL-8 1 TNFa, la producci6é d’espécies reactives d’oxigen,

regulacid de molécules d’adhesié i I’augment de la fagocitosi '"""'7*. En resposta a la

uni6 als TLRs dels DAMPs generats en les infeccions agudes i respostes inflamatories
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croniques, els neutrofils generen espécies reactives d’oxigen, augmenten les molécules

. o ., . . . .. . . 179-181
antiapoptotiques, la produccié de citoquines inflamatories i metal-lopreteinases ''*'.

2.3.4. PLAQUETES

Les plaquetes son cel-lules petites de 2 um anucleades molt abundants en sang, que
deriven dels megacariocits generats en la medul-la ossia. En el torrent sanguini d’un
ésser huma adult hi ha aproximadament un bili6 de plaquetes circulants, i el fet que la
vida util de les plaquetes és només 8-10 dies, cal produir 10" noves plaquetes cada dia a
la medul-la Ossia a partir dels megacariocits per tal de mantenir el recompte normal de

les plaquetes (150-400 x 10° plaquetes per litre de sang)'®

. Les plaquetes presenten un
paper molt important en el manteniment de ’homeostasi, on si hi ha un dany vascular,
els receptors d’adhesid de les plaquetes reconeixen la matriu subendotelial exposada,
activant la formaci6 de trombus per prevenir la pérdua de sang '**. A més, les plaquetes
també promouen el creixement de nous vasos sanguinis en els llocs de dany, que
ajudaran a preservar i mantenir la unié i integritat dels endotelis '**. Les plaquetes no
només presenten un paper de manteniment de 1’homeostasi, siné que presenten un paper
en la immunitat i durant la inflamacio.

185-186

Aquestes presenten a la seva superficie CMH-I , proteines coestimuladores CD40 i

CD40L "7 i diversos TLRs '*'* que tindran un paper important durant la

inflamaci6. A més, durant 1’activacio en processos inflamatoris, les plaquetes expressen

188

potents mediadors inflamatoris com IL-1 193'194, CD40L soluble ™, serotonina i

. . 195
histamina

. Les plaquetes poden unir-se als leucocits, com monocits i neutrofils en
circulacié, per facilitar la seva migracié al teixit inflamat *'*’. Les plaquetes poden

unir-se al LPS dels bacteris gram negatius a través del TLR4 i aixi mostrar-les als
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neutrofils, induint la seva activacié . A més, després de 1’estimulacié de les plaquetes
amb lligands de TLRs, aquestes produeixen diferents factors inflamatoris com el TNFa
189

Les plaquetes també presenten 1’expressié de diferents receptors scavenger, com el
CD36 i SR-BI. A través de la unié de fosfolipids oxidats en circulacié al CD36 de les
plaquetes, aquesta millorara la seva reactivitat i presentara un fenotip protrombotic per
la formaci6 de col-lagen . En canvi, la uni6 de oxHDL al SR-BI en les plaquetes

inhibeix Iactivitat plaquetaria >

2.4. CITOQUINES QUE S’EXPRESSEN PER L’ACTIVACIO DELS

RECEPTORS DE RESPOSTA INNATA DURANT LA INFLAMACIO

24.1. TNFa

El TNFa és un dels mediadors inflamatoris més importants que intervé en la inflamacio
local 1 sistémica. Aquesta citoquina pertany al membre del grup de citoquines que
activen la produccié de proteines de fase aguda, tals com la proteina C-reactiva, a-1-
antitripsina, ceruloplasmina, haptoglobina, fibrinogen i proteina amiloide en els
hepatocits, a més de ser pirogenica. El TNFa és produit majoritariament pels
monocits/macrofags activats, limfocits T 1 NKs. En les cel-lules diana, aquesta citoquina
juga un paper en l’apoptosi, supervivéncia cellular, immunitat i inflamacio®' >,
Inicialment, el TNFa és sintetitzat i expressat com a proteina transmembrana, i la porcio
extracel-lular ¢és alliberada en forma soluble quan ¢és tallada per D’enzim

204

metaloproteinasa convertidor de TNFa “. Les respostes generades que es coneixen del
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TNFa es donen a través de la uni6 a un dels seus dos receptors, el TNFR1 o TNFR2,
que presenten diferents funcions.

A través de la unid6 del TNFa al TNFRI1, és dona [’activacio de [I’activitat
proinflamatoria i induccio de ’apoptosi associada a dany tissular. La uni6 de TNFa al
TNFR1 desencadena 1’activacio de caspases que induiran I’apoptosi i 1’activacié de NF-
kB, 1 aquest induira I’expressi6 de diferents gens inflamatoris. En canvi, per la uni6 del
TNFa al TNFR2, s’activara I’angiogénesis i la reparacié de teixits **°.

Tot 1 que el receptor de TNFa esta expressat en un ampli espectre de cel-lules i teixits,
molts dels efectes proinflamatoris es donen a I’endoteli vascular, modificant la
interaccid de leucocits amb 1’endoteli. En resposta al TNFa, les cél-lules endotelials
promouen la inflamaci6, presentant un patré anatomic i espacial diferents 2***". El
TNFa promou que 1’endoteli presenti diferents combinacions de molécules d’adhesions

208-209

pels leucocits, incloent E-selectina, P-selectina, ICAM-1 i VCAM-1 , que junt

amb 1’alliberament de quimiocines, incloent IL-8, MCP-1 i IP-10 2"

, portara al
reclutament de diferents subpoblacions de leucocits que produiran inflamacié en el
teixit afectat per combatre els agents causants. El TNFa, a més, indueix ’expressio de
ciclooxigenasa-2 que incrementara la produccié de vasodilatadors 2", causant rubor i
calor a través de I’augment del flux a la zona afectada. E1 TNFa afecta la permeabilitat
vascular de I’endoteli, incrementant el pas de fluids i macromolécules que crearan

’edema observat durant processos inflamatoris *%.

El TNFa és capag de disminuir
I’expressio del CD36 en la superficie dels mondcits i els nivells de mRNA. Aquesta
disminucié del CD36 pel TNFa és deguda a una disminucié del PPARg ''°. El TNFa

produeix en ratolins una disminucié de fagocitosis de neutrofils apoptotics pels

macrofags, probablement per una disminuci6 del CD36 entre altres receptors *'2.
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Un dels majors papers fisiologics del TNFa és intervenir en infeccions bacterianes,
viriques i de parasits **. Aquesta citoquina esta principalment generada per mondcits i
macrofags en resposta a lligands inflamatoris, tals com TLRs, tot i que també ¢és generat
a través de la unid de diferents lligands al receptor scavenger CD36.

Una produccié excessiva de TNFa, perd, és perjudicial per I’organisme, induint a
processos inflamatoris cronics com la patologia d’AR. Aquesta patologia es caracteritza
per una inflamacio6 del teixit sinovial, portant a un dany progressiu, erosié del cartilag i
os adjacent i discapacitat cronica. El TNFa intervé en aquests processos, induint
I’acumulacié de leucocits als llocs inflamats, angiogénesi, augment de
metaloproteinases 1 produccid de citoquines inflamatories com la IL-6 i la IL-1P pels
macrofags ***'7. En aquesta produccio excessiva de TNFa en I’AR, s’ha involucrat als
TLRs. A través de lligands endogens generats durant els processos inflamatoris,
s’activaran diversos TLRs que induiran la producci6 excessiva de TNFa entre d’altres
citoquines que intervindran en la patologia de I’AR i malalties inflamatories

e 205,218-221
croniques™ .

2.4.2.1IL-10

La IL-10 és una citoquina antiinflamatoria que juga un paper important en el
manteniment de 1‘homeostasi de 1’organisme i1 durant processos inflamatoris i
patogenics. Esta produida majoritariament per monocits i macrofags, tot i que també és
produida per limfocits T CD4+ Th2, limfocits T reguladors, limfocits B, mastocits i
cosinofils entre d’altres *****. Aquesta citoquina és secretada a ’exterior de la cél-lula,
on dura a terme la seva funcidé a través de la uni6 al seu receptor, senyalitzant

principalment a través de STAT3 %% La IL-10 és capag de regular el sistema
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immunologic durant la inflamacié: a) disminueix la produccid6 de citoquines
inflamatories com IFN-y i TNFa produit per els limfocits Th1 **” i la seva proliferacio
directament per inhibicié de la produccié de IL-2 **"?** b) disminueix I’activaci6 i
proliferacié dels limfocits T indirectament mitjancant la disminucié de I’expressié de
molecules coestimuladores com el ICAM I, CD80 i CD86 (lligands de CD28) i CMH-II

\ . 229230
en les cel-lules presentadores d’antigen

c¢) disminueix la sintesi de citoquines
proinflamatories pels monocits activats per TLRs, com la IL-1, IL-6 i TNFa. i
quimiocines com la IL-8, inhibint aixi I’activaci6 i el reclutament dels leucocits al lloc
d’inflamacié que causant el dany tissular *** #*'*** d) disminueix la induccié d’oxid
nitric pels macrofags, e) inhibeix la producci6 de radicals d’oxigen i metalloproteinases
pels macrofags 2>***. Aixd queda plenament demostrat en ratolins knockout de IL-10 o
mitjancant el bloqueig per anticossos anti-IL-10. En aquests dos models murins es
desenvolupa una malaltia inflamatoria intestinal espontania *>**°. Aixi, no és estrany
que els monocits produeixin IL-10 durant els estimuls amb TLRs, ja que serveix com a
molécula de fre durant la inflamaci6 7. La IL-10 també és generada a través de la uni6
dels lligands de CD36 a aquest receptor. Per exemple, la uni6 de oxLDL, neutrofils
apoptotics i TSP-1 al CD36 indueix la produccié de IL-10, atenuant la resposta

132, 237-238

inflamatoria . La IL-10 és per tant una citoquina important durant la fase de

resolucié d’inflamacio per tal de regular I’ambient inflamatori i tornar els teixits afectats

a un estat homeostatic.

2.4.3.IL-6

La IL-6 ¢és una citoquina que presenta un efecte dual, actuant en alguns nivells com a

mecanisme de defensa per I’organisme, perd durant processos inflamatoris cronics,
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presenta un paper proinflamatori. Aquesta citoquina es sintetitzada per diferents tipus
cel-lulars, perd la major font soén els monocits i macrofags en els llocs d’inflamacio.
Aquesta citoquina és induida després que els monocits i els macrofags rebin senyals via
TLRs o per citoquines induides durant 1’activacié per TLRs *”**. La IL-6 intervé en la
reaccié de fase aguda, estimulant als hepatocits la produccio de proteines de fase aguda
20 Aquesta citoquina, un cop produida, és secretada a I’exterior cel'lular, on dura a
terme la seva funcio a traves del receptor de la IL-6, expressat en forma soluble i en la
membrana de diversos tipus cel-lulars com els hepatocits, mondcits, cel-lules B i
neutrofils i algunes subpoblacions de limfocits T **'. A través de la uni6 de la IL-6 al
seu receptor de membrana, o bé al receptor soluble i unié posterior a la cél-lula,
senyalitza a través de gp130, activant la transduccid de senyals i activant la via STAT3

. . 242-243
per induir els seus efectes

. La IL-6 presenta diferents mecanismes durant els
processos inflamatoris aguts. Quan s’uneix a ce¢l-lules endotelials, produeix una
activacié que augmenta 1’expressio de molécules d’adhesié com ICAM-1, VCAM-1, i
’alliberament de quimiocines com la IL-8 i MCP-1, que contribuiran al reclutament de
neutrofils i mondcits als teixits inflamats *****. A més, durant una resposta inflamatoria
aguda, la IL-6 també actua com a molécula antiinflamatoria, suprimint els nivells de
citoquines proinflamatories sense comprometre els nivells de les antiinflamatories™*2*,
1 induint la produccié de ’antagonista del receptor de la IL-1, que és un mediador
antiinflamatori **’. Si la resposta aguda no es ressol correctament, la IL-6 també

245 . ’
. Un dels canvis més

contribueix a la transicio entre la inflamaci6é aguda i cronica
importants entre la inflamacié aguda i cronica és el canvi de reclutament de neutrofils
per monocits en I’area afectada. Aixo és dona per un canvi en les quimiocines produides

per les cellules estromals, els macrofags inflamatoris i1 els neutrofils de I’area

inflamada. Aqui intervé la IL-6, augmentant la producci6 de MCP-1 i disminuint la

44



2. INTRODUCCIO

produccié d’ IL-8 per finalment afavorir la transicié d’infiltrats de neutrofils a monocits
248299 Un altre paper de la IL-6 en processos inflamatoris cronics és rescatar els
limfocits T de I’apoptosi i induir ’expressiéo de IL-17 per diferenciacié de limfocits

Th17 250-252

2.4.4.1L-17

La IL-17 és una citoquina proinflamatoria que contribueix fisiologicament a la defensa
de patogens, com bacteris i fongs, i en la patogenesi de diverses malalties inflamatories.
Tot 1 que és una citoquina produida per cel-lules del sistema immune adaptatiu en
resposta als seus receptors, I’estimulacié de receptors del sistema immune innat també
tenen un paper important per induir la produccié d’aquesta citoquina. Les cel-lules que
produeixen majoritariament aquesta citoquina son els limfocits T CD4+ Th17 després
de I’activacio via TCR juntament amb la preséncia de diversos factors que es poden

253-255
3 . Recentment s’ha

generar durant I’activaci6 per TLRs com la IL-6, TGF-3 1 IL-2
descrit que aquesta citoquina també es produeix en els limfocits T CD4+ després de
I’estimulacié amb lligands de TLR2 i dels receptor scavenger CD5 > 1637104 A través
de la unid al seu receptor, la IL-17 activara el factor de transcripcié NF-kB en les
cél'lules diana, induint Iexpressié de diversos gens *°***. Les cél'lules que tenen el
receptor per la IL-17 son majoritariament les cel-lules epitelials, fibroblasts i1 cél-lules
mieloides, sent aixi els maxims responedors als efectes de la IL-17.

La IL-17 juga un paper clau en el desenvolupament de la immunitat de les mucoses

259

contra patogens extracel-lulars com bacteris 1 fongs 7, estimulant la produccio de

factors antimicrobians i quimiocines en els epitelis i fibroblasts **. A més, és important

per combatre les candides, tant a nivell sistémic com a 1’orofaringe **' 2.
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La IL-17 té un paper important durant la inflamacio. En cultius in vitro, s’ha vist que la
IL-17 indueix la producci6 de molts mediadors inflamatoris. Predominantment, estimula
la produccié de citoquines als fibroblasts i cel-lules endotelials i epitelials involucrades

en atraccié de neutrofils al lloc d’infeccid (IL-8, GROa. i GCP-2) 2% A més, en els

macrofags, indueix la produccié de mediadors inflamatoris com IL-1f3, TNFa, IL-6 1
metaloproteinases 2%,

Sembla que perque la IL-17 indueixi els maxims efectes durant la inflamaci6 aguda i
cronica necessita la combinacié amb altres citoquines inflamatories **®, observant-se
una sinergia entre IL-17 i TNFa o la IL-1p, on la il17 augmenta I’efecte del TNFa per
potenciar I’expressié del TNFR2.

La IL-17 intervé en diferents malalties inflamatories croniques, com per exemple en
I’AR o en les malalties inflamatories intestinals. En I’AR, la IL-17 és un predictor de
funcié microvascular **, a més de ser proaterogénic per promoure el reclutament de

270

monocits 1 macrofags en l’aorta . En les articulacions, la IL-17 amplifica la

inflamaci6 per estimular la producci6 de IL-1pB, TNFa, IL-6, IL-8, GROa i MIP-
30 responsable del reclutament de cél-lules dendritiques i limfocits T ** 27'*"* j inhibir
la produccié de matriu pels condrocits 1 osteoclasts, produint aixi una inflamaci6
massiva en les articulacions que dura a una erosi6 ossia i dany al cartilag *”*. A les
biopsies de les malalties inflamatories intestinals, s’ha vist per immunohistoquimica un

augment de la poblaci6 CD3 IL-17+ 2™

, on D’estimul de c¢l-lules miofibroblastiques
subepitelials cloniques humanes amb IL-17 indueix 1‘expressié de IL-6, IL-8 i MCP-1,
induint la migracié de neutrofils i monocits 1 la secrecidé de metaloproteinases que

danyen el teixit *">27°.
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2.4.5. IFNy

El IFNy és una citoquina proinflamatoria que juga un paper important durant infeccions
1 processos inflamatoris, intervenint en 1’atracci6 i creixement de leucocits, maduracio i

277-279

diferenciacié de molts tipus cel-lulars Aquesta citoquina ¢és produida

majoritariament per limfocits T CD4+ Thl, T CD8+ i NK per activacié de receptors

TCR i recentment descrit després de I’estimulacié amb lligands de TLR2'2®1°7- 280-282

tot i que altres cél-lules com les B, NKT i cél-lules presentadores d’antigen també el
poden secretar en menor quantitat “*2*®. A través de la uni6 al receptor del IFNy,
s’activa la via JAK-STAT, i el STATI que induira la transcripciéo de diferents gens
relacionats amb la inflamacio >’

En la immunitat 1 inflamacio, el IFNy és capa¢ d’ augmentar I’expressi6 de CMH-I,
incrementant aixi el potencial dels limfocits T citotoxics per recongixer peptids estranys
i promoure la induccié de la immunitat 2’ ***. EI IFNy estimula el reemplagament de
diferents  subunitats dels proteosomes constitutius per subunitats  del
immmunoproteosoma, augmentant la quantitat, qualitat i repertori de péptids que el

CMH-I presentara 289-290

. El IFNy també ¢és capag¢ d’augmentar CMH-II en c¢l-lules B,
dendritiques i monocits i macrofags, promovent I’activacié de limfocits T CD4+ durant
la inflamacié 2" *'. A més, el IFNy generat per les Thl activa la immunitat innata per
activacio de NK i macrofags, induint processos inflamatoris . Aquesta citoquina és
capa¢ d’inhibir a les Th2 i1 augmentar el processament i presentacié d’antigens i
moléecules de coestimulaci6 en les cel-lules presentadores d’antigens per diferenciar els
limfocits T CD4+ cap a Thl. El IFNy indueix in vivo la secreci6 d’ IL-12 en els

macrofags i inhibeix la produccié de IL-4 pels limfocits T CD4+ Th2, produint una

diferenciacié cap a Thl %>, Aquesta citoquina és capa¢ d’activar els efectes
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microbicides als macrofags, augmentant la pinocitosi i els receptors que intervenen en la
fagocitosi. A més, indueix la NADPH oxidasa, producci6 d’oxid nitric i especies
reactives d’oxigen que induiran inflamaci6 **,

Un altre paper del IFNy és modular el trafic de céllules immunes en els llocs
d’inflamacio, a través d’induir ’augment d’expressi6 de molecules d’adhesid i
quimiocines. EI IFNy i 1’0xid nitric induit per IFNy en els llocs d’inflamaci6 provoca
dilatacié dels vasos i disminucié del flux local de sang. A més, indueix I’augment de
I’expressio de quimiocines com IP-10, MCP-1, MIG, MIP-lalpha/beta, RANTES, i
molécules d’adhesio com ICAM-I, VCAM-I, que faran trafic de cél-lules cap al lloc
279

d’inflamacié “”. El IFNy intervé en la induccid de la cronicitat d’algunes patologies

com I’AR, on els nivells de IFNy en sérum es correlaciona amb 1’activacio dels

295

limfocits T 1 monocits ~°. També intervé al dany cel-lular que es dona en les

. . . 2 . ., . .. .. .
articulacions dels pacients **° per I’activacié de macrofags i sinoviocits a produir

citoquines i mediadors inflamatoris, com TNFa,, IL-1 i metaloproteases >' 7772,
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3. HIPOTESIS I OBJECTIUS

El CD36 és un receptor scavenger que esta intimament involucrat en els processos
inicials 1 finals de la inflamaci6. Durant els processos inicials, el CD36 present a la
superficie dels mondcits intervé reconeixent patdgens i altres molécules, o bé actuant
com a coreceptor del TLR2 per tal d’induir la producci6 de mediadors inflamatoris.
Durant els processos finals de la inflamacio, el CD36 en mondcits i macrofags intervé
principalment en la fagocitosi de neutrofils apoptotics per tal de retornar la resposta

immune i teixits danyats a I’homeostasi.

L’objectiu general d’aquesta tesi ha estat analitzar D’expressio del CD36 en
diferents subpoblacions leucocitaries i el seu paper durant els processos

inflamatoris.

Senyals via TLR2 i TLR4 son capaces d’augmentar els nivells d’alguns receptors
scavenger com el CD163. Aixod suggereix que els senyals via TLR i receptors scavenger
poden interaccionar. Tot i que es coneix que el CD36 1 els TLRs cooperen en la
induccié de la resposta inflamatoria, es desconeix si els senyals de TLR poden
modificar I’expressié del CD36 en els monocits.
Per tant i com a primer objectiu, ens proposem analitzar si els senyals via TLR2 i
TLR4 poden regular I’expressio del receptor CD36 a la superficie dels monaocits, i
quines son les conseqiiéncies funcionals.
Aquests son els objectius especifics:

1. Estudiar la cinética d’expressio del CD36 en monocits després de I’estimulacid

amb lligands de TLR2 i TLR4.
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Analitzar les citoquines induides pels lligands de TLR2 i TLR4 i comprovar la
implicacié d’aquestes citoquines en I’expressio del CD36 en els monocits.
Estudiar la localitzacié del CD36 després del cultiu amb lligands de TLR4 en els
monocits.

Estudiar si el canvi d’expressio del CD36 comporta conseqiliencies en la

fagocitosi de neutrofils apoptotics.

El CD36 es troba expressat en monocits i plaquetes. En la literatura, existeix

controversia sobre 1’expressio del CD36 en una petita subpoblacio de limfocits. A més a

més, €s intrigant la presencia del CD36 en la superficie d’un limfocit T per la seva

propia funcid de receptor scavenger.

Com a segon objectiu, ens proposem confirmar la preséncia de CD36 en la

superficie de limfocits i estudiar la capacitat funcional d’aquests limfocits T

CD36+.

Aquests son els objectius especifics:

1.

Analitzar 1’expressio del receptor CD36 en limfocits T 1 estudiar si I’expressio
del CD36 és intrinseca o extrinseca als limfocits.

Estudiar el fenotip de la subpoblaci6 de limfocits T CD36+.

Estudiar la capacitat proliferativa de la subpoblacié de limfocits T CD36+.
Estudiar la produccié de citoquines intracel-lulars de la subpoblaci6 de limfocits
T CD36+.

Analitzar el paper d’aquesta subpoblacié T CD36+ en patologies inflamatories

autoimmunes com 1’ artritis reumatoide.
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TLR recognition activates the secretion of pro- and anti-inflammatory cytokines and it also modulates the
expression of crucial molecules involved in phagocytosis and antimicrobial activity. Scavenger receptors
can act as TLR co-receptors or facilitate antigen loading. However, it remains unknown whether TLR can
modulate the expression of these scavenger receptors. We stimulated human peripheral blood mononu-
clear cells (PBMC) with TLR2 (Pam3CSK4 and FSL1) and TLR4 ligand lipopolysaccharide (LPS) and then
analyzed CD36 expression on different monocyte subpopulations by flow cytometry. TLR2 and TLR4
ligands can downregulate CD36 on the surface of monocytes, guiding the protein to intracellular com-
partments. Even though TLR-activation induced TNFa, IL-10 and IL-6 production, only recombinant TNFo
was able to downregulate CD36. Neutralizing anti-TNFa antibodies showed that the Pam3CSK4 and FSL1-
induced downregulation was partially mediated by TNFa but not by IL-6 or IL-10. However, LPS-induced
downregulation could have also been caused by direct TLR4 targeting and signaling, and/or mediated by
other unknown factors. CD36 downregulation reduced the capability of monocytes to phagocyte apopto-
tic neutrophils. In conclusion, modulation of scavenger receptor expression by TLR targeting on mono-
cytes has functional consequences. Characterization this complex regulation may help us to

Keywords:
Scavenger receptor
Phagocytosis
Monocytes

understand this innate response and develop specific therapeutic drugs for each mechanism.

© 2012 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Toll-like receptors (TLRs) are type-I transmembrane proteins
that have extracellular leucine-rich repeat motifs and an intracel-
lular toll/interleukin-1 receptor domain. These receptors are cru-
cial in the recognition of pathogens [1]. Through this recognition,
TLRs orchestrate the innate immune system and modulate adap-
tive immune responses to microbial infections [2]. TLRs recognize
pathogen-associated molecular patterns that are conserved among
microbial species [3]. Most cell surface TLRs, including TLR4, TLR1/
TLR2 and TLR6/TLR2, can recognize microbial membrane lipids. On
the other hand, intracellular TLRs, such as TLR3, TLR7, TLR8 and
TLR9, recognize microbial nucleic acids [4,5]. TLR signaling contrib-
utes to host defense through several mechanisms. It can mediate
innate response directly by triggering antimicrobial activity, regu-
lating phagocytosis and differentiating monocyte into macrophage
and dendritic cells [6-9]. Moreover, TLR signals induce activation
of the nuclear factor-kB in antigen-presenting cells. This activation

Abbreviations: FSL1, Pam2CGDPKHPKSF; LPS, Lipopolysaccharide; OXLDL, Oxi-
dized low-density lipoprotein; Pam3CSK4, Pam3CysSerLys4; PPAR-vy, Peroxisome
proliferator-activated receptor gamma.

* Corresponding author. Avda. Antoni M.Claret, 167, Barcelona 08025, Spain. Tel.:
+34 935537544, fax: +34 935537598.
E-mail address: svidal@santpau.cat (S. Vidal).

1043-4666/$ - see front matter © 2012 Elsevier Ltd. All rights reserved.
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leads to secretion of pro- and anti-inflammatory cytokines such as
IL-1B, TNFa, IL-10 and IL-6, induction of co-stimulatory molecules,
B7-1 (CD80) and B7-2 (CD86), upregulation of class Il major histo-
compatibility complex molecules [1,10-13], and CD163 scavenger
receptor. Upregulation of the CD163 scavenger receptor during TLR
activation is due to the production of IL-10 and IL-6. It may facili-
tate antigen loading, and initiate antigen presentation and adap-
tive immune responses to the infectious agent [14].

Scavenger receptor CD36 is a transmembrane glycoprotein
member of the class B scavenger receptor family. CD36 is found
on macrophages, microglia, microvascular endothelium, cardiac
and skeletal muscle, adipocytes and platelets [15]. CD36 recognizes
a wide variety of ligands, including OxLDL [16,17], anionic phos-
pholipids [18], apoptotic cells [19], thrombospondin [20], collagen
[21] and Plasmodium falciparum-infected erythrocytes [22]. CD36
expression on monocytes is regulated by numerous cytokines
[23]. IL-4 induces CD36 in macrophages via generation of 15-
deoxy-PGJ2, a PPAR-vy ligand [24]. Upregulation of CD36 by IL-4
could have an effect on physiological functions, such as the killing
of microbial pathogens and scavenging for senescent cells [25]. On
the other hand, downregulation of CD36 by TGFp correlates with
inactivation of PPAR-y. Downregulation of CD36 by TGF-f may
be relevant in atherosclerotic foam cell formation mediated by this
receptor [26].
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Recent findings provide evidence of the essential role of type B
scavenger receptors in the innate immune response to exogenous
pathogens, in particular, to bacteria and their inflammatory com-
pounds. CD36 is predominantly involved in phagocytosis and cyto-
kine production in response to Gram-positive Staphylococcus
aureus and its cell component lipoteichoic acid, and, to a lesser ex-
tent, to Gram-negative Escherichia coli and its cell wall component,
lipopolysaccharide (LPS). It has been reported that TLR2/TLR6, but
not TLR2/TLR1, requires CD36 as the coreceptor to sense diacylated
lipoproteins [27]. By analogy with membrane protein CD14, it has
been suggested that CD36 may function as an accessory protein to
present these bacterial ligands to TLRs [27,28]. Moreover, CD36 is
not only involved in bacteria phagocytosis, but also in apoptotic
cell clearance [29-32].

All these data suggest that TLR exposure could be associated
with changes in scavenger receptor expression. To analyze the ef-
fect of TLR ligands on CD36 expression, we studied how Pam3CSK4,
FSL1 (TLR2 ligands) and LPS (TLR4 ligand) regulate, in vitro, CD36
expression on the different monocyte subsets. TLR-induced cyto-
kines and their respective blocking antibodies were then used to
determine whether the TLR effect is direct on the scavenger recep-
tor expression. Finally, we investigated the functional conse-
quences of TLR-induced CD36 regulation.

2. Materials and methods
2.1. Isolation of peripheral blood mononuclear cells

Whole blood from 15 healthy donors was collected in BD Vacu-
tainer CPTs (sodium citrate anticoagulant with a FICOLL™ Hyp-
aque™) (BD, Franklin Lakes, NJ). Tubes were then processed
according to the manufacturer’s instructions within one hour after
collection. Informed consent was obtained and ethical approval for
the study was granted by the Institutional Ethics Committee. After
tube centrifugation, peripheral blood mononuclear cells (PBMC)
were washed twice in PBS and resuspended with complete RPMI
medium (supplemented with 10% fetal calf serum, 2 mM gluta-
mine, 100 U/ml penicillin and 100 pg/ml streptomycin (Biowhit-
taker, Verviers, Belgium)).

2.2. Purification of monocytes

Monocytes were obtained from PBMC by negative immuno-
magnetic selection using the Human Monocyte Enrichment Kit
(StemCell Technologies. Grenoble, France). The viability of recov-
ered non-touched population was determined by Trypan Blue
(>99%). The purity of monocytes was then evaluated by flow
cytometry and was always >95%.

2.3. Peripheral blood mononuclear cell cultures

PBMC and purified monocytes (1 x 10° cells/ml) were cultured
with 0.02 pg/ml ultrapure lipopolysaccharide (LPS), 0.1 pg/ml
Pam3CSK4, 0.01 pg/ml FSL1 (Invivogen, San Diego, CA) and with
medium for 24 h and 48 h in 5% CO2 at 37 °C. PBMC were also cul-
tured with IL-10 (40, 8, 1.6 and 0.32 ng/ml, Peprotrech, London,
UK), TNFa (250, 50, 10 and 2 ng/ml, BD Pharmingen, San Jose,
CA), IFNy (25, 5 and 1 ng/ml, BioLegend, San Diego, CA), IL-6
(100, 10 and 1 ng/ml, ImmunoTools, Friesoythe, Germany) and
medium for 24 h and 48 h. In certain experiments, PBMC were cul-
tured with 1 pg/ml cycloheximide (Sigma, S. Louis, Missouri) for
1h in 5% CO2 at 37 °C before incubation with ultrapure LPS,
Pam3CSK4, FSL1 and medium at the previously indicated concen-
trations for 24 h.

To neutralize TNFo, IgG1 anti-TNFa antibodies (20, 10 and 2 pg/
ml, BD Pharmingen) and the respective IgG1 controls were added
to PBMC, 30 min before culturing with 0.02 pig/ml ultrapure LPS,
0.1 pg/ml Pam3CSK4, 0.01 pg/ml FSL1 or medium for 48 h.

2.4. Cytokine levels

Culture supernatants were tested for TNFo (BD Pharmingen), IL-
10 (ImmunoTools), IL-6 (ImmunoTools) and IFNy (BD Pharmingen)
concentrations using specific ELISAs according to the manufac-
turer’s instructions. All cytokines were quantified with standard
curves provided by the corresponding ELISA kit. The limits of
detection were: 30 pg/ml for TNFo and IL-10, 7.03 pg/ml for IL-6
and 76.6 pg/ml for IFNYy.

2.5. Flow cytometry analysis of CD36 expression

To analyze the CD36 surface expression on monocytes by flow
cytometry, 3 x 10° PBMC were stained with anti-CD14-PEDy647
(ImmunoTools), anti-CD16-FITC (ImmunoTools) and anti-CD36-
PE (BD Bioscences) or the corresponding isotype controls. Using
cell side scatter (SSC) versus forward scatter (FSC) plus CD14 ver-
sus CD16, we analyzed CD36 expression on gated CD14dim
CD16+, CD14 + CD16++ and CD14 + CD16+ monocytes (Beckman
Coulter F500 cytometer). We calculated the percentages of positive
cells (% cells) and mean fluorescence intensity (MFI) of each indi-
vidual marker using EXPO™ 32 MiltiCOMP Software (Beckman
coulter).

2.6. Confocal microscopy imaging

To analyze the fate of CD36 after LPS cultures by confocal
microscopy, PBMC were incubated with anti-CD36-PE monoclonal
antibody (BD Pharmingen) before adding the TLR4 ligand. After
24 h cultures, PBMC were collected, stained with anti-CD14-
PEDy647 (Immunotools) and cytospin centrifugated. To assess
antibody location, images were obtained with a LEICA TCS SP5 la-
ser scanning confocal microscope. DPSS 561 laser with excitation
wavelengths of 561 nm was used for PE label analysis, and Hene
633 laser with excitation wavelengths of 633 nm was used for
PE-Dy647 label analysis.

2.7. Apoptosis analysis of neutrophils

Neutrophils were collected from the pellet after Ficoll centrifu-
gation (Ficoll-Hypaque gradient centrifugation). Red blood cells
were removed by Quicklysis solution (Cytognos, Salamanca, Spain).
Neutrophils (1 x 10° cells/ml) were left for 48 h in 5% CO2 at 37 °C
in complete medium. The rate of neutrophil apoptosis was ana-
lyzed by flow cytometry after double-staining with anti-CD66b-
PE (Immunotools) and FITC-conjugated Annexin V (Immunotools).

2.8. Phagocytosis assays

After culturing PBMC (1 x 106 cells/ml) with ultrapure LPS,
Pam3CSK4 and FSL1 for 48 h, PBMC were washed and resuspended
with complete RPMI medium. PBMC were then co-cultured for 4 h
with apoptotic neutrophils at 4:1 and 40:1 ratio previously stained
with anti-CD66b-PE. After co-culture, cells were washed twice
with PBS and stained with anti CD14-PEDy647. Monocytes that
had engulfed apoptotic neutrophils were identified as
CD14 + CD66b + cells by flow cytometry. To confirm the role of
CD36 on the phagocytosis of apoptotic neutrophils, 48 h-medium
cultured PBMC were washed and incubated with saturating con-
centrations of blocking anti-CD36 antibody (clone CB38, BD
Pharmingen) for 20 min [33]. After the incubation, cells were
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washed and co-cultured with 40:1 and 4:1 apoptotic neutrophils
for 4 h. Then, cells were washed twice with PBS and stained with
anti-CD14-PEDy647. Monocytes that had engulfed apoptotic neu-
trophils were identified as CD14+CD66b +cells by flow
cytometry.

2.9. Statistics

Statistical analyses were performed using t test, Wilcoxon and
Spearman correlation. Data were presented as mean and * s.e.m.
deviation. P values < 0.05 were considered significant.

3. Results
3.1. CD36 expression after culturing with TLR2 and TLR4 ligands

PBMC from 8 healthy donors were stimulated for 24 h and 48 h
with Pam3CSK4, FSL1 (TLR2/TLR1 and TLR2/TLR6 ligands respec-
tively) and LPS (TLR4 ligand). CD36 expression was then analyzed
on CD14dimCD16++, CD14 + CD16++, and CD14 + CD16+ monocyte
subpopulations (Figs. 1 and 2). This subdivision was recently ap-
proved by the Nomenclature Committee of the International Union
of Immunological Societies (NC-IUIS) [34]. After culturing in med-
ium for 48 h, CD36 expression on CD14 + CD16++ and CD14 + CD16
+ monocytes was comparable (91.4+16.7% and 85.5 t24.9%,
respectively). In contrast, CD36 expression on CD14dimCD16++ cells
cultured in medium was lower than the other two monocyte sub-
populations (65.1+19.9%; p<0.01). CD36 reached the lowest
expression on the three monocyte subpopulations after 48 h culture
with TLR2 and TLR4 ligands. After culturing with LPS, CD36 expres-
sion was strongly downregulated (CD14dimCD16++: 18.1 £ 9.6%;

CD14 +CD16++: 29.8+11.9% and CD14+CD16+: 28.3 +10.6%,
p<0.01) and also, though to a lesser extent, in culture with
Pam3CSK4 (CD14dimCD16++: 19.7+7.7%; (D14 +CD16++:
39.8+9.5% and CD14 +CD16+: 38.3+11.1%; p<0.01) and FSL1
(CD14dimCD16++: 27.6 + 11.2%; CD14 + CD16++: 63.2 £ 19.1% and
CD14 + CD16+: 59.4 + 19.1%, p < 0.05).

Similar changes in CD36 expression was observed when we re-
peated the analysis with purified monocytes by the method de-
scribed in materials and methods (>95% of monocytes)
(Supplemental Fig. 1). We also observed that CD36 mRNA levels
on purified monocytes were downregulated by TLR signals
(unpublished results). This result suggests that CD36 downregula-
tion on monocytes did not depend on the presence of other
leukocytes.

3.2. Cytokine production in response to TLR2 and TLR4 ligands and its
effect on CD36 expression

CD36 downregulation by TLR2 and TLR4 ligands could be an
indirect effect of TLR-induced cytokines. TNFa, IL-10, IL-6 and IFNy
secretion were therefore measured by ELISA in supernatants from
PBMC cultured with TLR2 and TLR4 ligands after 24 h and 48 h
(Fig. 3A). PBMC cultured in medium did not secrete detectable
TNFa levels. When PBMC were stimulated with TLR2 and TLR4 li-
gands, the highest levels of TNFo were seen at 24 h of culture.
LPS induced higher TNFa levels than medium and TLR2 ligands
(LPS: 1519 +248 pg/ml; Pam3CSK4: 254 +53 pg/ml and FSL1
187 + 43 pg/ml, p < 0.05).

PBMC cultured in medium did not secrete detectable IL-10 and
IL-6 levels, but TLR ligands induced IL-10 and IL-6, peaking at 48 h.
Supernatants from 48 h LPS cultures presented higher IL-10 con-
centrations than TLR2 ligand cultures (585 + 105 pg/ml, p <0.01
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Fig. 1. CD36 expression on CD14dim CD16++, CD14 + CD16++ and CD14 + CD16+ monocyte subpopulations after 48 h of culture with TLR4 and TLR2 ligands. PBMC were
cultured (1 x 106 cells/ml) with LPS (0.02 pig/ml), Pam3CSK4 (0.1 ug/ml), FSL1 (0.01 ug/ml) and medium for 48 h. PBMC were then recollected and stained with anti-CD14-
PEDy647, anti-CD16-FITC and anti-CD36-PE antibodies. Expression of CD36 on CD14dim CD16++ (1), CD14 + CD16++ (2) and CD14 + CD16+ (3) monocytes was analyzed by
flow cytometry. A representative experiment is shown (n = 8). Data are expressed as percentage of CD36 + s.e.m.
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Fig. 2. CD36 expression on CD14dim CD16++, CD14++ CD16++ and CD14 + CD16+ monocyte subpopulations after 24 h and 48 h of culture with TLR4 and TLR2 ligands. PBMC
were cultured (1 x 10° cells/ml) with LPS (0.02 pg/ml), Pam3CSK, (0.1 pg/ml), FSL1 (0.01 pug/ml) and medium for 24 h and 48 h. PBMC were then recollected and stained with
anti-CD14-PEDy647, anti-CD16-FITC and anti-CD36-PE antibodies. Expression of CD36 on CD14dim CD16++, CD14 + CD16++ and CD14 + CD16 + monocytes was analyzed by
flow cytometry. Each data correspond to individual percentage of CD36. Mean of percentages * s.e.m. was also shown (n =8). *p < 0.05, **p < 0.01 compared with medium
using Wilcoxon test.
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Fig. 3. TNF-0, IL-10 and IL-6 production by PBMC after TLR activation and their effect on CD36 expression after 48 h of culture. (A) PBMC were cultured (1 x 106 cells/ml) with
LPS (0.02 pg/ml), Pam3CSK4 (0.1 pg/ml) FSL1 (0.01 pg/ml) and medium for 24 h and 48 h. After culture, supernatants were collected and tested for TNFa, IL-10 and IL-6
concentration by ELISA (n = 8). (B) PBMC were cultured with TNF-o (2 ng/ml), IL-10 (40 ng/ml) and IL-6 (100 ng/ml) for 48 h and PBMC were then recollected and stained with
anti-CD14-PEDy647, anti-CD16-FITC and anti-CD36-PE antibodies to analyze CD36 expression on CD14dim CD16++ and CD14 + CD16++ monocytes by flow cytometry (n = 5).
TNFa, IL-10 and IL-6 levels were expressed as mean + s.e.m. pg/ml. Data are expressed as percentage of CD36 + s.e.m *p < 0.05, **p < 0.01 compared with medium using
Wilcoxon test. ELISA detection limits were 30 pg/ml for TNFo and IL-10 and 7.03 pg/ml for IL-6.

for LPS; 87 + 24 pg/ml for Pam3CSK4 and 42 +9 pg/ml for FSL1, To determine the effect of TLR induced cytokines on CD36
p <0.05). Supernatants from 48 h LPS and Pam3CSK4 cultures pre- downregulation, PBMC from 5 healthy donors were cultured in
sented similar IL-6 levels (11841 +2246 pg/ml for LPS and the presence of TNFa, IL-10 and IL-6 for 24 h and 48 h at different
10630 + 4285 pg/ml for Pam3CSK4), whereas FSL1 cultures pre- concentrations (See Material and Methods). After 24 h of culture in
sented lower IL-6 levels (8201 + 2489 pg/ml, p < 0.05). On the other the presence of cytokines, CD36 expression did not change in any
hand, IFNy levels were undetectable in supernatants from TLR4 of the three monocyte subpopulations (data not shown). After
and TLR2 ligand cultures. 48 h of culture with TNFo, but not with IL-10 or IL-6, CD36 expres-
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Fig. 4. CD36 expression after culturing with TLR2 and TLR4 ligands in the presence of neutralizing anti-TNFo antibodies. PBMC were cultured (1 x 10° cells/ml) with LPS
(0.02 pg/ml), Pam3CSK4 (0.1 pg/ml) FSL1 (0.01 pg/ml) and medium with 20 pg/ml of neutralizing anti-TNFo or isotype control for 48 h (bold and plain data respectively).
After culturing, cells were stained with anti-CD14-PEDy647, anti-CD16-FITC and anti-CD36-PE antibodies to analyze CD36 expression on CD14dim CD16++ and
CD14 + CD16++ monocytes by flow cytometry. A representative experiment of CD36 expression on monocyte populations after culturing PBMC with TLR2 and TLR4 ligands
plus 20 pg/ml of anti-TNFa is shown (n = 4). Data are expressed as percentage of CD36 + s.e.m.

sion was downregulated on three monocyte subpopulations in a
concentration dependent manner (CD14dimCD16++: 35.7 + 7.4%;
CD14 + CD16++: 62.1+8.5% and CD14 +CD16+: 55.4+5.9% for
2ng/ml of TNFo culture, p<0.05). Since CD14+(CD16 +and
CD14 + CD16++ monocytes showed a comparable CD36 downregu-
lation, only results from CD14 + CD16++ are shown (Fig. 3B).

3.3. Effect of neutralizing TLR induced TNF on CD36 expression

We next investigated whether TLR-induced TNFa could be the
only factor responsible for CD36 downregulation after culturing
with TLR2 and TLR4 ligands. Neutralizing anti-TNFo antibodies
(20, 10 and 2 pg/ml) were included in PBMC cultures from 4
healthy donors before adding 0.02 pg/ml ultrapure LPS, 0.1 pug/ml
Pam3CSK4, 0.01 pg/ml FSL1 and medium. Neutralizing anti-TNFa
partially restored CD36 expression on CD14+CD16++ and
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(Pam3CSk4: 87.1 £1.2% for CD14+CD16++ and 75.8 +0.9% for
CD14 +CD16+; FSL1: 85.1+3.5% for CD14+CD16++ and
71.6+7.6% for CD14+CD16+, p<0.01) (only CD14+CD16++
showed, Fig. 4). Anti-TNFo antibodies were unable to restore
LPS-induced CD36 downregulation (29.3+3.1% for CD14dim
CD16++, 46.3+2.5% for CD14+(CD16++ and 40.4+2.3% for
CD14 + CD16+). To analyze if anti-TNFa antibodies neutralize TNFo.
produced in LPS-culture (2 ng/ml), we stimulated PBMC with TNFa.
after adding 20 pg/ml of antiTNFo antibody. We observed that
CD36 was completely restored, confirming the total TNFo neutral-
ization in our system (data not shown). Since anti-TNFa antibodies
could not completely restore CD36 expression in our TLR2 and
TLR4 ligand cultures, other induced mediators must contribute to
the CD36 downregulation.

When PBMC were cultured with ultrapure LPS, Pam3CSK4, FSL1
or medium in the presence of 1 pug/ml cycloheximide (protein syn-
thesis inhibitor) for 24 h, CD36 downregulation was partially abro-
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Fig. 5. Fate of CD36 after downregulation with TLR4 ligand. PBMC were incubated with anti-CD36-PE monoclonal antibody before adding LPS (tagged cells) or after culturing
with LPS (untagged cells). After 24 h culture, PBMC were collected and stained with anti-CD14-PEDy647. (A) Cells were analyzed by flow cytometry (n = 3) and (B) cytospin
centrifugated to analyze by confocal microscopy. To assess antibody location by confocal microscopy, images were obtained with a LEICA TCS SP5 laser scanning confocal
microscope. A representative experiment of CD36 localization after culturing PBMC with TLR4 ligand is shown.
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gated on monocytes (medium: 93.2 +2.3% CD36 +cells; LPS:
76.6 £6.1% CD36 +cells; Pam3CSK4: 76.4+9.1% CD36 + cells;
FSL1: 71.8 £ 8.2% CD36 + cells) (Supplemental Fig. 2). This result
suggested that protein synthesis was involved in the TLR2 and
TLR4 ligand induced CD36 downregulation.

3.4. Determination of the fate of down regulation of CD36 on
monocytes

To determine the fate of CD36 on the cell surface, we tagged
extracellular CD36 domain with PE-conjugated anti-CD36 mono-
clonal antibodies prior to 24 h TLR4 ligand cultures. Monocytes
were then stained with PE-Dy647 anti-CD14. Flow cytometry anal-
ysis showed that LPS stimulated CD14 + monocytes with tagged
CD36 molecules were all CD36 + similar to unstimulated mono-
cytes (Fig. 5A). Cytometry analysis suggested that CD36 expression
in tagged monocytes was not on cell surface but rather in cyto-
plasm. Confocal microscopy confirmed that a significant portion
of CD36 was intracellularly located on tagged but not on untagged
monocytes (Fig. 5B).

3.5. Effect of CD36 downregulation in the phagocytosis of apoptotic
neutrophils

It has been shown that monocytes are involved in the phagocy-
tosis of apoptotic cells through CD36 recognition [32]. To demon-
strate that CD36 was crucially involved in the phagocytosis of
apoptotic neutrophils in our system, we analyzed whether anti-
CD36 antibodies (clone CB38) were able to block this phagocytosis.
After culturing neutrophils in medium for 48 h, the percentage of
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apoptotic neutrophils CD66b + Anexin FITC + was 50.9 * 8.4%.
When apoptotic CD66b-FITC + neutrophils were co-cultured at
40:1 ratio with medium-cultured syngeneic PBMC, 68.1 + 10.8%
of monocytes have phagocyted apoptotic neutrophils. When apop-
totic CD66b-FITC + neutrophils were co-cultured with blocked
CD36 PBMC, we observed a significant reduction (46%) of phagocy-
ted apoptotic neutrophils (Supplemental Fig. 3). To analyze
whether TLR2 and TLR4 ligand cultured monocytes were able to
phagocyte apoptotic neutrophils, we co-cultured labeled apoptotic
neutrophils with medium-cultured syngeneic PBMC or with LPS-
cultured syngeneic PBMC from 5 healthy donors. Four hours later,
the percentage of monocytes that became CD14 + CD66b + was sig-
nificantly higher in medium (37.8+9.1% for 4:1 ratio and
60.7 +6.6% for 40:1 ratio) than in LPS (13.7£4.3% for 4:1,
p<0.05, and 32.9 +3.5 for 40:1, p < 0.01), suggesting a significant
less engulfment of apoptotic neutrophils. In contrast, no differ-
ences were observed in the engulfment of apoptotic neutrophils
by Pam3CSK4- or FSL1- cultured monocytes (Pam3CSK4:
314+£123% for 4:1 and 54.9+5.1% for 40:1 ratio; FSL1:
32.1+£12.1 for 4:1 and 57.9 + 5.9% for 40:1 ratio) (Fig. 6).

A significant correlation between percentage of phagocyted
apoptotic neutrophils and CD36 expression was observed
(r=0.520, p <0.05), indicating the role of CD36 in phagocytosis
of apoptotic neutrophils.

4. Discussion

Our results show that both TLR2 and TLR4 signals can down-
regulate CD36 expression on peripheral blood monocytes. This
downregulation is partly reversible and mediated by TLR-induced
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Fig. 6. Phagocytosis of apoptotic neutrophils after culturing with TLR2 and TLR4 ligands. Collected neutrophils from Ficoll pellet were cultured for 48 h in medium and
stained with anti-CD66b-PE antibody. PBMC (1 x 106 cells/ml) were cultured with LPS (0.02 pg/ml), Pam3CSK4 (0.1 pg/ml) FSL1 (0.01 pg/ml) and medium for 48 h. (A) As
internal controls to set up quadrants for positive cells: apoptotic neutrophils without PBMC were stained with anti-CD66b-PE and anti-CD14-PE-Dy647 antibody; PBMC
without apoptotic neutrophils were stained with anti-CD66b-PE and anti-CD14-PEDy647 antibody and a co-culture of PBMC with unlabeled apoptotic neutrophils were
stained with anti-CD14-PEDy647 antibody. (B) The phagocytosis were analyzed in 4 h co-cultures of apoptotic CD66b-PE neutrophils with PBMC (at ratio 40:1) after staining
with anti-CD14-PEDy647 antibody. Monocytes that had engulfed apoptotic neutrophils were identified as CD14 + CD66b + cells by flow cytometry. A representative
experiment of monocytes phagocyting apoptotic neutrophils is shown (n =5). Data are expressed as mean + s.e.m. of gated monocytes (black).
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cytokine, TNFa. After CD36 gains entry into intracellular compart-
ments, CD36-downregulated monocytes become less capable to
phagocyte apoptotic neutrophils.

TLR2/TLR6 ligands, such as FSL1, expectedly downregulated
CD36. Previous reports suggested that CD36 acts as an accessory
protein or co-receptor, associating and presenting the ligand to
the TLR2/TLR6 heterodimers on the cell surface. The whole com-
plex must be subsequently internalized and targeted to the Golgi
apparatus. CD36 then facilitates TLR2/TLR6 mediated NF-kB activa-
tion [27,28,35]. CD36 is a selective sensor of ligands that signals via
the TLR2/TLR6 heterodimer [36]. However, ligands that act via
TLR2/TLR1 (Pam3CSK4) or via TLR2 and Nod (PGN) can also down-
regulate CD36 expression on cell surface, indicating the presence of
a TLR6-unrestricted TLR2 pathway in CD36 regulation. Recent re-
ports have accordingly described the formation of heterotypic
receptor complexes comprising TLR2, TLR1 and CD36, that could
be responsible for Pam3CSK4-induced CD36 downregulation [37].
In addition to ligands that require functional TLR2 expression,
LPS, a TLR4 ligand, can also induce CD36 endocytosis. Since avail-
able TLR4 ligands are ultrapure and not contaminated with TLR2 li-
gands, LPS-induced CD36 downregulation may take place through
a TLR2-independent recognition. Alternatively, it could be induced
after LPS recognition by a recently described TLR4/TLR6 heterodi-
mer [38].

We here demonstrated that CD36 downregulation is not clearly
TLR2/TLR6 restricted. This event could thus be the effect of com-
mon cytokines induced by several TLRs. The secretion of pro- and
anti-inflammatory cytokines such as TNFa, IL-6 and IL-10 was in-
duced after stimulation with TLR2 and TLR4 ligands. In contrast
to IL-10 and IL-6, TNFa added at the TLR-induced concentration
could downregulate CD36 on monocyte subpopulations. This
observation agrees with reports indicating that TNFo inhibits both
CD36 membrane expression and mRNA expression, and TNFo re-
duces the transcription of a homologous molecule to CD36 in ham-
ster adipocytes [39].

LPS, Pam3CSK4 and FSL1 induced different degrees of CD36
downregulation, with LPS having the highest and FSL1 the lowest
effect on CD14 + CD16 + cells. This gradient does not correlate with
the production and TNFa secretion in the supernatants because
TNFa levels in Pam3CSK4 and FSL-1 cultures were comparable.
In addition, blocking the effect of TNFa with neutralizing antibod-
ies in TLR2 ligand cultures could reverse FSL1. However, these anti-
bodies could only partially reverse downregulation induced by
Pam3CSK4 and they could not inhibit LPS-induced downregula-
tion. As TLR4-induced CD36 downregulation was therefore not
selective for TNFa, other TLR-induced factors must contribute to
this phenomenon. These factors would be predominantly produced
in LPS cultures. It has been shown that CD36 expression can be reg-
ulated by several cytokines. IL-1, IFNy and TGFB can downregulate
CD36 [40-42]. We did not observe significant changes after adding
recombinant IL-10 to 24 and 48 h monocyte cultures. There are
discordant reports about IL-10 effects on CD36 expression. CD36
mRNA transcripts were increased in lipid-laden murine macro-
phages treated with IL-10 [43]. On the contrary, CD36 mRNA tran-
scripts were reduced on macrophage foam cells treated with IL-10
[44]. Differences in the monocyte/macrophage origin and experi-
mental approach could explain these apparently contradictory
observations. IL-4 or IL-13 upregulate CD36 [45,46]. This protein
induction is paralleled by an increase in mRNA. IL-4 upregulates
monocyte CD36 by generating an arachidonic acid metabolite that
is a PPARY agonist [24]. It is therefore not surprising that TNFa
inhibits CD36 expression via reduction of PPARY activation in hu-
man monocytes [39]. CD36 promoter contains a PPAR-9-cis-reti-
noic acid receptor complex that modulates CD36 gene expression
through direct promoter interaction [47]. However, running exper-
iments will reveal whether TLR regulates CD36 directly or indi-

rectly through a PPARy mechanism. We cannot rule out that
recognition of ligands through TLR4 can directly downregulate
CD36 expression on cell surface aside from the mediators. In this
case, our observed TLR4-induced CD36 downregulation would be
the final result of the direct signaling plus TNFo and/or other pro-
duced factors.

It is intriguing that CD36 expression on the CD14dim CD16++
subpopulation, also known as nonclassical monocytes, was the
most sensitive to TLR ligands and TNFo. This population was un-
able to restore the original CD36 expression after blocking TLR-in-
duced downregulation with neutralizing anti-TNFo antibodies.
One explanation could be the distinct level of TLR expression ob-
served during the phenotype characterization of peripheral blood
monocyte subpopulations [48]. Recent microarray results sug-
gested a lineage relationship between the three subsets, with
CD14dim CD16++ monocytes as the most mature subpopulation
[49]. According to this hypothesis, our results suggest that as the
monocyte matures, it becomes more sensitive to TLR signals, losing
rapidly the expression of scavenger receptors.

Modulating the expression of scavenger receptors on mono-
cytes may be critical for antigen processing, scavenging and host
defense against pathogens. Accordingly, some authors have ob-
served that CD36 mediated phagocytosis of P. falciparum parasit-
ized erythrocyte [50]. Our results also support this proposal
because monocytes expressing significantly lower levels of CD36
phagocyted fewer apoptotic neutrophils. One consequence of
CD36 downregulation induced by TLR ligands could therefore be
the impairment of bacterial clearance. Scavenger receptors can
cooperate with TLR not only in apoptotic cell sensing, but also in
enhancing inflammatory signals [51]. Recent reports have demon-
strated that TLR-induced cytokine production (IL-6 and TNFa) was
significantly reduced in CD36 deficient macrophages [52]. How-
ever, it is unclear whether CD36 signaling leads to inflammatory
cytokine response. There are reports suggesting that the engage-
ment and internalization of CD36 has blocking inflammatory con-
sequences in primary macrophages [50]. Similar conclusions were
achieved when CD36-mediated phagocytosis failed to induce cyto-
kine secretion in primary macrophages [50]. Rather, CD36 signal-
ing decreased the parasite induced TNFo secretion by monocytes
[45].

The critical role of CD36 is not limited to host defense against
pathogens. It has been implicated in a wide variety of normal
and pathologic biological functions, including angiogenesis, ath-
erosclerosis and lipid metabolism. Alterations of CD36 expression
have been described on monocytes/macrophages in conditions
with elevated levels of modified lipoproteins such as atherosclero-
sis, hyperglycemia or monocytes incubated with high glucose lev-
els [53-57]. A new paradigm is emerging from all these results. The
outcome of ligand binding to TLR must integrate the direct TLR sig-
naling plus the functional consequences of TLR-modulated scaven-
ger receptors. Our observations could therefore help to understand
how TLR2 polymorphisms, that lead to differences in CD36 expres-
sion, have been associated with an enhanced susceptibility to skin
infections in AD patients [36]. Anti-inflammatory therapeutic
agents that indirectly target CD36 could additionally benefit from
the modulation of CD36 expression. Characterizing the mecha-
nisms involved in the complex regulation of CD36 may have impli-
cations for the prevention of inflammatory pathologies.
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Supplemental Figure 1. CD36 expression on CD14+ purified monocytes after 48h
of culture with TLR4 and TLR2 ligands. Purified monocytes were cultured (1 x 10°
cells/ml) with LPS (0.02 pg/ml), Pam3CSK4 (0.1 pg/ml), FSL1 (0.01pg/ml) and
medium for 48h. Purified monocytes were then recollected and stained with anti-CD14-
PEDy647 and anti-CD36-PE antibodies. Expression of CD36 on CDI14+ purified
monocytes was analyzed by flow cytometry. A representative experiment is shown

(n=2). Data correspond to mean of percentage + s.e.m.
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Supplemental Figure 2. CD36 expression on CD14+ monocytes after 24h of culture

with LPS in presence of cycloheximide. PBMC (1 x 10° cells/ml) were cultured with 1
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pg/ml cycloheximide for 1h in 5 % CO2 at 37°C before incubation with ultrapure LPS

(0.02 pg/ml) and medium for 24h. PBMC were then recollected and stained with anti-

CD14-PEDy647 and anti-CD36-PE antibodies. Expression of CD36 on CDI14+

monocytes was analyzed by flow cytometry. A representative result of 3 experiments is

shown. Data correspond to mean of percentage + s.e.m.
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Supplemental Figure 3. Phagocytosis of apoptotic neutrophils after blocking CD36
on 48h cultured medium PBMC. Collected neutrophils from Ficoll pellet were
cultured for 48h in medium and stained with anti-CD66b-FITC antibody. PBMC (1 x
10° cells/ml) were cultured with medium for 48h. After culturing, CD36 was blocking
with 40 ul of anti-CD36 clone CB38. (A) As internal controls to set up quadrants for
positive cells: apoptotic neutrophils without PBMC were stained with anti-CD66b-FITC
and anti-CD14-PEDy647 antibody, PBMC without apoptotic neutrophils were stained
with anti-CD66b-FITC and anti-CD14-PEDy647 antibody and a co-culture of PBMC
with unlabelled apoptotic neutrophils were stained with anti-CD14-PEDy647 antibody.
(B) The phagocytosis was analyzed in 4h co-cultures of apoptotic CD66b-FITC
neutrophils with PBMC (at ratio 40:1) after staining with anti-CD14-PEDy647
antibody. Monocytes that had engulfed apoptotic neutrophils were identified as CD14+
CD66b+ cells by flow cytometry. A representative experiment of monocytes
phagocyting apoptotic neutrophils is shown. Data are expressed as mean + s.e.m. of

gated monocytes.
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CLINGY PLATELETS SUGGEST POTENTIAL TREATMENT STRATEGY FOR RHEUMATOID ARTHRITIS
New research published in the Journal of Leukocyte Biology suggests that a sub population of lymphocytes
in peripheral blood carries platelets attached the surface which reduces activation and proliferation.

Bethesda, MD—No one likes clingy people, but “clingy” blood platelets may offer hope for millions of
people with rheumatoid arthritis. According to new research findings published in the Journal of
Leukocyte Biology (https://www.jleukbio.org), a sub population of immune cells (lymphocytes) known to
play a significant role in rheumatoid arthritis has platelets attached to their surface. Those attached
platelets reduced the ability of the immune cells to cause disease by reducing their activity levels and
ability to spread. This opens the door to new investigations into treatments that ultimately bind platelets to
lymphocytes. In addition, understanding this process may serve as a tool for better being able to predict
the severity of the disease.

“We hope with this knowledge to contribute to the reduction in the chronicity of inflammatory diseases,
one of the main aspects that compromise the quality of life of the patients,” said Silvia Vidal, Ph.D., a
researcher involved in the work from the Department of Immunology at the Institut Recerca of the
Hospital Santa Creu | Sant Pau in Barcelona, Spain.

To make this discovery, scientists found specific platelet markers on the surface of lymphocytes from
peripheral blood of healthy donors by flow cytometry. Visual confirmation that these markers belonged to
platelets attached to lymphocytes was achieved by confocal microscopy. In cell cultures, those
lymphocytes with bound platelets were less sensitive to activation and proliferation and they produced
less inflammatory mediators. Researchers analyzed the frequency of these platelet-bound lymphocytes in
the peripheral blood of 20 rheumatoid arthritis patients. Associations were established between clinical
parameters and activity disease scores and the frequency of platelet-bound lymphocytes.

“This report expands our understanding of how the mechanisms of inflammation operate and reveal new
potential ways we can bring it under control,” said John Wherry, Ph.D., Deputy Editor of the Journal of
Leukocyte Biology. “Defining how platelets regulate other immune cells by binding to their surface and
influencing their role in inflammation, is an important step toward new platelet-based treatments to
control damaging inflammatory diseases caused by many immune cells.”

The Journal of Leukocyte Biology (http://www.jleukbio.org) publishes peer-reviewed manuscripts on
original investigations focusing on the cellular and molecular biology of leukocytes and on the origins,
the developmental biology, biochemistry and functions of granulocytes, lymphocytes, mononuclear
phagocytes and other cells involved in host defense and inflammation. The Journal of Leukocyte Biology
is published by the Society for Leukocyte Biology.
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ABSTRACT

Expression of the scavenger receptor CD36 on lym-
phocytes is intriguing. We observed that a minor sub-
population of lymphocytes expressed CD36 on the cell
surface. We investigated the source of CD36 and also
the proliferation and cytokine production of these
CD36" CD4" lymphocytes. Flow cytometry analysis and
immunofluorescence microscopy showed that CD36"
platelets were responsible for CD36 detection on lym-
phocytes. CD36 was then used as a tool to character-
ize lymphocytes with bound platelets. Activation-in-
duced proliferation was lower in CD4" lymphocytes
with bound platelets than lymphocytes without bound
platelets. IL-17 and IFN-y production was also reduced
in lymphocytes with bound platelets. We then studied
the presence of CD36" CD4" lymphocytes in RA pa-
tients. We observed that the percentage of CD4" lym-
phocytes with bound platelets was higher on RA pa-
tients than in healthy donors. RA patients with higher
titers of anti-CCP, RF levels, and cardiovascular risk in-
dex presented a lower percentage of CD4" lympho-
cytes with bound platelets. These patients also had
higher IL-17 and IFN-y production. These results sug-
gest that platelet-binding modifies lymphocyte function.
This binding could be a regulatory mechanism in RA
that confers a less severe phenotype. J. Leukoc. Biol.
94: 521-529; 2013.

Introduction

CD36 is a transmembrane glycoprotein member of the class B
scavenger receptor family. This receptor has been found on
macrophages/monocytes, microglia, microvascular endothe-

Abbreviations: anti-CCP=anti-cyclic citrulinated peptide antibodies,
CRP=C-reactive protein, DAS28=disease activity score, ESR=erythrocyte
sedimentation rate, GMFI=geometric mean fluorescence intensity,
IGMFI=integrated geometric fluorescence mean, Plit-ng=negative platelet,
Plit-pos=positive platelet, PSGL-1=P-selectin glycoprotein ligand-1,
RA=rheumatoid arthritis, RF=rheumatoid factor, Sl=stimulation index,
Treg=regulatory T cell

lium, cardiac and skeletal muscle, adipocytes, and platelets [1].
In these cells, CD36 recognizes a wide variety of ligands that
supports its scavenger role. We have recently found a minor
subpopulation of lymphocytes that express CD36 (unpublished
results). The presence of such a scavenger receptor on a lym-
phocyte is intriguing. Vallejo et al. [2] were not able to detect
CD36 in T lymphocytes by Western blot. However, recent re-
ports showed that B and yd T cells can express CD36 [3, 4].
Other authors described that after mitogenic stimulation,
CD36 was up-regulated on peripheral blood lymphocytes [5].

The subpopulation of positive CD36 lymphocytes could have
a characteristic function. In recent literature, the description
and analysis of subpopulations provide useful markers to pre-
dict disease development or activity. Th17 lymphocytes, for
instance, are involved in the pathogenesis of RA, partially
through IL-17 production [6, 7]. IL-17 is highly expressed in
RA synovium [8], where it contributes to angiogenesis [9].
IL-17 has also become a predictor of microvascular function
and arterial compliance in RA [10]. CD161 has been de-
scribed as a marker of a T lymphocyte subpopulation produc-
ing IL-17 [11]. The analysis of CD4" CD161™ by flow cytom-
etry on whole blood has been associated with RA disease activ-
ity [12]. Other T lymphocyte subpopulations, such as Th1,
produce IFN-y and TNF-a. These two inflammatory mediators
are also associated with RA, supporting the microenvironment
in the RA joint [13]. Another type of relevant cells in inflam-
matory diseases is the Treg, which produced IL-10, inhibits T
cell expansion in vivo [14], and regulates Th1l and Th2 re-
sponses [15]. Tregs can be identified by flow cytometry based
on their CD4" CD25™#" CD127""~ phenotype. The percent-
age of cells with the Treg phenotype has been associated with
RA disease activity [16].

To clarify the controversy about CD36 expression on T lym-
phocytes and the function of the CD36™" cell subset, first, we
analyzed whether CD36 expression was extrinsic or intrinsic to
lymphocytes. Secondly, we studied the functional capability of
this subpopulation, selecting T lymphocytes with this marker.

The online version of this paper, found at www.jleukbio.org, includes
supplemental information.
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Finally, we analyzed their role in autoimmune pathologies,
such as RA.

MATERIALS AND METHODS

Samples and isolation of PBMCs

Whole blood from healthy donors (n=16) and RA patients (n=20) was col-
lected in BD Vacutainer tubes (BD PharMingen, Franklin Lakes, NJ, USA),
containing heparin as an anticoagulant. Diagnosis was based on the Ameri-
can College of Rheumatology diagnostic criteria for RA [17]. Disease activ-
ity was assessed using the DAS28-CRP [18]. The mean DAS28-CRP was 2.81
(range 1.13-5.08), and the mean disease duration was 12.6 years (range
2-40). Sixteen RA patients received methotrexate (7.5-22.5 mg), six re-
ceived prednisone too (1.25-5 mg), and four RA patients received lefluno-
mide (20 mg). We obtained clinical parameters of RA patients, CRP, and
ESR. The cardiovascular risk index was calculated, according to age at the
time of the study, gender, smoking history, systolic arterial blood pressure,
and total serum cholesterol level [19]. Written consent was obtained, and
ethical approval for the study was granted by the Institutional Ethics Com-
mittee.

Human PBMCs were isolated from peripheral blood by gradient cen-
trifugation on Ficoll-Hypaque (Lymphoprep; Axis-Shield, Oslo, Norway).
After centrifugation, cells were collected, washed twice in PBS, and re-
suspended in complete medium (RPMI, supplemented with 10% FCS;
Biological Industries, Kibbutz Beit Haemek, Israel; and 2 mM glu-
tamine, 100 U/ml penicillin, and 100 pg/ml streptomycin; BioWhit-
taker, Verviers, Belgium).

PBMCs and whole blood staining

PBMCs (3X10° cells) were washed and resuspended in 100 ul staining buf-
fer (PBS, supplemented with 0.5% BSA; Calbiochem Merk, Darmstadt, Ger-
many). PBMCs were incubated with anti-CD4-PE-Cy7, -CCR5-PE, -CCR6-PE,
-CCR7-FITC and HLA-DR-PE (BioLegend, San Diego, CA, USA); anti-CD8-
PE-Dy647, -CD14-PE-Dy647, -CD36-FITC (Clone TR9), -CD41a-FITC, and
-CD45RA-PE-Dy647 (Immunotools, Friesoythe, Germany); anti-CD3-PE-Cy?7,
-CD25-PE, -CD36-PE (Clone CDB38), -CD45RA-FITC, -CD45RO-FITC,
-CCR4-PE, and -CXCR3-PE (BD PharMingen) mAb; and the corresponding
isotype controls for 20 min in the dark. Samples were then washed with
staining buffer and resuspended in PBS.

Whole blood cells (100 ul) were incubated for 20 min at room tempera-
ture in the dark with anti-CD4-PE-Cy7, -CD8-PE-Dy647, and -CD36-FITC
mADb. Red blood cells were lysed and white cell fixed using the TQ-Prep
system (Beckman Coulter, Miami, FL, USA) to be analyzed by flow cytom-

etry.

Immunofluorescence microscopy analysis

To assess CD36 expression on monocyte and lymphocyte surface, PBMCs
(2X10° cells) were stained with anti-CD3-FITC (Immunotools) or -CD14-
FITC (Immunotools) with -CD36-PE (BD PharMingen) and -CD41a-PE (Im-
munotools) or corresponding isotype control. A drop of cells in PBS was
then left to dry on a glass slide at room temperature. Expression of these
markers was analyzed using Nikon Eclipse 80i microscopy.

Proliferation assay of lymphocyte

To determine CD4" lymphocyte proliferation, PBMCs were labeled with
CFSE (Sigma, St. Louis, MO, USA). Adjusted 107 cells/ml were stained
with 7 uM CFSE and incubated for 15 min at 37°C. After incubation, cells
were washed with prewarmed medium and incubated for 30 min at 37°C to
ensure complete modification of the probe. Cells were then washed with
prewarmed medium, resuspended with complete medium at 5 X 10° cells/
ml, and incubated with anti-CD3, -CD28, and -CD2 T cell activation/expan-
sion kit for 72 h and 7 days, according to the manufacturer’s instructions
(Milteny Biotec, Auburn, CA, USA). After culturing, PBMCs (83X10° cells)
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were collected and stained with anti-CD4-PE-Cy7 and -CD36-PE mAb (BD
PharMingen). Cells were then washed with staining buffer and resus-
pended in PBS. CD4" CD36~ and CD4* CD36™ history cycles of prolifera-
tion were analyzed by flow cytometry.

Determination of intracellular cytokine production

PBMCs were cultured with anti-CD3, -CD28, and -CD2 T cell activation/
expansion kit for 48 h, according to the manufacturer’s instructions. Cyto-
kine production on healthy controls was assessed on CD3* CD36~ and
CD3" CD36™" cells by intracellular staining of IL-17-PE (eBioscience, San
Diego CA, USA), IFN-y-PE (BD PharMingen), IL-10-PE (eBioscience), and
TNF-a-PE (BD PharMingen), using a Cytofix/Cytoperm and Perm/Wash
kit from BD Biosciences. Five hours before analysis, PMBCs were cultured
with PMA (50 ng/ml)/ionomycin (1 wg/ml) in the presence of BD GolgiS-
top protein transport inhibitor. Cells were collected and stained. Intracellu-
lar cytokine production was analyzed on gated subpopulations by flow cy-
tometry.

Determination of cytokine plasma levels

Plasma samples from healthy donors and RA patients were recollected and
kept at —80°C until use. IL-17 (PeproTech, London, UK), TNF-a, IFN-y,
and IL-10 (BD PharMingen) levels were tested using a specific ELISA kit,
according to the manufacturer’s instructions. All cytokines were quantified
with standard curves provided by the corresponding ELISA kit. The limits
of detection were: 10 pg/ml for IL-17 and IL-10, 20 pg/ml for TNF-«, and
32 pg/ml for IFN-y.

Flow cytometry analysis
Surface expression of CD36 and CD14 was analyzed on monocytes and lym-
phocytes (gated according to morphology by forward- and side-scatter pa-
rameters). Other markers were analyzed on CD3", CD4", and CD8™ cells.
Naive and memory T cells were selected according to CD3" CD45RA™ and
CD3" CD45RA™, respectively. These analyses were performed on a Beck-
man Coulter F500 flow cytometer. We calculated the percentages of posi-
tive cells (percent cells) and GMFI of each individual marker using EXPO
32 MiltiCOMP software (Beckman Coulter). The iGMFI determines the
amount of cytokines produced in each subpopulation and was calculated
by multiplying the percentage of positive cytokine-producing cells by the
GMFI [20].

SI in CFSE culture was measured calculating the ratio of proliferating
versus nonproliferating cells [21].

Quantification of anti-CCP and RF levels

Anti-CCP were determined in plasma using UniCAP EliA (Phadia Labora-
tory Systems, Uppasala, Sweden), and RF was determined using the Neph-
elometry system (Beckman Coulter). Levels of anti-CCP and RF were
expressed as ELIA units/ml and IU/ml, respectively. Anti-CCP were pos-
itive with levels >20 ELIA units/ml, and RFs were positive with levels
>26 1U/ml.

Statistics

Statistical analyses were performed using the probe’s ttest, Mann-Whitney,
and Fisher exact test on Graph Pad Prism 5 software. Nonparametric corre-
lation Spearman test was applied to the analysis. Data were presented as
mean * sEM deviation. P values <0.05 were considered significant.

RESULTS

CD36 expression on lymphocytes

Most CD14* monocytes from Ficoll-isolated peripheral blood
expressed CD36 on their cell surface (90.8+1.83%). Unexpect-
edly, 6.23 = 1.23% of lymphocytes (CD14 ) were also CD36".
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To rule out the possibility of unspecific staining of the mAb
(Clone CB38), the analysis was repeated with another clone
(TRY; 89.5+1.74% on gated CD14" monocytes and
6.59+1.55% on lymphocytes; Fig. 1A). Monocytes and plate-
lets express CD36 on their surface. As lymphocytes can in-
teract with circulating platelets [22], we speculated that the
CD36 expression on lymphocytes was derived from bound
CD36™ platelets. Our results showed that those CD36" lym-
phocytes were also CD41a™ (a specific marker of platelets;
Fig. 1B). We observed that CD4" CD36" and CD8" CD36"
lymphocytes were CD41a”. Immunofluorescence microscopy
finally confirmed that CD36 expression on lymphocytes was
a result of bound platelets. In contrast to the whole surface
CD36 staining of monocytes, the CD36 staining of the
CD36" lymphocyte minority was in a small, protruding area
of the surface. The image was compatible with a platelet
bound to a lymphocyte. A comparable image was observed
staining with CD41a™. These observations confirmed that
the source of this marker is the presence of platelets bound
to lymphocytes (Fig. 1C). We observed that stoichiometry
between platelet and T cells was 1 to 1 in the majority of
cells (73%).

We next analyzed CD36 expression on CD4" and CD8"
cells from whole blood. We observed a comparable CD36 ex-
pression on CD4" and CD8™ cells from whole blood and Fi-
coll-isolated mononuclear cells (data not shown). This result
confirms that the binding between lymphocytes and platelets
was neither a separation artifact nor dependent on the propor-
tion of platelets per lymphocyte. CD36 expression on lympho-
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cytes was then a convenient marker to study lymphocytes with
bound platelets.

Phenotyping of CD3-naive and CD3-memory
lymphocytes with bound platelets

We first investigated whether the presence of bound platelets
on naive and memory lymphocytes is restricted to a character-
istic phenotype. The percentage of naive CD3™ lymphocytes
with bound platelets was not different from memory CD3™"
lymphocytes without platelets (naive CD3™: 61.1+3.33 of
Pltng vs. 55.4%6.05 of Pltpos; memory CD3™: 38.9%5.29 of
Pltng vs. 44.6%6.37 of Plt-pos). A significant higher percent-
age of CXCR3" and CCR4™" cells was observed in the naive
CD3" cells with platelets than in naive CD3™" cells without
platelets (CCR4: 2.33%0.53 of Plt-ng vs. 4.71£0.85 of Plt-pos,
P=0.02; CXCR3: 8.81%1.93 of Plt-ng vs. 13.98+3.47 of Plt-pos,
P=0.04). In contrast, a significantly higher percentage of CD25",
CCR5"*, CCR4", and HLA-DR™ cells was observed in memory
CD3™ cells with bound platelets than in memory CD3" without
platelets (CD25: 3.43%0.65 of Pleng vs. 7.47+1.61 of Plt-pos,
P=0.01; HLA-DR: 1.98+0.23 of Plt-ng vs. 4.83%+0.55 of Plt-pos,
P=0.01) and chemokine receptor CCR5 (32.4%3.05 of Pltng vs.
44.11%+4.69 of Plt-pos, P=0.005) and CCR4 (15.37+2.24 of Plt-ng
vs. 20.86%3.04 of Plt-pos, P=0.04; Table 1).

We next evaluated whether the presence of bound platelets
was associated to Thl (CCR5 and CXCR3) or Th2 (CCR4) mark-
ers. Significantly higher percentages of CCR5" were observed in
the CD4" cells with bound platelets than in CD4™" cells without
platelets, suggesting that platelets are predominantly bound to
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I 24% 1.55% | - Figure 1. CD36 expression on monocytes and lympho-

CD36 PE

cytes after Ficoll isolation. PBMCs from healthy donors
(n=10) were Ficoll gradient-isolated. Cells were then
stained with anti-CD3, -CD4, -CD8, -CD14, and -CD36
(Clones CB38 and TR9) and -CD41la. (A) Expression of
CD14-PEDy647, CD36-PE, and CD36-FITC was analyzed
on monocytes and lymphocytes, gated according to for-
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ward- and side-scatter parameters. (B) Expression of
CD41a-FITC and CD36-PE was analyzed on CD4" and
CD8" lymphocytes by flow cytometry, gated on CD3™

lymphocytes. (C) CD36 expression was analyzed on CD3" and CD14" cells and CD41a on CD3" cells using fluorescence
microscopy. A representative experiment is shown. Data are expressed as percentage * sEm of analyzed marker.
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TABLE 1. Phenotyping of CD3-naive and CD3-Memory Lymphocytes with Bound Platelets

CD3 naive” CD3 memory”
Pltng Plt-pos Plt-ng Plt-pos
Marker Mean * SEM Mean * SEM P value Mean *+ SEM Mean * SEM Pvalue
CD25 0.86 + 0.34 0.79 + 0.24 0.86 3.43 + 0.65 7.47 = 1.61 0.01
CCRbH 10.48 = 1.76 17.16 *+ 4.36 0.22 32.4 + 3.05 44.11 = 4.69 0.005
CCR6 4.06 = 1.14 4.92 +1.01 0.28 35.42 + 7.44 32.37 + 6.53 0.09
CXCR3 8.81 £ 1.93 13.98 + 3.47 0.04 35.32 + 6.76 34.97 + 6.96 0.86
CCR4 2.33 = 0.53 4.71 = 0.85 0.02 15.837 = 2.24 20.86 = 3.04 0.04
HLA-DR 1.11 = 0.55 2.63 = 1.06 0.08 1.98 = 0.23 4.83 £ 0.55 0.01

“Percentage of each marker in the CD3" naive cells, with or without platelets (n=5). “Percentage of each marker in the CD3" memory, with or

without platelets (n=5). P value was calculated with Mann-Whitney test.

cells expressing certain Th1l markers (CCR5: 11.99%1.01 of Pltng
vs.21.59*1.81 of Plt-pos, P=0.0004; CXCR3: 20.44*2.09 of Pltng
v8.25.76£2.74 of Pltpos, P=0.14).

We finally observed no differences in the percentage of na-
ive, effector, and central memory in CD4" T cells, with or
without platelets (data not shown).

Reduced TCR-induced proliferation of CD4" Plt-pos

lymphocytes

We compared the TCR-induced proliferation of CD4" Plt-pos
and CD4" Pleng cells. PBMCs from healthy donors were la-
beled with CFSE and stimulated with anti-CD3, -CD28, and
-CD2 T cell activation/expansion for 72 h and 7 days (Fig. 2).
After 72 h and 7 days of culture, we observed that fewer CD4"
Plt-pos than CD4" Pltng lymphocytes reached a higher num-

A

CD4+ Plt-ng

ber of proliferation cycles (72 h, Cycle 3: 8.18+3.24% of
CD4" Plt-pos vs.17.67+1.89% of CD4™ Pltng, P<0.05; 7 days,
Cycle 4: 7.87+2.9% of CD4" Plt-pos vs.28%£0.33% of CD4™"
Plt-ng, P<0.05; Fig. 2B and C). SI was also calculated in CD4*
Pltng and CD4" Ple-pos. CD4" with platelets had a lower SI
than CD4™" without platelets (72 h: 1.49+0.17 for CD4" Pltng
vs.0.5520.17 for CD4" Plt-pos, P<0.01; 7 days: 4.2220.37 for
CD4" Pltng vs.1.74%0.05 for CD4" Ple-pos, P<0.01; Supple-
mental Fig. 1). The binding of platelets to lymphocytes can
therefore reduce the proliferation capacity of the CD4" cells.

Binding of platelets modified the cytokine production
of CD3" lymphocytes

PBMGs from healthy donors were stimulated with an anti-CD3,
-CD28, and -CD2 T cell activation/expansion kit for 48 h. Five

B
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hours before cytokine production analysis, PMA/ionomycin
and a BD GolgiStop protein transport inhibitor were added to
the lymphocyte culture. We then compared the intracellular
cytokine production of CD3" Plt-pos and CD3" Pleng lympho-
cytes.

Although there were no differences in the percentage of
cells producing IL-17, IFN-y, IL-10, and TNF-¢, binding plate-
lets modified the amount of cytokine levels in lymphocytes
(iGMFI). CD3™" Pltng cells expressed higher levels of 1117
and IFN-y than CD3™" Ple-pos cells (iGMFI IL-17: 67.94+25.89
in CD3" Pltng vs.19.5%10.73 in CD3™" Plt-pos, P<0.05; iGMFI
IFN-y: 340+97.53 in CD3" Pleng vs.172%57.66 in CD3™" Plt-
pos, P<0.05). No differences were observed in IL-10 or
TNF-a levels between the two lymphocyte populations
(iGMFI IL-10: 1.36*0.49 on CD3" Plt-ng vs.8.54*+3.62 on
CD3™" Plt-pos; iGMFI TNF-a: 245+137.1 on CD3" Pltng
vs.153%35.34 on CD3" Plt-pos; Fig. 3). These results suggest
that the binding of platelets decreased the production of
Thl and Thl7 cytokines.

CD4" Plt-pos and cytokine plasma levels from healthy
donors and RA patients

Activation molecule P-selectin has a significantly higher expres-
sion on platelets from active RA patients than from remission
RA patients or healthy donors [23]. P-Selectin can bind to its
ligand PSGL-1 expressed on leukocytes [24, 25]. We observed
that platelets, bound to lymphocytes in RA patients, present
higher levels of Pselectin than healthy donors (37.11+6.18% for

RA patients vs.13.35+1.76% for healthy donors P<0.05; data not
shown). We then compared the percentage of T lymphocytes
with bound platelets in the peripheral blood of RA patients

and healthy donors. The percentage of CD8" Plt-pos was simi-
lar in healthy donors and RA patients (data not shown). How-
ever, the percentage of CD4" Plt-pos in RA patients was signif-
icantly higher than in healthy donors (7.81+0.84 and
4.46%0.51, respectively, P<0.01). According to the CD4" Plt-
pos percentage, we distinguished two groups of RA patients.
One group (Group H) presented a higher CD4" Plt-pos per-
centage (10.61=0.68) than healthy donors. The other group
(Group L) presented CD4" Plt-pos levels (3.79%0.44) com-
pared with healthy donors (4.460.51; Fig. 4A and B). Clinical
and laboratory parameters were compared between these two
groups of RA patients (Supplemental Table 1). Cardiovascular

. 0.09

100 15 — 500
. 80 . 5 400
) 5 10 £ 300
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20 100
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risk index was significantly different between these groups.
Plasma IL-17 and IFN-y levels in Group L of RA patients pre-
sented higher plasma levels of IL-17 (189.7£70.83 pg/ml) and
IFN-y (147.3%36.7 pg/ml) than healthy donors and Group H
RA patients (IL-17: 38.28+18.24 pg/ml for healthy donors and
51.13+11.26 pg/ml for Group H RA patients, P<<0.05; IFN-y:
43.25+20.33 pg/ml for healthy donors and 67.76+15.55
pg/ml for Group H RA patients, P<0.05). These results sug-
gest that increased levels of CD4" lymphocytes with bound
platelets have a regulatory effect in the excessive Thl and
Th17 cytokine levels of RA patients. We did not observe a sig-
nificant correlation between the proportion of CD4" Plt-pos
with serum levels of cytokines in healthy donors. However, a
negative correlation was observed between CD4" Plt-pos and
IFN-y in RA patients (r=—0.47, P<0.05).

Percentage of CD4" Plt-pos lymphocytes in RA
patients segregated according to clinical parameters
We analyzed the association among CD4" Plt-pos and antibody
levels and clinical parameters in RA patients (anti-CCP, RF,
CRP, ESR, DAS28, and score cardiovascular risk index). Nega-
tive or moderate-to-low anti-CCP titer (<340) RA patients
showed a higher percentage of CD4" Plt-pos than high anti-
CCP titer RA patients (10.01£0.93 for titers <20; 9.98+1.72
for 20-340 titers; and 5.64+0.64 for titers >340, P<0.05; Fig. 5A).
With the use of a rank-based correlation, anti-CCP correlated
inversely with CD4" Plt-pos (r=—0.443, P=0.05). RA patients
with lower RF levels (<26) showed a higher percentage of
CD4" Plt-pos than RA patients with RF levels >160
(10.08*1.42 and 5.49*+1.11, respectively, P<0.05; Fig. 5B). RA
patients with lower CRP levels (=10 mg/1) showed a higher
percentage of CD4" Plt-pos than RA patients with CRP >10
mg/1 (9.74%1.5 and 4.19%0.54, respectively, P<0.05; Fig. 5C).
No differences in CD4" Ple-pos percentages were observed
when patients were segregated according to ESR levels and
DAS28 (Fig. 5D and E). RA patients with a lower cardiovascu-
lar risk index (=3) presented a higher percentage of CD4™
Plt-pos lymphocytes than patients with higher cardiovascular
risk index (>5; 9.01£1.16 and 3.84%0.58, respectively,
P<0.05). CD4" Plt-pos in RA patients, segregated according to
medication, was not significantly different (data not shown).

D Figure 3. Influence of bind-
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500 phocytes on cytokine
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e}
g healthy donors were cul-
= 300 tured with anti-CD3 plus
; 2004 CD2 and CD28 or medium.
(U] After 48 h, cells were cul-
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0- ml) /ionomycin (1 wg/ml)

Plt-ng Plt-pos in the presence of BD

GolgiStop protein transport
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gating on CD3™ Plt-ng and CD3" Plt-pos lymphocytes (n=5). Data are expressed as iGMFI * sem. Mann-Whitney test was used for statistical analy-

sis. *P < 0.05.
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DISCUSSION

Our results demonstrated that the CD36 expression on lym-
phocytes was derived from bound platelets. Platelet binding

reduced the capability of lymphocytes to proliferate and to
produce Th1/Th17 cytokines. Less IL-17, IFN-y, and cardio-
vascular risk was observed in a group of RA patients with a
higher percentage of CD4" cells with bound platelets.
Vallejo et al. [2] demonstrated that T lymphocytes do not
express CD36. However, other reports described a subpopu-
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lation of B, T, and NK lymphocytes expressing CD36 [3, 4].
Some authors have already suggested the presence of plate-
let-leukocyte complexes [26, 27]. Accordingly, we observed
that these platelets were the source of the unexpected CD36
expression on this subpopulation of lymphocytes. We were
able to finally confirm this result by microscopy. The pres-
ence of CD36 on lymphocytes was not a result of trogocyto-
sis of membrane chunks of APCs, as platelet-bound lympho-
cytes also expressed CD41a, a specific marker of platelets,

C C-reactive protein D ESR

20 * 20
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8 15 o . 2 15 . .
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+ 10 —o— + 10 0,0
3 e 3. N
(] 5 ° [ (& 5 eeo
X . ° g 2 o® 0

o— ol—

<4 4-10 >10 <6 6-25 >25

Figure 5. CD4" Plt-pos percentage according to levels of CCP, RF,
CRP, ESR, DAS28, and cardiovascular risk in RA patients. We ana-
lyzed the percentage of CD4" Plt-pos in those RA patients segregated
according to (A) anti-CCP, (B) RF, (C) CRP, (D) ESR, (E) DAS28,
and (F) cardiovascular risk index. Data are expressed as mean of per-
centage * SEM. +Test was used for statistical analysis. *P < 0.05.
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absent on APCs. Most of the CD36" lymphocytes had one
bound platelet (73%). Undergoing analysis of bound-plate-
let characteristics will provide some explanation to this stoi-
chiometry.

Staining lymphocytes with anti-CD36 antibodies proved to
be a good tool to analyze the functional consequences of
platelet binding. Significant phenotype differences were ob-
served between CD3™" Plt-pos and CD3" Plt-ng in naive and
memorty T cells. CD3" Plt-pos memory cells present a
higher expression of DR", CD25", CCR5", and CCR4 ",
whereas CD3" Plt-pos naive present a higher expression of
CXCR3" and CCR4". We are currently analyzing a predom-
inant subpopulation of CCR5" CD4" T lymphocytes among
those with bound platelets.

Multiple ligands could be involved in this platelet-lympho-
cyte binding. P-selectin (CD62P), on activated platelets, can
bind to its ligand PSGL-1 (CD162), expressed on most leu-
kocytes [25]. GPIb-CD11b [28] and GPIIb/IIla-CD11/CD18
[29] could also be involved in platelet-leukocyte binding. It
has been shown that platelet-lymphocyte binding, initiated
by platelet activation, can be abolished by P-selectin block-
ade and reduced by inhibition of GPIIb/Illa, CD11b, or
CD40 ligand [22]. We have found that <15% of platelets
bound to lymphocytes are P-selectin-positive, and this seems
contradictory. However, we cannot rule out that bound
platelets were activated when bound to lymphocytes, and
then, CD62P was released for the surface of platelets as a
result of shedding of this molecule [30].

Only 3% of circulating lymphocytes carried bound plate-
lets. This low percentage could be a result of the binding of
few free-activated platelets on circulation [27]. Accordingly,
in vitro activation of platelets increases the lymphocyte-
platelet binding (12% for Th lymphocytes and 15% by cyto-
toxic T lymphocytes) [22]. Activation of T lymphocytes also
increases the binding of platelets [22], probably as activa-
tion up-regulates PSGL-1 expression. This up-regulation
could explain the superior capacity of platelet binding by
activated lymphocytes [24]. Accordingly, we could speculate
that a higher percentage of CCR5" CD4" lymphocytes has
bound platelets, as they express more PSGL-1. Previous re-
ports with juvenile idiopathic arthritis patients showed that
CCR5" CD4" lymphocytes from synovial fluid have higher
PSGL-1 expression than CCR4" and CXCR3* CD4™ lym-
phocytes [31].

After activation, lymphocytes with bound platelets have a
reduced proliferation and IFN-y and IL-17 production. Pre-
vious reports showed that coculture with activated platelets
reduces the activation-induced proliferation of lymphocytes
[32, 33] and IL-2 and IL-6 release [33]. However, other au-
thors have shown that coculturing activated platelets with
lymphocytes increases the release of IFN-y, TNF-o, and
IL-10 [32]. These reports suggest that soluble molecules re-
leased by platelets could be activating or inhibiting factors
[34]. One of these molecules, PF4, was able to modulate
Tregs and non-Tregs but in opposite manners. PF4 inhibits
non-Treg proliferation and also reduced the ability of Treg
to inhibit non-Treg proliferation [35]. In our system, we
cannot exclude the presence of inhibitory soluble factors
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released by activated platelets. However, the inhibitory ef-
fects were more evident in lymphocytes with bound plate-
lets. Furthermore, our experiments were performed with
isolated PBMCs after eliminating most free platelets
through the Ficoll gradient.

Our results suggest that platelet binding to lymphocytes
could be relevant in the pathology of inflammatory diseases.
We distinguished two groups of RA patients, according to
the percentage of CD4" Plt-pos. One group with CD4" Plt-
pos was comparable with healthy donors, and the other
group had a higher CD4" Plt-pos percentage. This was not
surprising, as platelets in active RA patients show higher ex-
pression of P-selectin than those in remission or healthy
controls [23], observing in our experiment that platelets
bound to lymphocyte in RA patients present a higher per-
centage of activated platelet than healthy donors. The
plasma levels of IL-17 and IFN-y were significantly higher in
patients with a normal CD4" Plt percentage. This result was
not observed in patients with a higher CD4" Plt-pos per-
centage, concordant with the lower production of IL-17 and
IFN-vy by lymphocytes with bound platelets. It has been de-
scribed that RA pathology is caused partially by an in-
creased Th1/Th17 response, with high levels of inflamma-
tory cytokines on serum [36, 37]. We suggest that binding
of platelets could then be a regulatory mechanism to cor-
rect the altered production of inflammatory cytokines in RA
patients.

RA patients with the highest levels of CRP, RF, and anti-
CCP are those with the lowest CD4" Plt-pos levels. Binding
of platelets to CD4" lymphocytes might therefore be associ-
ated with a less-severe phenotype of RA disease. These re-
sults are intriguing, as platelets have been shown to partici-
pate in the pathogenesis of RA and atherogenesis, a compli-
cation of RA [38]. Free-activated platelets shed vesicles
called microparticles; during inflammatory arthritis, these
microparticles are abundant in synovial fluid and can exac-
erbate inflammation via IL-1. This cytokine can promote
release of inflammatory cytokines, such as IL-6 and IL-8
[39]. Moreover, platelets also produce PGs. PGI, is in-
creased in synovial fluid from the joints of RA patients and
contributes to arthritis in animal models [40].

Patients with the highest cardiovascular risk also had the
lowest levels of CD4™" Plt-pos. However, it has been described
that platelets are associated with cardiovascular risk. CD62P
levels on platelets increase in cardiovascular ischemia associ-
ated with atherosclerotic complications [41, 42]. This apparent
contradiction could be explained by a different function be-
tween free- and bound-activated platelets. We should also con-
sider other factors apparently unrelated to platelets, such as
anti-CCP and IL-17, which contribute to the development of
endothelial dysfunction and cardiovascular disease [10, 43]. In
these cases, our patients with the highest levels of CD4" Plt-
pos could have had a lower cardiovascular risk, as they had a
lower production of IL-17 and anti-CCP.

Further experiments are needed to decipher the mecha-
nisms of platelet binding and determine how and when these
platelets can regulate lymphocyte functions. Similarly, we need
to study the influence of platelets on other subpopulations.
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Ongoing experiments will describe whether this mechanism is
RA-specific or whether it could be extended to other inflam-
matory pathologies. The platelet-lymphocyte interaction could
open new, therapeutic approaches to regulate the chronic in-
flammation.
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Supplemental Table 1

Anti-CCP+
RF+
CRP (mg/L)
ESR (mm/h)

DAS28
Cardiovascular risk
index

RA patients
Group H Group L p value test
64% 100% 0.1 Fisher exact
7% 86% 0.32 Fisher exact
414+£091 11.74+5.21 0.09 t-test
255+485 29.5+7.96 0.53 t-test
29+0.29 2.68 + 0.41 0.65 Mann-Whitney
279+047 6.37+1.61 0.03 Mann-Whitney
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5.1. ARTICLE I.

5.1.1. Sintesi de resultats

Els TLRs son receptors de membrana crucials pel reconeixement de patogens. Un cop
activats, aquests receptors dirigeixen la resposta immunitaria a través de diferents
mecanismes per fer front a agents infecciosos, tals com induir activitats
antimicrobianes, regular la fagocitosi i la diferenciacié de monocits a macrofags i
cel-lules dendritiques, induir 1’activaci6 de NF-kB que augmentara la secrecidé de
citoquines pro- i antiinflamatories, induir 1’expressi6 de molécules co-activadores i
augmentar 1’expressi6 de MHC-II i alguns receptors scavenger com el CD163.

Els receptors scavenger juguen un paper important en el sistema immunitari, tant per fer
front a agents infecciosos com per intervenir en processos finals de reparacié de danys.
Un receptor scavenger que intervé en aquests processos €s el CD36, expressat en
monocits, macrofags, endoteli, adipocits 1 plaquetes entre d’altres i que presenta un
ampli ventall de lligands. Aquest receptor intervé en la fagocitosi i produccio de
citoquines en resposta a acids lipoteicoics de la superficie dels bacteris gram positius i
actua com a coreceptor de TLR2/TLR6 per reconeixer lipoproteines diacetilades. El
CD36 no només intervé en els moments inicials d’una infeccio, sind que tamb¢ intervé
en processos finals de la inflamacié per tal de recuperar I’homeostasi dels teixits,
reconeixent cel-lules apoptotiques, fagocitant-les i induint 1’expressi6 de IL-10 que
ajudaran a la recuperaci6 dels teixits danyats.

Donat que els TLRs i el CD36 juguen un paper important en el sistema immune innat
durant processos inflamatoris i no es coneix com el CD36 pot ser regulat després d’una

activacio per lligands de TLRs, ens vam proposar estudiar in vitro com els lligands de

89



5. SINTESI DE RESULTATS I DISCUSSIO

TLR2 i TLR4 regulen I’expressio de CD36 en les diferents subpoblacions de monocits
humans. A més, ens vam proposar estudiar si la regulacié era induida per les citoquines
generades després d’una activacié via TLR, quin era el desti del CD36 i les
conseqiiencies funcionals de la regulacié de CD36 en els monocits induida per lligands

de TLR2 i TLR4.

L’analisi de I’expressio de CD36 es va dur a terme mitjangant citometria de flux en les
subpoblacions de monocits CD14%"CD16"", CD14'CD16™" i CD14'CD16" després de
cultivar cel-lules mononuclears (CMNs) de 15 donants sans amb medi de cultiu i
lligands de TLR2/TLR1 (Pam3CSks), TLR2/TLR6 (FSL1) i TLR4 (LPS) durant 24h i
48h. Es va observar que la poblaci6 CD14%"CD16™" presentava una menor expressio
de CD36 que les altres dues subpoblacions en els cultius en medi. Després dels cultius
amb lligands de TLR2 i TLR4, es va observar una regulacio a la baixa del CD36 a les
24h 1 48h de cultiu en les tres subpoblacions, presentant la minima expressio de CD36 a
les 48h en els cultius amb LPS. Es van observar els mateixos resultats en monocits
purificats, suggerint aixi que la regulacio a la baixa no depenia de la presencia d’altres

leucocits.

El fet que estigués descrit que el CD36 pot ser regulat per diferents citoquines, ens va
fer pensar que aquesta regulacio a la baixa podria ser una conseqiiéncia indirecta de les
citoquines generades pels lligands de TLRs. Mitjangant un ELISA, vam observar que
les citoquines inflamatories (TNFa i IL-6) 1 antiinflamatories (IL-10) eren induides per
lligands de TLR2 i TLR4. Aixi, es va cultivar CMNs de 5 donants sans amb TNFa., IL-

6 1 IL-10. Després de 24h, cap citoquina era capac¢ de regular CD36 en les diferents

90



5. SINTESI DE RESULTATS I DISCUSSIO

subpoblacions de monocits, mentre que a les 48h el TNFa va regular a la baixa el CD36

en les tres subpoblacions de mondcits analitzades.

Com que el TNFa era capag de regular 1’expressié del CD36 en les subpoblacions de
mondcits, es va bloquejar el TNFa. en els cultius de TLR2 i TLR4 per determinar si era
I’tinica citoquina capag de regular el CD36. La neutralitzacié del TNFa en els cultius de
TLR2 va recuperar I’expressio del CD36 parcialment en les subpoblacions de monocits
CD14'CD16" i CD14'CD16"", pero no en la subpoblacié CD14%"CD16". Per altra
banda, la neutralitzaci6 del TNFa en cultius de LPS (TLR4) no va permetre recuperar
I’expressio del CD36 en cap subpoblacié de monocits. Per comprovar si la sintesi de
proteines estava involucrada amb la regulacio a la baixa del CD36, es va cultivar les
CMNs amb lligands de TLR2 i TLR4 en preséncia de cicloheximida (inhibidor de la
sintesi de proteines), observant una recuperacio parcial de I’expressio de CD36 en els
monocits. Aquests resultats suggerien que el TNFa no era I’tnic factor involucrat en la
regulacio a la baixa del CD36 pels lligands de TLR en les diferents subpoblacions, i que

la sintesi de proteina de novo estava involucrat en la regulacio del CD36.

Per determinar la localitzacio del CD36 després de la regulaci6 a la baixa, es va marcar
les CMNs previament amb CD36. Després del cultiu amb LPS, es va observar per
citometria de flux que tots els mondcits eren positius per CD36, suggerint que no es
veia a la superficie, perd es trobava a I’espai intracel-lular. Aixo es va confirmar per

microscopia de confocal, observant aixi que el CD36 s’havia internalitzat.

Es coneixia que el CD36 intervé en la fagocitosi de cél-lules apoptotiques. Aixi, vam

voler comprovar si la regulacio a la baixa del CD36 en la superficie dels monocits
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produia conseqiiencies funcionals en la fagocitosi de cel-lules apoptotiques. Per aixo, les
CMNs cultivades 48h amb medi o amb lligands de TLR2 i TLR4 es van posar en co-
cultiu amb neutrofils autolegs apoptotics préviament marcats amb CD66b-PE. Després
de 4h de co-cultiu, es va observar per citometria de flux que els mondcits cultivats amb
LPS presentaven menor capacitat fagocitica de neutrofils (CD14+CD66b+) comparat
amb els cultivats amb medi, observant-ne una correlacié dels nivells de CD36 en la

superficie dels monocits amb el percentatge de CD 14+ CD66b+.

5.1.2. Discussio i rellevancia

Els nostres resultats demostren que senyals inflamatories per lligands de TLR2 i TLR4
poden regular a la baixa el CD36 en la superficie dels monocits, internalitzant-se cap a
I’interior de la cél-lula. Aquesta regulacid és parcialment causada pel TNFo induit
després dels cultius amb TLR2 1 TLR4 1 pot ser revertida amb el seu bloqueig. La
disminucié de I’expressiéo del CD36 en la superficie dels monocits repercuteix en la
capacitat de fagocitar neutrofils apoptotics, un procés biologic important pel

manteniment de I’homeostasi dels teixits 1 per la resolucio de la inflamacio

El fet que una disminucié del CD36 pels lligands de TLR2 1 TLR4 repercuteixi en la
fagocitosi de cel-lules apoptotiques pels monocits, posa de manifest que 1’estudi
d’aquest receptor scavenger en patologies inflamatories croniques ¢és de gran
importancia per poder entendre la fisiopatologia de les malalties i poder desenvolupar
terapies antiinflamatories. Amb aquestes terapies es podria modular I’expressio del
CD36 i1 aconseguir un efecte beneficidos en els processos finals de la inflamacid,

intentant reduir la cronicitat de les patologies inflamatories.
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5.2. ARTICLE II.

5.2.1. Sintesi de resultats

Recentment vam trobar una subpoblacido de limfocits T que expressa CD36. La
presencia d’aquest receptor en cel-lules del sistema immune adaptatiu és intrigant, doncs
el CD36 s’expressa majoritariament en c¢l-lules del sistema immune innat. Existeix una
controversia sobre I’expressio de CD36 en els limfocits, ja que recentment alguns autors
mostren que limfocits B 1 Tyd expressen CD36, mentre que d’altres no detecten
I’expressid d’aquest receptor en limfocits. A més, en alguns treballs es descriu que
I’expressio del CD36 augmenta en els limfocits T després d’una estimulacid
mitogenica. Llavors, vam pensar que els limfocits CD36+ podrien tenir una funcio
caracteristica. En D’actualitat, la descripci6é 1 1’analisi de subpoblacions proporciona
marcadors ttils per predir el desenvolupament o I’activitat de la malaltia. Per exemple,
els limfocits Th17 estan involucrats en la patogénesi de I’AR, a través de la produccio
de IL-17. Aquesta subpoblacié pot ser identificada com a CD161+, on els nivells de
cel-lules CD4+CD161+ estan associats amb 1’activitat de I’AR. Altres subpoblacions
que intervenen en la patologia AR son les Thl 1 Treg, on també el seu increment ha
estat associat amb 1’activitat de la patologia d’AR. Per tal de clarificar la controvérsia
sobre I’expressio 1 funcid del CD36 en els limfocits, vam analitzar si I’expressio
d’aquest receptor era extrinseca o intrinseca als limfocits. A més, ens vam proposar
analitzar la capacitat funcional d’aquesta subpoblacié de limfocits T i analitzar el seu

paper en malalties autoimmunes com 1I’AR.
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Inesperadament, un 6.23 % dels limfocits provinents de separacid per Ficoll
expressaven CD36 per citometria de flux. Per excloure que aquesta expressié podia ser
deguda a una tinci6 inespecifica de 1’anticos monoclonal utilitzat, es va repetir amb un
altre clon d’anticos anti-CD36, observant els mateixos resultats. El fet que les plaquetes
expressin CD36 i que aquestes puguin unir-se als limfocits, ens va fer pensar que
I’expressio de CD36 als limfocits podria ser derivada de plaquetes unides. Aixo es va
confirmar quan vam observar que els limfocits T CD36+ presentaven també el
marcador CD41a a la superficie (marcador especific de plaqueta). També ho vam
confirmar per microscopia de fluoresceéncia, on a diferéncia dels monocits que
presentaven una expressio homogenia de CD36 per la superficie cel-lular, els limfocits
T CD36+ presentaven CD36 en una area concreta i protuberant de la superficie. La
imatge era compatible amb la preséncia de plaquetes unides a un limfocit. A més, és va
observar la mateixa imatge utilitzant I’anticos anti-CD41a, confirmant que es tractava
de plaquetes. Per descartar que ’aillament per Ficoll de les CMNs produis un artefacte
entre la unié de plaquetes i1 limfocits T, es va comparar el percentatge de limfocits T
units a plaquetes en sang total i en limfocits T separats per Ficoll. Vam observar el
mateix resultat, descartant aixi un possible artefacte. A més, amb aquest resultat també
es va observar que el nombre de plaquetes unides a limfocits T no depenia del nombre

de plaquetes per limfocit.

Utilitzant el CD36 com a marcador per estudiar la subpoblacié de limfocits T amb
plaquetes unides, es va analitzar el fenotip dels limfocits T CD3-naive i CD3-memoria
amb plaquetes unides per citometria de flux. No es va observar diferéncies entre el
nombre de limfocits T CD3 naive o de memoria amb plaquetes unides. En canvi, es va

observar un augment significatiu de 1’expressi6 de CXCR3 i CCR4 en els limfocits T
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CD3-naive amb plaquetes unides comparats amb els limfocits T CD3-naive sense
plaquetes. Els limfocits T CD3-memoria amb plaquetes unides presentaven una major
expressio de CD25, CCRS, CCR4 i HLA-DR comparades amb els que no presentaven
plaquetes unides. També es va analitzar si la preséncia de plaquetes unides estava
associada amb marcadors de Thl (CCRS5 i CXCR3) o Th2 (CCR4) en els limfocits T
CD4+. Es va observar que hi havia un augment de limfocits T CCR5+ entre els que
presentaven plaquetes unides, suggerint aixi que les plaquetes s’unien prioritariament a

limfocits T CD4+ Thl.

Vam investigar si la uni6 de plaquetes als limfocits T CD4+ modificava la proliferacio
induida per TCR. Per aix0, es van tenyir els CMNs amb CFSE i es van estimular amb
anti-CD3, CD28 i CD2 durant 72h i 7 dies. Per citometria de flux es va veure que els
limfocits T CD4+ amb plaquetes unides presentaven menor nombre de cicles de
proliferaci6 i index d’estimulacié que els limfocits T CD4+ sense plaquetes, suggerint

aixi que la unio6 de plaquetes disminuia la capacitat proliferativa dels limfocits.

Fet aixo, vam voler analitzar per citometria de flux si la uni6 de plaquetes modificava la
produccio de citoquines intracel-lulars dels limfocits T CD3+ després d’una estimulacid
amb anti-CD3, CD28 i CD2 durant 48h. Tot i que no es va observar una diferéncia entre
percentatge de cél-lules productores de IL-17, IFN-y, IL-10 i TNFa entre els limfocits T
CD3+ amb o sense plaquetes unides, la unié de plaquetes modificava la quantitat de
citoquines produides. Els limfocits T CD3+ amb plaquetes unides presentaven menor
quantitat de IL-17 1 IFN-y que els limfocits T CD3+ sense plaquetes. No es va observar

diferéncia en la quantitat de IL-10 i TNFa entre les dues poblacions de limfocits T
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CD3+. Tots aquests resultats suggerien que la uni6 de plaquetes als limfocits disminuia
la produccié de citoquines Thl i Th17.

Donat que la P-selectina de les plaquetes activades s’uneix a PSGL-1 expressat en els
leucocits, 1 que els pacients d’AR presenten un augment d’expressié de P-selectina en
les plaquetes, vam comparar el percentatge de limfocits T amb plaquetes unides entre
pacients d’AR i donants sans. El percentatge de limfocits T CD8+ amb plaquetes unides
entre pacients d’AR i donants sans era similar. En canvi, el percentatge de limfocits T
CD4+ amb plaquetes unides era superior en els pacients d’AR comparat amb els
donants sans. Segons el percentatge de CD4+ amb plaquetes unides, es distingien dos
grups de pacients d’AR: un grup amb elevat percentatge de limfocits T CD4+ amb
plaquetes unides (Grup H) comparat amb donants sans, i un altre grup (grup L) amb
nivells comparables a donants sans. Quan es va analitzar les diferéncies entre aquests
dos grups de pacients d’AR, es va observar que el grup L presentava major risc
cardiovascular i major nivells de IL-17 1 IFN- y en el plasma comparat amb els donants
sans 1 el grup H d’AR. Aixi, aquests resultats suggerien que I’augment dels nivells
d’uni6 de plaquetes a limfocits T CD4+ tenia un efecte regulador en els nivells de
citoquines Th1l i Th17 de pacients d’AR. A més a més, es va observar una correlacio
negativa entre el percentatge de cél-lules T CD4+ amb plaquetes unides i els nivells

IFN-y en plasma en els pacients d’AR.

Després d’aix0, vam analitzar I’associacio entre els nivells de limfocits T CD4+ amb
plaquetes unides i els nivells d’anticosos i parametres clinics (anticossos anti-CCP i1 FR,
PCR, VSG, DAS2S8 i index de risc cardiovascular). Els pacients amb titols negatius o
baixos d’anticossos anti-CCP presentaven percentatges superiors de limfocits T CD4+

amb plaquetes unides que els que presentaven nivells alts d’anticossos anti-CCP,
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observant-ne una correlacié inversa entre els nivells d’anticossos anti-CCP 1 el
percentatge de limfocits T CD4+ amb plaquetes unides. Els pacients amb menors titols
de FR, i valors de PCR més baixes, també presentaven percentatges superiors de
limfocits T CD4+ amb plaquetes unides. No es va observar diferéncia en els
percentatges de limfocits T CD4+ amb plaquetes unides quan els pacients va ser
segregats d’acord amb els nivells de VSG 1 DAS28. En canvi, si es va observar que els
pacients amb menor risc cardiovascular presentaven major percentatge de limfocits T

CD4+ amb plaquetes unides que els de major risc cardiovascular.

5.2.2. Discussio i rellevancia

Els nostres resultats demostren per citometria de flux i microscopia de fluoresceéncia que
I’expressio del CD36 en els limfocits és derivada de les plaquetes unides a limfocits,
resolent aixi la controversia que hi havia a la literatura. Utilitzant el CD36 com a
marcador per seleccionar els limfocits amb plaquetes unides, vam observar que la unié
de la plaqueta redueix la capacitat de proliferacio dels limfocits units i disminueix la
produccid de citoquines Thl i Th17. A més, la unié de plaquetes als limfocits T CD4+
sembla tenir un paper important en la patologia d’AR, doncs aquells pacients que tenien
major percentatge de CD4+ amb plaquetes unides presentaven menors nivells de I1L-17,
IFN-y, anti-CCP, FR, PCR i index de risc cardiovascular, donant lloc a un fenotip

patologic menys sever.

Aquest treball obre les portes a noves investigacions en tractaments que modulin la unié

entre plaquetes i1 limfocits. A més, definir com les plaquetes poden regular el sistema

immunologic mitjan¢ant la unié als leucocits 1 influir en la seva funcid durant la
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inflamacio pot servir per investigar nous tractaments per les malalties inflamatories on
participin multiples cél-lules del sistema immune. No podem oblidar que també podra

ajudar-nos com a eina complementaria per predir la severitat de la malaltia.
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6. CONCLUSIONS

1.

Senyals via TLR2/1, TLR2/6 i TLR4 disminueixen I’expressi6 del CD36 en la
superficie de les diferents subpoblacions de monocits periférics. La minima

expressio de CD36 s’observa després de cultivar-los 48h amb LPS.

El TNFa induit durant la resposta a lligands de TLR2 és el principal factor que

contribueix a la disminucié de I’expressié de CD36.

Tot 1 que s’indueix més TNFa durant la resposta a lligands de TLR4 que a TLR2,
aquest factor no ¢és I’mic que contribueix a la disminucié de CD36 per LPS. A
banda de la senyalitzaci6 directa del TLR4 per LPS i en menor grau pel TNFa

induit, altres factors podrien intervenir en la disminucié de CD36.

La pérdua de I’expressié de CD36 ¢és deguda a la internalitzaci6é de la molécula cap

a dins dels monocits després de I’activacio per LPS.

En els monocits, la disminuci6 de I’expressié de CD36 per senyals TLR afecta
processos claus implicats en la resolucié de la inflamaci6. La disminucié de CD36
induida per I’estimulaci6 via TLR en els monocits redueix la fagocitosi de neutrofils
apoptotics, dificultant la resolucid6 de la inflamaci6. La minima fagocitosi de
neutrofils apoptotics coincideix amb la minima expressi6 de CD36 després de

I’activacié amb LPS.
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6. CONCLUSIONS

L’expressio de CD36 en els limfocits T és extrinseca. Son les plaquetes unides a
certes poblacions de limfocits T, les responsables de la deteccio de CD36 en

aquestes cel-lules.

Es pot utilitzar el CD36 present a la superficie de les plaquetes unides a certs

limfocits T per seleccionar aquesta subpoblaci6 i estudiar la seva funcio.

Els limfocits T que porten plaquetes unides tenen menor capacitat proliferativa i
menor produccid de citoquines implicades en els processos inflamatoris: Th1 (IFNy)

i Th17 (IL-17).

En D’artritis reumatoide, la preseéncia de plaquetes unides als limfocits T CD4+ ens
permet classificar els pacients en dos grups. El grup de pacients amb major
percentatge de limfocits T CD4+ amb plaquetes unides correspon als que presenten
un fenotip clinic menys sever: menors nivells d’autoanticossos anti-CCP, menors

nivells de FR 1 PCR, menor index de risc cardiovascular i IL-17 1 IFNy en plasma.

La unio de plaquetes als limfocits T CD4+ ¢és un mecanisme regulador de la resposta

immune que probablement participa en la patologia de 1’artritis reumatoide.
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