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RESUMEN

Antecedentes: La Inmunodeficiencia Variable Comun (IVC) consiste en un conjunto
heterogéneo de trastornos caracterizados por un déficit primario de anticuerpos séricos de
tipo IgG junto con IgM y/o IgA y pobre respuesta a la vacunacion. Los pacientes presentan
infecciones bacterianas recurrentes y en algunos casos, procesos autoinmunes,
linfoproliferativos y/o gastrointestinales, entre otros. Entre las alteraciones descritas, el
hallazgo mas consistente es un defecto a nivel de diferenciacion de los linfocitos B a células
de memoria o plasmaticas productoras de anticuerpos. La via de sefalizacion
(PIBK)/AKT/mMTOR/S6 es esencial para el crecimiento, proliferacion, diferenciacion y
supervivencia de diferentes poblaciones del sistema inmunitario, por lo que alteraciones en la
misma podrian comprometer la supervivencia y diferenciacion de los linfocitos B de pacientes
con IVC.

Métodos: Se ha llevado a cabo la estandarizacion de un ensayo por citometria de flujo para
evaluar la via de sefializacion mTOR mediante la deteccion de los niveles de fosforilacion de
la proteina S6. Una vez estandarizado, a partir de muestras de sangre periférica, se han
estudiado los niveles, basales y tras estimulacion, de fosforilacion de la proteina S6 en
linfocitos B virgenes y de memoria de controles sanos y pacientes con IVC.

Resultados: Describimos, en linfocitos B virgenes de controles sanos, un incremento de los
niveles de fosforilacion de S6 tras estimulacién con anti-BCR. Los pacientes con IVC
estudiados parecen presentar una alteracion de los niveles de fosforilacion de S6 tras
estimulacion con anti-BCR e IL-21. Hay que considerar que se trata de un estudio preliminar
con un tamafio de muestra limitado.

Conclusiones: Se ha logrado la estandarizacion de un ensayo por citometria de flujo para el
estudio de la fosforilacion de la proteina S6 en respuesta a diferentes estimulos. Este ensayo
tiene gran aplicabilidad en el campo de las inmunodeficiencias primarias.

Palabras clave: Inmunodeficiencia Variable Comun, linfocito B, linfocito B virgen, linfocito B
de memoria, citometria de flujo, mTOR, pS6, estandarizacion.



SUMMARY

Background: Common Variable Immunodeficiency (CVID) is a heterogeneous disorder
characterized by reduced IgG serum levels with decreased IgM and/or IgA and poor response
to vaccination. Patients suffer from recurrent respiratory infections, accompanied by
autoimmunity, lymphoproliferative and/or gastrointestinal processes. The most consistent
finding is a defect at the level of B lymphocyte differentiation to memory or plasma cells. The
(PIBK)/AKT/mTOR/S6 signaling pathway is essential for the growth, proliferation,
differentiation and survival of different immune system populations; therefore, alterations in
this pathway could compromise the survival and differentiation of B lymphocytes in patients
with CVID.

Methods: We have standardized a flow cytometry assay to evaluate the mTOR signaling
pathway by detecting the phosphorylation levels of the S6 protein. Once standardized, the
basal and post-stimulation levels of S6 protein phosphorylation in naive and memory B
lymphocytes from healthy controls and CVID patients were studied from peripheral blood
samples.

Results: We describe, in naive B cells from healthy controls, an increase in S6 phosphorylation
levels after stimulation with anti-BCR. The CVID patients studied seem to show an alteration
of S6 phosphorylation levels after stimulation with anti-BCR and IL-21. It should be considered
that this is a preliminary study with a limited sample size.

Conclusions: Standardization of a flow cytometry assay for the study of S6 protein
phosphorylation in response to different stimuli has been achieved. This assay has great
applicability in the field of primary immunodeficiencies.

Key words: Common Variable Immunodeficiency, B lymphocyte, naive B lymphocyte,
memory B lymphocyte, flow cytometry, mTOR, pS6, standardization.
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1. ABREVIACIONES

Ag
BCR
CEIC
ESID
FSC
HUSE
IdISBa
Ig
IL-21
IvC
KLH
LRBA
mTOR
PBMC
pS6
rpm
Ser
SSC
Th

Antigeno

Del inglés, B cell receptor

Comité de Etica en Investigacion Clinica

Sociedad Europea de Inmunodeficiencias

Del inglés, forward scatter

Hospital Universitario son Espases

Instituto de Investigacion Sanitaria de las Islas Baleares
Inmunoglobulina

Interleucina 21

Inmunodeficiencia Variable Comudn

Del inglés, keyhole limpet hemocyanin

Del inglés, lipopolysaccharide responsive beige-like anchor protein
Del inglés, mammalian Target of Rapamycin

Células mononucleares de sangre periférica

Proteina S6 fosforilada

Revoluciones por minuto

Serina

Del inglés, side scatter

Linfocito T helper



2. INTRODUCCION

2.1.  El sistema inmunitario

El sistema inmunitario mediante la complementacion y coordinacion de la inmunidad innata y
adaptativa ejerce un papel protector del organismo frente a agentes externos (virus, hongos y
bacterias), asi como internos derivados de los procesos de tumoracion.

La inmunidad innata constituye la primera linea de defensa y se define como una respuesta
evolutivamente mas primitiva caracterizada por su rapidez e inespecificidad en el proceso de
reconocimiento de antigenos (Ag). Estd formada por barreras fisicas, como la piel o las
mucosas; barreras celulares que incluyen macréfagos, neutrofilos y células dendriticas; y
finalmente, barreras quimicas donde destaca el sistema del complemento.

Por su parte, la respuesta adaptativa mediada por los linfocitos By T, se basa en respuestas
mas complejas que se dan tras el reconocimiento especifico de los antigenos, hecho que
desencadena una respuesta clonal capaz de generar memoria inmunoldgica. Esta permite a
los organismos responder con mayor velocidad e intensidad frente a exposiciones posteriores
a dichos agentes lesivos. Para que se puedan activar estos tipos celulares, tras la activacion
de la respuesta innata, se requieren sefales dependientes del antigeno y sefales
coestimuladoras.

2.2. Los linfocitos B

Los linfocitos B son los principales efectores de la respuesta inmunitaria adaptativa humoral,
basada en la produccion de anticuerpos o inmunoglobulinas (Ig) esenciales en el
reconocimiento nativo del antigeno. Estas glucoproteinas se encuentran solubles en plasma
o formando parte del receptor de superficie del linfocito B, conocido como BCR (del inglés B
cell receptor).

Este tipo celular se genera en la médula ésea roja a partir de células madre pluripotenciales,
de donde salen a la circulacién en forma de linfocitos B virgenes, los cuales todavia no han
entrado en contacto con el antigeno. Estos migran a los 6rganos linfoides secundarios, como
los ganglios linfaticos, donde se almacenan a la espera de la llegada del antigeno. Una vez
que sucede el reconocimiento entre el BCR y un antigeno especifico, los linfocitos B se
estimulan sucediéndose los procesos de seleccién y expansion clonal; asi como maduracion
de la afinidad y cambio de clase de Ig (permite la produccién y expresion de otras clases de
lg; 1gA, 1gG e IgE). Como resultado, los linfocitos B se diferencian en células plasméaticas
productoras de anticuerpos o en células B de memoria.



Para la correcta diferenciacion se requiere ademas la colaboracion de linfocitos T helper (Th).
El reconocimiento del antigeno por el linfocito B promueve la interaccion con el linfocito Th a
través de la unién del CD40 en la superficie del linfocito B con el CD40L inducido en el linfocito
Th. Esta interaccion (CD40-CD40L) lleva al linfocito Th a producir y secretar citoquinas, entre
ellas IL-21 (interleucina 21), esenciales en los procesos de proliferacion y diferenciacion del
linfocito B (Figura 1).

Figura 1. Colaboracion entre el linfocito B virgen y Th.

Produccidn y
secreclon de
citoquinas

Esquema de la colaboracién entre los linfocitos B virgenes y los linfocitos Th para la correcta
diferenciacion del linfocito B.

Dicha ilustracion ha sido creada con BioRender.com

2.3. Inmunodeficiencia Variable Comdn

La Inmunodeficiencia Variable Comun (IVC) es la inmunodeficiencia primaria sintomatica mas
frecuente, con una prevalencia estimada entre 1/10.000 y 1/50.000. Los pacientes se
caracterizan por presentar una deficiencia de anticuerpos séricos de tipo IgG junto con bajos
niveles de IgM y/o IgA (hipogammaglobulinemia). Esta hipogammaglobulinemia conlleva
infecciones bacterianas recurrentes, principalmente a nivel de tracto respiratorio, causadas en
la mayoria de los casos por Streptococcus pneumoniae y Haemophilus influenzae.
Adicionalmente, los afectados pueden manifestar procesos autoinmunes, linfoproliferativos
y/o gastrointestinales entre otros trastornos'.



Siguiendo los criterios establecidos por la Sociedad Europea de Inmunodeficiencias (ESID)®
se establece como probable la IVC cuando los pacientes, a partir de los 2 afios, presentan
una reduccion de IgG ademas de IgM y/o IgA séricas, junto con mala respuesta a vacunacion.
Se trata de un diagnéstico de exclusion puesto que deben haberse descartado otras causas
de hipogammaglobulinemia. Dado que esta es la principal alteracion, el tratamiento se basa
en la administracion de inmunoglobulinas séricas para mantener unos niveles de IgG
normales con el fin de evitar las infecciones recurrentes®. En los casos mas graves se recurre
al trasplante de células madre hematopoyéticas®.

Si bien, la causa de la IVC sigue considerandose desconocida, ya que solo se han identificado
causas de tipo monogénico en un 20 % de los pacientes*. Se han descrito alteraciones en el
sistema inmunitario adaptativo, especialmente en la poblacion linfocitaria B. En relacion a este
tipo celular, la mayoria de afectados con IVC presentan niveles normales de células B
virgenes, con alteracion en las poblaciones de memoria y plasmaticas productoras de
anticuerpos, lo que denota que existen alteraciones a nivel de diferenciacién del linfocito B en
los centros germinales.®

Para la correcta diferenciacion, los linfocitos B deben integrar las sefiales recibidas del
microambiente y activar programas transcripcionales que determinaran su supervivencia,
proliferacién y funciones. En este proceso esta implicada la proteina mTOR (del inglés
mammalian Target of Rapamycin), que en condiciones favorables desencadena rutas
biosintéticas esenciales para el crecimiento y proliferacion, principalmente mediante la
fosforilacion de S6K y 4E-BP1’. De hecho, la deficiencia de LRBA (del inglés,
lipopolysaccharide responsive beige-like anchor protein), causante de fenotipo clinico de IVC
y autoinmunidad, pertenece al grupo de inmunodeficiencias denominadas “TORopatias
inmunes” causadas por defectos en componentes de la via de sefalizacion
(PI3K)/AKT/mTOR/S6E.

2.4. Citometria de flujo

La citometria de flujo es una técnica que permite el analisis simultineo de mudltiples
parametros en las poblaciones celulares de estudio. Se fundamenta en hacer incidir un haz
de laser sobre una suspension de células alineadas. El impacto de la luz con la célula produce
una alteracion en la trayectoria del haz que permite la identificacién del tamafio (absorcién de
luz) y la complejidad celular (dispersién de luz). Adicionalmente, se puede detectar la
fluorescencia emitida por moléculas fluorescentes, con afinidad por las proteinas de interés,
que han sido excitados por el laser (Figura 2).



El citdmetro de flujo estd compuesto por una serie de componentes que se pueden clasificar
en tres sistemas®:

= Sistema de fluidos. Es el responsable de transportar las particulas (generalmente
células) a la camara de flujo y generar una corriente liquida laminar permitiendo que
pasen alineadas, de una en una, por delante de un haz de laser.

= Sistema éptico. Se compone de uno o varios laseres y de un sistema de lentes, espejos
dicroicos y filtros que conducen las sefiales producidas hacia los detectores:

o FSC (del inglés, forward scatter): Detecta la luz dispersada frontalmente al
laser para determinar el tamafio celular

o SSC (del inglés, side scatter): Detecta la luz dispersada lateralmente, con un
angulo de 90 °, para determinar la complejidad celular.

o Detectores de fluorescencia: Perciben la emisidén producida por los diferentes
fluorocromos. Gracias a un sistema de filtros épticos y espejos, los detectores
reciben Unicamente determinados rangos de longitudes de onda pudiendo
discriminar entre diferentes fluorocromos en una misma muestra.

= Sistema electrénico. Su funcion se basa en el uso de fotodiodos y fotomultiplicadores
que convierten las sefiales luminosas en sefales eléctricas que son digitalizadas y
amplificadas, permitiendo su interpretacion y andlisis por un sistema informético.

Figura 2. Esquema general del funcionamiento de un citémetro de flujo.

Anticuerpos
conjugados a
fluorocromos
Camara
de flujo
oo S~ > o >
Marcaje celular Carga de la muestra
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Laser L celular

- @ Granulosidad
u Fluorescencia

En la imagen se ilustra el esquema simplificado del funcionamiento del citémetro de flujo y el
procesamiento previo de la muestra. En primer lugar, se deben marcar moléculas especificas de la
poblacién de estudio con anticuerpos monoclonales conjugados a fluorocromos. Una vez marcadas las
proteinas de interés, las muestras se cargan en el citometro donde gracias al sistema de fluidos seran
conducidas a la camara de flujo donde son incididas con un haz de laser de modo que las sefales que
se emiten llegan a detectores que mediran el tamafio, granulosidad celular y fluorescencia asociada.

Dicha ilustracién ha sido creada con BioRender.com



Al tratarse de una técnica que permite el estudio de células en suspension, destaca su utilidad
en campos como la hematologia e inmunologia. Ademas, la capacidad de poder utilizar
distintos fluorocromos conjugados a anticuerpos monoclonales especificos permite estudiar
de forma simultdnea multiples subpoblaciones linfocitarias. Estas pueden identificarse a partir
de determinados patrones de antigenos de superficie caracteristicos.

Por este motivo, el presente estudio se centra en el andlisis mediante esta técnica de las
principales subpoblaciones de linfocitos B (CD19%), entre las que se encuentran (Figura 3):

= Los linfocitos B virgenes, que presentan el siguiente fenotipo: CD19*, CD27 e IgD*.
= Los B de memoria, CD19*y CD27", los cuales, se pueden diferenciar en:

O

O

Los que no han realizado el cambio de clase: CD19*, CD27* e IgD".
Los que ya han superado el proceso de cambio de clase: CD19%, CD27*e IgD

Figura 3. Subpoblaciones del linfocito B.
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Subpoblaciones del linfocito B con sus correspondientes fenotipos de moléculas de superficie.

Dicha ilustracion ha sido creada con BioRender.com



3. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Estudios previos del grupo en el que se enmarca el presente trabajo han demostrado que los
linfocitos B de memoria de los pacientes con IVC presentan defectos de supervivencia y una
mayor tendencia a la apoptosis in vitro®.

Hipotesis:

Alteraciones en la via de sefializacion (PI3K)/AKT/mTOR/S6 podrian comprometer la
supervivencia y diferenciacién de los linfocitos B de pacientes con IVCE,

Objetivos:

1. Estandarizacién de un protocolo por citometria de flujo para el analisis de la actividad
de la via mTOR en linfocitos B mediante la deteccion del nivel de fosforilacion de la
proteina S6 (pS6).

2. Evaluar y comparar, en linfocitos B virgenes y de memoria, de pacientes con IVC y
controles, los niveles de pS6 basales y tras estimulacion.



4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Sujetos del estudio

El presente proyecto se ha realizado a partir de muestras de sangre periférica obtenidas de
controles sanos y pacientes con IVC previa firma del correspondiente consentimiento
informado. Los pacientes son estudiados y tratados de forma regular mediante la
administracion de gammaglobulina endovenosa en el Hospital Universitario Son Espases
(HUSE).

El estudio se disefi6 y realizé siguiendo las bases establecidas en la Declaracion de Helsinki
con la correspondiente aprobacion del Comité de Etica en Investigacion Clinica (CEIC).

4.2. Estandarizacion del protocolo

Se ha procedido a la estandarizacién de un protocolo que permita evaluar los niveles de
fosforilacion de la proteina intracelular S6, mediante técnica de citometria de flujo. La
estandarizacion se ha llevado a cabo con linfocitos B de controles sanos.

A continuacion, se esquematizan los pasos requeridos para llevar a cabo dicho procedimiento:

3. Marcaje de las
moléculas de
interés

1. Aislamiento de 2. Contaje, ajuste
PBMC y cultivo celular

5. Fijacion,

: 17 permeabilizacion y
4. Estimulacion e marcaje

intracelular

6. Ajustes y

5 configuracion del

protocolo por
citometria de flujo




4.2.1. Aislamiento de PBMC
En primer lugar, se procedio a la obtencion de células mononucleares de sangre periférica
(PBMC) mediante la creacion de un gradiente de densidad por centrifugacion a partir del uso
del reactivo Ficoll (Figura 4).

Figura 4. Aislamiento de PBMC.

== ] Células mononucleares

Ficoll

t S ! Granulocitos y
- . S eritrocitos

Sangre Ficoll

En el diagrama se esquematiza el proceso de obtencién de PBMCs a partir de sangre periférica basado
en un protocolo de centrifugacion en gradiente de densidad mediante el uso del polisacéarido Ficoll.

Dicha ilustracion ha sido creada con BioRender.com

Como se indica en la Figura 4, la sangre periférica se diluye con suero fisiologico (1:1) y se
deposita sobre el reactivo Ficoll en un tubo apto para centrifuga. A continuacion, se centrifuga
a 1.100 rpm (revoluciones por minuto) 20 minutos y sin freno obteniéndose cuatro fases; las
cuales, ordenadas de la region superior a la inferior del tubo son: plasma, células
mononucleares, Ficoll y, por ultimo, granulocitos y eritrocitos. Con una pipeta pasteur
recogemos cuidadosamente la capa correspondiente a los PBMCs (linfocitos y monaocitos) y
realizamos dos lavados, uno con PBS y otro con medio RPMI.

4.2.2. Contaje, ajuste y cultivo celular

Una vez aisladas las células mononucleares, se realiza un contaje celular con la camara de
Neubauer y se ajusta la concentraciéon a 1-10° células/mL con medio RPMI enriquecido con
suero fetal bovino (1:10) y con los antibi6ticos penicilina/estreptomicina (dilucién 1:100 segun
indicaciones de la casa comercial). Para llevar a cabo el protocolo, se recomienda una
concentracion aproximada de 5-10° células/ensayo. Por lo tanto, se siembran 500 pL de la
suspension celular en placas de 24 pocillos y se dejan reposar hasta el dia siguiente en
incubadora a 37 °C.



4.2.3. Marcaje de las moléculas de interés
Dado que la citometria de flujo permite el analisis simultaneo de multiples variables, podemos
marcar en la misma muestra proteinas de superficie especificas para poder identificar las
poblaciones a estudio y, ademas, marcar otras moléculas utilizando sustancias fluorescentes,
en este caso, live/dead.

En la Tabla 1 se detallan las moléculas de interés para este protocolo con sus respectivas
funciones.

Tabla 1. Moléculas de interés.

Proteina de superficie expresada por todas las células del

Cole linaje B. Permite identificar la poblacion linfocitaria B.

Proteina de superficie expresada por los linfocitos B de
CD27 memoria (CD27%). Permite diferenciar las subpoblaciones
de linfocitos B virgenes (CD27°) y de memoria (CD277).
Discriminacion de las poblaciones de linfocitos B de
IgD memoria que han efectuado el proceso de cambio de
clase (IgD) y las que no (IgD").

Live/Dead Marcador de células viables.

Tras dejar las células en reposo, se recoge el contenido de cada pocillo en un tubo Falcon de
citometria y se procede al marcaje con live/dead, 30 minutos a temperatura ambiente y
protegido de la luz. Tras lo cual, se realiza un lavado con PBS y se marcan las moléculas de
superficie con anti-CD19, anti-CD27 y anti-lgD incubando la muestra 15 minutos a
temperatura ambiente. Se realiza nuevamente un lavado y se procede a la estimulacion de la
muestra.

4.2.4. Estimulacion
Para evaluar la fosforilacion es necesario estimular la via de sefializacion correspondiente.
Para ello, se utiliza la siguiente bateria de estimulos:

= Anti-BCR (15 pg/mL) = Anti-CD40 (1 pg/mL)
= |L-21 (100 ng/mL) = |L-21 (100 ng/mL) y anti-CD40
= Anti-BCR (15 pg/mL) e IL-21 (1 pg/mL)

(100 ng/mL)

La estimulacion se llevé a cabo durante 15 minutos a 37 °C. En cada ensayo se procesa de
forma paralela una muestra sin estimular a modo de control.
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4.2.5. Fijacion, permeabilizacién y marcaje intracelular
Una vez estimulada la muestra, se procede a la fijacién y permeabilizacion para el marcaje de
la proteina intracelular de interés (Tabla 2).

Tabla 2. Anticuerpos monoclonales utilizados.

Anticuerpo monoclonal que reconoce a la proteina S6 humana, de
tipo 1gG1k, sintetizado en ratbn BALB/c y marcado con el
fluorocromo BV450.

Permite la deteccion del nivel de fosforilacién de la proteina S6 en
residuos de serinas (Ser) clave, Ser235 y Ser236.

pS6

Anticuerpo anti-KLH (del inglés keyhole limpet hemocyanin) de tipo

IgG1k marcado con BV450 sintetizado en ratén BALBI/c.

El isotipo no reconoce ninguna proteina presente en la muestra,
Isotipo aungue si que presenta las cualidades del anticuerpo anti-pS6.

Permite verificar que la sefial de la deteccion del anti-pS6 se debe

a un incremento especifico derivado de la interaccion antigeno-

anticuerpo.

Siguiendo con el protocolo, tras la estimulacién, se procede a la fijacion con 500 puL de BD
Cytofix™ incubando 10 minutos a 37 °C. Lavamos, permeabilizamos con 1 mL de BD
Perm/Wash™ Buffer y marcamos con 2,5 UL de anti-pS6 1 hora a temperatura ambiente y
protegido de la luz. Se procesa de forma paralela muestra marcada con un isotipo.

4.2.6. Ajustes y configuracion del protocolo por citometria de flujo
Las muestras marcadas son adquiridas por el citmetro de flujo BD FACSLyric™ con el
software BD FACSuite™.

La estandarizacion del protocolo requirié la elaboracién previa de un protocolo de adquisicién
(creacion de Tube settins y Reference Settings) y un protocolo de andlisis (software BD
FACSuite™).
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4.3. Estudio de pacientes y controles

Una vez estandarizado el protocolo, detallado anteriormente, se procedié al estudio de 7
controles sanos y 3 pacientes con IVC. Se debe tener en cuenta que se trata de estudios
preliminares, con un tamafio de muestra limitado.

4.4. Anadlisis de los resultados

Los datos se han analizado utilizando los software BD FACSuiteTM y BD FlowJo™; para el
posterior andlisis estadistico, se ha realizado usando la version 8.0.1 del programa Graphpad
Prism.

Los niveles de pS6 se expresan normalizados como:

fluorescencia de la muestra estimulada — fluorescencia isotipo

Fluorescencia relativa = — -
fluorescencia sin estimular

Los datos se expresan con el valor de la media y la desviacion tipica para cada grupo y se
comparan entre si con los tests no paramétricos t-test y Krustal-Wallis. Se considera un p-
valor menor a 0,05 como estadisticamente significativo.
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5. RESULTADOS

5.1.  Optimizacion del protocolo

5.1.1. Eleccion de los fluorocromos

Las muestras se procesaron utilizando el citbmetro BD FACSLyric™ de ultima generacion, el
cual lleva incorporados tres laseres (violeta, azul y rojo) que permiten el andlisis simultdneo
en una misma muestra de hasta 12 pardmetros: SSC, FCS y 10 canales de fluorescencias

gue se detallan en la Tabla 3.

Tabla 3. Fluorocromos compatibles con los canales de fluorescencias del citometro BD FACSLyric™ 1,

BV450
BV500
BV605

FITC APC
PE APC-R700
PerCP-Cy5.5 APC-Cy7 | APC-H7
PE-Cy7

A partir del amplio abanico de fluorocromos disponibles, en primer lugar, se procedi6 a la
seleccién de anticuerpos monoclonales (Tabla 4) de modo que el solapamiento entre los
espectros de absorcion y emision de los distintos fluorocromos fuera minimo.

Tabla 4. Fluorocromos y monoclonales seleccionados.

BV500
BV605
PE-Cy7
APC-Cy7
FITC
BV450
BV450

Live/Dead
Anti-CD27

Anti-CD19

Anti-IgD
Isotipo
Anti-pS6

Como se puede observar en la Tabla 4, se disponia de dos anticuerpos monoclonales anti-
CD19 diferentes (conjugados con PE-Cy7 y APC-Cy7) compatibles con el resto de
fluorescencias. Se testearon paralelamente y como se puede apreciar en la Figura 5, el
marcaje con ambos fluorocromos permite distinguir sin problema la poblacion B (CD19%). Se
seleccion6 el monoclonal conjugado a APC-Cy7 por existir mayor disponibilidad en el

laboratorio en particular.

13



Figura 5. Resultados del marcaje utilizando los anticuerpos monoclonales anti-CD19 conjugados
con APC-Cy7y PE-Cy7, respectivamente.
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Dicha ilustracion ha sido obtenida mediante el software BD FlowJo™

Entonces, los espectros de emision de los fluorocromos seleccionados son los que se detallan
a continuacion en la Figura 6.

Figura 6. Espectro de emision de los fluorocromos seleccionados.
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Espectros de emision de los fluorocromos conjugados a los anticuerpos monoclonales usados para
marcar las proteinas de interés en el presente protocolo.

Dicha ilustracion ha sido creada con el programa Fluorescense SpectraViewer de la pagina web de
ThermoFisher SCIENTIFIC.
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5.1.2. Optimizacion de la duracién del protocolo
Con el fin de reducir la duracién del protocolo se propuso realizar de forma simultanea la
estimulacion de la muestra y el marcaje con los anticuerpos monoclonales de superficie (anti-
CD19 vy anti-CD27).

De este modo, se plantean dos alternativas (consecutiva y simultanea):

= Realizar en primer lugar el marcaje con los anticuerpos monoclonales de superficie
(anti-CD19 y anti-CD27) con su correspondiente incubacién de 15 minutos. Tras este
paso, se realizaria un lavado de la muestra y se procederia a la estimulacion durante
15 minutos a 37 °C (Figura 7 paneles 1A, 1By 1C).

= Marcaje con los anticuerpos monoclonales de superficie (anti-CD19 y anti-CD27) y
estimulacion simultanea de la muestra en una Unica incubacién de 15 minutos a 37 °C
(Figura 7 paneles 2A, 2By 2C).

Figura 7. Resultados de realizar el marcaje de superficie (CD19 y CD27) y estimular de forma
simultdnea o consecutiva.
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La figura ilustra los resultados obtenidos tras realizar el marcaje de superficie (anti-CD19 y anti-CD27) y
estimular de forma consecutiva (1) o simultanea (2). A. Los graficos de puntos muestran los parametros
FSC y SSC para identificar los linfocitos de la muestra. B. Identificacion de la poblacién linfocitaria B por
la expresion del CD19. C. Identificacion de las poblaciones de linfocitos B virgenes (CD277) y de memoria
(CD27*) por la expresién del CD27.

Dicha ilustracion ha sido obtenida mediante el software BD FlowJo™

Dado que la modificacién propuesta no solo no altera los resultados, sino que ademas se
pierden menos células durante la realizacion del protocolo (Figura 7), se decidié fusionar
ambos pasos permitiendo optimizar la duracion del ensayo.
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5.1.3. Optimizacién del protocolo de fijacion y permeabilizacién

Dada la complejidad que supone la deteccion de la fosforilacion de proteinas intracelulares,
la casa comercial propuso varios kits para realizar la fijacion y permeabilizacién de la muestra
(Protocolos |y Il para PBMC humanas de BD Phosflow™). La principal diferencia entre ambos
reside en el reactivo de permeabilizacion; el primero es mas suave ya que se basa en el uso
de detergentes; mientras que, el segundo es mas agresivo dado que se trata de un método
basado en el uso de alcohol. Por tanto, se comparé la realizacion del protocolo con los
reactivos correspondientes de ambos protocolos (Figura 8).

Figura 8. Resultados de los Protocolos | y lll para PBMC humanos de BD Phosflow™.
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Los resultados obtenidos tras aplicar los protocolos | (1) y 11l (2) para PBMC humanas de BD Phosflow™
aparecen ilustrados en la figura. A. Los gréficos de puntos muestran los pardmetros FSC y SSC para
identificar los linfocitos de la muestra. B. Identificacion de la poblacién linfocitaria B por la expresion del
CD19.

Los resultados denotan que protocolo Il es demasiado agresivo dado que produce una gran

Dicha ilustracion ha sido obtenida mediante el software BD FlowJo™

pérdida de células (Figura 8), por lo que el protocolo de eleccion fue el I.



5.1.4. Comprobacion
Para concluir la estandarizacion y optimizacion del protocolo, se comprob6 que existian claras
diferencias en una misma muestra, sin estimular y estimulada con anti-BCR, marcada
paralelamente con el isotipo o el anticuerpo anti-pS6. En la Figura 9 puede apreciarse un
incremento especifico de la fosforilacion de la proteina S6 en respuesta a la estimulacién con
BCR.

Figura 9. Fosforilacion de la proteina S6.

Nombre de la muestra
Fluorescencia pS6 - Isotipo

Fluorescencia pS6 - Sin estimular

@|0|0

Fluorescencia pS6 - anti-BCR

-10 0 10

Comp-V450-A :: Anti-pS6-Isotipo V450-A

Histograma con la intensidad media de fluorescencia de una muestra
marcada con el isotipo (gris) o con el anticuerpo monoclonal anti-pS6 en una
muestra sin estimular (azul claro) o estimulada con anti-BCR (azul oscuro).

Dicha ilustracion ha sido obtenida mediante el software BD FlowJo™
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5.2. Resultados de la fosforilacion de S6 en controles sanos

En primer lugar, se evalué la fosforilacién de la proteina S6 en linfocitos B virgenes (CD19*
CD27") y de memoria (CD19* CD27") de controles sanos tras la aplicacion de una bateria de
estimulos.

Describimos un aumento estadisticamente significativo de la fosforilacion de la proteina S6
tras estimulacién con anti-BCR en la poblacion de linfocitos B virgenes en comparacion con
la muestra sin estimular. También se observa un incremento en la fosforilacién de la proteina
S6 en respuesta al estimulo anti-BCR e IL-21, aunque las diferencias no son estadisticamente
significativas. La estimulacion con IL-21, anti-CD40 y anti-CD40 e IL-21 no parece incrementar
la fosforilacién de S6 (Figura 10).

De forma similar, en la poblacion de linfocitos B de memoria se encuentra un incremento en
los niveles de fosforilacion de S6 tras la estimulacion con anti-BCR y anti-BCR e IL-21, aunque
las diferencias no son estadisticamente significativas (Figura 10).

Figura 10. Incremento de los niveles de fosforilacion de S6 en linfocitos B de controles sanos.
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Diagrama de barras que representa el incremento de fosforilacion de la proteina S6 en linfocitos B
virgenes (CD19* CD27") y de memoria (CD19* CD27*) en controles sanos tras estimulacion con anti-
BCR, IL-21, anti-BCR e IL21, anti-CD40 y anti-CD40 e IL-21.

5.3.  Resultados de la fosforilacion de S6 en pacientes con IVC

Al evaluar los niveles de fosforilacién en los linfocitos B de pacientes con IVC observamos, a
diferencia de lo descrito anteriormente en controles sanos, que la estimulacion con anti-BCR
y anti-BCR e IL-21 no induce estimulacién de la proteina S6 ni en la poblacién de linfocitos B
virgenes ni en la de memoria. Sorprendentemente, se describe un ligero incremento de la
fosforilacion en respuesta a anti-CD40 y anti-CD40 e IL-21, pese a que no se aprecian
diferencias estadisticamente significativas entre ninguno de los estimulos usados (Figura 11).
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Figura 11. Incremento de la fosforilacion de S6 en linfocitos B de pacientes con IVC.
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Diagrama de barras que representa el incremento de fosforilacion de la proteina S6 en linfocitos B
virgenes (CD19* CD27°) y de memoria (CD19* CD27*) en pacientes con IVC tras estimulacion con anti-
BCR, IL-21, anti-BCR e IL21, anti-CD40 y anti-CD40 e IL-21.

5.4. Resultados comparativos de la fosforilacion de S6 entre controles y pacientes

Finalmente, se ha realizado una comparativa entre pacientes y controles para aquellos
estimulos que inducen fosforilacion en la proteina S6. Como se puede observar en la Figura
12, los pacientes tienen menores niveles de fosforilacién de la proteina S6 en respuesta a
anti-BCR y anti-BCR e IL-21en las poblaciones de linfocitos B virgenes y de memoria, aunque
las diferencias no son estadisticamente significativas.

Figura 12. Resultados comparativos del incremento de los niveles de fosforilaciéon de S6 en
linfocitos B de controles y pacientes.

pS6 linfocitos B virgenes pS6 linfocitos B memoria

25 mm Controles 4 mm Controles

2.0 B Pacientes B Bl Pacientes

0.5

Fluorescencia relativa
Fluorescencia relativa
N

0.0 0

anti-BCR anti-BCR anti-CD40 anti-BCR anti-BCR anti-CD40
+1L-21 +IL-21 +1L-21 +IL-21

Diagrama de barras que representa el incremento de fosforilacion de la proteina S6 en linfocitos B
virgenes (CD19* CD27") y de memoria (CD19* CD27*) en controles sanos (azul claro) y pacientes con
IVC (azul oscuro) tras estimulaciéon con anti-BCR, anti-BCR e IL-21 y anti-CD40 e IL-21.

19



6. DISCUSION

En el presente trabajo se ha estandarizado un método para evaluar los niveles de fosforilacién
de la proteina S6 mediante citometria de flujo. Ademas, en linfocitos B virgenes de controles
sanos, describimos un incremento de los niveles de fosforilacién de S6 tras estimulacion con
anti-BCR. Los pacientes con IVC estudiados parecen presentar una alteracion en los niveles
de fosforilacion de S6 tras estimulacion.

Se han descrito alteraciones en diversas poblaciones celulares del sistema inmunitario como
posible causa de la IVC. Sin embargo, el hallazgo mas consistente es un defecto en el proceso
de diferenciacion del linfocito B a célula de memoria y/o célula plasmatica productora de
anticuerpos. La diferenciacion y activacion del linfocito B ocurre en los 6rganos linfoides
secundarios y requiere una primera sefial activadora a través del BCR y una segunda sefial
proporcionada por el linfocito T a través de moléculas coestimuladoras de membrana (CD40L)
ylo interleucinas (IL-21). La integracion de estas sefiales recibidas activa distintos programas
transcripcionales, que determinan su supervivencia, trafico, proliferacion y diferenciacion final
a células de memoria o plasmaticas productoras de anticuerpos.

La via de sefalizacion (PI3K)/AKT/mTOR/S6 es esencial para el crecimiento, proliferacion,
diferenciacion y supervivencia de diferentes poblaciones del sistema inmunitario. Defectos en
componentes de esta cascada de sefializacién se asocian a inmunodeficiencias primarias’®.
La proteina mTOR integra las sefiales del microambiente con el fin de modular el crecimiento,
proliferacion y metabolismo celular?. La proteina S6, uno de los principales sustratos del
complejo mTORCL1 junto con 4E-BP1, es capaz de promover rutas biosintéticas y presenta un
papel crucial en la supervivencia celular dado que es un inhibidor de la via apoptética mediada
por Bcl-23. Estos cambios han sido mas extensamente estudiados en linfocitos T humanos,
mientras que pocos estudios han abordado el tema en linfocitos B humanos®.

Nuestros resultados en controles sanos concuerdan con este hecho dado que la estimulaciéon
de linfocitos B virgenes con los estimulos anti-BCR y anti-BCR e IL-21 producen un
incremento de los niveles de fosforilacion de la proteina S6, reflejando la activacion de la via
(PI3K)/AKT/mTOR/S6. Este incremento se observa también en los linfocitos B de memoria,
aunque con menor intensidad, probablemente debido a que se trata de células mas
diferenciadas.

Si bien, el estudio es preliminar y con un tamafio muestral muy limitado, los resultados parecen
sefialar que los pacientes con IVC no serian capaces de incrementar de forma 6ptima los
niveles de fosforilacion de S6 en respuesta a estimulos como el anti-BCR y anti-BCR e IL-21.
Estos datos concuerdan con los publicados por Shuling et. al. donde la inhibicién de
MTORC1/mTORC2 en modelos murinos provoca un fenotipo de inmunodeficiencia con
alteraciones en la proliferacion y migracion linfocitaria junto con hipogammaglobulinemia®®.
Ademas, la deficiencia LRBA, causante del fenotipo clinico de IVC y autoinmunidad, pertenece
al grupo de inmunodeficiencias denominadas “TORopatias inmunes” causadas por defectos
en componentes de la via de sefializacion (PI3K)/AKT/mTOR/S68. En esta inmunodeficiencia
se produce hipogammaglobulinemia y una reduccién de la poblacion B de memoria con mayor
tendencia a apoptosis®.
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Estos resultados indican que la proteina S6 estaria implicada en los procesos de activacion y
diferenciacién celular del linfocito B y que su estudio tendria aplicacion en el campo de las
inmunodeficiencias primarias. Los pacientes con IVC podrian presentar alteraciones en la via
de sefializacion mTOR que explicaran, en parte, el fallo en la diferenciacion de sus linfocitos

B y en la produccién de anticuerpos.
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7. CONCLUSIONES

A partir de los resultados obtenidos, se pueden extraer las siguientes conclusiones:

1. Se halogrado la estandarizacion de un ensayo por citometria de flujo para el andlisis
de la fosforilacion de la proteina S6 en respuesta a diferentes estimulos. Este ensayo
tiene aplicabilidad en el campo de las inmunodeficiencias primarias.

2. Los linfocitos B virgenes de controles sanos incrementan los niveles de fosforilacion
de S6 tras estimulacion con anti-BCR.

3. Los pacientes con IVC estudiados parecen presentar una alteracion en los niveles de
fosforilacion de S6 tras estimulacion con anti-BCR e IL-21.

7.1.  Limitaciones

La principal limitacién de este trabajo es el pequefio tamafio de la muestra. Sera necesario
estudiar un mayor nimero de pacientes y controles para confirmar las tendencias descritas
en este trabajo.

7.2.  Impacto y perspectivas futuras

El presente trabajo ha sido realizado en el Instituto de Investigacion Sanitaria de las Islas
Baleares (IdISBa) en el marco del proyecto “Metabolismo, integridad mitocondrial y autofagia
en linfocitos B de pacientes con Inmunodeficiencia Variable Comun”, P119/00825. IP: Joana
Maria Ferrer.

Este protocolo podra ser incorporado a la rutina del laboratorio de inmunologia para el estudio
de inmunodeficiencias primarias.

Ademas, actualmente existen pocos trabajos que estudien la fisiologia y metabolismo en
linfocitos B humanos, por tanto, este trabajo servira para iniciar un estudio mas exhaustivo
que ayude a comprender el papel de la via (PI3K)/AKT/mTOR/S6 en linfocitos B tanto de
controles sanos como de pacientes con IVC.

Finalmente, este estudio ayudara a alcanzar los objetivos del proyecto de investigacion en el
que se enmarca.
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