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ABC Célula B asociada a la edad (age-associated B cell)

ACK Amonio-cloruro-potasio (ammonium-chloride-potassium)

ADN Acido desoxirribonucleico

ADNCc ADN complementario

AID Deaminasa de citosina inducida por la activaciéon (activation-induced
cytidine deaminase)

AKT Protein kinase B

ANA Anticuerpo antinuclear (anti-nuclear antibody)

aNav Célula B ndive activada (activated ndive B cell)

AP-1 Proteina de activacién 1 (activator protein 1)

APC Célula presentadora de antigenos (antigen-presenting cell)
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ARN Acido ribonucleico
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BLK B lymphoid kinase

BSA Seroalbumina bovina (Bovine serum albumin)

CD Grupo de diferenciacion (cluster of differentiation)

CG Centro germinal

CIA Artritis inducida por colageno (collagen-induced arthritis)

CL Claster

CLE Lupus eritematoso cutaneo (cutaneous lupus erythematosus)

CLL Leucemia linfocitica crdnica (chronic lymphocytic leukemia)

cMBC Célula B de memoria clasica (classical memory B cell)

CSR Recombinacién del cambio de clase (class-switch recombination)

CVID Inmunodeficiencia variable comun (common variable immunodeficiency)

CYLD Cylindromatosis tumor suppressor lysine deubiquitinase

D2 Delta 2
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DEG
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DN2
DPBS
dsDNA
DSS

Dz

EAE

EF
ELISA
ERK1/2
FBS
FDC

FL

FOB
GC
GVHD
GWAS
ICAM-1
IFN

IRF
ISG
ITAM
ITGAM
JNK
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Diacilglicerol (diacylglycerol)

Patron molecular asociado al dafio (damage-associated molecular
pattern)

Célula dendritica (dendritic cell)

Dominio de muerte (death domain)

Gen diferencialmente expresado (differentially expressed gene)
Dulbecco's modified Eagle’s medium

Doble negativa 2 (double negative 2)

Dulbecco's phosphate-buffered saline

ADN de doble cadena (double stranded DNA)

Sulfato sédico de dextrano (dextran sodium sulfate)

Zona oscura (dark zone)

Experimental autoinmune encephalomyelitis

Extrafolicular

Enzyme-linked immunosorbent assay

Extracellular signal-regulated kinase 1/2

Suero fetal bovino (fetal bovine serum)

Células dendriticas foliculares (follicular dendritic cells)

Full-length

Célula B folicular (follicular B cell)

Centro germinal (germinal center)

Enfermedad de injerto contra huésped (graft-versus-host disease)
Estudios de asociacidn a nivel genémico (genome-wide association study)
Molécula de adhesion intercelular 1 (intercellular adhesion molecule 1)
Interferén

Inmunoglobulina

Inhibitory-kB kinase

Interleuquina

Imiquimod

Inositol-1,4,5-trifosfato (inositol 1,4,5-triphosphate)

Quinasa asociada al receptor de IL-1 (interleukin 1 receptor associated
kinase)

Factor regulador del interferdn (interferén regulatory factor)

Gen estimulado por IFN (interferon stimulated gene)

Immunoreceptor tyrosine-based activation motif

Integrin subunit alpha M

c-Jun N-terminal kinase



LDL
LES
Log2FC
LZ
MAL
MAPK
MBC
MHC

MRL-lpr/Ipr
MyD88

MZB
NF-kB

NGS
NK
NMDA
NZB/W
O.D.
OCT
PAMP

PBS

PC

PCR
PI3K
PIP2
PLC-y2
PRR
pSS
PTK
RNP
ROS
RT-PCR
scRNA-Seq

Abreviaturas

Low density lipoproteins

Lupus eritematoso sistémico

Logaritmo en base 2 del fold change (logarithm base 2 of fold change)
Zona clara (light zone)

MyD88-adaptor-like protein

Mitogen-activated protein kinase

Célula B de memoria (memory B cell)

Complejo mayor de histocompatibilidad (major histocompatibility
complex)

Murphy Roths Large / lymphoproliferation

Proteina de respuesta primaria de diferenciacién mieloide 88 (myeloid
differentiation primary response 88)

Célula de la zona marginal (marginal zone B cell)

Factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B
activadas (nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells)
Secuenciacién de préxima generacion (next-generation sequencing)
Natural killer

N-methyl-D-aspartate

New Zealand Black and White

Densidad optica (optical density)

Optimal cutting temperatura

Patron molecular asociado a patégenos (pathogen-associated molecular
pattern)

Phosphate-buffered saline

Célula plasmatica (plasma cell)

Reaccién en cadena de la polimerasa (polymerase chain reaction)
Phosphoinositide 3-kinase

Inositol polifosfato 5-fosfatasa (phosphatidylinositol biphosphate)
Phospholipase C gamma 2

Receptores de reconocimiento de patrones (pattern recognition receptor)
Sindrome de Sjogren primario (primary Sjégren’s sindrome)

Proteina tirosina quinasa (protein tyrosine kinase)

Ribonucleoproteina (ribonucleoprotein)

Especies reactivas de oxigeno (reactive oxygen species)

PCR tras transcripcion inversa (reverse transcriptase PCR)

Ensayo de secuenciacion del ARN de célula Unica (single cell RNA-
sequencing)
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SEM
SER
SHM
SLE
SLE1
Sm
SNP
snRNP
SSc
sSRNA
STAT

T7
TAK1
TBS-T

Tefh
Tth
TIR
TIRAP

TLR
TLR7.tg6
TMB
TRAF6
TRAM
TRIF

UMAP

uv
VCAM-1

WT
yaa
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Error estandar de la media (standard error of the mean)

Sociedad Espafiola de Reumatologia

Hipermutacién somatica (somatic hypermutation)

Lupus eritematoso sistémico (systemic lupus erythematosus)

Gen de susceptibilidad del LES (SLE) 1

Smith

Polimorfismo de nucledtido Unico (single nucleotide polymorphism)
Ribonucleoproteina nuclear pequefia (small nuclear ribonucleoprotein)
Esclerosis sistémica (systemic slcerosis)

ARN de cadena sencilla (single-stranded RNA)

Transductor de sefial y activador de la transcripcion 4 (signal transducer
and activator of transcription)

TLR7.tg6

Transforming growth factor-8 activated kinase 1

Solucién salina tamponada con Tris y Tween 20 (Tris-buffered saline with
Tween 20)

Células T auxiliar extrafolicular (extrafollicular T helper cell)

Célula T auxiliar folicular (follicular T helper cell)

Receptor Toll/IL-1 (Toll-Interleukin-1 receptor)

Proteina adaptadora con dominio TIR (TIR domain-containing adaptor
protein)

Receptor de tipo Toll (Toll-like receptor)

Modelo transgénico 6 del TLR7

Peroxidasa 3,3',5,5'-Tetrametilbenzidina

TNF receptor-associated factor 6

Molécula adaptadora relacionada con TRIF (TRIF-related adaptor
molecule)

Proteina adaptadora que contiene el dominio TIR que induce el IFN-B (TIR-
domain-containing adapter-inducing interferon-6)

Proyeccidn bidimensional y uniforme (uniform manifold approximation
and projection)

Ultravioleta

Molécula de adhesion celular vascular 1 (vascular cell adhesion molecule
1)

Silvestre (wild-type)

Acelerador de la autoinmunidad ligado al cromosoma Y (Y-linked
autoinmune accelerator)
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Resumen
RESUMEN

Los factores clave que contribuyen al desarrollo de enfermedades autoinmunes incluyen la
predisposicion genética y los desencadenantes ambientales. El lupus eritematoso sistémico
(LES) es el ejemplo mas representativo de una enfermedad autoinmune sistémica, que
puede afectar a multiples tejidos y drganos del cuerpo. El LES es una enfermedad compleja
y heterogénea en su manifestacidn clinica, marcada por la hiperactivacion de linfocitos y la
presencia de autoanticuerpos, lo que dificulta tanto su diagndstico como su tratamiento. A
pesar de los avances en la comprension de su patogénesis, la etiologia del LES sigue siendo

incierta, y solo unos pocos medicamentos estan aprobados para su tratamiento.

En este contexto, los estudios genéticos han emergido como una herramienta prometedora
para identificar las vias de sefializacién que promueven el desarrollo de la enfermedad. En
nuestro grupo de investigacidén, hemos contribuido al conocimiento y comprension del gen
BANK1 (del inglés B-cell scaffold with ankyrin repeats 1), identificado como un gen de
susceptibilidad al LES. Este gen codifica para una proteina adaptadora, crucial en la
sefializacién de las células B, especialmente en la via del receptor endosomal TLR7. En
estudios recientes, se ha demostrado que BANK1 interactia con la molécula adaptadora
MyD88 a través de su dominio TIR, y con TRAF6, desencadenando la produccién de varias
citoquinas proinflamatorias. Ademas, Bank1 juega un papel crucial en la autoinmunidad
mediada por los receptores TLR7 y TLR9 in vivo, destacando su influencia en la progresion

de la enfermedad.

Recientemente, se ha identificado una subpoblacién rara de células B, conocida como
células B asociadas a la edad (ABCs, del inglés age-associated B cells), que desempefia un
papel significativo en la respuesta inmune, tanto en ratones como en humanos. Estas células
presentan un origen, fenotipo, perfil transcripcional y funciones Unicas, y tienden a
acumularse con el envejecimiento. Las ABCs tienen un papel fundamental en la

autoinmunidad, y se cree que su proliferacidn esta impulsada por la sefializacién a través del
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TLR7, ya que se activan y proliferan de manera robusta tras la estimulacidn de este receptor,

secretando autoanticuerpos en el proceso.

Por todo ello, dada la importancia de Bank1 en la via del receptor TLR7 y el impacto que
tiene esta via de sefializacion en las ABCs, el presente trabajo tuvo como objetivo principal
definir el papel de Bank1 en la aparicidn de las diferentes subpoblaciones de células B, con
un enfoque particular en las ABCs, en dos modelos murinos de lupus dependientes del TLR7.
Para ello, se han empleado dos modelos murinos previamente cruzados con ratones
knockout para Bankl: un modelo transgénico TLR7.tg6 y un modelo inducido con
Imiquimod. Ambos modelos se caracterizan por la sobreexpresiéon del gen Tir7, siendo
crucial el aumento en el nimero de copias de este gen para el desarrollo y progresiéon de la

enfermedad en dichos animales.

La ausencia de Bankl mejord el fenotipo de la enfermedad en ambos modelos,
disminuyendo los niveles de autoanticuerpos en suero, asi como el tamafio de los bazos, o
esplenomegalia. La deficiencia de Bank1 provocd una reduccidn significativa en los niveles
de ABCs, afectando también a otras poblaciones de células B. Para profundizar en la via de
diferenciacién de estas células y comprender el impacto de Bank1 en las subpoblaciones de
células B, se llevd a cabo un ensayo transcriptémico de célula Unica (scRNA-Seq). En el
modelo TLR7.tg6, se identificaron 10 clusteres distintos de células B, incluyendo un grupo
especifico de ABCs, el cual se redujo en los ratones deficientes en Bank1. En ausencia de
Bank1, las ABCs mostraron un perfil de expresion génica antiinflamatorio, mientras que en
los ratones enfermos Bank1'*, estas células exhibieron un fenotipo mayormente
proinflamatorio. Los andlisis de trayectoria celular revelaron que las ABCs se originan a partir
de células B de la zona marginal y de células B de memoria, adquiriendo finalmente
caracteristicas transcripcionales asociadas con células de memoria atipicas y de células
plasmaticas. Ademas, la deficiencia de Bank1 normalizé la presencia de células B naive, casi
ausentes en los ratones con lupus. Otro hallazgo a destacar fue que la ausencia de Bank1

también redujo de manera significativa un grupo celular distintivo caracterizado por la
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expresion de genes de respuesta al interferén (IFN). Todos estos resultados en conjunto
destacan el papel crucial de Bank1 en el desarrollo de las ABCs, influyendo en las etapas
tempranas de las células B hacia su diferenciacidn, y en la presencia de células B que
contienen genes estimulados por el IFN, ambas poblaciones determinantes para el

desarrollo de la enfermedad.

Finalmente, en este trabajo se evalud la implicacidon de Bank1 en la localizacion de las ABCs
y su posible interaccion con otras poblaciones celulares. Nuestros resultados sugieren que
las células ABCs se encuentran ubicadas en el drea extrafolicular, donde podrian
desempenar un papel crucial en la produccién de autoanticuerpos. Su presencia en esta zona
especifica se vio reducida en ausencia de Bank1. En todos los grupos de ratones, observamos
gue existia una correlacion positiva y significativa entre el nimero de ABCs y el nimero de
células T auxiliares extrafoliculares (Tefh). Este hallazgo sugiere una posible interaccion y

activacidn entre ambos tipos celulares, contribuyendo asi a la autoinmunidad.
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INTRODUCCION

1. EI SISTEMA INMUNITARIO: GENERALIDADES

El sistema inmunitario es esencial para nuestro organismo, ya que desempefia un papel
fundamental en la prevencién de infecciones y la lucha contra los agentes patogénicos. Este
sistema esta compuesto por una compleja red de érganos y tipos celulares que, si es
completamente funcional, puede diferenciar el tejido propio y sano de sustancias extrafas
y nocivas provenientes del exterior, como virus, bacterias y otros parasitos. En caso de
detectarse e identificarse una sustancia maligna, se activa una respuesta inmunoldgica, un

ataque complejo y eficaz para proteger al cuerpo de los invasores.

La defensa del sistema inmunolégico implica una interaccion coordinada entre diversos
procesos bioldgicos, organizados en dos fases distintas y claramente definidas: la defensa
innata, que actia de manera inmediata, pre-programada e inespecifica, reconociendo
patrones moleculares comunes; y la defensa adaptativa, respuesta especifica que reconoce
los epitopos Unicos de un antigeno [1]. Ambos procesos difieren en su momento de
iniciacién, su especificidad y su capacidad para recordar infecciones pasadas. También
emplean diferentes métodos de reconocimiento y mecanismos efectores. Sin embargo,
todos los procesos estan altamente relacionados e intercomunicados entre si y la calidad

inicial de la respuesta innata dirigird las funciones adaptativas posteriores [2].

La primera linea de defensa incluye las barreras de la superficie corporal, como la piel, y los
epitelios mucosos de los tractos respiratorio, gastrointestinal y reproductivo, que previenen
la entrada de agentes infecciosos a nuestro organismo. Sin embargo, la mayoria de los
mecanismos de defensa del huésped son inducibles tras la infeccién y, por lo tanto, su
activacion requiere del reconocimiento del patdégeno [3]. La inmunidad innata reconoce
estructuras moleculares, a menudo compartidas por muchas clases de microbios, que se

denominan patrones moleculares asociados a patdgenos (PAMPs, del inglés pathogen-
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associated molecular patterns) [4]. El reconocimiento de estas moléculas es llevado a cabo
por un gran abanico de tipos celulares, entre los que destacan los macréfagos, neutrofilos y
las células dendriticas. En el momento de la infeccidn, se inicia el reclutamiento de estas
poblaciones celulares, generandose asi un proceso de inflamacién [5]. Debido al dafio
causado por estas infecciones, o por la propia inflamacidn, se genera lo que se conoce como
apoptosis inmunoldgica, una reaccion que libera moléculas enddgenas producidas por las
células dafiadas o muertas. El sistema inmunitario innato también reconoce a este conjunto
de sustancias, denominadas patrones moleculares asociados al dafio (DAMPs, del inglés

damage-associated molecular patterns) [6].

Las células cuentan con una variedad de receptores encargados de detectar estas moléculas
PAMPs y DAMPs. Estos receptores, conocidos como receptores de reconocimiento de
patrones (PRRs, del inglés pattern recognition receptors), se encuentran en la superficie
celular, en vesiculas o en el citoplasma y estan presentes en una amplia gama de tipos
celulares. De entre los PRRs que existen, destacan los receptores de tipo Toll (TLR, del inglés
Toll-like receptor) por su implicacion a la hora de desencadenar respuestas inmunoldgicas
efectivas. Esta gran familia de receptores TLR son proteinas transmembrana de tipo | que se
expresan mayoritariamente en la superficie celular, mientras que una minoria se encuentra
en los compartimentos endosomales. Los receptores TLR estan involucrados en la unién del
ligando y contienen un dominio del receptor Toll/IL-1 (TIR, del inglés Toll-Interleukin-1
receptor) esencial para iniciar el proceso de sefializacion celular [7]. Una vez iniciada la
respuesta y activados los receptores correspondientes mediante la unién del ligando, se
desencadenan las distintas cascadas de sefializacion intracelular. Este proceso implica el
reclutamiento de proteinas adaptadoras y la activacion de factores de transcripcion que, a
su vez, inducen la expresion y produccién de citoquinas. Estas moléculas de sefalizacion
extracelular retroalimentan positivamente el proceso inflamatorio, y resultan

fundamentales para la defensa inmunitaria innata [8].
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Con el fin de que se den las propiedades fundamentales de la inmunidad adaptativa, tales
como la especificidad, la memoria, y la capacidad de discriminar lo propio de lo ajeno, es
necesario procesar y presentar los antigenos a los linfocitos. El proceso de presentacién de
antigenos se lleva a cabo a través de la participacion de las moléculas del complejo mayor
de histocompatibilidad (MHC, del inglés major histocompatibility complex), las cuales se
expresan en toda célula nucleada, como es el caso de los MHC de clase |, y en la superficie
de las células presentadoras de antigenos (APC, del inglés antigen-presenting cell), como es
el caso de los MHC de clase Il [9]. Este proceso, junto con la liberacidn de citoquinas, actta
de puente entre la inmunidad innata y la inmunidad adaptativa. Se desencadena entonces
la activacién de la defensa adaptativa, la cual esta mediada principalmente por los linfocitos

Ty los linfocitos B.

Los linfocitos T experimentan su primera activacion en los érganos linfoides periféricos, o
secundarios, donde tienen la oportunidad de interaccionar, mediante sus receptores, con
los antigenos presentados por las APCs. La activacién de los linfocitos T desencadena
diferentes respuestas efectoras, lo que se conoce como inmunidad celular. Por un lado, las
células T CD8*, o células citotdxicas, responden a antigenos presentados por moléculas MCH
de clase |, y estan involucradas en el reconocimiento especifico y eliminacion de aquellas
células diana que estén infectadas o dafiadas a través de la liberacidn de granulos
citotéxicos. Por otro lado, las células T CD4*, también conocidas como células auxiliares, son
activadas por moléculas MHC de clase Il. Estas células organizan respuestas dirigidas y
coordinadas a través de su capacidad para reclutar y asistir a multiples efectores del sistema
inmunoldgico, como los linfocitos B, mediante la secrecidn de citoquinas y quimioquinas

[10].

La activacion de los linfocitos B, en los érganos linfoides secundarios, desencadena un
proceso conocido como inmunidad humoral. A través de sus receptores principales (BCR,
del inglés B-cell receptor), estas células se unen a antigenos especificos y los procesan en su

interior, donde se generan las sefales necesarias para su proliferacion y diferenciacion en
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células plasmaticas productoras de anticuerpos y en células de memoria. En los centros
germinales, las células B sufren un proceso conocido como hipermutacién somatica y
maduracién de la afinidad, que implica cambios en los receptores de inmunoglobulinas de
las células B, permitiendo que algunos de ellos adquieran una mayor afinidad por el
antigeno. Como resultado, las células B diferenciadas comienzan a producir millones de
copias de anticuerpos con fragmentos especificos de unién a un antigeno en concreto. Estos
anticuerpos poseen la capacidad de neutralizar toxinas y recubrir agentes infecciosos, lo que
a su vez permite su identificacion por los mediadores inflamatorios y asi promover la
fagocitosis y lisis microbiana [11]. Ademds, durante esta respuesta, también se generan
células B de memoria, con una vida media mds prolongada, las cuales expresan receptores
de anticuerpos especificos para el antigeno dado, pero no secretan anticuerpos [12]. La
memoria inmunoldgica se logra gracias a la capacidad del sistema para recordar y reconocer
antigenos previamente encontrados. Esto permite una activacion mas rapiday eficiente para
producir células plasmaticas productoras de anticuerpos frente a una segunda exposicién al

mismo antigeno.

Las estructuras encargadas de la produccidn y maduraciéon de las células inmunitarias y la
generacion de respuestas inmunoldgicas especificas se denominan érganos linfoides. Estos
drganos incluyen el timo, la médula ésea, los ganglios linfaticos, el bazo y el tejido linfoide
asociado a las mucosas. Cada drgano tiene una funcion especifica en el sistema y todos
trabajan en conjunto para proteger al organismo de las infecciones y enfermedades. El timo
y la médula ésea son los érganos primarios donde se producen y maduran los linfocitos T y
las células precursoras de las células sanguineas, incluyendo los linfocitos B. Los ganglios
linfaticos son pequenos nddulos distribuidos por todo el cuerpo que contienen un gran
repertorio de células inmunitarias, incluyendo linfocitos, macréfagos y células dendriticas.
Los ganglios linfaticos son importantes para la captura y presentacion de antigenos y la
activacion de las respuestas inmunoldgicas. El bazo es el 6rgano encargado de filtrar la
sangre y eliminar los antigenos y células daifadas. En el bazo se producen y almacenan las

células inmunitarias, incluyendo los linfocitos B y T, y es el sitio mas importante para la
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generacion de respuestas inmunoldgicas contra los antigenos sanguineos [13]. Este proyecto
de tesis se enfocard en el bazo, asi como en el analisis detallado de las diferentes poblaciones

celulares que integran su complejo sistema de defensa.
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2. LA AUTOINMUNIDAD

La funciéon mas importante del sistema inmunitario es la de reconocer antigenos extrafios y
proteger al huésped de agentes infecciosos. Esta funcién estd determinada por una compleja
red de 6rganos y diferentes tipos celulares que trabajan de manera eficaz y coordinada, a
fin de mantener la homeostasis y la eficacia de la respuesta inmunolégica. No obstante,
existen situaciones que pueden alterar la sinergia de este sistema y poner en riesgo su

adecuado funcionamiento.

La propiedad fundamental que tiene que darse para que nuestro organismo funcione
correctamente es la tolerancia inmunoldgica. Este proceso incluye una serie de mecanismos
que previenen que el sistema inmunolégico genere respuestas frente a un antigeno,
inducidas por el contacto previo con dicho antigeno. El estado activo de falta de respuesta
a antigenos propios del organismo, en un esfuerzo por prevenir la hiperreactividad
destructiva del sistema inmunitario, se denomina tolerancia frente a lo propio. Este proceso
consiste en la eliminacidon de clones de linfocitos autorreactivos, durante su etapa de
desarrollo, con el fin de evitar que se vuelvan completamente inmunocompetentes. En los
organos linfoides periféricos, se desencadenan diversos mecanismos para inhibir la
respuesta inmunitaria contra los propios tejidos del organismo. Estos mecanismos incluyen
la anergia, que implica la ausencia de respuesta funcional, la supresion celular y la delecién,
qgue conlleva la muerte celular apoptética. El resultado del fracaso en los mecanismos de
tolerancia hacia los antigenos propios viene dado cuando los linfocitos autorreactivos
evaden estos mecanismos, se activan y desencadenan respuestas inmunitarias anormales y
desmedidas, lo que conlleva a la generacion de autoanticuerpos que atacan a los tejidos
sanos. Estas respuestas adversas darian como resultado el inicio del proceso conocido como
autoinmunidad, y si persisten en el tiempo y se cronifican, pueden resultar en enfermedades

autoinmunes [14].
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Los principales factores que contribuyen al desarrollo de la autoinmunidad son la
propension génica y los desencadenantes ambientales, como las infecciones y la lesion
tisular [15]. Existen una gran cantidad de estudios de asociacidn a nivel gendmico (GWAS,
del inglés genome-wide association study) que han indicado la posible implicacion de
multiples polimorfismos genéticos en diversas enfermedades autoinmunes. La mayor parte
de estos polimorfismos se ubican en las regiones reguladoras de los genes, cuyos productos
se consideran que tienen funciones relevantes en el desarrollo de las respuestas
inmunitarias [16]. También hay factores externos que contribuyen en la generacién de estos
trastornos. Ciertas infecciones virales y bacterianas se han relacionado con el desarrollo de
enfermedades autoinmunes [17, 18]. Las radiaciones ultravioletas (UV), por ejemplo,
pueden tener un papel perjudicial para la piel y generar trastornos a nivel cutdaneo [19].
También existe un reciente interés por la microbiota intestinal ya que hay evidencias de que
tiene un papel importante en la regulacién del sistema inmunoldgico del huésped [20].
Incluso el estrés cronico puede afectar al sistema inmunoldgico de una manera que podria
desencadenar estos trastornos. Las hormonas del estrés, como el cortisol, pueden alterar el

equilibrio de las células inmunoldgicas y aumentar la inflamacidn de los tejidos [21].

Las enfermedades autoinmunes abarcan mds de ochenta trastornos crénicos, recurrentes,
progresivos e incluso letales, que se caracterizan por tener reacciones inflamatorias
sistémicas, o especificas de un érgano [22]. En cuanto a las primeras, cabe destacar el lupus
eritematoso sistémico (LES o SLE, del inglés sistemic lupus erythematosus) [23], como una
de las enfermedades mas relevantes, la cual se sitia como foco central de este proyecto de
tesis y que trataremos en detalle mas adelante. Otros ejemplos de trastornos inmunoldgicos
sistémicos son: la artritis reumatoide (AR o RA, del inglés rheumatoid arthritis) [24] o el
sindrome de Sjogren [25]. Ejemplos de enfermedades érgano-especificas son la esclerosis

multiple [26] o la diabetes mellitus de tipo 1 [27].

Se estima que al menos el 5% de la poblacidon en paises desarrollados presenta alguna

enfermedad autoinmune, y su incidencia esta en aumento. Muchas de estas enfermedades
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son frecuentes en personas de entre veinte y cuarenta afios de edad. Ademds, son mas
prevalentes en mujeres que en hombres, siendo mujeres aproximadamente el 80% de todos
los pacientes diagnosticados con un trastorno autoinmune [28]. Las enfermedades
autoinmunes son extremadamente heterogéneas y conllevan una carga significativa de
morbilidad y mortalidad. Pueden manifestarse de forma clasica o compartir multiples
caracteristicas, lo que dificulta el diagndstico debido a la presencia de una combinacién de

sintomas en los pacientes [29].

En este trabajo se explorard el LES y, en particular, una subpoblacién de linfocitos B y el
papel fundamental que un gen especifico ejerce sobre estas células. El objetivo principal de
esta tesis es conocer mejor esta afeccién y los mecanismos de la autoinmunidad para

abordar nuevas estrategias terapéuticas en el futuro.
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3. LUPUS ERITEMATOSO SISTEMICO

En el siglo Xlll se utilizd por primera vez el término “lupus”, proveniente del latin, para
catalogar una enfermedad cuya caracteristica principal era la presencia de erosiones
cutaneas en la cara que asemejaban la mordida de un lobo. Fue en el siglo XIX cuando el
dermatdlogo francés Cazenave uso el término “lupus eritematoso” para describir una
erupcién cutdnea que se parecia a un eritema facial en forma de mariposa. El término
“sistémico” se agregd afios mas tarde, cuando se reconocio que el lupus no sélo afectaba a
la piel, sino que también podia afectar a los érganos internos como el bazo, los rifiones, el
corazon, los pulmones y el cerebro, entre otros (Figura 1) [30].

CEREBRO
Alteraciones neurolégicas

INTESTINO
Inflamacion intestinal

PIEL
Erupciones cutdneas

CORAZON
Endocarditis

SUERO
Autoanticuerpos

\ i {
RINONES N \| /-

o PULMONES
Glomerulonefritis

Inflamacion de la pleura

BAZO

ARTICULACIONES Esplenomegalia

Artritis

Figura 1. Afectacion multi-organica en el lupus eritematoso sistémico. La inflamacién en el LES
puede afectar a la piel (erupciones), al corazén (inflamacién del endocardio), a los pulmones
(inflamacién de la pleura), al bazo (esplenomegalia), a las articulaciones (artritis), a los rifiones
(glomerulonefritis), al intestino (inflamacién de las paredes intestinales), al sistema nervioso central
(trastornos neuropsiquiatricos) y, por ultimo, a la presencia de anticuerpos anti-nucleares en el suero
de la sangre. Imagen adaptada de [31], y modificada en BioRender.
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EI LES es el claro exponente de enfermedad autoinmune sistémica, con un impacto potencial
en multiples tejidos y organos del cuerpo, y con una amplia diversidad de alteraciones
inmunoldgicas que se pueden detectar en quienes lo padecen. Es una enfermedad compleja
y heterogénea en su presentacién clinica, caracterizada por la hiperactivacion de los
linfocitos y la presencia de autoanticuerpos, lo que hace dificil su diagndstico y tratamiento.
Se ha demostrado que estd asociada con una desregulacion tanto del sistema inmunolégico

innato como del adaptativo, lo que contribuye a la inflamacién crénica y exacerbada.

3.1 Epidemiologia del LES

La epidemiologia del LES varia significativamente en todo el mundo y estd influenciada por
diversos factores, como la edad, el sexo y la ubicacién geografica de la poblacién. Debido a
estas diferencias, las estimaciones de la prevalencia y la incidencia del LES pueden variar
considerablemente en diferentes paises y regiones. Ademas, las tendencias de estas
estimaciones no estan unificadas entre los estudios, y hay escasez de datos epidemioldgicos

en paises en vias de desarrollo [32-34].

Se estima que la incidencia mundial del LES es de alrededor de 5,14 por cada 100 000
personas en un ano, y que cada ano se diagnostican alrededor de 0,40 millones de casos
nuevos. Sin embargo, esta cifra varia significativamente segun la regién y el pais. Por
ejemplo, en varios estudios se ha visto que la incidencia del LES en América del norte es
mucho mads alta que en Europa, Asia y Sudamérica, y Polonia tiene la tasa mas alta de
incidencia en todo el mundo. Por otro lado, Kazajistan tiene la tasa de incidencia mas baja.
La prevalencia global del LES en la poblaciéon general se estima en 43,7 casos por cada
100000 personas, lo que equivale a una poblacién afectada de 3,41 millones de personas.
Los nimeros mds altos se registran en Norteamérica y en paises como Emiratos Arabes
Unidos, Barbados, Cuba y Brasil. Por otro lado, la prevalencia mds baja se registra en

Argentina [32, 33] (Figura 2). Las diferencias étnicas también afectan a la incidencia y
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prevalencia del LES. Se ha observado que las tasas son mas altas en poblaciones negras y
mas bajas en caucasicos, mientras que los grupos étnicos asiaticos e hispanos se encuentran
en un punto intermedio [35, 36]. En Espaiia, en base a un estudio realizado por la Sociedad
Espafiola de Reumatologia (SER), la prevalencia del LES se estima en 90 por cada 100 000

habitantes, [37, 38].
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Figura 2. Prevalencia mundial del lupus eritematoso sistémico por cada 100 000 habitantes. Imagen
adaptada de [33], y modificada en BioRender.

El género se presenta como el factor de riesgo mas relevante en el desarrollo del LES, siendo
su frecuencia significativamente mayor en mujeres en comparacién con los hombres. Los
estudios evidencian que la proporcidén de mujeres afectadas por el LES es mayor al 90%. En
consecuencia, las tasas de incidencia y prevalencia de la enfermedad en hombres son
alrededor de una décima parte en relacién con las mujeres, con una razén mujer-hombre de
9:1 [39, 40]. Esto puede estar relacionado con la presencia del segundo cromosomas X en
mujeres, asi como con las diferencias en los niveles hormonales de estrégenos, los cuales

pueden modular las respuestas inmunitarias [41, 42].

A pesar de que el LES puede afectar a personas de todas las edades, es mas prevalente en el
rango de edad de entre 20 y 45 afios, especialmente en la edad fértil de las mujeres [43, 44].
En un 10-20% de los casos, la enfermedad se desarrolla en la infancia, lo que puede estar

relacionado con una mayor incidencia de complicaciones renales, neuropsiquidtricas y
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cardiopulmonares en esta poblacién [45, 46]. Sin embargo, en la mayoria de los estudios se
observa un pico de incidencia en la edad que difiere entre mujeres y hombres. En mujeres,
el pico de incidencia varia entre los 30 y los 70 afios. En hombres, el pico de incidencia se
observa mas tarde, entre los 50 y los 70 afios [47]. La tasa de supervivencia de los pacientes
con LES en paises en vias de desarrollo es inferior a la de los paises desarrollados e
industrializados, debido a una mayor mortalidad, una intervencion deficiente y la presencia
de comorbilidades, incluyendo las infecciones [48]. Sin embargo, en general, el aumento en
la mortalidad sigue siendo una caracteristica inherente al lupus. Los pacientes con LES tienen

un riesgo de mortalidad de dos a cinco veces mayor que la poblacion general [32, 49].

La complejidad de los sintomas y el desafio que representa el diagnéstico dificultan la
realizacion de estudios epidemioldgicos del LES. La variacion en la epidemiologia de esta
enfermedad se asocia no sdlo con factores genéticos, sino también con factores
ambientales, sociodemograficos y socioculturales, entre los que destacan la educacidn, el
acceso a la atenciéon médica, la etnia, o el cumplimiento con los medicamentos prescritos

[48, 50].

3.2 Etiologia del LES. Factores de riesgo

A pesar de los avances significativos en la investigacion del LES, la causa exacta de esta
enfermedad crdnica y autoinmune aun no se conoce con certeza. Si bien se sabe que se
produce por una interaccion compleja entre factores genéticos, ambientales e
inmunolégicos, los mecanismos precisos que desencadenan dicha enfermedad siguen

siendo un misterio.
A lo largo del tiempo, se han utilizado diferentes técnicas para identificar polimorfismos de

nucledtido Unico (SNPs, del inglés Single Nucleotide Polymorphism) y otros tipos de variantes

genéticas que se asocian con el LES y otras enfermedades autoinmunes. A partir de la década
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de 1970, se comenzaron a realizar numerosos estudios genéticos de pacientes con LES en
diversas poblaciones. En ellos, se identificaron varios loci de susceptibilidad que estaban
asociados con la enfermedad. Los primeros métodos fueron los estudios de clonacidn
posicional y analisis de ligamiento, enfoques tradicionales usados para identificar las
regiones cromosOmicas en las que se encuentran los genes de interés, y estudiar la
coherencia de la transmisién de una enfermedad con la herencia de marcadores genéticos
en una familia [51, 52]. Estas, junto con otras técnicas, han ido evolucionando con el tiempo
y se han vuelto cada vez mas precisas y efectivas gracias a los avances en la tecnologia y la
comprension de la biologia molecular. Cabe destacar una de ellas por su amplio uso en la
investigacion, como es el estudio de asociacidon del genoma completo, o GWAS, en el que se
examinan variantes genéticas comunes, o SNPs, en todo el genoma de grandes grupos de
individuos, tanto afectados (casos) como no afectados (controles). Los GWAS han permitido
la identificacion de cientos de variantes genéticas relacionadas con enfermedades complejas
[51, 53, 54]. Otras técnicas avanzadas, como la secuenciacién de préxima generacién (NGS,
del inglés Next-Generation Sequencing) o la secuenciacion del exoma, han demostrado ser
utiles para la identificacion de variantes genéticas raras [55, 56]. A pesar de estos avances,
se ha observado que la variabilidad genética identificada hasta el momento solo representa
una fraccion de la heredabilidad total del LES, y que los efectos individuales son modestos

en general [52, 57-59].

Los estudios familiares y de gemelos han evidenciado la existencia de agregacidn familiar en
el LES, observdndose una mayor concordancia entre gemelos monocigdticos que entre
gemelos dicigéticos [60, 61]. Esto sugiere un importante papel de los factores genéticos o
ambientales compartidos en su patogénesis. La heredabilidad del LES se estima alrededor
del 50%, lo que indica una fuerte contribucién de los factores genéticos en su desarrollo
[62]. Por ende, los esfuerzos para comprender la patogénesis de esta enfermedad se centran
en los factores genéticos, habiéndose identificado a dia de hoy mas de 30 loci de

susceptibilidad para esta enfermedad mediante andlisis de GWAS [63].
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La primera asociacion genética que se realizé, mediante estudios de caso-control, fue una
serie de alelos del complejo MHC, que se identificaron como factores de riesgo del LES. En
esta region del genoma humano, que contiene mas de 200 genes con funciones
inmunolégicas, se encontraron siete alelos HLA-DR de clase Il que estaban asociados de
manera significativa con el LES [64, 65]. El mecanismo por el cual los alelos HLA-DR
aumentan el riesgo de desarrollar la enfermedad aln es objeto de estudio. Se cree que los
alelos HLA-DR pueden influir en la seleccién y enriquecimiento de células del sistema
inmunitario mediante la alteracion en la presentacién de péptidos antigénicos, lo que
resultaria en una activacién y respuesta andmala de los linfocitos By T [66, 67]. En los afios
siguientes, numerosos grupos de investigacién comenzaron a identificar varios genes de
susceptibilidad, los cuales aumentan el riesgo al desarrollo de la enfermedad. Se ha
demostrado que ciertas variantes genéticas del transductor de sefial y activador de la
transcripcion 4 (STAT4, del inglés Signal Transducer And Activator Of Transcription 4) [68] y
de la integrina Mac-1 (ITGAM, del inglés Integrin Subunit Alpha M) [69] se asocian con un
mayor riesgo de desarrollar el LES, lo que sugiere un papel importante de estas variantes
genéticas en la influencia del fenotipo de la enfermedad. STAT4, junto con STAT1, esta
involucrado en la sefalizacidn de citoquinas inflamatorias, en la diferenciacion de células T,
y en la producciéon de IFN-y e IL-17 [68, 70]. Por su parte, ITGAM estd implicado en la
interaccion celular y la regulacién de citoquinas inflamatorias en macréfagos y otros tipos
celulares. Variantes genéticas de esta molécula podrian determinar una integrina
disfuncional, incapaz de mediar la adhesién celular a los ligandos de integrina y la fagocitosis
[69, 71]. La disfuncidn en la via del interferén (IFN) también se ha identificado en mas de la
mitad de los pacientes con LES, lo que sugiere su papel en la patogénesis de la enfermedad
[72]. La via del IFN esta involucrada en varios mecanismos patoldgicos, que involucran la
activacion y supervivencia de las células B y T. Ademas, los genes reguladores del IFN (/rfs,
del inglés Interferon regulatory factors) también se han asociado con la susceptibilidad al
LES. Estos genes codifican para factores de transcripcién involucrados en la expresion de
citoquinas proinflamatorias por un gran abanico de tipos celulares [54, 73]. Otros ejemplos

de variantes genéticas de interés, asociadas con la susceptibilidad al LES, son: los genes del
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complemento Clq, C2y C4 [74], FcpRIIAy FcpRIIIA [75], Pdcd1 [76], Irak1 [77], Lyn [78] o Blk
[79].

De entre todos los genes implicados en el LES, destacamos a Bank1 (del inglés B-cell scaffold
protein with ankyrin repeats 1) [80] como uno de los mas relevantes debido a su papel crucial
en la senalizacion de las células B. La alta implicacién de Bank1 en la via del TLR7, la cual
activa los factores de transcripcion NFkB (del inglés nuclear factor kappa-light-chain-
enhancer of activated B cells) y los factores reguladores del IFN, promueve la activacién de
las células B y la inflamacidn, caracteristicas indispensables en la patogénesis del LES [81].
Un estudio detallado reveld dos variantes genéticas, siendo el polimorfismo mayor (full-
length) identificado como de riesgo y confirmado en multiples grupos de pacientes, lo que
lo posiciond como una asociacidn genética bien establecida para la enfermedad [80, 82-84].
En este trabajo de tesis se profundizara en la funcidon de Bank1 y su papel en el desarrollo
de la enfermedad. Su capacidad para regular el sistema inmunoldgico lo convierte en un

objetivo de gran interés para la investigacion en el campo de la autoinmunidad.

Ademas de los factores genéticos, es ampliamente reconocido que los factores ambientales
pueden desempefiar un papel importante en el desarrollo del LES. Entre estos factores, la
exposicion a la radiacion ultravioleta (UV) es uno de los mas claros y peligrosos. La exposicién
prolongada a la luz solar, especialmente durante horas de alta intensidad, se ha relacionado
con la aparicién y exacerbacién de los sintomas de la enfermedad [85]. La radicacién UV es
capaz de penetrar en la capa dérmica mds profunda e inducir la apoptosis de los
gueratinocitos a través del dafio oxidativo mitocondrial, que puede resultar en la generacion
de especies reactivas de oxigeno (ROS, del inglés reactive oxygen species). Esta inflamacion
dérmica, seguida de la incapacidad para eliminar los restos celulares y la deposicion de
complejos inmunitarios en la membrana basal, daria como inicio a un subtipo de
enfermedad conocido como lupus eritematoso cutaneo (CLE, del inglés cutaneous lupus
erythematosus) [19, 85, 86]. Diversos estudios han respaldado la hipétesis de que ciertas

infecciones y virus, tanto en etapas tempranas como tardias de la vida, pueden tener un
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papel fundamental en la patogénesis del LES. Estos factores de riesgo pueden actuar como
desencadenantes para la produccién de autoanticuerpos y el dafio tisular, y se cree que
interactian con factores genéticos y ambientales para contribuir al desarrollo de la
autoinmunidad [87]. Infecciones viricas como es el caso del virus de Epstein-Barr [17] o
infecciones bacterianas como es el caso de la bacteria Yersinia Enterocolitica [18] formarian
parte de este grupo de factores. Existen evidencias crecientes que indican que las bacterias
comensales presentes en el tracto gastrointestinal, es decir, la microbiota intestinal, podrian
influir en el desarrollo del LES. Varios trastornos se inician por respuestas inmunitarias
desreguladas a los microbios comensales intestinales. La disbiosis, que es el resultado de
anomalias en la comunidad microbiana del organismo, se observa en pacientes con
enfermedades autoinmunes [20, 88, 89]. También se han realizado varios estudios
epidemioldgicos que han demostrado una relacion significativa entre esta enfermedad con
otros factores ambientales, entre ellos: la exposicidn a silice cristalina, a la polucién o a
diferentes metales pesados del aire [90]; el consumo de alcohol y el tabaquismo actual [91];

y los estrégenos exdgenos, como los anticonceptivos [92].

En resumen, aunque se han realizado importantes avances en la investigacién del LES, su
causa exacta sigue siendo un misterio y todavia existen vacios de conocimiento con respecto
a los posibles mecanismos por los cuales varios de estos factores podrian estar implicados
en la patogénesis del LES. Una vez que la enfermedad ha comenzado, se desencadenan una
serie de mecanismos que contribuyen a su progresién. En este sentido, resulta fundamental
entender no solo la etiologia del LES, sino también los mecanismos que subyacen a su

fisiopatologia.

3.3 Mecanismos inmunopatoldégicos del LES

Como ya hemos visto, el LES es una enfermedad compleja que aun no se comprende

completamente, en la cual factores genéticos y ambientales contribuyen a una alteracién de
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la tolerancia y a la consiguiente generacidon de linfocitos B y T autorreactivos. Esta
enfermedad se caracteriza por una produccién anormal de autoanticuerpos que atacan
diversos tejidos y drganos del cuerpo, como resultado de una respuesta inmunitaria
desregulada y disfuncional. Los mecanismos patoldgicos del LES implican una interaccion
compleja entre células del sistema inmunoldgico, sus vias de sefializacidn, y la produccion
de citoquinas y autoanticuerpos. Los linfocitos B y T autorreactivos se activan en presencia
de antigenos propios y generan una respuesta inflamatoria crénica, que da lugar al dafio
tisular y a la disfuncion de multiples érganos. Por lo tanto, el conocimiento de estos
mecanismos es fundamental para poder entender la actividad y progresion de esta
enfermedad, con el objetivo ultimo de desarrollar terapias efectivas y especificas para el

tratamiento del LES.

La apoptosis, también conocida como muerte celular programada, es un proceso
fundamental en la homeostasis de un tejido normal. Durante este proceso, la membrana
celular se desestructura y se libera material fragmentado, incluyendo antigenos nucleares.
La aceleracion de la apoptosis en las células circulantes, asi como la deteriorada eliminacién
de los cuerpos apoptdticos, puede aumentar la cantidad de antigenos nucleares
presentados a los linfocitos [93]. Estos fragmentos suelen ser rapidamente eliminados en
condiciones normales, resultando inaccesibles para el sistema inmune, sin embargo, si
persisten en el tiempo, pueden estimular una respuesta inflamatoria a través de la
activacion de los PRRs, en especial, de la familia de los receptores TLRs [94]. Esta activacion
tiene como consecuencia: la produccion de citoquinas proinflamatorias, que promueven la
retroalimentacion positiva, la diferenciacion de las células By T, y la pérdida de la tolerancia.
Las células B maduras producen autoanticuerpos y se expanden iniciando la respuesta
inmune adaptativa. La exposicion del sistema inmunitario a cantidades excesivas de
autoantigenos que no se eliminan de manera eficiente desempefia un papel importante en
la generacion de autoanticuerpos y se ha sugerido como uno de los mecanismos patogénicos

del LES [95].
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Durante el proceso de apoptosis, la redistribucién de los contenidos nucleares vy
citoplasmdaticos en fragmentos de membrana y microparticulas permite la opsonizacion
mediada por anticuerpos. Los complejos inmunitarios opsonizados resultantes pueden ser
internalizados por los receptores Fc, lo que conlleva la presentacion de autoantigenos y la
amplificacidon de la respuesta autoinmune. Por lo tanto, una apoptosis excesiva puede
resultar en una eliminacion ineficaz de las células muertas. Esto, a su vez, desencadena la
liberacion del contenido celular y de moléculas DAMPs. Los autoantigenos liberados de
forma constante por las células muertas promueven la activacién celular, ya que pueden
estimular directamente los receptores PRRs, o ser reconocidos por autoanticuerpos,
creando complejos inmunitarios. Dichos complejos pueden ser fagocitados a través del
receptor Fcy y activar a los receptores TLRs. Todo ello, sumado a la predisposicién genética
gue puedan tener las células del sistema inmunitario y a los factores externos, hace que se

inicie el desarrollo de la enfermedad (Figura 3).
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Figura 3. Modelo patogénico del lupus eritematoso sistémico. En este modelo hipotético, varios
genes de predisposicion interfieren con el mantenimiento de la tolerancia frente a lo propio, y los
desencadenantes externos provocan que los antigenos nucleares persistan. El resultado es una
respuesta de anticuerpos contra los antigenos nucleares propios, que se amplifica por la activacion
dependiente del TLR en los linfocitos B activados. Finalmente, estas células se diferencian en células
plasmaticas productoras de autoanticuerpos. Imagen adaptada de [96], y modificada en BioRender.
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En este apartado se destacaran los mecanismos mas relevantes que tiene el sistema
inmunitario para iniciar el proceso de autoinmunidad en el organismo, como son los
receptores tipo Toll, sus vias de sefializacidn y su implicacidn en la produccién de citoquinas
proinflamatorias y autoanticuerpos, asi como del fenotipo celular de la enfermedad, es

decir, los tipos celulares y sus funciones en el contexto del LES.

3.3.1 Implicacion de los receptores tipo Toll en el LES

La gran mayoria de tipos celulares presentan PRRs, lo que les permite participar en la
respuesta innata. Entre ellos, los receptores TLR son los mas ampliamente estudiados, y
constituyen un componente clave del sistema inmunitario especializado en el
reconocimiento de moléculas PAMPs y DAMPs. Estos receptores estan involucrados en la
activacion de multiples respuestas celulares, incluyendo la produccién de citoquinas
inflamatorias y la eliminacidon de patdgenos, y desempefian un papel crucial en las fases
tempranas de la respuesta inmunitaria, permitiendo una respuesta eficaz contra infecciones
[7, 97]. Los receptores TLR se expresan en diversas células inmunitarias innatas vy
adaptativas, incluyendo células dendriticas, monocitos, granulocitos, células B y células T.
Cada tipo celular presenta una combinacién diferente de receptores. En humanos, la familia
de los TLRs comprende 10 miembros (TLR1-10), mientras que en ratones son 12 (TLR1-9,
TLR11-13). Estos receptores se localizan en la superficie celular (TLR1-6 y TLR11) o en
diferentes compartimentos intracelulares, como el reticulo endopldasmico, endosomas,
lisosomas o endolisosomas (TLR3, TLR7-9 y TLR12-13). Se han identificado tres categorias de
TLRs, segun su especificidad por los PAMPs que pueden reconocer: lipidos y lipopéptidos

(TLR1-2, TLR4 y TLR6), proteinas (TLR5) y acidos nucleicos (TLR3 y TLR7-9) [7, 97, 98].

Los TLRs son glicoproteinas integrales de membrana de tipo | que se caracterizan por la
presencia de repeticiones ricas en leucina, rodeadas por motivos ricos en cisteina, en sus
regiones extracelulares, que les permiten reconocer y unirse a sus ligandos especificos. En

la region citoplasmatica, los TLRs tienen un dominio TIR que es esencial para la transduccion
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de la sefial [98]. Los dominios TIRs interactdan con proteinas adaptadoras y transductoras
de senales, las cuales son esenciales para activar cascadas de sefializacién intracelular y
desencadenar la produccidn de citoquinas y la activacion de la respuesta inmunitaria innata
[99]. Tras el reconocimiento y unidn del ligando al receptor correspondiente, se
desencadena el proceso de dimerizacion del mismo, lo que permite iniciar la transduccion
de las sefiales en los TLRs. Este evento se lleva a cabo mediante el reclutamiento de una o
mas proteinas adaptadoras, las cuales incluyen: la proteina de respuesta primaria de
diferenciacidon mieloide 88 (MyD88, del inglés myeloid differentiation primary response 88);
la proteina adaptadora con dominio TIR que contiene el receptor Toll/IL-1 (MAL, del inglés
MyD88-adaptor-like protein, también conocida como TIRAP, del inglés TIR domain-
containing adaptor protein); la proteina adaptadora que contiene el dominio TIR que induce
el interferon IFNB (TRIF, del inglés TIR-domain-containing adapter-inducing interferon-68),
también conocida como TICAM1; y la molécula adaptadora relacionada con TRIF (TRAM, del
inglés TRIF-related adaptor molecule), también conocida como TICAM2. Estas proteinas
adaptadoras actuan como mediadoras en la activacién de diversas cascadas de sefalizacién
intracelular, que culminan en la activacion de factores de transcripcién y, en ultima instancia,
en la produccidn de citoquinas inflamatorias y la expresidn de moléculas coestimuladoras
esenciales para la activacién de la respuesta inmunitaria [99, 100]. Los principales factores
de transcripcién activados por las vias de transmision de sefiales de los TLRs son: el factor
nuclear kappa B (NF-kB), los factores reguladores del interferon (IRFs), la proteina de
activacion 1 (AP-1, del inglés activator protein 1) y otros factores de transcripcién mas
generales [100, 101]. La senalizacion de los receptores TLRs generalmente se divide en dos
vias distintas segun el reclutamiento de MyD88 o TRIF para las cascadas de sefializacion. La
via dependiente de Myd88 es utilizada por todos los TLRs excepto por el receptor TLR3, el
cual junto con TLR4 utiliza la via dependiente de TRIF [102]. A pesar de ello, ambas vias

acaban desembocando en la activacion de NF-kB [103].

En el contexto del LES, los receptores TLRs ganan importancia debido a su implicacién en la

produccién desmedida de citoquinas proinflamatorias, con la consiguiente hiperactivacion
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en bucle de las células del sistema inmunitario. En particular, de entre todos los receptores,
destacan TLR7 y TLR9, siendo el receptor endosomal TLR7 uno de los mds relevantes en la
patogénesis y progresion de la enfermedad [104]. Este receptor, cuya especificidad de
ligando es a los acidos nucleicos endosomales, tiene un papel crucial en el desarrollo de la
enfermedad, especialmente a través de su sefializacidon en las células B [105]. La funcidn
normal de los receptores endosomales TLR7 y TLR9 es la de responder a motivos no
metilados CpG de ADN derivado de patdgenos y al ARN de cadena sencilla (ssRNA, del inglés
single-stranded RNA). Sin embargo, en el LES, estos receptores tienen acceso a los acidos
nucleicos propios del huésped. Durante el desarrollo de la enfermedad, los acidos nucleicos
propios extracelulares son mas visibles para el sistema inmunitario debido a defectos en la
eliminacion de restos celulares y al aumento de la muerte celular. Las células B pueden
reconocer los antigenos que contienen estos acidos nucleicos y estimularse tanto a través
del BCR como de los TLRs endosomales. La activacion del BCR induce la internalizacion y
entrega del antigeno, incluidos los componentes del acido nucleico, a los compartimentos

donde se encuentra el TLR7, el cual se activa y emite las sefiales sucesivas [106, 107].

Tras la activacion del receptor TLR7, MyD88 forma un complejo con miembros de la familia
de quinasas IRAKs (del inglés interleukin receptor-associated kinases) [108]. Durante la
formacion de este complejo, IRAK4 activa IRAK1, que es autofosforilado y liberado de MyD88
[109]. IRAK1 se asocia con la ubiquitina ligasa TRAF6 (del inglés TNF receptor-associated
factor 6), y promueve la propia poliubiquitinacién ligada a K63 de TRAF6 y de la proteina
quinasa TAK1 (del inglés transforming growth factor-8 activated kinase 1) [97, 110]. Una vez
activado, TAK1 promueve la activacién de dos vias diferentes que conducen a la activacion
del complejo IKK-NF-kB (del inglés inhibitory-kB kinase-NF-kB) y la via MAPK (del inglés
mitogen-activated protein kinase). El complejo IKK fosforila la proteina inhibidora de NF-kB,
IkBa, que sufre una degradacion mediada por el proteasoma, lo que permite que NF-kB se
traslade al nucleo para inducir la expresion génica de proteinas pro- y anti-inflamatorias, asi
como de otras proteinas relacionadas con la respuesta inmunitaria [111]. TRAF6 también

promueve la activacién de IRF7, con la consiguiente regulacién de la produccion del IFN de
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tipo | [112]. Asimismo, TAK1 facilita la activacion de miembros de la familia MAPK, tales
como ERK1/2 (del inglés extracellular signal-regulated kinase 1/2), p38 y INK (del inglés c-
Jun N-terminal kinase), las cuales median la activaciéon de la familia de factores de
transcripcién AP-1, encargados de la regulacién de las respuestas inflamatorias [97, 113]. Un
modelo esquematizado de la via de sefializacién de los receptores TLR7/9 se muestra en la

Figura 4.
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proinflamatoria

Figura 4. Modelo de las vias de senalizacion de los receptores TLR7 y TLR9. En el contexto del LES,
los receptores endosomales TLR7 y TLR9 se activan tras su unién con antigenos nucleares propios.
Tras la dimerizacion de los receptores, se unen al dominio TIR de la proteina adaptadora MyD88 vy,
esta a su vez, con TRAF6. Esto da como resultado la activacion de diferentes factores de transcripcion
como: NF-kB o AP-1, que promueven la expresion de genes implicados en las respuestas pro-
inflamatorias; y los IRFs, que promueven la produccién del IFN de tipo I. Imagen creada en BioRender.
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Ademas de la via de activacién del NF-kB dependiente de Myd88, existe una ruta alternativa
e independiente, cuya iniciacion se debe a la interaccién del receptor con dos proteinas
adaptadoras, TRAM y TRIF [114]. Esta interaccidén activa de nuevo a TRAF6, que recluta a la
quinasa RIP-1, la cual interacciona con el complejo TAK1 y lo activa, lo que conduce a la
activacion de las vias del NF-kB y del MAPKy, en ultima instancia, a la induccién de citoquinas
inflamatorias. La proteina TRIF también puede interactuar con TRAF3 e inducir la activacion
del factor de transcripcion IRF3, lo que resulta en la expresion de los genes de interferén

[97, 115].

Como se mencioné anteriormente, en condiciones normales, los dacidos nucleicos
enddgenos no activan respuestas inmunitarias innatas. Esto se debe a que las nucleasas
presentes en la circulacion sanguinea los degradan eficazmente antes de que sean
reconocidos por los receptores TLR localizados en los endosomas [116]. Es posible que estas
protecciones se destruyan en condiciones inflamatorias y autoinmunes. Por ejemplo,
cuando los acidos nucleicos propios forman complejos con proteinas enddgenas, pueden
volverse resistentes a las nucleasas y obtener acceso a los TLRs endosdmicos, que a su vez
promueven y mantienen los procesos autoinmunes. Los acidos nucleicos pueden actuar
como ligandos enddgenos para el TLR7 y el TLR9, y se ha demostrado que su respuesta a los
antigenos que contienen ADN o ARN propio puede inducir la activacidn de células B
autorreactivas [7]. No obstante, se ha observado que tanto el TLR7 como el TLR9 presentan
funciones antagdnicas en el LES, siendo la sefializacién mediada por este ultimo la que puede

aumentar la proteccién frente a la enfermedad [117, 118].

Estudios de asociacion genética han relacionado la sefializacién de los TLRs con el LES. En
particular, los polimorfismos que resultan en una mayor expresion de TLR7 estan asociados
con un mayor riesgo de desarrollar la enfermedad [119, 120]. La expresion del TIr7 es mayor
en mujeres que en hombres debido a la localizacién de este gen en el cromosoma X.
Normalmente, uno de los dos cromosomas X esta inactivado en las mujeres, sin embargo,

algunos de los genes que lo conforman, incluido el TIr7, parecen escapar de la inactivacion.
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Como resultado, este gen puede expresarse bialélicamente en las células B [121]. La
sobreexpresién de TIr7 también ejerce un papel importante en la apariciéon de la
autoinmunidad sistémica en cepas murinas [104, 122, 123], y la delecién de dicho gen
reduce la patogenia de la enfermedad en cepas que desarrollan espontdneamente el lupus
[124]. La activacién del TLR7, en el contexto del LES, desencadena una cascada de
sefializacién que resulta en la produccién de citoquinas proinflamatorias, la presentacién de
antigenos a las células T y la diferenciacion de las células B a células plasmaticas y
productoras de autoanticuerpos. Estos son los puntos clave que contribuyen
significativamente al desarrollo de la autoinmunidad en esta enfermedad [117, 125]. Tanto
en pacientes como en modelos murinos de lupus, se ha demostrado el papel del TLR7 en la
diferenciacion de las células B naive en células B efectoras y plasmaticas. Estas células son
capaces de producir grandes cantidades de autoanticuerpos, los cuales atacan a los tejidos
y a las células del propio organismo [126]. Esto daria lugar a la liberacion y alteracion de
nuevos antigenos tisulares, a la reactivacion de los linfocitos y a la exacerbacién de la

enfermedad, lo que ayuda a la prolongacién y perpetuacion de la misma.

3.3.2 Autoanticuerpos en el LES

La produccidn de autoanticuerpos se presenta como el principal desorden inmunolégico en
pacientes con lupus. Este fendmeno patolégico se encuentra asociado con la produccidn de
anticuerpos frente a autoantigenos, lo que a su vez conlleva a la formacién de complejos
inmunitarios que se depositan en diversos tejidos y organos, generando una variedad de
manifestaciones clinicas y dafio tisular. Los autoanticuerpos pueden dirigirse hacia una
variedad de moléculas bioldgicas, incluyendo lipidos, proteinas y acidos nucleicos. Estos
antigenos pueden encontrarse en diferentes ubicaciones celulares, tanto intracelularmente
en el nucleo o en el citoplasma, como en la superficie de las células o en el medio extracelular
[127]. La presencia elevada de autoanticuerpos especificos contra autoantigenos,
principalmente de origen nuclear, es el sello distintivo del LES. Los anticuerpos antinucleares

(ANAs, del inglés anti-nuclear antibodies), que actian contra antigenos nucleares, y que

52



Introduccion

estan presentes en mas del 95% de los pacientes con lupus [128], se han establecido como
uno de los biomarcadores de diagndstico y prondstico mds determinantes de esta patologia
[129]. EI mecanismo por el cual se producen los autoanticuerpos ha sido objeto de
numerosos estudios y, en algunos casos, se ha demostrado que la lesion tisular y las
manifestaciones fenotipicas posteriores se desarrollan como resultado de mecanismos

mediados por autoanticuerpos [126].

En el proceso de desarrollo de los linfocitos B, las células pre-B experimentan una
maduracién hacia células plasmaticas secretoras de anticuerpos. Estas células se pueden ver
afectadas por multiples sefiales positivas y negativas que determinan su activacion,
eliminacion o estado anérgico [130, 131]. En pacientes con LES, asi como en modelos
murinos de la enfermedad, se han identificado numerosas anomalias genéticas que afectan
diferentes puntos de control de la tolerancia frente a lo propio, las cuales resultan en una
produccién excesiva de autoanticuerpos [132]. La supervivencia de las células productoras
de anticuerpos esta determinada por su nicho de supervivencia, ya sea en los centros
germinales o en la zona extrafollicular, lo que a su vez determina su tiempo de vida,
pudiendo ser de corta duracidn si se encuentran en la zona extrafollicular, o de larga
duracidn si residen en los centros germinales. Los factores genéticos, asi como los efectores
enddgenos (quinasas, fosfatasas o factores de transcripcion) pueden influir directa o
indirectamente en estos pasos de seleccidn, lo que en el LES resulta en la acumulacién de
células B maduras autorreactivas. Ademds de las posibles anomalias intrinsecas, estas
células son apoyadas principalmente por la exposicidon continua a autoantigenos y complejos
inmunes circulantes. Las células B naive autorreactivas pueden ser activadas mediante la
doble participacion de su receptor BCR de superficie y del receptor TLR7 endosomal [126,

130].

La comprension de la biologia de los autoanticuerpos es crucial para mejorar tanto el

diagndstico como el pronéstico de la enfermedad. En particular, la identificacidn de ciertos

autoanticuerpos se considera un componente clave de estos criterios, ya sea debido a la alta
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especificidad de su presencia en pacientes con LES o a su probada patogenicidad [133]. Entre
los autoanticuerpos mas prevalentes en estos pacientes, se encuentran los ANA, de los
cuales destacan dos: los anti-ADN de doble cadena (anti-dsDNA, del inglés anti-double
stranded DNA) y los anti-Smith, o anti-Sm, los cuales se dirigen contra ribonucleoproteinas
(RNPs) o antigenos nucleares especificos. Estos autoanticuerpos se han estudiado
extensamente y se consideran Utiles en la identificacion y caracterizacion de pacientes con

LES [128, 134, 135].

Los anticuerpos anti-dsDNA tienen una prevalencia descrita del 60%-90% de los pacientes,
y su presencia en otras condiciones patoldgicas y en sujetos sanos suele ser muy rara (menos
del 0,5%) [136]. De hecho, se ha demostrado que estos autoanticuerpos pueden estar
presentes en los pacientes incluso antes de que desarrollen las caracteristicas clinicas de la
enfermedad [137]. No obstante, no todos los anticuerpos anti-dsDNA tienen propiedades
patogénicas, siendo su efecto determinado por el isotipo en particular. En lineas generales,
se ha aceptado que el LES activo se asocia con un predominio de anticuerpos IgG, en
detrimento de los anticuerpos IgM o IgA anti-dsDNA [138]. En lo que respecta a su funcidn
patogénica, multiples investigaciones han relacionado estos autoanticuerpos con el dafo
renal, como se ha constatado mediante su deposicién en varias estructuras renales en
pacientes con LES y nefritis activa [136]. La formacién de inmunocomplejos en la circulaciéon
entre fragmentos de cromatina y anticuerpos anti-dsDNA permite su posterior deposicion y
union al glomérulo [126, 139]. Este proceso también se ha observado en otros drganos,
incluyendo la piel y el sistema nervioso central. En estos casos, los anticuerpos anti-dsDNA
interactuan con otras estructuras en el érgano, como la laminina y el colageno en la piel, o
las subunidades del receptor NMDA (del inglés N-methyl-D-aspartate) en el cerebro, lo que

puede llevar a la muerte celular y otras anomalias en el érgano afectado [140, 141].

Por otro lado, los anticuerpos anti-Sm también son altamente especificos para el LES y

constituyen uno de los criterios de diagndéstico inmunolégico de dicha enfermedad [142,

143]. No obstante, su sensibilidad es limitada, ya que solo se detectan en el 20% de los

54



Introduccion

pacientes de origen caucdsico, y en un porcentaje del 30%-40% en pacientes de origen
africano, afroamericano y asiatico, segin estudios previos [144]. Los antigenos Sm
(nombrados asi por su identificacion en el suero de una paciente llamada Stephanie Smith)
son un conjunto de siete proteinas nucleares que forman un anillo para las
ribonucleoproteinas nucleares pequeifas (snRNP, del inglés small nuclear
ribonucleoproteins). Los snRNP son cofactores esenciales para el empalme del pre-ARNm vy
ayudan en la eliminacién de los intrones del pre-ARNm. Las proteinas nucleares Sm se
ensamblan en el citoplasma, donde se unen a los snRNP antes de ser transportados al nicleo
y los anticuerpos anti-Sm estdn dirigidos contra varios epitopos distribuidos por todas esas
proteinas nucleares [145]. Con respecto al isotipo, se ha observado una elevada incidencia
de anticuerpos IgG anti-Sm en pacientes diagnosticados con LES, mientras que los niveles de
anticuerpos IgA e IgM anti-Sm muestran una frecuencia baja en esta poblacién [146]. La
presencia de los anticuerpos anti-Sm esta correlacionada significativamente con la presencia
de anticuerpos anti-dsDNA positivos [144, 147]. El papel patogénico y la contribucidn de los
autoanticuerpos anti-Sm a la enfermedad todavia son inciertos. Sin embargo, varios estudios
han observado que estos autoanticuerpos estan asociados con manifestaciones clinicas
importantes, como el dafio renal [144]. Ademas, se ha demostrado que los anticuerpos anti-
Sm también se relacionan con manifestaciones neuropsiquiatricas, especificamente con la
psicosis, asi como con la anemia hemolitica, la vasculitis y la fibrosis pulmonar [146, 148,

149].

Como se menciond anteriormente, los receptores endosomales TLRs juegan un papel
fundamental en la produccién de autoanticuerpos. Se ha identificado que la activacién
simultdnea, de los receptores BCR y TLR7, es el principal impulsor de la produccién de estos
autoanticuerpos [106].En particular, se ha encontrado que la ausencia del TLR7 en el modelo
murino de lupus MRL-Ipr/Ipr conduce a la supresion total de los autoanticuerpos anti-Sm
[124]. De manera similar, se ha demostrado que tanto los autoanticuerpos anti-Sm como los

anti-dsDNA en el lupus inducido por pristano son dependientes del TLR7 [150].
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Los distintos isotipos de inmunoglobulina (IgM, IgD, IgG, IgA e IgE) se caracterizan por sus
regiones constantes Unicas en las cadenas pesadas y por su distribucién tisular diversa, lo
que les permite reaccionar adecuadamente contra diferentes tipos de patdgenos [126].
Mientras que las células B naive solo expresan IgM e IgD, el resto de clases y/o subclases de
inmunoglobulinas se van generando durante el desarrollo de la respuesta inmunitaria,
dependiendo de la naturaleza del antigeno que la desencadena y su modo de entrada. Los
otros isotipos (IgG, IgA e IgE) se generan mediante la recombinacion del cambio de clase
(CSR, del inglés class-switch recombination), en la cual la region variable de unién al antigeno
se mantiene inalterada [151]. La induccién de esta recombinacidn requiere de la expresion
de la deaminasa de citosina inducida por la activacién (AID, del inglés activation-induced
cytidine deaminase), y de la union de CD40 en las células B, o a través de la interaccién dual
entre el receptor BCR de superficie y el receptor TLR endosomal [126]. Finalmente, la
maduracién de la afinidad de un anticuerpo se obtiene mediante la hipermutaciéon somatica
(SHM, del inglés somatic hypermutation), la cual se caracteriza por una alta tasa de
mutaciones puntuales en la regidn variable del anticuerpo de unién al antigeno [151]. De
entre todos los isotipos, el IgG es el mas comun y abundante de la sangre periférica, y los
autoanticuerpos IgG son las mas estudiados en el LES. La presencia de autoanticuerpos IgG
en el suero de pacientes con lupus puede contribuir a la patogénesis de la enfermedad al
activar las células inflamatorias y el sistema del complemento, lo que a su vez puede causar
dafo tisular en diferentes drganos [152]. En modelos murinos de lupus, la subclase de
autoanticuerpos 1gG, 1gG2a/c, ha sido descrita como el isotipo con la mayor actividad
patogénica debido a su capacidad para formar complejos inmunes mas estables y activar
mas eficientemente los receptores Fc de las células del sistema inmunitario,
desencadenando una respuesta inflamatoria mds intensa y exagerada [126, 153]. En la
Figura 1 se muestra como los autoanticuerpos y los inmunocomplejos que forman, junto con

los autoantigenos nucleares, son capaces de desencadenar una respuesta autoinmunitaria.
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3.3.3 Fenotipo de las poblaciones celulares en el LES

La patogénesis del LES implica una compleja interaccion entre células inmunitarias
especificas con el resto de células de los tejidos, que resulta en una elevada concentraciéon
de citoquinas, autoanticuerpos y la inflamacién tisular. La contribucidon de las células
inmunitarias a esta enfermedad no se limita a la produccién de productos inflamatorios, sino
gue también se relaciona con su comportamiento fisioldgico, funcion y desregulacion
especifica. La presencia de niveles elevados de autoanticuerpos circulantes en el LES sugiere
la participacion de tipos celulares como las células B productoras de autoanticuerpos y las
células T, las cuales tienen un papel en la sefial e induccidon de la produccién de estos

autoanticuerpos por parte de las células B.

El sistema inmune innato comprende una variedad de mecanismos diversos que ejecutan
diferentes funciones en la defensa del huésped. Estos incluyen, entre otros: el sistema
fagocitico (macrofagos y neutrdfilos); las células asesinas naturales (NK, del inglés natural
killer); y las células dendriticas (DC, del inglés dendritic cells) [154]. Estos tipos celulares,
correspondientes a la primera linea de defensa del organismo, pueden encontrarse
circulando por el torrente sanguineo o residir en los tejidos, y estan preparados para la
respuesta a los patdgenos y estimulos inflamatorios [155]. Dentro de la inmunidad
adaptativa, es importante destacar el papel crucial de las células B y las células T, ya que son
responsables de dictar la especificidad de la respuesta adaptativa y coordinar la actividad de
los diferentes efectores de la respuesta inmune. Estas células son capaces de reconocer y
responder a antigenos especificos a través de la produccién de anticuerpos y la activacién
de células efectoras, respectivamente [154]. La gran mayoria de las células del sistema
inmunitario tienen su origen en las células madre hematopoyéticas, presentes en la médula
Osea, las cuales se diferencian a lo largo de diversos linajes especializados. Segun Ia
especificidad de sus precursores comunes, las células inmunitarias se pueden clasificar de

manera amplia en dos grandes grupos: las células mieloides, que engloban a los fagocitos y
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a la mayoria de las células dendriticas, y las células linfoides, que incluyen a todos los

linfocitos y a las células NK [156, 157].

Los macréfagos y neutrdfilos, componentes clave de la inmunidad innata, fagocitan
patégenos y restos celulares, pero su deficiencia en la eliminacién de células apoptéticas y,
por ende, prolongandose la exposicién de los autoantigenos a las células inmunitarias
adaptativas, puede contribuir a la patogenia del LES [154, 158, 159]. Las células dendriticas,
son APCs que desempeiian un papel clave en la respuesta innata y en el inicio de las
respuestas inmunitarias adaptativas. Al activarse en pacientes con lupus, aumentan los
niveles de expresion de las moléculas MHC de clase | y Il en su superficie, y presentan
autoantigenos a los linfocitos autorreactivos [154, 160, 161]. Finalmente, las células NK,
aunque reducidas en nuimero en estos pacientes, muestran una mayor actividad
proinflamatoria al expresar niveles elevados del receptor activador CD69 y producir mas

citoquinas [162, 163].

Durante el desarrollo del LES, se produce una compleja red de interacciones de células
inmunitarias innatas y adaptativas, que desempefian un papel fundamental en la
patogénesis de la enfermedad. Entre estas células destacan como los actores principales los
linfocitos B y los linfocitos T, debido a su capacidad para dictar la especificidad de la
respuesta adaptativa y coordinar los brazos efectores de la misma. Tanto los linfocitos B
como los linfocitos T se originan a partir de una célula progenitora comun en la médula dsea,
en un proceso conocido como linfopoyesis. Una vez producidos, los precursores de los
linfocitos B completan su maduracién en la médula dsea, mientras que los precursores de
los linfocitos T emigran hacia el timo para su maduracién final. Tras la maduracién, los
linfocitos B y T se liberan al torrente sanguineo y migran hacia los érganos linfoides
periféricos, como los ganglios linfaticos, el bazo y las placas de Peyer en el intestino [164,
165]. Este proyecto de tesis tiene como uno de los objetivos el profundizar en el papel de

las células B y sus subtipos mas importantes en el desarrollo del LES.
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Las células B desempeiian un papel fundamental en la patogénesis del LES debido a sus
multiples funciones, incluyendo la produccién de autoanticuerpos especificos, la
presentacion de antigenos, la ayuda en la activacion de las células T y la produccion de
citoquinas. La especificidad de las células B estd determinada por su receptor BCR, el cual es
Unico para cada célula. La diversidad en los BCRs se genera a través de un proceso altamente
regulado en la médula ésea durante el desarrollo de las células B [154, 166]. En individuos
sanos, las células B que expresan BCRs autorreactivos se eliminan durante la maduracion
temprana en la médula dsea, asi como durante el proceso de seleccidon periférica. Sin
embargo, en pacientes con LES y en modelos murinos de lupus, estos procesos de seleccion
y eliminacion estan alterados, lo que resulta en la persistencia de células B autorreactivas

gue pueden contribuir a la patogénesis de la enfermedad [167].

Durante el proceso de linfopoyesis, y en condiciones fisiolégicas normales, las células B
atraviesan multiples etapas de maduracidn y seleccién con el propdsito de asegurar que
Unicamente aquellas con receptores de antigenos funcionales y no auto-reactivos sean
liberadas al sistema inmunoldgico. A partir de las células madre hematopoyéticas, se origina
una poblacidn de células progenitoras linfoides conocidas como células Pro-B, las cuales
experimentan un proceso de proliferacion y diferenciacidn hasta convertirse en células Pre-
B. En este estadio se desarrollan los receptores de las células B (BCRs) que conferiran su
especificidad antigénica. En esta fase, también se pasa por unas reorganizaciones genéticas
especiales conocidas como recombinaciones V(D)J y VJ, en las cadenas pesadas y ligeras de
las inmunoglobulinas, respectivamente, las cuales generan una amplia diversidad en los
receptores de antigenos. Estas células ya se pueden distinguir del resto de células inmaduras
por la expresion de dos moléculas de superficie especificas de las células B, CD19 y B220.
Aquellas células que poseen receptores con una fuerte afinidad a antigenos propios son
eliminadas o inactivadas, lo que ayuda a prevenir respuestas inmunoldgicas dafiinas contra
el propio organismo. Las células Pre-B que superan esta seleccion se convierten asi en células
B inmaduras, las cuales serian las primeras en expresar moléculas de inmunoglobulina IgM

[168, 169]. Posteriormente, abandonan la médula dsea y emigran hacia el bazo, donde da
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inicio su proceso final de maduracién. Estas células recién llegadas al bazo son denominadas
células B transicionales [170, 171], las cuales finalmente ingresan en diferentes
compartimentos del bazo y se diferencian a células B naive maduras foliculares o de la zona
marginal (Figura 5).
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Figura 5. Etapas de desarrollo de las células B. En la médula dsea, las células madre hematopoyéticas
(CMH) se diferencian en células B, pasando de célula pre-B a células B inmaduras antes de migrar al
bazo como células B transicionales. Al reconocer un antigeno, las células B naive foliculares (FOB)
ingresan en centros germinales (CG) y experimentan una expansion clonal e hipermutacion somatica.
Estas células de los CGs realizan la recombinacién de cambio de clase y se diferencian a células B de
memoria (MBC) o a células plasmaticas (PC) de vida larga. Las células B naive también pueden
diferenciarse a células de la zona marginal (MZB), y estas a su vez en células plasmaticas de vida corta.
Imagen creada en BioRender.

Las células B naive maduras son aquellas que aun no han experimentado un encuentro
directo con su antigeno correspondiente, por lo que se les denomina "naive", indicando su
estado primigenio en términos de respuesta inmunitaria. Estas células permanecen en un
estado de reposo, aunque estan preparadas para reaccionar ante la presencia de antigenos
extrafios. Se caracterizan comuUnmente por la expresién elevada de IgD y la presencia
positiva de IgM. El fenotipo caracteristico de estas células en reposo incluye la expresion
constitutiva de CD21 y CD23, establecida durante la maduracién, y la ausencia de
marcadores de activacidn como CD80, CD86 o CD95. Una vez que un antigeno coincide con
el receptor BCR de una célula B naive especifica, se desencadena una cascada de eventos

qgue culminan en la activacion de dicha célula [172, 173].
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Una vez activadas, estas células pueden seguir diferencidndose, a través del efecto de
moléculas como BAFF y APRIL, en células B de la zona marginal o en células B foliculares e
ingresar a los centros germinales. Mas tarde, segun los estimulos antigénicos que recibeny
el entorno de citoquinas que los rodea, cada una de estas células se puede diferenciar en
una célula plasmatica secretora de anticuerpos o en células B de memoria [174, 175]. En el
LES, debido a la perdida de los mecanismos de tolerancia antigénica frente a lo propio, estas
células B naive maduras se ven sometidas a una hiperactivacién desregulada, lo que
finalmente desencadena en la diferenciacion a células plasmaticas productoras de
autoanticuerpos. Como resultado, se ha observado que el nimero relativo de células B naive
maduras disminuye en comparacion con las células B activadas en el contexto de la

autoinmunidad [125, 176].

Las células B foliculares (FOB, del inglés follicular B cells) se suelen considerar células en
reposo, o naive, y constituyen la subpoblacién mas grande de células B maduras. Circulan
libremente por el bazo y por el resto de drganos linfoides, formando una parte importante
de larespuesta inmune adaptativa, especialmente en respuestas dependientes de las células
T, ya que pueden utilizar sus receptores BCR para capturar el antigeno, procesarlo y
presentarselo a dichas células [177, 178]. Las células FOB se caracterizan principalmente por
la expresion de la molécula de superficie CD23, de la inmunoglobulina IgD y por niveles

intermedios de expresion de CD21 [177, 179].

Estas células, junto con la interaccidn de las células dendriticas foliculares (FDC, del inglés
follicular dendritic cells) y las células T auxiliares foliculares (Tfh, del inglés follicular T helper
cell), forman las estructuras conocidas como centros germinales (CGs, o GCs, del inglés
germinal centers), las cuales se desarrollan en los foliculos de las células B del bazo. Las FDCs
tienen un papel clave en la presentacién de antigenos a las células FOB en los centros
germinales, mientras que las células Tfh son esenciales para la regulacién y cooperaciéon en
la maduracién y diferenciacion de estas células B [180]. La diferenciacion de las células FOB

activadas puede verse facilitada por la activacion de los receptores TLR presentes en ellas,
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siempre en el contexto de una activacion previa de los receptores BCR y CD40, este ultimo
interactuando con el ligando CD40L de las células Tfh [183]. Por ultimo, al igual que ocurre
con las células B naive, la frecuencia de las células FOB se ha observado que se encuentra

anormalmente reducida en varios estudios con modelos murinos de LES [81, 181].

Los centros germinales cumplen varias funciones esenciales dentro de la respuesta inmune
adaptativa. En ellos es donde ocurren los procesos de proliferacion, apoptosis,
hipermutacién somatica, seleccion de antigenos de alta afinidad, el cambio de isotipo de las
inmunoglobulinas y la diferenciacion en células secretoras de anticuerpos o en células de
memoria. Los CGs comprenden dos zonas muy bien diferenciadas: la zona oscura (DZ, del
inglés dark zone), que actia como epicentro de la proliferacion de las células B y donde
ocurre la hipermutacién somatica de los genes de la regidn variable de las inmunoglobulinas;
y la zona clara (LZ, del inglés light zone), a donde migran para ser seleccionadas por las
células Tfh y que se produzca la maduracion de la afinidad de la respuesta de anticuerpos.
Ambos procesos son esenciales en las reacciones de los CGs en las respuestas inmunitarias
dependientes de las células T. Finalmente, estas células B abandonan los centros germinales

como células plasmaticas o células de memoria [182, 183] (Figura 6).
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Figura 6. Reacciones dentro de un centro germinal, en el contexto del LES. Las células B maduras
naive foliculares, que han sido activadas por las células T auxiliares, y/o por la unién al antigeno
antinuclear, migran a los foliculos, formando la zona oscura de los centros germinales. En esta zona
se produce la proliferacion celular. Las células B comienzan a experimentar un cambio de isotipo,
teniendo lugar la hipermutacion somatica. Tras esto, migran a la zona clara, donde se encuentran las
células dendriticas foliculares, que muestran el antigeno a las células B, las cuales son luego
seleccionadas por las células Tfh, produciéndose la maduracion de la afinidad. Finalmente, estas
células se diferencian y salen de los centros germinales como células B de memoria, o células
plasmaticas productoras de autoanticuerpos. Imagen creada en BioRender.

Los CGs pueden surgir de manera espontdnea en ausencia de una inmunizacidén deliberada
o debido a una infeccién evidente. En modelos murinos y en pacientes con enfermedades
autoinmunes, la regulacion anormal de los CGs promueve el desarrollo de autoanticuerpos
patogénicos somaticamente mutados, y de cambio de clase, favoreciendo el desarrollo de
la autoinmunidad. Ademas, aparte del desarrollo espontaneo de los CGs, el tamafio y la
frecuencia de estos se ven aumentados, lo que también genera que la estructura normal se

rompa. Todo ello acompafiado de un incremento en el nimero de células proliferativas y en

estado de diferenciacién [184] (Figura 7).
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Figura 7. Estructura de los centros germinales. Se muestra un corte de bazo y posterior tincion
inmunohistoldgica de un centro germinal en un ratén sano (panel superior) y uno enfermo (panel
inferior). En rojo se tifid la zona de las células T (CD4); en verde se tifié la zona oscura (PNA); en azul
se tifid la zona clara (IgD). Imagen modificada de [185].
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Rodeando y delimitando los CGs se situa la zona del manto, o zona marginal, donde se
encuentran las células B de la zona marginal (MZB, del inglés marginal zone B cells). Se
considera que estas células se diversifican en el proceso de maduracién de las células B,
siendo un subconjunto o un linaje separado de las que ocupan los foliculos. Aunque esto
podria llevar a confusién debido a la presencia de células de memoria en la zona marginal.
Estas células podrian residir ahi o estar de transito [186]. Las células MZB sirven como la
primera linea de defensa frente a patégenos provenientes del torrente sanguineo, debido a
su proximidad con la pulpa roja del bazo, donde se encuentran los capilares y se filtra la
sangre. La pulpa blanca, en cambio, esta constituida por tejido linfatico, principalmente
linfocitos y los centros germinales, los cuales se forman por el interior del bazo. En humanos,
las células MZB se pueden encontrar en la circulacion, asi como en otras partes del cuerpo,
mientras que, en los ratones, estas son inméviles y residen en el bazo [187]. Estas células se
caracterizan por tener una expresion elevada de IgM y una baja expresién de IgD. Por otro
lado, en comparacién con las células FOB, las células MZB presentan una expresion positiva
de CD21 y negativa para CD23. Finalmente, estas células también cuentan con la expresion

de CD1d vy los receptores S1IPR1y S1PR3 [178, 188].
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En presencia de sefales coestimuladoras, tanto de células del sistema inmunitario innato
como adaptativo, las células MZB activadas por antigenos pueden experimentar una
diferenciacidn rapida hacia células plasmaticas productoras de anticuerpos a través de dos
vias principales. Estas vias pueden depender de la interaccion con células T o ser
independientes de ellas [189, 190]. Ademas de su capacidad para inducir la produccién de
inmunoglobulinas IgM, las células MZB tienen la capacidad de cambiar de clase y producir
tanto IgG como IgA. Estas células presentan niveles elevados de receptores tipo TLR. Las
sefiales generadas por la activacidn de estos receptores, junto con la activacion del receptor
BCR, desencadenan la produccién de anticuerpos [191]. En modelos murinos, se ha
observado como sefiales similares regulan la tolerancia de las células B. De hecho, la
coactivacion desregulada de los receptores BCR y TLR por autoantigenos contribuye al inicio
de la autoinmunidad al activar de manera patogénica las células B autorreactivas, incluyendo
las células MZB [192]. Como resultado, se ha observado una disminucion anormal en la
frecuencia de estas células en modelos murinos de LES, ya que su activacion desregulada
implica la pérdida de la expresion de superficie de CD21 y del cambio de clase de

inmunoglobulina [81, 181].

Finalmente, llegados al ultimo estadio de diferenciacién de las células B, estas se podrian
diferenciar, a grandes rasgos, en células plasmaticas productoras de anticuerpos y en células
de memoria. Las células plasmaticas (PCs, del inglés plasma cells) desempefian un papel
crucial en la sintesis de anticuerpos destinados a proteger el organismo contra agentes
infecciosos. Sin embargo, estas células también son responsables de la generacién de
autoanticuerpos patogénicos en el contexto de las enfermedades autoinmunes. Se ha
observado un aumento en el nimero de PCs circulantes en pacientes con lupus activo,
correlaciondandose con mayores concentraciones de autoanticuerpos [193]. Las células B
activadas poseen la capacidad de llevar a cabo un cambio de clase en el receptor BCR, es
decir, hacia isotipos como IgG e IgA, culminando en su diferenciacion en PCs [194]. La
diferenciacion de las PCs es un proceso continuo en el cual se va perdiendo gradualmente la

expresion de marcadores caracteristicos de los linfocitos B (como B220, CD19, y moléculas
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del MHC-Il), mientras que se observa una progresiva sobreexpresion de marcadores
especificos como Sdcl1 (CD138), Fas, Lgalsl, o las propias inmunoglobulinas secretadas
[195]. Tradicionalmente, se pensaba que los autoanticuerpos de alta afinidad de tipo IgG se
originaban principalmente a través de las respuestas en los centros germinales. Sin embargo,
el cambio de clase y la hipermutacidn somdatica también pueden ocurrir en la zona
extrafolicular (EF). Tanto las respuestas en los centros germinales como en la zona EF estan
implicadas en el LES [196, 197], contribuyendo ambas al mantenimiento de la respuesta

humoral crénica y agresiva [193].

En comparacién con las células plasmaticas, las células B de memoria (MBC, del inglés
memory B cell) poseen un tiempo de vida mas prolongado, permaneciendo inactivas hasta
una reexposicion con el antigeno [198]. Cuando estas células se reactivan, se diferencian en
células plasmaticas secretoras de anticuerpos. Por lo tanto, las células MBC desempefian un
papel fundamental al proporcionar inmunidad a largo plazo, y son esenciales para preservar
la memoria seroldgica [199]. Las MBCs pueden originarse a partir de respuestas
dependientes de los centros germinales o en la zona extrafolicular. En humanos, su
marcador de superficie mds distintivo es el CD27, sin embargo, en ratones, se han
identificado varios marcadores, tales como CD38, CD80, CD81 y Fcrl5, entre otros [200]. En
el LES, se observa un aumento en el nimero de MBCs de cambio de clase (del inglés class-
switched memory B cells) en relacion con las células B naive, lo que indica un desequilibrio
en la proporcién de ambos subtipos de células B. Este incremento representa un riesgo
significativo para el desarrollo del LES. Esto se debe a que estas células poseen un umbral de
activacion mas bajo, lo que facilita la proliferacién de células B autorreactivas, y contribuye
al fenotipo activo constante observado en la enfermedad [201]. Por otro lado, estas células
también tienen respuestas exageradas de los BCRs, lo que resulta en un aumento en la
entrada de calcio y la fosforilacion de moléculas de sefializacién celular [167]. Una
subpoblacién de MBCs especifica, cuyos numeros estan incrementados en el LES, es
conocida como células B doble negativas (DN, del inglés double negative), caracterizadas por

la expresion negativa de IgD y CD27 [202]. Estas células exhiben un fenotipo de anticuerpos
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con cambio de isotipo, y se correlacionan con la presencia de anticuerpos anti-dsDNA vy
anti-Sm [203]. Dichas células se pueden clasificar en dos subtipos: las células DN1 (CD19*
CXCR5%), y las células DN2 (CD19* CD11c* CXCR5’). La subpoblacion DN2, expandida en
pacientes con LES, se caracteriza por tener un fenotipo parecido al de las células plasmaticas

y tener una hiperreactividad a la estimulacién del receptor TLR7 [204].

Finalmente encontramos a los linfocitos T, los cuales se dividen en dos grandes
subpoblaciones: las células T CD4* o auxiliares (del inglés, helper cells); y las células T CD8",
también conocidas como células T citotdxicas. Los linfocitos T desempefian un papel crucial
en la patogénesis del LES, donde la desregulacion de estas células incide directamente en la
tolerancia periférica, dando lugar a la hiperactivacién de las células B. Se han identificado
multiples subgrupos de células T vinculados con la patogénesis de la enfermedad. Estos
subgrupos, al inducir una sobreproduccion de citoquinas proinflamatorias y al participar en
interacciones con otras células, estimulan la sintesis de autoanticuerpos y contribuyen al
deterioro tisular [205]. En el contexto del LES, se observa una correlacion positiva entre una
mayor activacion de las células T y la progresion de la enfermedad. Entre estas, las células
de memoria efectora emergen como una subpoblacién fundamental en el proceso de la
autoinmunidad. Estas células presentan un fenotipo (CD62L" CD44*) que es opuesto al

fenotipo de las células T naive (CD62L* CD44") [206].

La interaccidn entre las células T y las células B se considera uno de los eventos mas
relevantes y tempranos en el contexto de los procesos autoinmunes, el cual desempena un
papel crucial en la activacion de las células B y la consecuente produccion de
autoanticuerpos. Tradicionalmente, las células T auxiliares foliculares (Tfh) han sido
consideradas como las protagonistas en esta interaccion, especialmente en la estimulacion
de las respuestas de las células B en los diferentes drganos linfoides secundarios, como es el
caso del bazo [207]. Sin embargo, la investigacidn reciente ha evidenciado que las células
Tfh no constituyen el Unico componente encargado de estas interacciones. Fuera de los

foliculos, que son donde se encuentran los centros germinales, las células T auxiliares
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extrafoliculares (Tefh, del inglés extrafollicular T helper cell) emergen como una poblacién
clave en las enfermedades autoinmunes [208]. A diferencia de las células Tfh, que se
encuentran confinadas en compartimentos especificos, las células Tefh exhiben una mayor
plasticidad y capacidad de migracidn hacia los tejidos inflamados. Esta capacidad de operar
en un entorno inflamado tiene como funcidn estratégica la de promover las respuestas
inmunitarias locales, incluida la produccidon de autoanticuerpos. Las interacciones T-B
pueden dar lugar a respuestas autoinmunes aberrantes, y se han observado en

enfermedades autoinmunes como el LES y la artritis reumatoide [209, 210].

3.4 Modelos murinos de lupus

Los modelos murinos de lupus han surgido como herramientas indispensables para
comprender los complejos mecanismos de la patogenia del LES, y evaluar la eficacia de
nuevas dianas terapéuticas. La progresion paso a paso en la investigacion de una
enfermedad, desde los experimentos in vitro hasta los modelos animales preclinicos,
pasando por las pruebas en humanos in vivo y, en ultima instancia, los ensayos clinicos, ha
sido fundamental para allanar el camino a los avances terapéuticos que tenemos en la

actualidad (Figura 8).

Existen una amplia gama de estos animales de experimentacién, los cuales presentan
diferentes aspectos especificos de la fisiopatologia del lupus y que recapitulan distintos
aspectos de la enfermedad en humanos [211]. En general, los modelos de experimentacion
para el estudio de LES se pueden diferenciar en tres grandes categorias: los modelos
transgénicos o genéticamente modificados, los modelos inducidos y los modelos

espontaneos.
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Figura 8. Integracion de estudios humanos y murinos para el descubrimiento de nuevos
mecanismos y farmacos para el LES. El estudio de genes de susceptibilidad tanto en pacientes con
lupus como en modelos murinos de lupus ha permitido identificar posibles dianas terapéuticas. Para
validar la asociacidn de estos genes con los sintomas de la enfermedad, se llevan a cabo estudios
exhaustivos en estos animales. Finalmente se procederian a realizar los ensayos clinicos en humanos.
Imagen adaptada de [211], y modificada en BioRender.

Los modelos transgénicos son cruciales para comprender la funcion de genes especificos en
el desarrollo y respuesta a condiciones patoldgicas complejas. Hasta la fecha, Ia
susceptibilidad al LES se ha asociado con numerosos genes mediante estudios de GWAS
[212]. Existen técnicas de ingenieria genética avanzadas para investigar a fondo la funcién
de distintos genes, como lo son el knock-in y el knock-out, las cuales posibilitan la
manipulacion controlada de estos genes, ya sea para su sobreexpresion, inactivacion o
eliminacion. En el contexto del LES, cabe resaltar uno de los modelos empleados en este
proyecto, el modelo TLR7.tg6. Este modelo se caracteriza por la sobreexpresion del gen Tir7,
debido a una insercién de varias copias del gen en el cromosoma Y. De esta manera, en los

machos se desarrolla un proceso autoinmune agudo, caracterizado por la produccién de
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autoanticuerpos, esplenomegalia y otros fenotipos patoldgicos asociados con el lupus en

humano [213].

Los modelos inducidos son aquellos en los que aparecen signos de enfermedad tras la
administracién de un agente externo. Dentro de esta categoria, los modelos mas conocidos
y usados serian dos: el modelo inducido por pristano, cuya induccién intraperitoneal induce
en los ratones una enfermedad similar al lupus, con glomerulonefritis, artritis y la presencia
de autoanticuerpos [214]; y el modelo inducido por la enfermedad de injerto contra huésped
(GVHD, del inglés graft-versus-host disease), el cual resulta en una activacién masiva de
células B policlonales del huésped, y en la expansion y produccidn de inmunoglobulinas
circulantes [215]. Recientemente se ha desarrollado un tercer modelo inducido, basado en
la administracién tépica de un agonista de los receptores TLR7, el imiquimod (IMQ). La
aplicacion repetida de IMQ induce el desarrollo de una enfermedad con caracteristicas muy
similares al lupus en humanos, incluyendo la produccién de autoanticuerpos, la aparicidn de
esplenomegalia y glomerulonefritis [216]. EIl modelo inducido por IMQ también se ha

empleado en este proyecto y se profundizard en él en los proximos apartados.

Finalmente, los modelos espontaneos son aquellos en los cuales los ratones desarrollan una
enfermedad de manera natural, sin intervencién externa. Estos modelos son muy valiosos
en la investigacion biomédica ya que reflejan condiciones patolégicas que surgen de manera
similar a cdmo se manifiestan en los seres humanos. Dentro de esta categoria podriamos
destacar los tres modelos cldsicos y muy utilizados en el ambito de la investigacién del LES.
En primer lugar, la cepa NZB/W F1 (del inglés New Zealand Black and White F1), la cual
desarrolla un fenotipo severo similar a la enfermedad de pacientes con lupus, exhibe
linfoadenopatia, esplenomegalia y un aumento de los anticuerpos ANA en sangre [211]. En
segundo lugar, la cepa MRL-Ipr/lpr, caracterizada por una mutacién autosémica recesiva
(Ior) que genera lo que se conoce como linfoproliferacion, exhibe un aumento de células del
sistema inmune, una elevada tasa de mortalidad y altas concentraciones de

inmunoglobulinas circulantes [217]. Finalmente, la cepa BXSB.yaa [218], la cual se
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caracteriza por la presencia de un acelerador de la autoinmunidad ligado al cromosoma Y,
conocido como yaa (del inglés, Y-linked autoinmune accelerator). Se trata de una
translocacion de una porcidn del cromosoma X al cromosoma Y, dando como resultado una
duplicacién de un gran nimero de genes, entre los que se incluye el TIr7 [104]. El aumento

en la expresion del TIr7 es suficiente para generar la enfermedad en los machos [219].

También se utilizan cepas portadoras de loci de susceptibilidad al LES. En ratdn se han
identificado tres, conocidos como Slel, Sle2 y Sle3 [220]. Estos estan involucrados en la
pérdida de la tolerancia a los antigenos nucleares, lo que conduce a la hiperactividad de las
células By T, que culminan en la secrecién de autoanticuerpos [221]. Mediante el proceso
de retrocruzamiento con ratones C57BL/6, se desarrollaron una serie de ratones congénitos
qgue albergaban dichos loci de susceptibilidad [222]. En nuestro grupo de investigacion
también se trabaja con un modelo espontdneo con dichas caracteristicas, el modelo

B6.Slel.yaa.

Los modelos murinos de lupus han sido un recurso imprescindible y clave para el estudio de
esta enfermedad durante las Ultimas décadas. Los hallazgos en estos modelos han
proporcionado informacidn fundamental y novedosa sobre la patogénesis del LES a nivel
celular y molecular. A pesar de las diferencias entre los sistemas inmunoldgicos del ratén y
del humano, estos animales siguen siendo extremadamente valiosos como modelos
preclinicos para evaluar el valor terapéutico y los posibles tratamientos de la enfermedad

[223].

3.5 Sintomatologia, signos y tratamientos actuales del LES

Los modelos murinos de lupus representan poblaciones genéticamente homogéneas para
estudiar el inicio y la progresion patogénica de la enfermedad, tanto a nivel local como

periférico, y en los diferentes organos [224]. La eleccién de un modelo adecuado para el
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estudio de esta patologia resulta fundamental, dependiendo de los aspectos que se deseen
analizar, dado que la sintomatologia y los signos del lupus abarcan un amplio espectro. La
presencia y deteccion de anticuerpos antinucleares (ANAs), anticuerpos anti-dsDNA y
anticuerpos anti-RNA o asociados al RNA, como los anticuerpos anti-Sm, son una
caracteristica distintiva del LES en humanos, asi como el desequilibrio en las respuestas
inmunes de las células B y T. Entre las manifestaciones clinicas mas relevantes se incluyen
las lesiones cutaneas, la glomerulonefritis o dafio renal, la artritis, la esplenomegalia, los
sintomas neuroldgicos como las disfunciones cognitivas o la depresidn, y las manifestaciones
gastrointestinales, cardiacas o pulmonares [225, 226]. Sin embargo, dado que cada paciente
presenta un fenotipo Unico, cada modelo de ratdn puede replicar caracteristicas limitadas

de la enfermedad.

Los modelos de ratéon empleados en este proyecto se fundamentan en la sobreexpresion del
gen TIr7, siendo crucial el aumento en el nimero de copias de este gen para el desarrollo y
progresion de la enfermedad en dichos animales [213, 227]. La sobreexpresion de este gen,
duplicada en modelos con un fondo genético predispuesto a padecer una enfermedad
autoinmune leve, como la cepa B6.5/el1, donde Slel representa uno de los mayores locus de
susceptibilidad al lupus (Slel.tg) [228], o un aumento mas significativo en la expresién del
TIr7 (TLR7.tg) en modelos que actian como controles sanos, es suficiente para
desencadenar un fenotipo grave de la enfermedad [213, 229]. Las cepas con una expresion
elevada del TIr7 presentan un aumento en la produccién de autoanticuerpos en suero, un
desequilibrio completo de las diferentes poblaciones celulares del sistema inmune, como la
reduccion de las células MZB y FOB, o la expansion de células plasmaticas y T foliculares, asi
como el aumento de las células mieloides [81, 104, 213]. En etapas avanzadas, se observa
una infiltracidon de células del sistema inmune en los diferentes érganos, como las células
CD11b*, glomerulonefritis, o el aumento del tamafio del bazo. También se puede llegar a
observar una pérdida de peso, artritis, erosiones cutaneas y déficits cognitivos [227, 230].

En definitiva, estas cepas asociadas al TLR7 se utilizan para proporcionar una comprension
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detallada de los mecanismos inmunoldgicos, celulares y moleculares, que promueven el

desarrollo de la respuesta autoinmune en los diferentes 6rganos.

No obstante, los modelos murinos de lupus no se usan solo para analizar y comprender los
mecanismos de la enfermedad, sino que también han servido para evaluar la eficacia de
posibles tratamientos. Hasta la fecha, solo unos pocos medicamentos han sido aprobados
para el uso frente al LES en humanos [211]. Han hecho falta unos 60 afios de investigacion,
aproximadamente, para que se aprobase el primer tratamiento bioldgico, conocido como
Belimumab, en 2011. Este compuesto es un anticuerpo monoclonal cuya diana es el factor
activador de las células B (BAFF, del inglés B-cell activating factor), el cual ha cumplido con
todos los criterios de los ensayos clinicos y ha sido recomendado para el tratamiento del LES
[231]. La hidroxicloroquina, un antipaltdico, es el tratamiento estandar para la enfermedad
y se recomienda en pacientes con sintomas, pero sin tener los érganos afectados o con
lesiones [232]. Los corticosteroides, aunque se administran para el tratamiento del LES, su
capacidad para inducir inmunosupresién generalizada se ve acompafiada de efectos
secundarios. En casos de pacientes con lesiones severas en érganos y una alta actividad de
la enfermedad, se puede considerar la utilizacién de agentes inmunosupresores en
combinacion con hidroxicloroquina. Dado que el tratamiento inmunosupresor carece de
especificidad, con el tiempo se han ido descubriendo varios agentes bioldgicos que se
encuentran en fase de desarrollo, con el objetivo de lograr una inmunomodulacidn dirigida,
la remisidon de la enfermedad y una mejora en la calidad de vida de los pacientes. Ademas
del Belimumab, cabe mencionar el Rituximab, un anticuerpo anti-CD20 dirigido a linfocitos
B, utilizado también en casos severos, y el compuesto Anifrolumab, un antagonista del
receptor del IFN de tipo I, el cual también ha resultados muy positivos en el tratamiento del

LES [233].

A pesar de los grandes avances que se han hecho en los tratamientos para el lupus, persiste

la falta de consenso en relacidn a la etiologia y patogénesis de la enfermedad. El empleo de

estudios genéticos emerge como un recurso de gran potencial para identificar las vias de
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sefializacién que contribuyen a la patogenia del lupus. En la actualidad, se han identificado
diversas regiones genéticas vinculadas al lupus, y los genes presuntamente responsables
tienden a coexpresarse y colaborar en vias de sefializacién compartidas. Las funciones de
estos genes en estas vias ofrecen informacién muy valiosa acerca de los mecanismos y el
desarrollo de la enfermedad, al mismo tiempo que sugieren posibles dianas para futuras
estrategias terapéuticas [234]. Estudios recientes de GWAS en humanos han identificado
una serie de genes asociados a la enfermedad, pero de los que se desconoce el papel. En
este sentido, los modelos murinos permiten la evaluacién del papel de genes novedosos
identificados en estudios humanos (Figura 8) [211]. En este contexto, esta es la estrategia
utilizada para este proyecto en el que se va a evaluar en detalle el papel del gen Bank1,
identificado mediante GWAS como gen de susceptibilidad al LES en humanos, en modelos

de raton.
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4. EL PAPEL DE BANK1 EN EL LUPUS Y EN LA AUTOINMUNIDAD

A lo largo de los afios, los estudios genéticos han adquirido un papel crucial, beneficidndose
de los avances cientificos y de las técnicas en constante evolucion destinadas a identificar
variantes genéticas asociadas al LES y a otras enfermedades autoinmunes complejas. En este
contexto, BANK1 ha emergido como un gen de particular relevancia. En el marco de este
proyecto, hemos realizado un analisis detallado de las funciones de este gen, explorando sus
relaciones y funciones especificas en el LES, destacando su papel en la sefalizacion de las

células B, asi como en la via del receptor TLR7.

El grupo de investigacion del doctor Kazumasa Yokoyama [235] identificé la proteina BANK1
por primera vez mediante un andlisis de fosforilacion en fase sélida [236], mientras buscaban
sustratos para LYN, una proteina de la familia Src de tirosina quinasas (PTK, del inglés protein
tyrosine kinase), la cual se activa tras la unién del ligando al receptor BCR [237]. La proteina
que aislaron resultd tener repeticiones de anquirina, cuya secuencia codificante se
determind mediante RT-PCR de ARN aislado de células B Daudi. En este proceso se identificd
la isoforma principal de la proteina, compuesta por 755 o 785 aminodcidos, dependiendo de

si presentan un exén 1A o 1B, y con un peso molecular de 85500 Da.

El gen BANK1 se encuentra localizado en el cromosoma humano nimero 4 (4924), y en el
cromosoma numero 3 en ratones. Los primeros andlisis de expresién génica, usando la
técnica de northern blot y tejidos de ratén, demostraron que BANK1 se expresaba tanto en
las células B del bazo como de los nddulos linfaticos. Esta expresion se observd en ratones
adultos, pero no en modelos Rag” o SCID, en los cuales el desarrollo de las células B esta
bloqueado en el estadio pro-B [238]. Siguiendo el desarrollo de las células B, BANK1 se
observé en las células B inmaduras y recirculantes. Su expresién también fue corroborada
en las células IgM*IgD", IgM*IgD* y en las poblaciones mas maduras, IgM'IgD*. Ademas, se
descubrid que la proteina de BANK1 presentaba cierta homologia con otras proteinas que

contenian anquirina, como BCAP (del inglés B-cell adaptor protein) y la proteina Dof de
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Drosophila (Figura 9). La proteina BCAP es un sustrato de tirosina quinasa multifuncional
qgue regula las vias de transduccion de seinales en varios tipos celulares, y que conecta el
receptor BCR con la activacidn de la quinasa PI3K (del inglés phosphoinositide 3-kinase) [239,
240]. Por otro lado, la proteina Dof regula, de manera especifica, la via de sefializacién
mediada por el receptor del factor de crecimiento de fibroblastos (FGFR, del inglés fibroblast
growth factor receptor) en Drosophila [241]. Las repeticiones de anquirina estan localizadas
entre los aminoacidos 309 y 372 de BANK1, mientras que una secuencia de hélice
superenrrollada (del inglés coiled-coil) se encontré entre los aminodacidos 647 y 675. A partir
del descubrimiento realizado por el doctor Yokoyama y su grupo de investigacién, BANK1

comenzé a ganar importancia en el ambito cientifico, anticipando nuevas revelaciones en el

futuro.
BANK1 H# [AR ] 755 aa
BCAP H# [AR ] iec | | 811 aa
Dof | [ AR fcc} | 1009 aa

Figura 9. Estructura de la proteina BANK1 y sus homologas. Representacion esquematica de la
estructura y motivos de la proteina BANK1 en humanos, la proteina BCAP en ratdn, y la proteina Dof
en Drosophila. Imagen adaptada de [235], y modificada en BioRender.

4.1 Asociacion genética de BANK1 con la autoinmunidad

En el afo 2008, el grupo de la doctora Alarcén-Riquelme identific6 BANK1 como un gen de
susceptibilidad al LES, mediante un estudio de asociacién del genoma completo (GWAS) en
una poblacién europea [80]. En este estudio, de entre todos los SNPs, se identificé una
asociacion entre la enfermedad y una sustitucidon no sindnima de la proteina de BANK1
(rs10516487), en concreto fue un cambio de arginina a histidina en la posicion del
aminoacido 61 (R61H), en el exdn codificante nimero 2. La diferencia entre un SNP sindnimo
y uno no sinédnimo es que, aunque ambos ocurren en una region codificante del ADN, los

primeros no alteran la secuencia de aminoacidos, mientras que los segundos si lo hacen,
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pudiendo tener consecuencias funcionales en la proteina resultante [242]. Otra variante,
asociada con la enfermedad, fue localizada en el intrén 1 (rs17266594), precediendo al exén
2, en el sitio de ramificacion (branch-point site), punto de referencia para la maquinaria de
splicing. Por ultimo, se identificd un tercer SNP asociado (rs3733197), el cual causa una
sustitucion de alanina por treonina, en la posicién del aminoacido 383 (A383T), localizado

en el exdn 7, que codifica el dominio de repeticiones de anquirina [80].

Mediante la técnica de RT-PCR, se llevé a cabo un andlisis de la estructura de BANK1, el cual
reveld dos isoformas principales. La primera es la isoforma completa, conocida como
full-length (FL), de 755 o 785 aminoacidos. Por otro lado, la segunda isoforma, conocida
como Delta 2 (D2), presenta un tamafo reducido de 652 aminoacidos, al carecer por

completo del exdn 2, el cual codifica para un dominio TIR conformacional [243] (Figura 10).

rs17266594 510516487

TIC GIA
Exén 1A  Exén 1B Promotor Ex6n 2 Ex6n 3

Dominio

l

NH; | _ ! | COOH (785/755 aa)

NH, | ; | COOH (652 aa)

Figura 10. Estructura esquematica de BANK1. El SNP rs17266594, ubicado en el sitio de ramificacién
del intrén 1, altera la eficiencia de empalme de los transcritos de longitud completa (FL) y A2. EI SNP
rs10516487 resulta en una sustitucion no sindénima R61H. El empalme alternativo da lugar a dos
isoformas, FLy A2, esta Ultima con la eliminacién del exdn 2. La isoforma corta A2 carece del dominio
putativo para TIR. Imagen adaptada de [80] y modificada en BioRender.

Se observd que un incremento en la expresién de la isoforma D2, acompaifiado de una
disminucién en la isoforma FL, estaba genéticamente asociado con una mayor protecciéon

frente al LES [80]. Ademas, se observé que la isoforma FL tiene la capacidad de formar
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complejos de andamiaje mds extensos en el citoplasma, lo que sugiere un potencial
aumento en la multimerizacién [244]. Un aspecto importante de la asociacidén genética entre
BANK1 y el LES es que la frecuencia alélica mas grande de rs10516487 (R61) mostré dicha

asociacién vy, por lo tanto, se postulé como la variante de riesgo.

Esta asociacién genética fue replicada por el grupo de investigacidn del doctor Guthridge
[84], el cual sugirié que los polimorfismos de BANK1 alteraban el desarrollo y la funcién
normal del sistema inmune, incrementando el riesgo de desarrollar la enfermedad. Estudios
adicionales replicaron dicha asociacion en la poblacidn finlandesa [245], asi como en otras
poblaciones europeas [63, 246-248]. En uno de estos estudios, en el cual se usé una cohorte
de mas de 7000 casos de LES y cerca de 16000 controles, la variante de riesgo identificada
fue rs10028805 [62], posteriormente confirmada en una poblacion afroamericana [82]. La
asociacion genética de los polimorfismos de BANK1 con el LES también fue confirmada en
poblaciones chinas, especialmente en Hong Kong, y tailandesas [249-251]. Sin embargo,
BANK1 mostrd una asociacion débil en poblaciones mexicanas [252], o nula en una poblacidn
con ascendencia amerindia [253]. Un descubrimiento a destacar fue la asociacién en

afroamericanos, donde dicha conexion fue particularmente fuerte [83, 254].

También se llevaron a cabo numerosos estudios adicionales de asociaciéon con otras
enfermedades. En primer lugar, BANKI no mostrd ninguna asociacion con el sindrome anti-
fosfolipido primario [255], por otro lado, si mostré dicha asociacidon con la artritis
reumatoide (AR) [256], aungue no pudo ser replicada en un segundo estudio [257]. De
manera similar, los polimorfismos genéticos de BANK1 si que mostraron una asociacién con
la esclerosis sistémica (SSc, del inglés systemic sclerosis) [258], no obstante, estos si se
pudieron replicar en una segunda poblacion europea [259]. Asimismo, se encontrdé una
asociacion genética entre el SNP rs10028805 de BANK1 y la leucemia linfocitica crénica (CLL,
del inglés chronic lymphocytic leukemia) [260], y otra variante (rs3733197) se vinculd con

niveles elevados de colesterol LDL (del inglés low density lipoproteins), en una poblacién
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coreana [261]. Finalmente, se demostrd que también existia una asociacidn genética con el

sindrome de Sjogren primario (pSS, del inglés primary Sjégren’s syndrome) [262].

El grupo de investigacidn de la doctora Vinuesa [79] encontrd otra variante de BANK1 que
implicaba un cambio de triptéfano a cisteina en la posicién del aminodcido 40 ubicada en el
exon 2 (W40C). En este estudio se encontrd que la expresion de BANK1 40C en las células
HEK293T condujo a una reduccion en la formacion de los llamados secuestrasomas, o
autofagosomas, estructuras esenciales en la degradacién de agregados proteicos. Estos
secuestrasomas incluyen p62, una proteina adaptadora que regula la via NF-kB mediante
interacciones con TRAF6 y CYLD (del inglés Cylindromatosis tumor suppressor lysine
deubiquitinase) [263]. En estas células, la expresion de BANK1 condujo a la formacién de
inclusiones citoplasmaticas, semejantes a los secuestrasomas. De esta manera se confirmé
la colocalizacidon de BANK1 con TRAF®6, la proteina p62 y la enzima CYLD [79], sugiriendo que
BANK1 podria secuestrar a TRAF6, reduciendo su capacidad de ubiquitinar a IRF5, lo que
disminuiria la activacion de esta ultima y la produccién de IFN tipo |, clave en el LES [264]. La
variante BANK1W4C reduciria la formacidn de estos secuestrasomas, lo que incrementaria la

activacion de IRF5 y la induccién de IFN tipo |, agravando la enfermedad [79].

Otro estudio profundizé mas en el papel de BANK1 en las alteraciones de la seiializacidn en
las células B periféricas [265]. Se demostrd que las células B de los portadores del alelo de
riesgo rs10516487 de BANK1 presentaban un aumento en la expresion basal de la proteina
FOXO01, clave en la via de sefializacion de PI3K-AKT, desempefiando un papel crucial en el
proceso de diferenciacion celular [266]. La activacidn de la via PI3K/AKT se vio disminuida
en individuos que portaban los alelos de riesgo de BANK1. Esta disminucion se evidencio a
través de la reduccién en la fosforilacion de AKT (del inglés protein kinase B) y PLC-y2 (del
inglés phospholipase C gamma 2), lo que indicaba una reduccién general en la sefializacion
del receptor BCR. De manera significativa, durante la estimulacién BCR/CD40, la expresién
de la isoforma completa de BANK1 aumentd en las células B portadoras del alelo de riesgo,

correlacionandose con los niveles de ARN mensajero de FOXO1 y de AICDA. Este hallazgo
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fue clave, ya que AICDA desempefia un papel crucial en el cambio de clase de las

inmunoglobulinas en las células B [265].

Todas las asociaciones genéticas mas relevantes de los polimorfismos de BANK1 con las
diferentes enfermedades, y en qué regidn de la proteina se localizan, estan resumidas en la
Tabla 1 [267]. En esta tesis nos centraremos en el estudio y las funciones clave de BANK1 en

la senalizacién de las células B.

Enfermedad SNP Localizacion Referencia
LES rs10516487 Dominio TIR [80]
LES rs17266594 - [80]
LES rs3733197 Repeticiones de anquirina [80]
LES rs17266594 - [84]
LES rs10028805 - [63, 82, 83, 249-252, 254]
LES W40C Dominio TIR [79]
SSc rs10516487 Dominio TIR [258]
SSc rs3733197 Repeticiones de anquirina [258]
AR rs10516487 Dominio TIR [256, 257]
CLL rs10028805 - [260]
Colesterol LDL rs3733197 Repeticiones de anquirina [261]

Tabla 1. Lista de las asociaciones genéticas de los polimorfismos de BANK1.

4.2 El papel de BANK1 en la seializacion de las células B

La proteina BANK1 esta constituida por tres dominios conservados: dos motivos similares a
repeticiones dobles de anquirina [250], un dominio de hélice superenrrollada (coiled-coil) y

un motivo Dof/BCAP/BANK (DBB) [268]. BANK1 también incluye en su secuencia varias
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regiones ricas en tirosina y prolina que podrian proporcionar sitios de acoplamiento para
proteinas que contengan los dominios SH2 y SH3 [269]. También se confirmd la presencia
de un motivo funcional de unién a TRAF6, asi como la presencia del dominio TIR funcional
[270]. BANK1 se expresa principalmente en las células B y, como proteina adaptadora, o de
andamiaje (del inglés scaffold), esta involucrada en varias de las vias de sefializacion mas

importantes de dichas células [267] (Figura 11).

El primer estudio demostré que BANK1 se une a LYN, una tirosina quinasa de la familia Src
[235]. En esta linea, estudios posteriores mostraron que BANK1 también se une a BLK, otra
tirosina quinasa de la misma familia [269, 271, 272]. Ambas tienen un papel crucial en la
sefializacion de los receptores BCR. Tras el reconocimiento del antigeno por parte de este
receptor, los ITAM (del inglés immunoreceptor tyrosine-based activation motif) de 1ga/B del
BCR son fosforilados por ambas quinasas [273]. En este sentido, BANK1 también es
fosforilado y se une a las dos quinasas Src [236, 273]. BANK1 también se ha visto que
interactya con PLCy2 [274]. Esta enzima tiene dos dominios de homologia a Src (SH2) y un
dominio SH3, se expresa en todas las células hematopoyéticas y pertenece a un grupo
importante de moléculas “interruptoras” de la sefalizacidn, la cual juega un papel clave en
la formacién de segundos mensajeros como el inositol-1,4,5-trifosfato (IP3, del inglés
inositol 1,4,5-triphosphate) y el diacilglicerol (DAG, del inglés diacylglycerol), lo que la hace
muy importante en la regulacidn de la activacion inmunolégica [275]. PLCy2 comienza
hidrolizando al inositol polifosfato 5-fosfatasa (PIP2, del inglés phosphatidylinositol
biphosphate), lo que genera IP3 y DAG. Tras la unién a su receptor, IP3 activa los canales de
calcio (Ca?*), lo que resulta finalmente en la movilizacién de calcio al interior celular
mediante la apertura de dichos canales en la membrana plasmatica [276]. La formacién del
complejo BANK1-PLCy2 esta sujeta a regulacidon por la ubicacion celular y la actividad
quinasa de BLK, indicando la participacion de BANK1 en la modulacién de la sefalizacion del

BCR mediante la interaccion BANK1-BLK [274].
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En el primer estudio en el que se emplearon ratones deficientes en Bank1 (Bank1”") [277] se
observé un aumento en las respuestas de células B IgM* a antigenos T-dependientes, asi
como un incremento en el numero de células B maduras, la formacidon espontanea de
centros germinales y un aumento en los niveles de IgG2a. Este fenotipo fue bloqueado
mediante la eliminacion, o doble knock-out, tanto de Bankl como de Cd40. Ademas, en
condiciones in vitro, se observé un aumento en la proliferacion mediada por CD40 vy la
supervivencia celular en los ratones Bank1”,, acompafiado por un incremento en la
activacion de Akt. La estimulacion de CD40 es conocida por desencadenar multiples vias de
sefializacién, como la via de NF-kB, la via de MAPK vy la via PI3K-Akt [278]. La activacién de
PI3K mediada por CD40 se inicia a través de la fosforilacién de tirosina y, en este contexto,
BANK1 podria estar actuando como un atenuador para la via PI3K en la sefializacién del
CD40. Este conjunto de evidencias subraya el papel fundamental de BANK1 en la
sefializaciéon de CD40, donde su presencia reduce la activacion de Akt mediada por CD40 y,
por ende, previene las respuestas hiperactivas de las células B [277]. Finalmente, siguiendo
esta via de sefializacion de PI3K/AKT, los factores de transcripciéon FOXO1 y AICDA se
incrementan en sujetos donde estan presentes las variantes de riesgo de BANK1, lo que
resulta en un aumento en los numeros de células plasmaticas, células B de los centros

germinales y células B de memoria [265].

Ademads de las vias de sefializacion mediadas por receptores localizados en las membranas
de las células B, BANK1 también estd involucrado en las vias intracelulares. Las vias de
sefializacién de los TLRs endosomales, tanto de TLR7 como de TLR8 y TLR9, estan
estrictamente vinculadas a MyD88, una proteina adaptadora con dos motivos homotipicos
de interaccién: un dominio de muerte (DD, del inglés death domain) [279] y un dominio TIR
[280]. El reclutamiento de Myd88 por parte de los TLRs endosomales ocurre tras la
activacion mediante su dominio TIR. La activacion de MyD88, destacada como un impulsor
significativo de la autoinmunidad [281], conlleva a su unién con la quinasa asociada al
receptor de IL-1 4 (IRAK4, del inglés interleukin 1 receptor associated kinase 4), activando

IRAK1 e IRAK2, que a su vez interactuian directamente con TRAF6. Esta interaccion conduce
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a la poliubiquitinacién ligada a la lisina (K)63 de TRAF6, amplificando la seial y resultando
en la activacién de IRF5, IRF7, NFkB y las MAPKs [109, 110]. En el afio 2020, Georg et al. [270]
identificaron por primera vez la conexion de BANK1 dentro de la via de los TLRs. Mediante
estudios de inmunoprecipitacion, se demostré que BANK1 interactua y colocaliza con las dos
moléculas clave de sefializacién del TLR7: MyD88 y TRAF6. El dominio TIR codificado por el
exon 2 de BANK1, demostré ser crucial para la interaccion con MyD88, la poliubiquitinacion
ligada a la lisina (K)63, y la induccion de la produccién de la citoquina proinflamatoria IL-8.
Ademas, se describieron cinco sitios de uniéon a TRAF6 previamente no identificados en las
isoformas de BANK1, formando un complejo a través del dominio C-terminal con TRAF6. Este
estudio resaltd, por primera vez, la importancia funcional del dominio TIR de BANKI,
estableciendo un vinculo entre los analisis genéticos previos y los estudios en modelos
animales con el riesgo de desarrollar enfermedades autoinmunes. Tras la estimulacion del
TLR7, TRAF6 forma un complejo con MyD88 e IRF7, lo que desencadena la produccién de
IFNa [282]. En estudios in vitro, se observé que la falta del exén 2 (D2), sin el dominio TIR,
conllevé a una disminucion significativa en la unién a MyD88, en comparacion con la
isoforma FL [270], lo que confirma la funcionalidad del dominio TIR de BANK1. La
poliubiquitinacién de BANK1, mediada por la lisina 63 (K63) a través del dominio TIR, resulta

crucial para la activacién de la via de sefializacién y la produccién de citoquinas [270].

Hasta la fecha, estos son todos los roles que se han descrito para BANK1 en las vias de
sefializacion de las células B. La profundizacion en estos resultados es fundamental para
tener una comprension mas detallada de la funcién de BANK1 en las células B y en la
inmunidad. Todos los procesos en los que esta implicado BANK1 en la sefializacién de las

células B, descritos anteriormente, estan detallados en la Figura 11 [267].
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Figura 11. Modelo esquematizado de las diferentes vias de sefalizacidn en las que esta implicado
BANK1. Durante la activacidn del receptor BCR, BANK1 se fosforila y se une a las quinasas de la familia
Src, LYN y BLK (1-2) [235, 272]. Ademas, BANK1 interactia con PLC-y2 (3) [274], regulando la
movilizacién de calcio. BANK1 atenua la activaciéon de AKT mediada por CD40 (4) [277]. En la via
PI3K/AKT, se observa un aumento de los factores de transcripcion FOXO1 y AICDA en sujetos con
variantes de riesgo de BANK1, lo que conduce a un incremento de células plasmaticas y células B de
memoria (5) [265]. BANK1 también interactia con MyD88 y TRAF6, a través de la activacidn del
receptor TLR7 (6) [270], lo que desencadena la produccién de IFN de tipo | y citoquinas
proinflamatorias. Finalmente, BANK1 se une a TRAF6, formando un complejo con la proteina
secuestrasoma p62 y la enzima desubiquitinasa CYLD. En estas estructuras, BANK1 facilita el secuestro
de TRAF6, disminuyendo asi la activacién de IRF5 y la induccién de IFN tipo I. Esta funcién es alterada
por la mutacidon W40C en el exdn 2 (7) [79]. Imagen adaptada de [267], y modificada en BioRender.
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4.3 Mecanismos de BANK1 en modelos experimentales de enfermedad

Hasta la fecha, el conocimiento acerca del papel que BANK1 desempefia en las diversas
enfermedades es muy limitado. Después de demostrarse la asociacidn genética entre BANK1
y enfermedades autoinmunes como el LES [80] y la AR [256], se necesitaba pasar a los
experimentos in vivo. Se establecié entonces un vinculo entre los analisis genéticos previos

y los estudios en modelos animales de diferentes enfermedades.

En primer lugar, se identificd la implicacién de BANK1 en la disfuncion primaria (PNF, del
inglés primary non-function) de los islotes pancreaticos, o islotes de Langerhans, un
problema grave relacionado con el trasplante de dichos islotes [283]. Estos son estructuras
formadas por cimulos densos y compactos de células con funcidon exclusivamente
enddcrina, del pancreas, que se encargan de producir hormonas como la insulina [284]. El
procedimiento del trasplante, que utiliza islotes aislados de un pancreas donante, se emplea
en el tratamiento de la diabetes mellitus de tipo 1, una enfermedad autoinmune
caracterizada por la destruccidon selectiva de las células B pancredticas y la subsiguiente
deficiencia de insulina [285]. El estudio se centré en DcR3, un receptor de la familia del TNF,
evaluandose su capacidad para proteger los islotes de la apoptosis, a través de las vias de
FasL, LIGHT o TL1A. Mediante la generacion de ratones transgénicos que expresaban el
receptor DcR3 humano, se identificd que dos moléculas, Adcyapl y Bankl, reducian la
apoptosis de las células B al modular su expresién. El analisis de la expresidon génica reveld
que la sobreexpresion de Adcyapl o la reduccion de la expresion de Bank1, en estos ratones,
prevenian la apoptosis desencadenada por citoquinas, indicando un nuevo mecanismo de
proteccion y supervivencia de los islotes. La apoptosis celular inducida por IL-1B o por
glucosa es dependiente del flujo de Ca?* [286]. En este contexto, un posible mecanismo de
accién de DcR3, para proteger las células B, seria la inhibicion de la regulacidn positiva de
Bank1, inducida por las citoquinas, evitando asi la movilizacién de Ca?', tal como se ha

descrito previamente para BANK1 en las células B [235]. Cabe destacar que los cambios en
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la movilizacién de Ca?* dependientes de BANK1 no han sido confirmados por otros estudios,

por lo que se requiere de una exploracion adicional para comprender mejor dicha funcidn.

Como se seiialé anteriormente, BANK1 juega un papel crucial en la sefializacién de las células
B. Durante la activacién del receptor BCR, BANK1 se fosforila e interactia con las quinasas
de la familia Src, LYN y BLK. En este contexto, BANK1 actla como una proteina adaptadora,
o de andamiaje, estableciendo una conexidn entre estas quinasas y los receptores IP3R, que
pertenecen a la misma familia de BCAP [235, 243]. Adicionalmente, se ha identificado que
el exdn 2 de BANK1 en humanos codifica un dominio N terminal (TIR) compartido con BCAP,
lo cual es de relevancia ya que los receptores TLR utilizan adaptadores que contienen el
dominio TIR, como MyD88 y TRIF, para orquestar la activacion de factores de transcripcion
tales como NF-kB, MAPK y factores reguladores del interferén [243]. En este contexto, Wu
et al. [287] exploraron el efecto de BANK1 en la sefalizacion del TLR9, otro TLR endosomal
relevante en células B, y asociado con la autoinmunidad [288]. Se utilizaron ratones
deficientes en Bank1 y, mediante la estimulacién con el agonista de TLR9, CpG, se observd
una reduccién en la fosforilacion de la MAPK p38 en las células B del bazo, comparado con
los ratones control. La deficiencia de Bankl también condujo a una disminucién en la
produccién de la citoquina proinflamatoria IL-6 en respuesta a CpG, ya fuese sola o en
combinacion con la estimulacidn del BCR. Es importante destacar que la deficiencia de Bank1
también afectaba negativamente la fosforilacién de las quinasas MNK1/2 y elF4E, inducidas
por CpG. Estas quinasas forman parte de la via MNK1/2/elF4E/elFAG en el proceso de
iniciacién de la traduccidén, controlada por p38, por lo tanto, la deficiencia de Bank1 resultd

en una reduccion en la traduccion de IL-6 [287].

Los siguientes estudios se centraron en investigar los efectos que pudiese tener BANK1 en
el contexto de una enfermedad autoinmune utilizando modelos murinos de lupus. Para
llevar a cabo este abordaje, se realizaron cruces entre ratones B6.Slel.yaa y ratones
deficientes en Bank1 (B6.Slel.yaa.Bank1”") [81]. Este modelo lleva el locus Slel [228], y el

locus yaa, conocido acelerador de la inmunidad, resultado de la translocacion de una region

86



Introduccion

del cromosoma X al cromosoma Y, que implica la duplicacidn de un gran nimero de genes,
incluyendo el TIr7 [104], En este estudio, se observo el efecto de la deficiencia de Bank1 en
los principales fenotipos del lupus, una reduccién en la produccion de IgG total, asi como de
anticuerpos IgG anti-dsDNA, incluida la isoforma patogénica IgG2c, en los ratones
B6.Slel.yaa.Bankl” en comparacién con la cepa B6.Slel.yaa.Bank1**. También se
redujeron los niveles de IL-6 [287]. Mediante analisis de citometria de flujo, se observod que
la deficiencia de Bank1 restaurd los fenotipos celulares, tanto de los linfocitos del bazo como
de las células mieloides. El Gnico efecto observado en las células T fue la normalizacién de la
expresion de CXCR4 en las células Tfh, sugiriendo que BANK1 podria tener un efecto en la
formacion del drea extrafolicular [81]. Ademas, se realizaron experimentos in vitro mediante
la estimulacién de los receptores TLR7 y TLR8, mediante el uso de sus agonistas imiquimod
y resiquimod, respectivamente. Estos mostraron que Bankl1 regula las vias de sefializacion
inducidas por el TLR7 en las células B, lo que lleva a la reducciéon de la expresion de Aicda,
asi como de genes de factores de respuesta al IFN (Irf1, Irf7 e Irf9), Statl y genes del IFN de
tipo | (Ifna4 e Ifnb) [81].

En los afios posteriores, se ha seguido relacionando a BANK1 con diferentes enfermedades.
BANK1 ha sido identificado como un factor implicado en la linfomagenia de células B,
especificamente en la tumorigénesis de células B inmaduras [289]. El modelo murino SL/KH,
el cual representa los pre-linfomas B espontdneos, se utilizd en este contexto. Mediante
técnicas de RT-PCR, se demostrd que la sobreexpresion de Zfp521, un gen potencialmente
relacionado con la induccién de la linfomagenia de células B, generé un aumento
significativo en la expresidon de genes asociados al pre-BCR, incluyéndose Bankl. La

inhibicidn de Bank1 resulté en una reduccion en la proliferacion de las células pre-B [289].

Ademas, se ha establecido una asociacion de BANK1 con la colitis, una enfermedad
inflamatoria conocida también como enfermedad de Crohn. Se empleé una metodologia
innovadora basada en la inmunocaptura de complejos MHC-II obtenidos de ganglios

linfaticos, seguida de un analisis espectrométrico de péptidos eluidos. Se identificaron
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péptidos derivados de una serie de proteinas, incluida BANK1, en un modelo murino de

colitis inducida por sulfato sédico de dextrano (DSS, del inglés dextran sodium sulfate) [290].

Por altimo, un estudio en ratones con artritis inducida por colageno (CIA, del inglés collagen-
induced arthritis), modelo clasico de AR, observé una disminucién en los niveles de BANK1
en el bazo, en la sangre periférica y en los ganglios linfaticos durante la etapa aguda de la
artritis. Esta reduccidn se correlaciond negativamente con la gravedad de la enfermedad y

la produccidn de autoanticuerpos [291].

A pesar de todos los avances e investigaciones realizadas, se necesita de una comprension
mas profunda del papel de BANK1 en la sefalizacion de las células B. En este proyecto nos
centraremos en el estudio de las células B y, mas concretamente, en una subpoblacién que
ha ganado mucho interés en los Ultimos afios, las células B asociadas a la edad (ABCs, del

inglés Age-associated B cells), en el contexto de activacion de la via del TLR7 endosomal.
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5. CELULAS B ASOCIADAS A LA EDAD (AGE-ASSOCIATED B CELLS)

En apartados anteriores se describieron las principales poblaciones de células B, desde los
primeros estadios de diferenciacién, hasta las células B activadas por antigeno, llegando
finalmente a las células plasmaticas y de memoria. Ademas de estas poblaciones conocidas,
en el afio 2011 se identificé una nueva subpoblacidn de células B: las células B asociadas a
la edad (ABCs) [292, 293], las cuales han despertado un creciente interés en toda la
comunidad cientifica. Estas células, presentes tanto en ratones como en humanos, tienden
a acumularse con el envejecimiento, tienen experiencia antigénica desarrollada en
circunstancias de sefalizacidon especificas, y estan involucradas en la memoria frente a
patégenos externos [294-296]. No obstante, el interés se intensific al descubrirse que estas
ABCs estan fuertemente vinculadas con las enfermedades autoinmunes [297-299]. Por todo
ello, en la ultima década, se ha colocado a las ABCs en el foco de estudio. Estas células tienen
un papel significativo en la respuesta inmune, y presentan un origen, fenotipo, perfil

transcripcional y funciones Unicas, las cuales se detallan a continuacion.

5.1 Caracterizacion y localizacion de las ABCs

Para identificar la poblacién de las ABCs se ha empleado fundamentalmente la citometria
de flujo y diversos marcadores. En un inicio, el doctor Yi Hao, junto a su grupo de
investigacion [292], las describié como células B CD19* carentes de los marcadores CD21,
CD23,CD93 y CD43, mientras que Rubtsov et al. [293] las definid como una poblacién celular
doblemente positiva para los marcadores CD11b y CD11c, siendo igualmente células CD19".
A pesar de las diferencias en los marcadores especificos utilizados por ambos grupos, estas
células comparten una caracteristica principal. En los dos estudios se demuestra que estas
ABCs, como su propio nombre lo indica, aumentan en nimero y proporcion de manera
continua con la edad. Estas células son practicamente indetectables en el bazo de ratones

jovenes, entre los 3 y 6 meses de edad, constituyendo un grupo facilmente distinguible y en
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constante aumento en ratones de unos 12 a 18 meses de edad aproximadamente [292]. Este
incremento gradual persiste durante toda la vida, sin embargo, hay que sefalar que incluso
ratones de la misma edad, exhiben una variabilidad individual considerable en el inicio y la
cinética del crecimiento de estas ABCs [300]. En humanos, existe una poblacion con
caracteristicas fenotipicas y funcionales similares a las ABCs, denominada DN2 (del inglés
double negative 2), las cuales estan caracterizadas por la nula expresion de los marcadores

IgD y CD27 [125].

La firma transcripcional de las ABCs abordada por Rubtsov et al. [293], fue posteriormente
corroborada en otros estudios. La mayoria de las ABCs expresan T-bet, un marcador
intracelular y regulador transcripcional codificado por el gen Tbx21, previamente asociado
con el linaje de las células Tfh activadas [301]. Este factor de transcripcidon se habia vinculado
con las células B debido a que es clave en la produccidn de citoquinas proinflamatorias e
inmunoglobulinas, en el cambio de isotipo transitorio de las IgG hacia el isotipo patoldgico
IgG2a/c, en determinar la naturaleza y la calidad de las poblaciones efectoras y de memoria,
y en algunos trastornos linfoproliferativos de células B [302-304], pero no se le habia
asociado con una subpoblacidn duradera de células B en estado avanzado de diferenciacion
[300]. Investigaciones posteriores llevadas a cabo en modelos de ratén han demostrado que
las ABCs, especificamente aquellas que expresan CD11c* T-bet*, estan implicadas en la
generacion de anticuerpos anti-cromatina, en el modelo de lupus cGVHD bm12 [305]. Un
estudio realizado por Manni et al. [306], utilizd el modelo de lupus knock-out para las
proteinas SWEF (SWAP-70 y DEF6), destacando la influencia crucial de T-bet en la formacion
de las ABCs y la produccién de autoanticuerpos. Se observd que la deficiencia de T-bet
impedia la diferenciacién de las ABCs y, como consecuencia, la generacion de
autoanticuerpos, subrayando asi la importancia de la expresion de T-bet en este proceso
[306, 307]. Mediante citometria de flujo, se realizd una caracterizacién adicional de estas
células, las cuales fueron positivas para los marcadores CD5, CD138, y expresaban niveles
elevados de Fas, CD80, CD86, CD122, de la molecula de adhesion celular vascular 1 (VCAM-1,

del inglés vascular cell adhesion molecule 1) y del complejo MHC-II [293] (Figura 12).
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Figura 12. Esquema del hipotético papel de las ABCs en el desarrollo del LES. Las células B se activan
a través de los receptores TLR7. Estas comienzan a expresar los marcadores caracteristicos de las
ABCs: CD11b (/tgam) y CD11c (/tgax). El factor de transcripcion T-bet (Thx21) promueve el cambio de
clase de las inmunoglobulinas hacia el isotipo IgG2a/c, contribuyendo asi al desarrollo y progresién
de la autoinmunidad. Imagen creada en BioRender.

En resumen, y en base a los criterios fenotipicos aplicados por estos grupos de investigacion,
podriamos estar hablando de hasta tres subtipos dentro de las ABCs. Dentro del grupo de
células B que carecen de los marcadores clasicos de las células MZB y FOB (CD21 y CD23
respectivamente), dos tercios de estas células expresan el factor de transcripcion T-bet, y
aproximadamente la mitad de estas células expresan los marcadores de superficie CD11by
CD11c. Muchos estudios emplean indistintamente unos marcadores u otros, sin embargo,
hasta ahora, no se comprende completamente si estas subpoblaciones representan grupos
distintos y estables de células o si, en cambio, se encuentran en diferentes etapas de
diferenciacién o activacion dentro de una Unica linea celular. Esta incertidumbre no solo
plantea preguntas significativas sobre el origen de las ABC, sino que también suscita

interrogantes sobre la cronologia y la plasticidad durante el proceso de diferenciacién [300].

En cuanto a la localizacién de las ABCs, se observé que presentaban una distribucion tisular

Unica, en comparacion con otras subpoblaciones de células B. Mientras las ABCs son
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consistentemente observadas en el bazo, aumentando en nimero con la edad, hay una gran
escasez de estas células en la mayoria de los odrganos y ganglios linfaticos,
independientemente de la edad [292, 293]. También se observé la presencia de las ABCs en
la médula ésea y la sangre periférica, aunque con una variabilidad significativa entre ratones
e incluso dentro de un mismo individuo en diferentes momentos. Cabe destacar que la
representacion proporcional de las ABCs en la sangre no necesariamente refleja la
observada en el bazo, sugiriendo que las poblaciones de ABCs en la sangre y el bazo no estan
en equilibrio. Tras una infeccién viral, se ha observado que estas células se encuentran
mayoritariamente en el bazo, por lo que este drgano actla como su reservorio principal
[296, 308]. En los procesos autoinmunes, estas células migrarian a los sitios de inflamacidn.
Ademas, el grupo de investigacién de Weinstein [309] observé que las ABCs persisten, a
largo plazo, en la zona marginal del bazo. Estos hallazgos, junto con la ausencia de ABCs en
los conductos linfaticos, sugiere patrones de tréfico Unicos y, posiblemente, residencia

esplénica [292].

5.2 Activacion y diferenciacion de las ABCs

La comprension del origen de las ABCs, codmo emergen in vivo en un organismo de manera
natural, sigue siendo incompleta y tema de debate. A dia de hoy, existen pruebas de que
estas células son el resultado de una activacion impulsada por los antigenos, sin embargo,
también existe la posibilidad de que las alteraciones relacionadas con la edad, en la
linfopoyesis de las células B, faciliten la generacidn de células precursoras con caracteristicas
similares [310]. Los experimentos de Hao el al. [292] con ratones envejecidos, sometidos a
una radiacién subletal para después ser reconstituidos, dieron como resultado un perfil de
células B esplénicas similares a las de los ratones jévenes, pero sin rastro de ABCs. En base
a esos resultados se concluyé que la médula ésea envejecida no tenia la predisposicion para
generar estas células. Finalmente, mediante andlisis del ciclo celular se reveld que las ABCs

se encuentran en un estado de reposo, sugiriendo que se acumulan con la edad en lugar de
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renovarse por si mismas [292]. Esto contrasta con los hallazgos del grupo del Dr. Shlomchik
[311], los cuales, a través de ensayos con bromodesoxiuridina (BrdU), concluyeron que las
ABCs son altamente heterogéneas, y observaron que una gran mayoria de estas células

proliferan activamente y presentan elevadas tasas de renovacion.

Para determinar si las ABCs podrian originarse a partir de otra subpoblacién de células B
maduras, se llevé a cabo un experimento de transferencia adoptiva a hospedadores
congénitos jovenes de células FOB tefiidas con CFSE. Aquellas que habian sufrido la divisidn
mas exhaustiva también adquirieron un fenotipo similar al de las ABCs. Esto respaldd la idea
de que dichas células pudiesen surgir de otros reservorios de células inmunes, en
consonancia con la nocidn de que reflejan una diferenciacidon impulsada por antigenos y se

acumulan con el tiempo [292, 310].

Aunque es probable que las células B, con caracteristicas fenotipicas y funcionales similares
a las ABCs, se originen a través de varios mecanismos, hay evidencias que indican que dichas
células surgen, de manera natural, con la experiencia antigénica que se genera en respuestas
inmunitarias dependientes de células T, y luego persisten como una poblacién distintiva de
células B de memoria. Sin embargo, es importante considerar que estas sean una poblacidn
expandida homeostdticamente impulsada por ligandos enddgenos [300]. Un estudio mas
reciente revelé que muchas secuencias de las regiones variables de las cadenas pesadas y
ligeras de las inmunoglobulinas producidas por las ABCs, presentaban mutaciones
somaticas, lo que implicaria su origen en los centros germinales y, por ende, una necesidad
de ayuda y coestimulacién por parte de las células Tfh. Ademas, se demostré que ni las

células FOB deficientes en MHC-II ni las deficientes en CD40 podian generar ABCs [312].

A pesar de que las interacciones con el complejo MHC-Il y con CD40 pueden facilitar la
generacion de ABCs in vivo, experimentos in vitro indican que el fenotipo de las ABCs puede
lograrse sin ambas vias [313, 314]. Aunque se ha demostrado que las células B T-bet*

expresan marcadores de superficie asociados a los centros germinales durante las primeras
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semanas de una respuesta inmunitaria, la localizacién anatdmica de dichas células en los
centros germinales aln no se ha corroborado. Ademas, la hipermutacién somatica también
puede ocurrir independientemente de la formacion de los centros germinales. En este
sentido, es plausible que las ABCs surjan en nichos extrafoliculares u otras dareas
independientes de los CGs [315]. Estas perspectivas no son mutuamente excluyentes, y las
ABCs podrian surgir mediante diferentes rutas segun las sefiales y el contexto especificos
que los inicien. Asimismo, la ayuda que reciben para su activacion podria surgir de varios
escenarios alternativos, ya sea mediante la presentacion del antigeno a las células Ty la
coestimulacién de CD40, con la posterior produccién de citoquinas proinflamatorias, dando
lugar ya sea a la formacién de centros germinales o a la diferenciacién extrafolicular con
hipermutacién somatica y recombinacién de cambio de clase; o que estas sefiales de
citoquinas se reciban como eventos colaterales sin una interaccidn con las células T, y su

posterior activacion y maduracion de la afinidad independiente de estas [300].

Ademads de sus caracteristicas fenotipicas y de localizacidn distintivas, las ABCs tienen unos
requisitos para su activacién y atributos funcionales uUnicos. A diferencia de las células B
transicionales, FOB o MZB, las ABCs no proliferan tras la unién del ligando al receptor BCR,
sin embargo, sobreviven frente a estas sefiales. Por el contrario, estas células reaccionan y
tienen respuestas proliferativas después de la estimulacion de los receptores TLR7 y TLRO.
Dichas respuestas se pueden incluso potenciar cuando se activan simultdneamente tanto el
BCR como los receptores endosomales TLR. Ademas, tanto la expresién del TLR7, como la
del TLR9, estan elevadas en las ABCs [292, 293]. El grupo de la doctora Marrack [295]
corrobord la importancia de la via de sefalizacidon del TLR7 en la generacidn y diferenciacion
de las ABCs CD11c", de las cuales, la mayoria presentaban una elevada expresion de T-bet.
Estas observaciones fueron confirmadas y ampliadas por Naradikian et al. [313], quienes
demostraron que la expresién de T-bet se inducia en respuesta a la estimulacién del TLR7,
pero no a la del BCR ni del CD40. El requisito de la estimulacién del TLR7 confirmé los
primeros estudios, que apuntaban a este receptor como el factor principal en la generaciéon

de las ABCs. Estos hallazgos se corroboraron con investigaciones en las que se demostré que

94



Introduccion

en los ratones deficientes en MyD88 (Myd887"), molécula adaptadora esencial para la

sefializacién del TLR7, no habia presencia de estas ABCs [293].

Aparte de estos sensores innatos, la diferenciacién de las ABCs también requiere de una
exposicidn a ciertas citoquinas proinflamatorias, como el IFNy y la IL-21. Los experimentos
de cocultivo in vitro, realizados en estos estudios, demostraron que tanto los requisitos de
sefializaciéon por el TLR7, como por las citoquinas, son intrinsecos a dichas células [295, 313].
En la sangre periférica de humanos se observd que las células B CD27" activadas exhibian
una expresion elevada de T-bet inducida por IFNy, sin la presencia simultanea de ligandos
de los receptores TLR. Esto podria estar reflejando diferencias intrinsecas entre las células B
de ratén y humano, o también podria ser que algunas células dentro del pool de las CD27"
ya hubiesen experimentado previamente sefiales de predisposicién hacia el fenotipo de las

ABCs [313].

Otra caracteristica en el proceso de diferenciacion de las ABCs es el cambio de isotipo a IgG
gue experimentan, principalmente a IgG1 en humanos y a 1gG2a/c en ratones [295, 316].
Este cambio de clase coincide con una de las funciones clave de T-bet, factor de transcripcién
con un papel fundamental en el cambio a 1gG2a/c, lo que acercaria las ABCs al fenotipo y
desarrollo de las células plasmaticas [302]. El proceso del cambio de isotipo se desconoce si
ocurre en los centros germinales o fuera de ellos, en la zona extrafolicular, pero lo evidente
es que estas ABCs tienen un papel en la inmunidad humoral, y contribuirian a su respuesta

mediante la produccién de anticuerpos [317].

Las caracteristicas funcionales de las ABCs abarcarian practicamente todos los mecanismos
efectores de las células B, como la presentacion de antigenos, la produccion de citoquinas y
anticuerpos, y los cambios de isotipo. Se ha demostrado que las ABCs son células APCs
eficientes, lo cual concuerda con sus niveles relativamente elevados de MHC I, CD80 y CD86.
Ademas, la presentacion de antigenos por las ABCs in vitro tiende a direccionar a las células

T CD4* naive hacia un destino Th17 [292]. Resultados mas recientes indican que las ABCs
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también actuan como APCs eficaces in vivo [318], ya que cuando son activadas por agonistas
del TLR7 o del TLR9, secretan diversas citoquinas, incluyendo IFNy, IL-4 o IL-6 entre otras.
Finalmente, tras la activacion, las ABCs se diferencian rdpidamente en células secretoras de
anticuerpos y tienden hacia el cambio de clase 1gG2a/c [295, 318]. Dada su propension a
convertirse en células secretoras de anticuerpos, las ABCs podrian constituir una poblacion

de células B de memoria que se acumulan gradualmente en respuesta a antigenos nucleares.

En resumen, los mecanismos efectores de las ABCs parecen encontrarse conectados entre
la inmunidad innata y humoral, con inclinacion hacia una respuesta proinflamatoria
pudiendo finalmente dar lugar a una respuesta autoinmune [293, 307]. El modelo de Ila

activacion y diferenciacién de las ABCs se esquematiza en la Figura 13.
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Figura 13. Modelo de la activacion y diferenciacion de las ABCs. Algunas subpoblaciones de células
B pueden servir como progenitoras de las ABC. Para ello, los antigenos unidos e internalizados a través
del BCR incluyen agonistas de los receptores TLR7. Estos pueden incluir patégenos microbianos, asi
como antigenos enddgenos, como cromatina y restos apoptoéticos. Tras este evento, pueden surgir
varios escenarios alternativos. Se producen sefiales que promueven la supervivencia de estas células.
Se secretan citoquinas proinflamatorias como IFN-y o IL-21, las cuales promueven la diferenciacion
hacia las ABCs, ya sea en el contexto de la ayuda de las células T o independiente de estas. Cualquiera
de estos procesos resultard en la formacion de las ABCs en su estadio final. Imagen adaptada de [300],
y modificada en BioRender.
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5.3 El papel de las ABCs en la autoinmunidad

Las células B desempefian un papel activo en la patogenicidad de las enfermedades
autoinmunes. La eficacia de las terapias destinadas a la reduccién de estas células, como lo
son Belibumab y Rituximab, dejan claro este rol perjudicial de las células B [231, 233]. Sin
embargo, aunque dicha reduccién o eliminacién dan pruebas evidentes de su participacion
en la progresion de la autoinmunidad, la manera en la que intervienen adn no se comprende
del todo [317]. A lo largo de la Ultima década, se ha observado que las ABCs aparecen tanto
en modelos in vivo de autoinmunidad, como en individuos con enfermedades autoinmunes.
Rubtsov et al. [293] fueron los primeros en identificar la implicacion de estas células en la
autoinmunidad. Ellos observaron que las ABCs se acumulaban en varias cepas de ratdn
autoinmunes. A los 6 meses de edad, esta poblacién se vio incrementada en ratones que
carecian de la tirosina quinasa MER (Mer”), necesaria para la captaciéon de células
apoptéticas, y como consecuencia, estos desarrollaban anticuerpos antinucleares [319], asi
como en ratones de la cepa NZB/WF1. Este grupo sefialé al TLR7 como el principal mediador
de la expansidn de las ABCs en estas cepas, las cuales secretaron, in vitro, autoanticuerpos

IgG anti-cromatina [293].

A raiz de este estudio, se sugirid que las ABCs podrian tener implicaciones significativas en
el desarrollo de las enfermedades autoinmunes. En este contexto, los modelos in vivo se
presentaron como herramientas fundamentales para entender los mecanismos de estas
células en la autoinmunidad. En varios modelos de LES, se observaron niveles elevados de
ABCs [86, 297, 305, 306, 320]. En las cepas NZB/WF1, MRL-Ipr/Ipry otra carente del pre-BCR
(SLC7), la cual tiene una tolerancia defectiva de las células B [321], se encontré que las ABCs
presentaban marcadores caracteristicos de las células B de memoria. Ademas, estas células
producian grandes cantidades de anticuerpos anti-Sm y anti-dsDNA [320]. El factor de
transcripcion T-bet, el cual promueve el cambio de isotipo a IgG2a/c en las células B, también
estd implicado en la produccién patogénica de autoanticuerpos [302, 310]. Se demostré que

las ABCs CD11c* T-bet* eran fundamentales para la produccién de anticuerpos anti-
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cromatina en el modelo de lupus bm12 cGVHD LES [305]. Mediante el uso de otro modelo
doble knockout para las proteinas SWEF (SWAP-70 y DEF6), Manni et al. [306] demostraron
que la diferenciacién hacia las ABCs T-bet™ dependia de IL-21 y estaba controlada por Irf5.
Otros estudios han corroborado que la deficiencia de T-bet impide la diferenciacién de las
ABCs y la produccién de autoanticuerpos en ratones, lo que también sugiere que la
expresion de T-bet es esencial para la formacién autoinmune de estas ABCs [306, 307]. Cabe

destacar que estas células también se observaron en un modelo humanizado de CLE [86].

En pacientes con LES, se ha observado la presencia de la poblacién DN2 [307, 322]. Ademas,
se ha encontrado una correlacion significativa entre el aumento de estas células circulantes
en la sangre periférica y la actividad de la enfermedad, destacando su papel como
productoras de autoanticuerpos [299]. Aquellas personas con un LES activo mostraron un
aumento de las ABCs en comparacién con aquellas con la enfermedad en estado inactivo
[125, 323]. Estas células constituyen aproximadamente el 1% de la poblacién de células B
circulantes en donantes sanos, sin embargo, esta proporcion puede incrementarse a mas
del 5% en individuos con LES [296]. En este contexto, en un ensayo clinico reciente se
observd que en pacientes con LES tratados con Belimumab, el nimero de células con un
fenotipo similar al de las ABCs se correlaciond con una respuesta terapéutica, aunque el
marcador T-bet no fue incluido en el andlisis [324]. Las ABCs también fueron observadas en
la AR [293], en la inmunodeficiencia variable comun (CVID, del inglés common variable
immunodeficiency) [325] y en pacientes con sindrome de Sjogren [326]. Asimismo, se

demostré que las ABCs se expanden en diversas infecciones intracelulares [327, 328].

Durante el desarrollo de la respuesta autoinmune, el nimero de ABCs se incrementa en el
tejido afectado, aunque muestran una tendencia a localizarse principalmente en el bazo y
en el lugar especifico de la inflamacion. En pacientes con esclerosis multiple, se han
observado niveles mas elevados de estas células en el liquido cefalorraquideo, en
comparacion con las muestras emparejadas de sangre periférica [329]. De manera similar,

en el modelo murino EAE (del inglés experimental autoimmune encephalomyelitis), se han
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registrado nimeros mas altos de ABCs en el sistema nervioso central, en comparacidn con
ratones sanos [330]. Dicho aumento también se ha observado en el higado durante Ila
hepatitis autoinmune [331]. Finalmente, en el modelo humanizado del CLE, donde las células
PBMCs de pacientes con lupus se injertan en ratones irradiados, se encontré un niumero

elevado de ABCs en la zona de las lesiones cutdneas [86].

Como se menciond anteriormente, las ABCs se generan gracias a la implicacion de antigenos
gue interactian con el BCR, en menor medida, y a ligandos para el receptor TLR7, en mayor
medida, los cuales inducen un entorno favorable de citoquinas. En este sentido, se esperaria
que las ABCs surgiesen tanto durante las respuestas adaptativas en condiciones normales
frente a patdgenos externos, como en respuestas autorreactivas frente al propio organismo
[328]. En un individuo sano, las ABCs, las cuales actuarian como un tipo de células B de
memoria, desempefiarian un papel crucial en las respuestas antivirales, y serian necesarias
para combatir ciertas infecciones. Sin embargo, una de las consecuencias mds probables de
su acumulacién, seria la capacidad de contribuir a la autoinmunidad [317, 330]. Un
mecanismo por el cual las ABCs contribuyen a la autoinmunidad es a través de la produccién
de autoanticuerpos. Durante el LES, el nimero total de ABCs se correlaciona positivamente
con los niveles de autoanticuerpos [125, 293, 305]. Estas generan autoanticuerpos IgG2a/c
en varios modelos de lupus, y la eliminacion de dichas células resulta en la disminucién de
estos autoanticuerpos [86, 305, 332]. En un estudio reciente se demostrd que la inhibicion
del receptor TLR7 resulté en una disminucién de la produccidn de autoanticuerpos [333].
La produccién de citoquinas es posiblemente otro mecanismo mediante el cual las ABCs
contribuyen a la enfermedad. Las ABCs expresan un perfil de citoquinas distinto al de otras
células B, mostrando un aumento en la expresion de IFNy, TNF, IL-6 o IL-17 [292, 330, 334].
La capacidad de las ABCs para formar interacciones estables con las células Ty actuar como
células APCs es otro posible mecanismo mediante el cual las ABCs contribuyen a las
enfermedades autoinmunes. Mientras que las células FOB se distribuyen uniformemente en
los foliculos, las ABCs tienen una mayor propension a localizarse en las zonas del borde B-T,

es decir, entre la zona de las células T y la zona de las células B, en el bazo [318]. Las ABCs
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también exhiben una expresién elevada de moléculas coestimuladoras, incluyendo CD80 y

CD86, en comparacién con las células FOB [125, 292, 293].

En resumen, las ABCs constituyen una poblacion de células B en continuo crecimiento, con
un fenotipo distintivo, propiedades de sefializacién especificas y con caracteristicas
efectoras diferenciadas. Localizadas mayoritariamente en el bazo, su activaciéon y
diferenciacidn estan mediadas principalmente por la via del TLR7. Las ABCs desempefian un
papel crucial en los procesos autoinmunes, y su disminucion se ha vinculado con respuestas
clinicas favorables. Comprender a fondo los eventos que subyacen a la formacidn, los
mecanismos moleculares y funcionales, asi como su perfil transcripcional y fenotipico, en el
contexto de la autoinmunidad, y en nuestros modelos murinos de lupus, sera fundamental
para identificar posibles objetivos de intervencién en el desarrollo de las enfermedades

autoinmunes. En la Figura 14 se resumen todas las caracteristicas de las ABCs.
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Figura 14. Principales caracteristicas de las ABCs, comparando la situacién habitual en un individuo
sano con lo que sucede en una enfermedad autoinmune. Las ABCs se desarrollan en respuesta a una
combinacidn de sefiales que incluyen la estimulacién del BCR y la activacion de los receptores TLR7/9,
junto con sefiales adicionales como CD40, IFNy e IL-21. En condiciones de salud, las ABCs se
mantienen en niveles bajos. Sin embargo, en la autoinmunidad, la cantidad de ABCs aumenta, y estas
células circulan y se localizan en el sitio de la enfermedad. En individuos sanos, durante una infeccién
viral, las ABCs producen anticuerpos y citoquinas antivirales. Por el contrario, en las enfermedades
autoinmunes, las ABCs generan citoquinas proinflamatorias, estimulan a las células T y producen
autoanticuerpos. Imagen adaptada de [317], y modificada en BioRender.
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HIPOTESIS

Las vias de sefializacién mediadas por el TLR7 en las células B juegan un papel crucial en los
procesos autoinmunes, actuando como un puente entre las respuestas innatas y

adaptativas.

Nuestro grupo de investigacién ha estado trabajando con el gen Bankl desde que se
identificd como un gen de susceptibilidad al LES. BANK1 se expresa predominantemente en
las células B y descubrimos su papel en la via dependiente del TLR7. Nuestros resultados
preliminares demostraron que la deficiencia de Bank1 reducia los niveles de citoquinas
proinflamatorias y autoanticuerpos en sangre, previa estimulacion de estos receptores
endosomales. Por otro lado, en el contexto de la hiperactivacion de las células B,
recientemente se descubrieron las ABCs, las cuales han sido implicadas en la autoinmunidad.
Se cree que la activacidon de esta poblacién estda mediada por la seializacidon de los
receptores TLR7, ya que proliferan significativamente tras la estimulacion y activacién de

estos, a la vez que secretan autoanticuerpos.

Por consiguiente, dada la importancia de Bank1 en la via mediada por el TLR7 y la influencia
de esta via de sefializacion en la aparicion de las ABCs, hipotetizamos que la deficiencia de
Bank1, en situacidn de sobreexpresion o sobreactivacion del TIr7, podra reducir el fenotipo
de la enfermedad, afectando a la formacién, diferenciacion y funcién de las ABCs. Ademds,
dicha ausencia tendrd un impacto en el resto de subpoblaciones de células B, disminuyendo
asi las respuestas proinflamatorias exacerbadas que se observan en los procesos

autoinmunes.
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OBJETIVOS

El principal objetivo de esta tesis es profundizar en el conocimiento del gen Bank1, asi como

elucidar su papel en las células B y, especificamente, en las ABCs, dentro del contexto de la

autoinmunidad. Para abordar este objetivo general se proponen los siguientes objetivos

especificos:

1.

Evaluar el efecto de la deficiencia de Bank1 en el contexto del LES, en dos modelos

murinos mediados por el TLR7: el modelo transgénico (TLR7.tg6) y el modelo

inducido por IMQ.

a.

Determinar los niveles y subtipos de autoanticuerpos mediante analisis
seroldgicos.
Analizar las diferentes poblaciones inmunoldgicas principales del bazo, tanto

de células B, como de células T.

Determinar el papel de Bank1 en la formacidn de las células ABCs.

Detectar y caracterizar la poblacion de las ABCs mediante citometria de flujo.
Evaluar el impacto de Bank1 en los niveles y fenotipo de las ABCs, in vivo e in
vitro.

Profundizar en las vias de diferenciacion hacia las ABCs, su relacion con el
resto de las subpoblaciones de células B, y estudiar el impacto de la
deficiencia de Bank1 en dichos tipos celulares.

Determinar la localizacién de las ABCs dentro del bazo, asi como el efecto de

Bank1 en dicha ubicacion.

109






—— METODOLOGIA—






Metodologia

METODOLOGIA

Para alcanzar los diferentes objetivos de este trabajo de tesis, se emplearon tres modelos
experimentales de lupus, caracterizados por la expresion exacerbada del gen TIr7, los cuales
fueron cruzados con ratones Bank1”: un modelo transgénico (TLR7.tg6), un modelo
inducido por IMQ, y un modelo espontaneo (B6.Slel.yaa). Estas cepas se desarrollaron en
un fondo genético C57BL/6. El empleo exclusivo de ratones macho en este estudio se debid
a que la enfermedad se manifiesta Unicamente en este sexo, en estos modelos, y solo es

relevante para este mismo.

La determinacidn del tamafio de la muestra se basé en métodos estadisticos, ademds de en
la experiencia previa con nuestros modelos. Se realizaron experimentos in vivo, ex vivo e in
vitro, que abarcaron el seguimiento de la supervivencia, la medicién del peso del bazo, la
medicion de los niveles en suero mediante ELISAs, el andlisis de las diferentes poblaciones
celulares mediante citometria de flujo, el aislamiento, cultivo, estimulacién y diferenciacion
de las células B, asi como el andlisis de inmunofluorescencia del tejido del bazo. El objetivo
principal de estos experimentos fue determinar las alteraciones fenotipicas y funcionales de
las ABCs, y de las subpoblaciones mds importantes de células B, afectadas por la deficiencia
de Bankl. En general, se llevaron a cabo al menos tres experimentos independientes para

cada ensayo, cada uno con muestras bioldgicas independientes provenientes de cada ratdn.

Ademas, se realizd un ensayo de secuenciacion del ARN de célula Unica (scRNA-Seq) para
obtener una comprensién mas profunda y detallada del proceso de diferenciacién de los
ABCs y evaluar los cambios transcriptémicos inducidos por la deficiencia de Bank1, en las
subpoblaciones de células B. Los datos transcriptémicos se obtuvieron de células
individuales aisladas de la poblacién de esplenocitos totales de tres ratones por cada grupo:

ratones WT, como control sano, ratones TLR7.tg6 y ratones TLR7.tg6.Bank1”".
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1. MODELOS EXPERIMENTALES Y COMITE ETICO

Los animales empleados en este proyecto fueron mantenidos en las instalaciones del
animalario del Centro de Investigacion Biomédica de la Universidad de Granada (CIBM,
Granada). Los ratones se alojaron adecuadamente en cubetas esterilizadas, con ciclos de
dia/noche de 12 horas, y se mantuvieron en condiciones libres de patdgenos, provistos de
agua y alimento. Todos los procedimientos quirurgicos se llevaron a cabo bajo condiciones

asépticas.

Los animales control C57BL/6 silvestres, o wild-type (WT), fueron adquiridos de los
laboratorios de Jackson Laboratories (Charles River Laboratory, Lyon, Francia) para la
realizacion de cruces con las distintas cepas de transgénicos, con el objetivo de asegurar el
fondo genético de la cepa original C57BL/6. Los ratones Bank1”- fueron generosamente
proporcionados por el Dr. T. Kurosaki, del Instituto RIKEN en Kioto, Japdn. Los animales
transgénicos TLR7.tg6, y el modelo espontaneo B6.Slel.yaa fueron donados por la Dra.
Darise Farris, del Programa de Investigacidn en Artritis e Inmunologia Clinica de la Fundacién
de Investigacién Médica de Oklahoma (OMRF, del inglés Oklahoma Medical Research
Foundation, Oklahoma City, Oklahoma, EEUU), y se cruzaron con ratones knockout para
Bank1 (Bank1”"), los cuales ya habian sido retrocruzados mas de 9 generaciones con el linaje

C57BL/6 [81, 287].

La cepa TLR7.tg6, fue previamente publicada y caracterizada por el grupo de la doctora S.
Bolland et al. [213]. Dicho grupo utilizd un constructo BAC RP23-139P21 que incluia los genes
Tir7, Tir8 y Tmsb4x. Los primeros 83 kb fueron reemplazados con un casete de neomicina
para permitir la expresién exclusiva del gen TIr7. El constructo final se inyectd en cigotos
derivados de la cepa C57BL/6, lo que resulté en la produccion de 6 lineas positivas con
diferentes numeros de copias del TIr7. La cepa TLR7.tg6 presenta de 8 a 16 copias del gen
Tir7, y el transgén que se utilizé para su generacion esta insertado en el cromosoma 'y, lo

que resulta en un aumento de 4 a 8 veces mas en el ARNm del Tir7, es decir, el aumento de
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expresion de TLR7 sélo se producira en los machos. Por lo tanto, en todos los ensayos con

esta cepa se incluyeron ratones machos TLR7.tg6 y C57BL/6 como control.

También se empled un modelo inducido mediante la aplicacion tépica de una crema que
contiene IMQ, agonista de los receptores TLR7, siguiendo el protocolo publicado
previamente [216], con pequefias modificaciones. Los ratones machos de las cepas silvestre
C57BL/6 WT y Bank1”", de entre 10 y 12 semanas de edad, fueron tratados con 1,25 mg de
crema Aldara al 5% (3M Pharmaceuticals) en la oreja izquierda de cada ratén, 3 veces por

semana durante un total de 8 semanas.

Por ultimo, para los ensayos con la cepa B6.Slel.yaa, se utilizaron ratones macho congénitos
C57BL/6, que contienen el locus de susceptibilidad 1 al LES (Sle1) derivado del locus
NZM2410/Aeg, y el factor acelerador de la autoinmunidad ligado al cromosoma Y (yaa)

derivado de la cepa BXSB/MpJ [104, 228].

Al final del tratamiento, a las 18-20 semanas de edad, tanto los ratones tratados, como los
controles no tratados, fueron sacrificados. Los ratones machos TLR7.tg6, TLR7.tg6.Bank1”"y
sus controles C57BL/6 WT fueron sacrificados a las 30-32 semanas de edad. Por ultimo, los
ratones machos B6.Slel.yaa y B6.Slel.yaa.Bank1”" se sacrificaron a las 36 semanas de edad.

En la Figura 15 se incluye un esquema con todos los modelos empleados en esta tesis.

Llegados al punto final, y de sacrificio de los ratones, estos fueron anestesiados mediante el
uso de ketamina/xilacina (100 mg/kg, 10 mg/kg) via intraperitoneal. Se realizd una puncidn
cardiaca para la obtencién de sangre total y, posteriormente, se realizd una perfusiéon
intracardiaca con tampdn salino, con el fin de eliminar los restos de sangre de los diferentes
drganos, para su posterior fijacidn. Por ultimo, se realizé una diseccion del bazo del cual, una
parte se incluyé en paraformaldehido 4% para su posterior procesamiento para histologia,
y el resto se homogeneizo para el cultivo de esplenocitos, marcajes de citometria o para el

ensayo de célula unica.
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Figura 15. Esquema de los modelos de autoinmunidad, mediada por el TLR7, empleados en este
proyecto, y diseiio experimental. En esta figura se muestran los tres modelos murinos utilizados: el
modelo transgénico TLR7.tg6, el modelo inducido por IMQ y el modelo espontaneo B6.Slel.yaa. De
los dos primeros se recolectd tanto el bazo como la sangre (suero), y del tltimo, el bazo. Figura creada
en BioRender.

Todos los procedimientos experimentales realizados en esta tesis fueron previamente
aprobados por el Comité de Experimentaciéon Animal de la Universidad de Granada y el

Ministerio de Agricultura de Espafia (25/05/2017 y 10/05/2022/063).

De ahora en adelante, se empleara el uso de abreviaciones para las cepas utilizadas en este
proyecto, con la finalidad de facilitar su lectura: wild-type C57BL/6 (WT); TLR7.tg6 (T7);
TLR7.tg6.Bank1”" (T7.B17); wild-type C57BL/6 tratado con imiquimod (WT+IMQ); Bank1”"
(B17°); Bank1”" tratado con imiquimod (B17+IMQ); B6.Slel1.yaa (SLE1); y B6.Slel.yaa.Bank1”"
(SLE1.B17).
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2. EXTRACCION DE ADN Y GENOTIPADO POR PCR

Para determinar y corroborar la integridad de los modelos knockout de este estudio, se
realizaron genotipados de manera rutinaria. El destete se realizé cuatro semanas después
del nacimiento de las crias. Para marcar a los animales se emplearon grapas con un cédigo
en la oreja. Se tomaron muestras de cola sobre las cuales se realizé una extraccion del ADN
gendmico y posteriormente una reaccidon en cadena de la polimerasa (PCR, del inglés
polymerase chain reaction) con cebadores especificos para la deteccion de la presencia o

ausencia de los genes de interés.

Para la extraccidon del ADN se empled el kit de extraccion de ADN Mouse Direct PCR Kit
(Selleckchem, #B45012). En primer lugar, se incubd la cola en un tampdn de lisis (Buffer L,
#B45012), en presencia de la proteinasa K (Protease plus, #845012), durante 15 minutos a
55°C, para realizar la digestion del tejido, y asi liberar el ADN gendmico intacto. Tras la
digestion, se realizé una segunda incubacién a 95°C, durante 5 minutos, para inactivar la
actividad de la proteinasa K. Por ultimo, se centrifugd la solucidon a 12000 rpm durante 10
minutos a 4°C, con el objetivo de separar la fase acuosa que contiene el ADN de la muestra,

gue se empled posteriormente para realizar la PCR.

La amplificacién del ADN mediante la técnica de la PCR se llevd a cabo en un termociclador.
En la reaccion se incluyeron: una solucién con los nucleétidos (dNTPs), la Taq polimerasa y
el ion magnesio (M-PCR OPTI™ Mix, #B45012), y los cebadores, o primers, para el gen Bank1
(Tabla 2).

En los ratones knockout, la ausencia del gen Bankl se determind mediante el uso de
cebadores que reconocen el casete de neomicina insertado en el lugar de dicho gen,
mediante recombinacién homdloga, generandose un producto de ADN de 1500 pares de
bases para los ratones Bank1”, y de 800 pares de bases para los ratones Bank1**[277]. Las

condiciones de la PCR se muestran en la Tabla 3. Finalmente, los productos resultantes de
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la PCR se resolvieron mediante electroforesis en geles de agarosa al 0,8% y el tamafio de las
bandas se detectd gracias al empleo de un agente intercalante GelRed™ Nucleic Acid Gel

Stain (Biotium, #41003).

Gen Especie Secuencia

Bank1”/- Forward Ratén  5’-ACAACAGAGCTTTCTTGTAGCAGTATAG-3’

Bank17-Reverse Ratén  5’-CAGTACTGTTTTACAATATTGGTGTCTG-3'

Tabla 2. Secuencia de los cebadores empleados en el genotipado de Bank1.

Fase Temperatura Duracion
Desnaturalizacion inicial 95°C 2 minutos
Desnaturalizacién 95°C 30 segundos
35 ciclos Alineamiento 60°C 1 minuto
Elongacién 72°C 2 minutos
Elongacién final 72°C 10 minutos
Parada y conservacion 4°C -

Tabla 3. Condiciones para la amplificacion del ADN gendmico de Bank1 mediante PCR.

4. DETECCION DE LOS NIVELES DE AUTOANTICUERPOS EN SUERO
MEDIANTE LA TECNICA DE INMUNO-ENSAYO (ELISA)

Los niveles de anticuerpos en suero se determinaron en el punto final de los experimentos
empleando la sangre obtenida mediante puncién cardiaca. Para la obtencién del suero, la
sangre se centrifugd (13000 rpm, 10 minutos a 4 °C), y posteriormente se recogi el

sobrenadante (suero), que fue alicuotado y congelado a -802C. La medicidon de los niveles de
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los diferentes parametros se llevd a cabo mediante una técnica de cuantificacién de

antigenos conocida como ELISA (del inglés Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay).

Los niveles de anticuerpos anti-dsDNA se determinaron mediante una ELISA no comercial,
conforme al protocolo previamente publicado [335], empleando una dilucidn del suero de
1:1000. Para la deteccidn de los niveles de anticuerpos anti-Sm se empled el kit comercial
Mouse Anti-Sm ELISA Kit (Alpha Diagnostic Intl, #5405), conforme a las instrucciones del
fabricante, empleando una dilucién del suero de 1:100. Los niveles de anticuerpos totales
IgM, 1gG y del isotipo IgG1 se determinaron mediante el uso de los kits comerciales Mouse
Uncoated ELISA Kits (eBioscience, #88-50470-88, #88-50400-88 y #88-50410-88,
respectivamente), conforme a las instrucciones del fabricante, con unas diluciones del suero
de 1:5000 para la medicion de IgM, 1:100000 para la medicidn de IgG total y 1:10000 para
la medicién de 1gGl. Los niveles de IgG2c se midieron con el kit Mouse IgG2c ELISA
Quantitation Set (Bethyl, #£90-136), conforme a las instrucciones del fabricante, empleando

una dilucion del suero de 1:10000.

En todos los casos se realizd una incubacién antigeno-anticuerpo y, posteriormente, la
adiccion de un anticuerpo secundario conjugado con una peroxidasa. Como método de
deteccidn se utilizé un método colorimétrico basado en el uso del sustrato cromogénico de
la peroxidasa 3,3',5,5'-Tetrametilbenzidina (TMB). Las medidas se realizaron en un lector de
placas Infinite M200 NanoQuant (TECAN) a una densidad 6ptica de 450 nm, con una
correccion utilizando los valores obtenidos a 570-630 nm. Todas las muestras se analizaron

por duplicado.
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5. ANALISIS DE CITOMETRIA DE FLUJO

Tras el sacrificio de los ratones, los bazos fueron extraidos y homogeneizados
mecanicamente mediante el uso de una jeringa de 5 ml en una placa de Petri, en presencia
de 5 ml de medio DMEM (del inglés Dulbecco's modified Eagle's medium), y en condiciones
de esterilidad. La suspensién de células resultante se filtré6 mediante un filtro de nylon de 70
pum. Para eliminar los eritrocitos se empled una solucién hipertdnica, o tampdn de lisis, de
amonio-cloruro-potasio (ACK, del inglés ammonium-chloride-potassium). Tras una
incubacién de 5 minutos con el tampdn ACK, la reaccién de lisis se detuvo con la adicién de
al menos el doble del volumen inicial de medio RPMI. Posteriormente, se realizé un lavado
de las células con este medio, mediante dos centrifugaciones sucesivas a 1300 rpm, 10
minutos a 4°C, y finalmente, el pellet de células resultante se resuspendid mediante
agitacion ligera en tampon fosfato salino (PBS, del inglés phosphate-buffered saline) 1X. El
numero total de células por cada muestra y el porcentaje de viabilidad se estimaron

mediante el uso de azul de Tripan, en una cdmara de Neubauer.

Para cada muestra y tincidn se requirié una cantidad de 1x10° de células. Las tinciones se
realizaron en placas de 96 pocillos de fondo en V. En primer lugar, para excluir del andlisis
las células muertas, se afladio el marcador de viabilidad Fixable Viability Stain 620 (FVS620,
1:1000, BD Horizon™, #564996) o el marcador LIVE/DEAD™ Fixable Aqua (1:1000, Thermo
Fisher Scientific, #L34957), dependiendo de los marcadores incluidos en el panel de
anticuerpos. Las células se incubaron durante 20 minutos a 4°C, en presencia de estos
marcadores de viabilidad. Posteriormente, se realizé un lavado con una soluciéon tampon
FACS buffer (PBS1X, 1% de FBS y 2 mM de EDTA), y una centrifugaciéon a 1300 rpm, 10
minutos a 4°C. Para bloquear posibles uniones inespecificas de los anticuerpos, se afiadié
una solucién de bloqueo TruStain FcX™ anti-mouse CD16/32 (1:100, BioLegend, #101319),

y se incubaron las muestras durante 10 minutos a 4°C.
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Tras un nuevo lavado con el FACS buffer y otra centrifugacion, se procedid a la tincién con
los distintos anticuerpos monoclonales conjugados a fluorocromos, para el analisis
multiparamétrico mediante citometria de flujo (Tabla 4). Las células se incubaron durante
20 minutos a 4°C en presencia de los distintos anticuerpos. Para las tinciones intracelulares,
y tras la tincién de superficie, los esplenocitos fueron incubados en una solucién de fijacién
y permeabilizacion BD Cytofix/Cytoperm™ Plus (BD Biosciences, #555028), siguiendo las
instrucciones del fabricante, durante 20 minutos a 4°C. Tras un lavado con la solucion de
permeabilizacion y lavado Perm/Wash (#555028), las células se incubaron con los
anticuerpos intracelulares durante 20 minutos a 4°C. Pasado este tiempo, se realizd un
ultimo lavado y centrifugado, y finalmente, se resuspendieron en el tampdn FACS buffer

para su posterior adquisicion en el citdmetro.
La adquisicién de los datos se llevd a cabo en un citdmetro BD FACS Diva o un citdmetro

Symphony (BD Biosciences), y posteriormente se realizé el analisis utilizando el software

FlowJo 9.8 (TreeStar).
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Anticuerpo Fluorocromo Clon Referencia Casa comercial
Anti-mouse CD11b Bv421 M1/70 101235 BiolLegend
Anti-mouse CD11c APC HL3 550261 BD Biosciences
Anti-mouse CD138 BV510 281-2 563192 BD Biosciences
Anti-mouse CD138 PE 281-2 142503 BioLegend

Anti-mouse CD19 APC eFluor780 eBiolD3 47-0193-82 Invitrogen

Anti-mouse CD21/CD35 PerCP-Cy5.5 7E9 123415 BioLegend
Anti-mouse CD23 PE-Cy7 B3B4 25-0232-82 eBioscience
Anti-mouse CD3 FITC 17A2 100203 BiolLegend
Anti-mouse CD3 APC 145-2C11 100311 BioLegend
Anti-mouse CD4 V500 RM4-5 560783 BD Biosciences
Anti-mouse CD4 FITC RM4-5 100509 BioLegend
Anti-mouse CD44 PE-Cy7 IM7 103029 BiolLegend
Anti-mouse CD45R/B220 PE RA3-6B2 103208 BioLegend
Anti-mouse CD62L PerCP-Cy5.5 MEL-14 104431 BioLegend
Anti-mouse CXCR4 Bv421 2B11 48-9991-82 BD Biosciences
Anti-mouse 1gG (H+L) FITC Poly4060 ab6785 Abcam
Anti-mouse IgG2c FITC Policlonal  ab97254 Abcam
Anti-mouse PSGL-1 PE 2PH1 555306 BD Biosciences
Anti-mouse T-Bet PE 4B10 561265 BD Biosciences
Anti-mouse T-Bet PE-Cy7 4B10 644823 BioLegend
Anti-mouse TCRB PerCP-Cy5.5 H57-597 109227 BiolLegend

Tabla 4. Lista de anticuerpos utilizados en el andlisis multiparamétrico mediante
citometria de flujo.
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6. AISLAMIENTO Y ESTIMULACION DE CELULAS B IN VITRO

Para el estudio de las ABCs, se utilizdé un protocolo de diferenciacion in vitro. En primer lugar,
se realizd un aislamiento de células B a partir de los esplenocitos totales mediante seleccion
negativa en columnas magnéticas. En estos ensayos se emplearon ratones control wild-type
y ratones Bankl”", de 10 semanas de edad. Tras el procesamiento de los bazos y los
esplenocitos, explicado en el apartado anterior, se procedié con el protocolo de aislamiento

de células B.

Para ello, se utilizo el kit B cell isolation kit (Miltenyi Biotec, #130 090 862), conforme a las
instrucciones del fabricante. La cantidad inicial de células requerida fue de 50x10° de células
por ratéon. En primer lugar, estas células se incubaron con un céctel de anticuerpos
monoclonales conjugados con biotina frente a CD43 (Ly48), CD4 (L3T4) y Ter-119, y con el
coctel de microbeads, o imanes, anti-biotina. Pasado el tiempo de incubacidn, se procedio a
la separacion magnética. Se empled el separador automdatico autoMACS Pro (Miltenyi
Biotec), mediante una separacidn negativa (programa: depletes, en el autoMACS Pro), es
decir, las células B no marcadas con los imanes, se recogerian en un tubo de 5 ml, mientras
qgue las células marcadas (el resto de poblaciones celulares), se recogerian en un tubo

diferente.

Las células B obtenidas mediante este protocolo se cultivaron posteriormente a una
densidad de 2x10° células/ml, en medio de cultivo RPMI 1640 (Gibco, #21870076),
suplementado con suero fetal bovino (FBS) al 10% (Biowest, #S181A), penicilina-
estreptomicina a 100 U/ml (Gibco, #15140122), aminoacidos no esenciales al 1X (Gibco,
#11140068), L-glutamina a 2 mM (Gibco, #A2916801), HEPES a 25 mM (Gibco, #15630-056)
y B-mercaptoetanol a 50 uM (Sigma, #M3148). Ademads, para su estimulacidn, estas células
fueron expuestas a 5 pg/ml de F(ab’)2-goat anti-mouse IgM Mu chain (Invitrogen, #16-5092-
85) y a 5 ug/ml de Ultra-LEAF purified anti-mouse CD40 (BioLegend, #102811), en presencia

o ausencia de 2.5 ug/ml de Imiquimod (Invivogen, #tlrl-imgs) y 25 ng/ml de IL-21
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recombinante de ratdon (BioLegend, #574504), de forma individual o en combinacién con
ambos estimulos. Las células estimuladas fueron recogidas pasadas 72 horas de incubacion,
a 37°Cy 5% de CO2. Finalmente, se procedio al analisis de las ABCs mediante citometria de

flujo, siguiendo el protocolo previamente descrito.

7. INMUNOFLUORESCENCIA

Con el objetivo de caracterizar y visualizar la estructura y morfologia de los centros
germinales, asi como la localizacion de las poblaciones celulares de interés, se realizaron
inmunofluorescencias sobre cortes histoldgicos de los bazos de los ratones. Tras la anestesia
se realizd una perfusion intracardiaca con 20 ml de la solucién salina DPBS 1X (del inglés
Dulbecco's phosphate-buffered saline), y una fijacidon con paraformaldehido al 2% durante
12 horas a 4°C. Pasado ese tiempo, los bazos se cortaron transversalmente, en segmentos
de aproximadamente 2 cm, para su posterior criogenizacién. Estos segmentos fueron
embebidos en el compuesto OCT (del inglés optimal cutting temperature; Tissue-Tek,
#4583), el cual proporciona una matriz adecuada a la muestra para protegerla de la rapida
bajada de temperatura, y congelados mediante el contacto con hielo seco e isopentano,

para su preservacion y almacenamiento a -80°C.

Se utilizaron criosecciones de 8 um, mediante el uso de un micrétomo criostato, y se pasaron
a un portaobjetos. En primer lugar, las laminas de tejido se hidrataron en TBS durante 20
minutos, y se realizé una permeabilizaciéon con TBS con Tween 20 al 0,05% (TBS-T) durante
otros 20 minutos, a temperatura ambiente. Para evitar las uniones inespecificas de los
anticuerpos, las ldaminas se bloquearon con una solucién de TBS-T, 2 mg/ml de TruStain FcX™
anti-mouse CD16/32 (BioLegend, #101319) y suero normal de cabra al 10% (Sigma-Aldrich,
#526-100ML), durante 30 minutos a temperatura ambiente. Tras la permeabilizacién y
bloqueo de las muestras de tejido, estas fueron incubadas con los anticuerpos primarios en

PBS 1X y Tritén al 0,05%, durante toda la noche a 4°C. Al dia siguiente, se lavaron las
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muestras y se procedid a la incubacidon con los anticuerpos secundarios, conjugados con sus

respectivos fluorocromos, en PBS 1X y Tritdn al 0,05% durante 30 minutos a temperatura

ambiente. Todos los anticuerpos primarios y secundarios utilizados en estos experimentos

se detallan en la Tabla 5. Tras un lavado en PBS 1X, para tefiir los nucleos, las muestras de

tejido fueron incubadas con Hoechst 33342 1mM (Sigma-Aldrich, #B2261), durante 5

minutos a temperatura ambiente. Finalmente, para proteger la fluorescencia y previo a su

observaciéon en el microscopio, las laminas fueron cubiertas con medio de montaje

SlowFade™ Diamond Antifade Mountant (Invitrogen, #536967).

Anticuerpos primarios Clon Referencia  Casa comercial
Anti-mouse CD169 (MOMA-1) 3D6.112 142401 BioLegend
Anti-mouse CD4 EPR19514 ab183685 Abcam
Anti-mouse CXCR4 2B11 14-9991-82 Invitrogen
Anticuerpos conjugados Clon Referencia  Casa comercial
Anti-mouse B220 - eFluor 450 RA3-682 48-0452-82 Invitrogen
Anti-mouse CD138 - PE 281-2 561070 BD Biosciences
Anti-mouse CXCR4 - APC eFluor 780 2B11 47-9991-82 Invitrogen
Anti-mouse IgG2c - FITC Polyclonal 1078-02  SouthernBiotech
Anti-mouse T-Bet - PE 4B10 12-5825-82 Invitrogen
PNA - FITC - FL-1071 VectorLabs
Anticuerpos secundarios Clon Referencia  Casa comercial
Goat anti-rabbit Alexa Fluor 633 Polyclonal  A-21070 Invitrogen
Goat anti-rat Alexa Fluor 555 Polyclonal  A-21434 Invitrogen
Goat anti-rat APC Polyclonal A10540 Invitrogen

Tabla 5. Lista de anticuerpos utilizados en la inmunofluorescencia del bazo.
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Las imagenes de los tejidos fueron capturadas en un microscopio confocal Zeiss LSM 710,
con los objetivos de Zeiss Plan-Apochromat 10X/0.45 o 20X/0.8, y analizadas en el software

Zeiss ZEN 2010.

8. ANALISIS TRANSCRIPTOMICO DE CELULA UNICA (scRNA-Seq)

Con objeto de analizar en profundidad el patréon transcriptomico del bazo de los ratones
empleados como modelo del LES, se realizé un ensayo transcripcional de célula Unica. Se
emplearon los bazos de tres ratones macho por grupo (Wild-type C57BL/6, TLR7.tg6 y
TLR7.tg6.Bank1”), de 32 semanas de edad. El procesamiento de las células del bazo se
realizd como se ha explicado en el apartado 5 de Metodologia, hasta la obtencidn de una

solucién de esplenocitos final.

En este caso resulté esencial asegurar la ausencia de agregados celulares en la muestra. Tras
la optimizacion de las etapas de procesamiento, calculo de nimero de células necesario, y
porcentajes de viabilidad, las células esplénicas fueron procesadas individualmente en un
sistema Chromium Controller (10x Genomics) en el Instituto de Parasitologia y Biomedicina
Lépez Neyra (IPBLN, CSIC, Granada, Espafia). Los datos brutos del recuento celular fueron
procesados utilizando el software Cell Ranger 10X. Este proceso incluyé la alineacion de
lecturas contra el genoma de referencia, la cuantificacion de la expresion génica y la
generacion de matrices de conteo de expresién génica para cada célula. Todos los analisis
posteriores se llevaron a cabo utilizando principalmente el paquete Seurat de R [336],
siguiendo el procedimiento descrito por la doctora Mathew N. R, et al. [337]. Se llevd a cabo
un analisis de control de calidad para identificar y eliminar las células de baja calidad. Se
filtraron las células basandose en criterios como el niumero de genes expresados, o la
proporcién de expresion mitocondrial y ribosomal. En primer lugar, los datos brutos fueron
integrados utilizando el paquete SeuratObject en R, el cual sirve para representar los datos

de expresion génica de las células individuales. A continuacidn, se aplicaron los filtros y se
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descartaron las células que contuviesen un porcentaje de recuento mitocondrial, o
ribosomal, superior al 25%, también aquellas células cuyo nimero de caracteristicas Unicas
o recuentos totales estuviera fuera del rango entre el 0.5% al 99.5% de todas las células, asi
como las células que tuviesen un indice de Gini o Simpson por debajo del 0,8, indicativo de
una diversidad de expresion génica insuficiente. Siguiendo estos pasos se consigue
mantener la consistencia y la calidad de los datos, al eliminarse valores atipicos o anomalias.
También se descartaron los genes mitocondriales, debido a que su expresion podria sesgar
los resultados, y aquellos expresados en menos de 5 células totales, ya que su contribucion
al andlisis podria ser insignificante debido a su baja presencia. Los recuentos celulares totales
fueron normalizados y fijados en 1000, para asegurar que todas las muestras tuviesen una
base comparable y asi facilitar la interpretacion de los resultados. Los recuentos génicos
fueron transformados a escala logaritmica en base 2, con el fin de estabilizar y normalizar la
distribuciéon de los datos. Los valores de expresion de cada gen fueron estandarizados
mediante centrado en la media y dividido por la desviacidn estandar, teniendo en cuenta el
conjunto de muestras. Adicionalmente, se corrigieron los valores celulares en base a la
variabilidad relacionada con el ciclo celular y los recuentos mitocondriales. Los dobletes, es
decir, dos (o mds) células que han sido procesadas erréneamente como una sola célula, y
gue por tanto presentan el ARN de dos células diferentes, fueron identificados y eliminados
utilizando el paquete de R scDblFinder. Finalmente, se llevd a cabo la integracidn de datos
con Harmony, un algoritmo que permite combinar multiples conjuntos de datos y eliminar
variaciones técnicas mientras se preservan las diferencias bioldgicas [338]. Con esto se buscé
mejorar la deteccién de genes diferencialmente expresados y reducir el impacto de la
heterogeneidad técnica en los resultados del analisis, lo que aumenté la sensibilidad y

fiabilidad del ensayo.

Una vez realizado el control de calidad, se procedié al andlisis de los datos. En primer lugar,
se realizé un andlisis de clustering para agrupar las células en base a la expresion de los
genes. Se utilizé la proyeccién bidimensional y uniforme (UMAP, del inglés uniform manifold

approximation and projection), para visualizar como se agrupaban las células, y se evalué la
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estabilidad de los clusteres mediante el paquete de R clustree [339]. La anotacidn de las
diferentes poblaciones celulares se realizd6 mediante correlacién con marcadores especificos
de cada tipo y subtipo celular [337]. Se identificaron las células NK, las células T, las células
B, las células dendriticas, los macréfagos, los monocitos, los neutréfilos y las células rojas de
la sangre, o eritrocitos, en un total de 18 clusteres, mediante el uso de marcadores
especificos para cada poblacién celular (Tabla 6). De todos ellos, se escogieron los clusteres
0y 5, en representacion de las células B, en base a la expresion de los genes especificos de
estas células Cd19, Cd79a y Ms4al, y se repitid el andlisis completo, esta vez excluyendo al

resto de poblaciones no catalogadas como células B.

Poblacion Marcadores especificos
Células B Cd19, Cd79a, Ms4al
Células dendriticas Fit3, Clec10a, Thcld4

Células NK Gzma, Nkg7, Kird1

Células T Cd3g, Cd3d, Cd28
Eritrocitos Alas2, Snca
Macroéfagos Clec4al, Clec4a3, Tbcld4
Monocitos Ctss, Ms4aé6d, Lyz2
Neutrofilos 510048, Cxcr2, Mmp8

Tabla 6. Lista de genes, o marcadores, especificos asignados para cada poblacion celular.

Para realizar el andlisis de los genes diferencialmente expresados (DEG, del inglés
differentially expressed genes), entre clUsteres o entre grupos, se utilizd la funcién
FindMarkers del paquete Seurat en R. Para la visualizacion de los datos, se generaron
heatmaps con el paquete pheatmap. Para los analisis de enriquecimiento funcional se
empled la API (del inglés application programming interface) de la herramienta web
Genecodis [340], con la cual se asignan funciones bioldgicas de la base de datos Gene

Ontology [341] a las listas de DEGs de interés. Para la visualizacién se seleccioné el top 10
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de los términos GO mas significativos. Los bar plot, o grafico de barras, se generaron

mediante la funcién AddModuleScore y ggplot2 de Seurat en R.

El analisis de trayectoria de los clusteres de células B se llevd a cabo utilizando el paquete
de R Monocle3. Esta funcién tiene como objetivo inferir trayectorias representadas
mediante lineas y ramificaciones, estableciendo transiciones celulares a través de los
cambios en la expresién génica de las células individuales. Con este paquete también se
puede establecer el inicio, o raiz, de una trayectoria, basandose en el sentido bioldgico de

los clUsteres.

Todos los archivos originales de los datos del scRNA-Seq empleados en esta tesis se han
depositado en el repositorio GEO (del inglés gene expression omnibus) del NCBI (del inglés
National Center for Biotechnology Information), con el nimero de acceso GSE271694.
Ademas, el cédigo empleado para los diferentes analisis esta subido en la plataforma GitHub

(github.com/dtordom/scRNASeq_bank1.git).

9. ANALISIS ESTADISTICOS

Todos los graficos y figuras, a excepcién de aquellos derivados del andlisis de scRNA-Seq,
muestran los puntos independientes correspondientes a los datos de ratones individuales,
provenientes de al menos tres experimentes independientes. Antes de proceder con los
analisis de los resultados, en todas las cohortes se realizd una evaluacién de los valores
atipicos, o outliers, mediante la prueba de Tukey. El analisis de supervivencia se llevé a cabo
mediante el método de Kaplan-Meier, una técnica ampliamente utilizada para estimar la
probabilidad de supervivencia en funcidon del tiempo. La significancia estadistica se
determind mediante la prueba de log-rank (Mantel-Cox), una prueba no paramétrica
utilizada para comparar las curvas de supervivencia entre grupos. Para los andlisis de los

datos obtenidos en las ELISAs y en la citometria de flujo, se aplicé la prueba de Mann-
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Whitney en grupos de muestras no pareadas. Esta prueba no paramétrica se utiliza para
comparar las distribuciones de dos grupos independientes cuando los datos no siguen una
distribucién normal. En los graficos se incluye el error estdndar de la media, el cual se
representd mediante barras de error en los graficos. Estos errores proporcionan una
estimacion de la variabilidad de los datos y ayudan a evaluar la precisién de las estimaciones
de la media. Para los analisis de correlacidon, se utilizd el coeficiente de correlacién de
Pearson, una medida estadistica que cuantifica la relacién lineal entre dos variables
continuas. Esta técnica permite explorar la asociacién entre diferentes variables en el
conjunto de datos. Se consideraron significativos los valores de p inferiores a 0,05. Ademas,
se utilizaron asteriscos para indicar el nivel de significancia estadistica: "ns" no significativo,
*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 y ****p < 0.0001. Todos los andlisis estadisticos se
llevaron a cabo utilizando el programa GraphPad Prism 8 (GraphPad Software Inc.) y R

Studio.

Con respecto al analisis del scRNA-Seq, y para comparar las diferencias estadisticas entre la
abundancia de células de un grupo u otro en cada cluster, se aplicaron test de proporciones.
Ademas, se utilizd la prueba de Mann-Whitney con la funcidon FindMarkers del paquete
Seurat de R para analizar la expresidn génica diferencial entre clisteres y/o grupos. Los
valores de p se corrigieron utilizando el método de Bonferroni. Se consideraron
estadisticamente significativos aquellos genes con un valor p ajustado menor a 0,05 (nivel
de confianza del 95%), y se empled el logaritmo en base 2 del fold change (log2FC) para
cuantificar la magnitud del cambio en la expresidn génica. Finalmente, el andlisis funcional
de los genes diferencialmente expresados (DEGs) se realizd6 mediante el uso de Genecodis
[342], una herramienta ampliamente utilizada para la identificacion y caracterizacién

funcional de un conjunto de genes.
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1. El PAPEL DE BANK1 EN LA AUTOINMUNIDAD MEDIADA POR EL TLR7

En primer lugar, evaluamos el papel de Bank1 en el contexto de la autoinmunidad. Para ello,
empleamos dos modelos murinos de lupus, basados en la estimulacion de la via del receptor
TLR7, con un desarrollo diferencial de la enfermedad. El primero es el TLR7.tg6, el cual es un
modelo transgénico en el cual la sobreexpresion del gen TIr7 es suficiente para
desencadenar un proceso autoinmune agudo, caracterizado por la produccion de citoquinas
proinflamatorias, autoanticuerpos, esplenomegalia y otros fenotipos patoldgicos asociados
con el lupus en humanos, como el dafo renal o el déficit cognitivo [213]. El segundo modelo
es el inducido por imiquimod (IMQ-inducido). En este modelo, la activacion del receptor
TLR7 ocurre mediante el tratamiento tdépico con imiquimod al 5%, agonista de dicho
receptor. La aplicacién de este tratamiento en ratones control C57BL/6 conduce a la
aparicion de los sintomas de autoinmunidad, similares a los que se observan en el lupus en
humanos, como la aparicién de esplenomegalia, aumento de niveles de citoquinas y

autoanticuerpos circulantes [216].

Para determinar si la ausencia de Bank1 afectaba a la progresion del LES, comenzamos
analizando las principales manifestaciones clinicas de la enfermedad. El primer pardmetro
evaluado fue la tasa de supervivencia. Las edades empleadas fueron 32 semanas de edad en
el modelo TLR7.tg6 y 20 semanas de edad en el modelo inducido por IMQ (tras 8 semanas
de tratamiento) (Figura 16). Como se muestra en las graficas, en ambos modelos no se
aprecian porcentajes de mortalidad resefiables. A pesar de ello, si observamos un aumento
en la tasa de supervivencia en ausencia de Bankl, en ambos modelos. Los ratones T7
presentaron una tasa de supervivencia del 85%, comparado con el 100% de las cepas WT
control y T7.B17 (Figura 16A). Por el otro lado, los ratones WT+IMQ_presentaron una tasa
de supervivencia menor que los B17+IMQ, observandose valores idénticos en el caso de los

ratones sin tratar WT y B17 (Figura 16B). En base a estos datos, podemos sugerir que la
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ausencia de Bankl mejora ligeramente el porcentaje de supervivencia de los ratones
enfermos. Cabe mencionar que la mortalidad en el modelo del TLR7.tg6 en el tiempo
escogido es muy baja, aumentando probablemente si se escogiesen tiempos posteriores, sin
embargo los tiempos evaluados se seleccionaron por ser éptimos para la observacion de
signos claros de enfermedad, sin demorar demasiado la realizacién de los experimentos,
evitando ademads el mantenimiento de animales con signos graves de enfermedad de forma

innecesaria [213, 216].
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Figura 16. Tasa de supervivencia de ratones de los modelos TLR7.tg6 e inducido por IMQ. Se
monitoreo la tasa de supervivencia en ambos modelos. Se muestra la tasa de supervivencia (%) en
funcién de tiempo (dias). (A) En el modelo TLR7.Tg6 se realizé el seguimiento hasta la semana 32.
Ratones monitoreados: WT (n=12), T7 (n =21) y T7.B17 (n = 15); (p valor de 0,1362). (B) En el modelo
inducido por IMQ se realizé el seguimiento hasta la semana 20. Ratones analizados: WT (n = 12), WT
+1IMQ (n = 15), B17 (n = 12) y B17" + IMQ_(n = 15); (p valor de 0,1374). Se muestra un grafico de
supervivencia de Kaplan-Meier.

1.1 Evaluacion de los niveles de autoanticuerpos

La produccion de autoanticuerpos es uno de los principales desordenes inmunolégicos en
pacientes con LES. La identificacion del tipo de autoanticuerpos es crucial, ya sea debido a
su alta especificidad o a su comprobada patogenicidad [133]. Entre los autoanticuerpos mas

prevalentes se destacan los ANA, incluyendo los anti-dsDNA y los anti-Smith (anti-Sm), que
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se dirigen contra antigenos nucleares especificos. Para el presente trabajo nos centramos
en la determinacidn de los niveles de estos autoanticuerpos en el suero de los ratones a

tiempo final.
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Figura 17. Niveles de autoanticuerpos en suero de ratones de los modelos TLR7.tg6 e inducido por
IMQ. (A) Niveles de anticuerpos IgG anti-dsDNA (0.D). Modelo TLR7.tg6: WT (n = 14), T7 (n = 16),
T7.B17 (n = 16); modelo inducido por IMQ: WT (n = 16), WT+IMQ, (n = 19), B17 (n = 16), B17+IMQ (n
= 19). (B) Niveles de anticuerpos anti-Sm (U/ml). Modelo TLR7.tg6: WT (n = 12), T7 (n = 15), T7.B17-
(n = 16); modelo inducido por IMQ: WT (n = 10), WT+IMQ (n = 14), B17" (n = 10), B17+IMQ (n = 13).
Cada punto representa el valor obtenido para un ratén individual. Los datos se muestran en graficas
de barras con la media £ SEM. Las comparaciones entre grupos se realizaron con la prueba U de Mann-
Whitney con correccién de Welch.

Los niveles séricos de los anticuerpos IgG anti-dsDNA mostraron un aumento marcado en
los grupos TLR7.tgb y WT+IMQ en comparacién con los controles sanos y no tratados,

respectivamente (Figura 17A). Ademas, la deficiencia de Bank1 en ambos modelos resulté
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en una reduccidn significativa de estos niveles en comparacién con los ratones TLR7.tgb y
WT+IMQ (Figura 17A). Por otro lado, en los niveles de anticuerpos anti-Sm se observé un
incremento significativo en los ratones enfermos comparado con los ratones sanos y no
tratados. Estos niveles disminuyeron significativamente en los grupos T7.B17" y B17+IMQ
comparado con los ratones enfermos Bank1** (Figura 17B), indicando un papel clave de

Bank1 en la regulacién de la produccién de estos autoanticuerpos.

Entre los distintos isotipos, las inmunoglobulinas IgG destacan por su prevalencia y
abundancia en la sangre periférica, siendo los autoanticuerpos IgG los mas investigados en
el contexto del LES [152]. Los resultados obtenidos revelaron un incremento significativo en
los niveles séricos de IgG total en los ratones afectados por la enfermedad, tanto en los
ratones T7 como en los tratados con IMQ, en comparacion con los controles sanos y los no
tratados. Estos niveles se redujeron de manera significativa en ausencia de Bank1, en los
ratones T7.B17" y B17+IMQ (Figura 18A). En modelos murinos de lupus, se ha identificado
al subtipo IgG2c como el isotipo de mayor actividad patogénica [126, 153]. De nuevo, se
observé un incremento en los niveles de IgG2c en los ratones T7 y WT+IMQ en comparacion
con los controles sanos y no tratados. Ademads, la ausencia de Bankl condujo a una
disminucién significativa en los niveles de 1gG2c (Figura 18B). Estos resultados indican que
Bank1 tiene un papel fundamental en la produccion de niveles elevados de estas

inmunoglobulinas 1gG patogénicas.

Por otro lado, los niveles del isotipo IgG1 mostraron una disminucién significativa en los
ratones deficientes en Bankl en comparacidn con los ratones T7, aunque estas diferencias
no alcanzaron significancia estadistica en el modelo inducido por IMQ (Figura 18C). Este
patrén sugiere una posible influencia de Bank1 en la produccion de 1gG1 en determinadas

condiciones, lo que resalta la complejidad de su papel en la respuesta inmunitaria.

Finalmente, los niveles de IgM no se vieron afectados por la deficiencia de Bankl

(Figura 18D), lo cual concuerda con lo observado previamente en nuestro grupo de
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investigacion [81], y sugiere que Bankl puede no estar directamente involucrado en la

regulacién de la produccion de IgM.

En conjunto, estos resultados respaldan la hipdtesis de que la deficiencia de Bank1 puede
limitar los fenotipos principales del LES al reducir la produccion patogénica de

autoanticuerpos e inmunoglobulinas en los dos modelos murinos de lupus.
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Figura 18. Niveles de inmunoglobulinas en suero de ratones de los modelos TLR7.tg6 e inducido por
IMQ. (A) Niveles de IgG total (ug/ml). Modelo TLR7.tg6: WT (n = 25), T7 (n = 29), T7.B17 (n = 29);
modelo inducido por IMQ: WT (n = 10), WT+IMQ_(n = 20), B17* (n = 10), B17+IMQ,(n = 22). (B) Niveles
de 1gG2c (pg/ml). Modelo TLR7.tg6: WT (n = 15), T7 (n = 15), T7.B17- (n = 17); modelo inducido por
IMQ; WT (n = 10), WT+IMQ, (n = 19), B17 (n = 9), B17+IMQ (n = 22). (C) Niveles de 1gG1 (pg/ml).
Modelo TLR7.tg6: WT (n = 12), T7 (n = 12), T7.B17 (n = 14); modelo inducido por IMQ: WT (n = 8),
WT+IMQ,(n = 9), B17- (n = 8), B17+IMQ (n = 11). (D) Niveles de IgM (0.D). Modelo TLR7.tg6: WT (n =
9), T7 (n = 13), T7.B17" (n = 12); modelo inducido por IMQ: WT (n = 7), WT+IMQ, (n= 7), B1” (n = 8),
B17-+IMQ (n = 8). Cada punto representa el valor obtenido para un ratén individual. Los datos se
muestran en graficas de barras con la media + SEM. Las comparaciones entre grupos se realizaron
con la prueba U de Mann-Whitney con correccion de Welch.
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1.2 Andlisis del fenotipo celular en los modelos TLR7.tg6 e inducido por
IMQ

El bazo actua como el drgano linfoide secundario mas importante del sistema inmune y es
el sitio donde ocurre la maduracion y el almacenamiento de los linfocitos B y T. En este
contexto, antes de profundizar en el andlisis de las distintas poblaciones celulares,
evaluamos la presencia o ausencia de esplenomegalia, definida como el agrandamiento del

bazo como resultado de un crecimiento celular exacerbado.
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Figura 19. Tamafio y peso de los bazos de los ratones de los modelos TLR7.tg6 e inducido por IMQ.
En el panel superior se incluye una imagen representativa del bazo de cada grupo; en el panel inferior
se muestra el peso del bazo de cada grupo. (A) Ratones del modelo TLR7.tg6: WT (n = 15), T7 (n = 20),
T7.B17 (n = 13). (B) Ratones del modelo inducido por IMQ: WT (n = 18), WT+IMQ, (n = 18), B17 (n =
22), B17+IMQ (n = 19). Cada punto representa el valor obtenido para un ratén individual. Los datos
se muestran en graficas de barras con la media + SEM. Las comparaciones entre grupos se realizaron
con la prueba U de Mann-Whitney con correccion de Welch.
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El tamaiio de los bazos en el grupo de ratones T7 fue significativamente mayor que en los
ratones deficientes de Bank1, T7.B17 (Figura 19A). Resultados similares se obtuvieron en el
modelo inducido, siendo el tamafio de los bazos en el grupo de ratones WT+IMQ
significativamente mayor al observado en los ratones B17+IMQ, (Figura 19B). Como se
observa en la figura, la ausencia de Bank1 es suficiente para que, en los ratones afectados
por la enfermedad, se restaure el tamafio de los bazos, pero sin llegar a ser el tamafio normal

gue se observa en los controles sanos y en los ratones no tratados con IMQ.

Como BANK1 se expresa mayoritariamente en las células B [237, 277], se procedio a evaluar,
mediante citometria de flujo, si la deficiencia de Bankl podria restablecer a los niveles
estandar, o normales, los fenotipos celulares alterados por el proceso autoinmune en las
células B esplénicas. En primer lugar, observamos que la frecuencia de células B de la zona
marginal (MZB), caracterizadas por la expresion de CD19* CD21* CD23" (Figura 20, A y B),
disminuyé en los ratones T7 y WT+IMQ comparado con los controles sanos y no tratados.
Ademas, se observé que la ausencia de Bankl provocd un incremento significativo en el
porcentaje de células MZB, en comparaciéon con los ratones enfermos, logrando en parte
restaurar los niveles observados en los ratones WT (Figura 20C). Por otro lado, el porcentaje
total de células B foliculares (FO B), caracterizadas por la expresion de CD19* CD21" CD23*
(Figura 20, Ay B), también mostré una disminucién en los ratones enfermos comparado con
los grupos sanos y no tratados. De la misma manera, observamos que en los ratones T7.B17"
y B17+IMQ, la frecuencia de células FOB fue significativamente mayor que la observada en

los ratones T7 y WT+IMQ, respectivamente (Figura 20D).
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Figura 20. Andlisis de las poblaciones celulares MZB y FOB en los ratones de los modelos TLR7.tg6
e inducido por IMQ. (A-B) Estrategia de gating para el andlisis de las células MZB (CD19* CD21* CD23),
y de las células FOB (CD19* CD21 CD23*), (A) en el modelo TLR7.tg6, y (B) en el modelo inducido por
IMQ. (C) Frecuencia de células MZB y (D) células FOB en el bazo de ambos modelos. Modelo TLR7.tg6:
WT (n=18), T7 (n = 14), T7.B1-/- (n = 23); modelo inducido por IMQ: WT (n = 20), WT+IMQ (n = 24),
B17 (n = 18), B17+IMQ (n = 25). Cada punto representa el valor obtenido para un ratén individual.
Los datos se muestran en graficas de barras con la media + SEM. Las comparaciones entre grupos se
realizaron con la prueba U de Mann-Whitney con correccién de Welch.

Otra poblacién con un papel fundamental en autoinmunidad son las células plasmaticas.
Esta poblacidn se caracteriza por la pérdida de expresién negativa de CD19 y la expresidn
positiva de CD138 (Figura 21, Ay B). Como se muestra en la figura, se observé un aumento

significativo del porcentaje de células CD138* en los ratones de ambos modelos de lupus, en
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comparaciéon con los ratones de los grupos sanos y no tratados. Este aumento en la
poblacién de células plasmaticas es una caracteristica distintiva de la respuesta autoinmune
subyacente en los modelos murinos de lupus [343, 344]. Ademas, en ausencia de Bankl,
estos niveles disminuyeron de manera significativa en ambos modelos, en comparacién con

los ratones T7 y WT+IMQ (Figura 21C).
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Figura 21. Analisis de la poblacion de células plasmaticas en los ratones de los modelos TLR7.tg6 e
inducido por IMQ. (A y B) Estrategia de gating para las células plasmaticas (CD19  CD138*), (A) en el
modelo TLR7.tg6; (B) y en el modelo inducido por IMQ. (C) Frecuencia de células plasmaticas en el
bazo de ambos modelos. Modelo TLR7.tg6: WT (n=12), T7 (n=17), T7.B1-/- (n = 7); modelo inducido
por IMQ: WT (n = 7), WT+IMQ_ (n = 8), B17* (n = 9), B1/+IMQ_(n = 9). Cada punto representa el valor
obtenido para un ratdn individual. Los datos se muestran en graficas de barras con la media + SEM.
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Las comparaciones entre grupos se realizaron con la prueba U de Mann-Whitney con correccion de
Welch.
La hiperactivacién y expansion de las células T es también uno de los procesos caracteristicos

de los procesos de autoinmunidad, en general, y del LES, en particular. Para poder evaluar
el efecto de la deficiencia de Bank1 en los linfocitos T, analizamos las principales poblaciones
de células T esplénicas, mediante citometria de flujo. Las células T mas relevantes son las
células T auxiliares CD4" y las células T citotdxicas CD8*. Estas poblaciones se podrian dividir,
a grandes rasgos, en células naive, o de reposo, definidas como CD3* CD4*/CD8* CD62L*
CD44, y en células activadas, también conocidas como efectoras de memoria, caracterizadas

por ser CD3* CD4*/CD8* CD62L*- CD44".

La frecuencia de las células T naive CD4" (Figura 22, Ay B) se redujo de manera significativa
en los ratones afectados por la enfermedad, T7 y WT+IMQ, comparado con los ratones sanos
y no tratados. Ademas, se observé un incremento en la frecuencia de las células T naive CD4*
en los ratones deficientes en Bank1, comparado con los ratones T7 y WT+IMQ (Figura 19C).
La frecuencia de las células T activadas (Figura 22, A y B), aumentd considerablemente en
los ratones T7 y WT+IMQ en comparacidn con los ratones sanos y no tratados. Asimismo,
observamos que el nimero de células T activadas CD4* disminuy0 significativamente en los
ratones T7.B17", comparado con el grupo T7, sin embargo, en el modelo inducido no se
observaron dicha diferencia (Figura 22D). De igual manera, la frecuencia de células T naive
CD8* (Figura 23, Ay B) se redujo de manera significativa en los ratones afectados por la
enfermedad, T7 y WT+IMQ, comparado con los ratones sanos y no tratados. Ademas, se
observé un incremento en la frecuencia de las células T naive CD8" en los ratones deficientes
en Bank1, comparado con los ratones T7 y WT+IMQ (Figura 23C). El nimero de células T
activadas CD8* (Figura 23, Ay B), aumentd considerablemente en los ratones T7 y WT+IMQ
en comparaciéon con los ratones sanos y no tratados. En ausencia de Bankl1, el nimero de
estas células se redujo en comparacién con los grupos T7 y WT+IMQ (Figura 23D). Esta
reduccion en el nimero de células T activadas se correlaciona positivamente con el aumento

en el nimero de células T naive en los ratones deficientes en Bank1.
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Figura 22. Analisis de las poblaciones celulares CD4* en los ratones de los modelos TLR7.tg6 e
inducido por IMQ. (A-B) Estrategia de gating para el analisis de las células T naive CD4* (CD3* CD4*
CD62L* CD44'), y de las células T activadas CD4* (CD3* CD4* CD62L" CD44%), (A) en el modelo TLR7.tg6,
y (B) en el modelo inducido por IMQ. (C) Frecuencia de células T naive CD4* y (D) células T activadas
CD4* en el bazo de ambos modelos. Modelo TLR7.tg6: WT (n = 10), T7 (n = 12), T7.B1-/- (n = 13);
modelo inducido por IMQ: WT (n = 10), WT+IMQ (n = 18), B17 (n = 12), B17+IMQ,(n = 17). Cada punto
representa el valor obtenido para un ratdn individual. Los datos se muestran en graficas de barras
con la media + SEM. Las comparaciones entre grupos se realizaron con la prueba U de Mann-Whitney
con correccion de Welch.
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Figura 23. Analisis de las poblaciones celulares CD8* en los ratones de los modelos TLR7.tg6 e
inducido por IMQ. (A-B) Estrategia de gating para el andlisis de las células T naive CD8" (CD3* CD8*
CD62L* CD44'), y de las células T activadas CD4* (CD3* CD8* CD62L" CD44%), (A) en el modelo TLR7.tg6,
y (B) en el modelo inducido por IMQ. (C) Frecuencia de células T naive CD8* y (D) células T activadas
CD8* en el bazo de ambos modelos. Modelo TLR7.tg6: WT (n=9), T7 (n=11), T7.B1-/- (n = 12); modelo
inducido por IMQ: WT (n = 10), WT+IMQ_ (n = 17), B17 (n = 12), B17+IMQ (n = 17). Cada punto
representa el valor obtenido para un ratdn individual. Los datos se muestran en graficas de barras
con la media + SEM. Las comparaciones entre grupos se realizaron con la prueba U de Mann-Whitney
con correccion de Welch.
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En conjunto, nuestros hallazgos respaldan la idea de que la deficiencia de Bank1 tiene un
impacto significativo en la respuesta autoinmune mediada por los receptores TLR7,
afectando al grado de activacién y proliferacién de los esplenocitos (esplenomegalia), asi

como a la composicidn de las principales poblaciones de células By T.
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2. El EFECTO DE LA DEFICIENCIA DE BANK1 EN LAS ABCs

Como se menciond anteriormente, la poblacidn de las ABCs fue identificada recientemente
y de manera independiente por los grupos de investigacion liderados por Hao et al. [292] y
Rubtsov et al. [293], los cuales mostraron el papel relevante de estas células en la
autoinmunidad. Para completar el andlisis del papel de Bankl en las respuestas
autoinmunes, analizamos la poblacién de las ABCs con el objetivo principal de evaluar los
efectos de la ausencia del gen Bankl1 en la formacién y acumulacion de dichas células, en
dos modelos murinos de lupus. En primer lugar, optimizamos un panel de citometria para
definir a las ABCs integrando los marcadores previamente utilizados, implementando una
nueva estrategia de gating, y mas precisa, para caracterizarlas como células B CD19* CD21"

CD23  CD11b* CD11c* T-bet* (Figura 24).

Células vivas Singlets Linfocitos

o

& ) ,g.‘vl ¥

SSC-‘A X FSC-W x

FSV 620 FSC-H
cb19t cb3- CD21°CD23" T-bet* cb11btcb11ct
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o = .. b
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|28 50,7

CD19 APC-Cy7 x CD21 PerCP-Cy5 x  T-bet PE x CD11b BV421 x
CD3 FITC CD23 PE-Cy7 SSC-w CD11c APC

Figura 24. Optimizacion del proceso de gating para la caracterizacion de la poblacién de las ABCs.
Estrategia basada en la seleccion secuencial de: células vivas FSV620; células individuales (singlets)
(FSC-W x FSC-H); linfocitos totales (SSC-A x FSC-A); posteriormente, para las ABCs la seleccidon
secuencial siguid de la siguiente manera: células B (CD19* CD3’); dobles negativas (CD21" CD23%);
células T-bet*; y finalmente células dobles positivas (CD11b* CD11c*).
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2.1 Andlisis de la frecuencia de ABCs en los modelos TLR7.tg6 e
inducido por IMQ

Una vez optimizado el panel de anticuerpos y los criterios de seleccidn para la deteccién de
las ABCs, procedimos a evaluar el efecto de Bankl en esta poblacidn, determinando el

porcentaje y numero total células en ambos modelos murinos de lupus (Figura 25, Ay B).

Se registré un incremento significativo en la frecuencia de ABCs en los ratones T7, a partir
de las 32 semanas de edad, asi como en los ratones WT+IMQ, a partir de las 20 semanas de
edad, en comparacién con sus controles de la misma edad, sanos y no tratados,
respectivamente (Figura 25C). En los ratones T7.B17" y B17+IMQ_se observé una reduccién
significativa en el porcentaje total de estas células en comparacién con los ratones enfermos
(Figura 25C). Este hallazgo sugiere una conexion significativa entre la expresion de Bank1 y
la formacién de las ABCs, subrayando la importancia de este gen en la regulacidn de los
procesos inmunitarios subyacentes, particularmente en el contexto de la respuesta mediada

por el TLR7.
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Figura 25. Efecto de la deficiencia de Bank1 en la frecuencia total de ABCs en los ratones de los
modelos TLR7.tg6 e inducido por IMQ. Ejemplo representativo del ultimo gate de las ABCs, definidas
como CD19* CD21 CD23 T-bet* CD11b*CD11c*, (A) en el modelo TLR7.tg6, (B) y en el modelo inducido
por IMQ. (C) Frecuencia de ABCs (sobre el total de CD19*) en el bazo de ambos modelos. Modelo
TLR7.tg6: WT (n =20), T7 (n = 16), T7.B1-/- (n = 26); modelo inducido por IMQ: WT (n = 15), WT+IMQ
(n=20), B17" (n = 14), B17+IMQ_(n = 21). Cada punto representa un ratén individual. Los datos se
muestran como la media + SEM. Se utilizé la prueba U de Mann-Whitney con correccidn de Welch.
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Como se ha descrito en la literatura, esta poblacidn apenas es detectable en edades
tempranas, entre 8 y 10 semanas de edad, tanto en ratones sanos como en ratones
susceptibles de padecer la enfermedad, en los que aun no existen signos de ella. Sin
embargo, a pesar de la baja proporcion de estas células en estas etapas, se observé un ligero
agrandamiento del bazo en los ratones T7 de 10 semanas (Figura 26A), junto con una
frecuencia de células ABC significativamente mayor (Figura 26B) en comparacién con
ratones sanos WT de la misma edad. Esto podria indicar un patron de desarrollo diferencial
en la aparicién de estas células a lo largo del tiempo, lo que sugiriere una posible implicacion

de la via de sefializacién del TLR7 en la regulacion de la homeostasis de las ABCs en el sistema

inmunitario.
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Figura 26. Frecuencia de ABCs en edades tempranas. (A) Peso del bazo de ratones WT (n =6) y T7
(n =4), alas 10 semanas de edad. (B) A la izquierda: ejemplo representativo del Gltimo gate de las
ABCs de cada una de las cepas analizadas; a la derecha: frecuencia de ABCs (sobre el total de CD19*)
en el bazo de ratones WT y T7. Cada punto representa un ratén individual. Los datos se muestran
como la media + SEM. Se utilizé la prueba U de Mann-Whitney con correccién de Welch.

Para confirmar el papel general de Bank1 en el control de la poblacién celular de las ABCs,
evaluamos el porcentaje de esta poblacidn en un tercer modelo murino de lupus, la cepa
congénita B6.Slel.yaa, y cruzado con ratones knockout para Bankl. Esta cepa, cuyo fondo
genético es del C57BL/6, se caracteriza por tener el locus Slel, uno de los primeros tres loci
identificados como susceptibles del LES [228]; y por la presencia del factor yaa, una

duplicacién de una regién del cromosoma X que contiene el TIr7 translocado al cromosoma
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Y [104]. Todo ello resulta en importantes efectos sinérgicos de las respuestas inflamatorias
y autoinmunes inducidas en los ratones macho [345]. A las 36 semanas de edad, se observé
una acumulacién de ABCs en los ratones B6.Slel.yaa (SLE1) con una reduccidn significativa

en los ratones deficientes en Bank1, B6.Slel.yaa.Bank1”- (SLE1.B17) (Figura 27).
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Figura 27. Efecto de la deficiencia de Bank1 en la frecuencia total de ABCs en el modelo B6.S/lel.yaa.
Alaizquierda: ejemplo representativo del Gltimo gate de las ABCs de cada una de las cepas analizadas;
a la derecha: frecuencia de ABCs (sobre el total de CD19*) en los bazos de los ratones B6.Slel.yaa 'y
B6.Slel.yaa.Bankl”:, de 36 semanas de edad. Ratones analizados: SLE1 (n = 6), SLE1.B1-/- (n = 8).
Cada punto representa un ratén individual. Los datos se muestran como la media £ SEM. Se utilizé la
prueba U de Mann-Whitney con correccion de Welch.

En conjunto, estos resultados sugieren que el crecimiento y la expansion de las ABCs, estan
sujetos a la edad, dado que en etapas tempranas su proporcidn es muy baja (menor al 1%),

y que dicha expansidn se ve limitada por la deficiencia de Bank1.

Las ABCs experimentan una diferenciacién rapida hacia el fenotipo de células secretoras de
anticuerpos, con una alta propension al cambio de clase 1gG2a/c [295, 318]. Estas células
son responsables de la produccidn de autoanticuerpos de dicha clase, en diversos modelos
de lupus, reduciéndose de manera significativa los niveles de estos autoanticuerpos tras su
eliminacion [86, 305, 332]. Por ello, con el fin de evaluar el papel de Bank1 en este fenotipo,
se determindé la frecuencia de ABCs que expresasen IgG e IgG2c. En ambos modelos de lupus,

los ratones deficientes en Bank1, T7.B17-y B17+IMQ mostraron una reduccion significativa
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de ABCs positivas para IgG en comparacion con los ratones T7 y WT+IMQ (Figura 28A).
Ademads, el porcentaje de ABCs positivas para IgG2c disminuyd significativamente en los
ratones T7.B17 y B17+IMQ, en comparacién con los ratones enfermos (Figura 28B). Por lo
tanto, podemos concluir que la deficiencia de Bank1 reduce la generacién y expansidn de
las células ABCs cuyo fenotipo es positivo para las inmunoglobulinas de cambio de clase IgG

e lgG2c, en ambos modelos murinos de lupus, mediados por el TLR7.
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Figura 28. Efecto de la deficiencia de Bank1 en la frecuencia total de ABCs IgG* e IgG2c* en los
modelos TLR7.tg6 e inducido por IMQ. (A) Frecuencia de ABCs IgG* (sobre el total de CD19*) en el
bazo de ambos modelos. Modelo TLR7.tg6: WT (n = 13), T7 (n=12), T7.B1-/- (n = 19); modelo inducido
por IMQ: WT (n = 6), WT+IMQ (n = 13), B17 (n = 4), B1"+IMQ, (n = 14). (B) Frecuencia de ABCs IgG2c*
(sobre el total de CD19*) en el bazo de ambos modelos. Modelo TLR7.tg6: WT (n =11), T7 (n = 10),
T7.B1-/- (n = 17); modelo inducido por IMQ: WT (n = 10), WT+IMQ,(n = 16), B1” (n = 6), B17+IMQ (n
= 17). Cada punto representa un ratén individual. Los datos se muestran como la media + SEM. Se
utilizo la prueba U de Mann-Whitney con correccion de Welch.
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2.2 Diferenciacion in vitro de las ABCs

La induccion y diferenciacion de las ABCs puede ser desencadenada mediante la activacién
de las vias de sefalizacion del TLR7 y de la IL-21, segun varios estudios [293, 306]. En este
contexto, y para evaluar si Bank1 tenia un papel en el proceso de diferenciacidon de estas
células, quisimos examinar directamente la capacidad de estos estimulos para promover la
diferenciacidn in vitro de las ABCs, a partir de células B esplénicas aisladas (CD19*) de ratones
jovenes WT y B17, de aproximadamente 10 semanas de edad. Para ello, cultivamos las
células B en un medio suplementado con anti-CD40 y anti-IgM, para estimular tanto los
receptores CD40R como los BCR. Ademads, estimulamos adicionalmente estas células con

Imiquimod e IL-21 recombinante.

A simple vista, aparecieron unos agregados de células mas grandes, indicativos de una
mayor capacidad de proliferacidn, en las células de los ratones WT comparado con las células
deficientes en Bank1 (Figura 29A). Cabe destacar, que la adicion de Imiquimod, solo o en
combinacion con IL-21, condujo a la diferenciacidn in vitro hacia las ABCs. Sin embargo, la
deficiencia de Bankl aparentemente no afecté a la formacion de estas células
(Figura 29, B y C), a diferencia de lo que observamos in vivo en los ratones enfermos, lo que
sugiere que Bankl podria estar afectando a una poblacion de células B en una etapa

diferente, o posterior, y no estimulada in vitro.
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Figura 29. Cultivo y diferenciacion in vitro de células B aisladas hacia el fenotipo de ABCs. (A)
Imagenes representativas de las agrupaciones celulares in vitro por cada grupo y estimulo. Barra de
escala: 1 mm. (B) Ejemplo representativo del ultimo gate de las ABCs CD11b* CD11c* (sobre el total
de células CD19* CD3" T-bet*). (C) Frecuencia de ABCs en los bazos de los ratones WT y B17- de 10
semanas de edad, sin tratar (ns) y tratados con IMQ, IL-21 o la combinacién de IMQ e IL-21. Ratones
analizados: WT (n = 17) y B17" (n = 13). Cada punto representa un ratén individual. Los datos se
muestran como la media £ SEM. Se utilizd la prueba U de Mann-Whitney con correcciéon de Welch.
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3. PERFIL TRANSCRIPCIONAL DE LAS CELULAS B, EN EL CONTEXTO DE
LA AUTOINMUNIDAD, MODULADO POR BANK1

La ausencia de cambios durante el proceso de diferenciacién in vitro de las ABCs derivadas
de células B CD19" provenientes de ratones deficientes en Bank1, nos llevd a plantearnos un
analisis mas exhaustivo del papel de Bank1 en la diferenciacidn y activacién, ya no solo de
las ABCs, sino de las distintas subpoblaciones de células B, en el contexto de la inflamacion
en el LES. Para completar este estudio, se llevd a cabo un andlisis de secuenciacién del ARN
de célula unica (scRNA-Seq, del inglés single cell RNA Sequencing). Esta técnica, empleada
por primera vez en el afio 2009 [346], consiguid dos objetivos fundamentales nunca antes
logrados: la obtencién de células aisladas y la amplificacion del ADNc de estas células para
la creacion de librerias. El proceso del scRNA-Seq abarca varias etapas, que incluyen el
aislamiento de células individuales, la transcripcién inversa, la sintesis del ADNc, la
construccion de librerias de dichas células, la secuenciacién de alto rendimiento v,
finalmente, el andlisis de los datos obtenidos [347]. En nuestro contexto, este enfoque nos
permitiria analizar el estado de otros tipos celulares, patrones de expresion en diferentes
subpoblaciones celulares, analizar el proceso de diferenciacién, y eventualmente desvelar

mecanismos subyacentes de la patogénesis [348].

3.1 Clusterizacion de las diferentes subpoblaciones de células B
mediante scRNA-Seq

Para llevar a cabo el andlisis del scRNA-Seq, primero se obtuvieron los esplenocitos totales
de tres ratones, de 32 semanas de edad, de cada genotipo: wild-type, TLR7.tg6 vy
TLR7.tg6.Bank1”". Tras aislar cada célula individual, realizar la secuenciacién y construir las
librerias, se procedid al analisis de los datos obtenidos. En primer lugar, los datos fueron
sometidos a una reduccién bidimensional de UMAP, para poder visualizar y analizar el

conjunto de datos en su totalidad, y se obtuvieron 18 clusteres de diferentes tipos celulares,
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incluyendo a las células B, T, NK, dendriticas, asi como a macréfagos, neutrdfilos, monocitos

y eritrocitos (Figura 30A).

17{o0oQo0 00O 000(o(Q0o o000
14{ oQo00000 000()o 00 oo )
5{c 0000 0( 0 o000 o0 ©0Qo o000 ng?;fsi?ﬁas
0{c 00000 0o0o0000()o00Doooo0 e
6{c 0000000000 00@Q0DO000° 000 8
4o 000000000000000D000¢ 00 O5°
7160000000000 00000D000e 000 75
10{o o0 000000 o oooooooOeo“ O100
16{oQooo0 o000 oooo000 oo
3{co 0000000000 0000Q000O0 oo
13 0000 Qo Qo000 oo
240 00000000 0()OO00O©° o0 o0 Expresion
1{o 00 00000 Qoo00()O000o° 000 8
1200 0000000000000 o0 6
15 0Ooo0o00000O0O (0] ©c 000 3
8{o 0000000000 c0oo 0
11{c 000000000 0 c000
9{cQo 00000000 0Qo o
FHIEEEEE ETH
NXEQUUoNTL< SE®CE
§Zxo00c0ga g 3E<o
o
X L 3] ] 7] 13 7]
z 7} « 8 & £ S 8
o« 9 c 2 © © S 5]
Kl 2 E] = 5 o =4 <}
2 8 8 2 5 & 3 =
k) o (&) S ] = o 5
(@] o° s P4
»
&
2
Q
(]
Células B Células dendriticas Monocitos Macréfagos
- 0.7 L 08 - 0.8
- 08 L
06 L o5 ,
|- 05 E
- 06 04
a Tiktd W
- 04 03 Yy Tiaas q/ % [
1« o2 'I o2  § - L 5
o2 i .
L o1 \ o1 B
oo - 00 koo 00
Neutréfilos Células NK Células T Eritrocitos
. - 07
; | 08 L 0s
u/ :Z ~ £ - 06 %ﬁ\
p - 06 L o6
{ - o4 ]
P b o4
I 03 [- 04 04
1
|02 I 0.2 02 o2
o1
L oo |- 00 L oo - 00

Figura 30. Clusterizacion de las diferentes poblaciones celulares del bazo. (A) Proyeccién
bidimensional de UMAP de los diferentes tipos celulares del bazo. Cada punto representa una Unica
célula, y los colores representan los diferentes clusteres (B) Dot matrix plot, o grafico de matriz de
puntos, de la expresidon de los diferentes genes dentro de cada cluster. El tamafio del circulo
representa el porcentaje de células positivas para ese marcador, y el gradiente de color representa el
nivel de expresion de cada gen. (C) Correlacidn entre los marcadores especificos de cada tipo celular
y su expresion por dichas células. El gradiente de color representa el nivel de correlacion.
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Para la anotacién de las distintas poblaciones, se emplearon marcadores genéticos
caracteristicos de cada tipo celular presente en el bazo. En concreto, para definir y detectar
la poblacién de linfocitos B, se emplearon marcadores cldsicos y generales de estas células,
como son: Cd19, Cd79a y Ms4al (Figura 30B). La expresion de los diferentes marcadores
permitid detectar y categorizar las distintas poblaciones celulares dentro del UMAP

(Figura 30C).

Posteriormente, se seleccionaron las células anotadas como células B (clusteres 0y 5), y se
sometieron a un proceso completo de reandlisis. Se identificaron asi un total de 10 clisteres
diferentes de linfocitos B, y se categorizaron en funcién de la expresiéon de los genes
caracteristicos de estas células, comentados previamente (Cd19, Cd79a y Msdal)

(Figura 31).

Figura 31. Clusterizacion de las diferentes poblaciones de células B. Proyeccién bidimensional de
UMAP que muestra los diferentes clusteres de células B del bazo.

Para comprender mejor qué subtipo de célula B estaba siendo representada por cada
cluster, se emplearon anotaciones y marcadores genéticos caracteristicos de cada

subpoblacidn, en base a estudios previos [337, 349, 350], con el fin de poder clasificar dichos
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clusteres en los diferentes subtipos especificos. De esta manera, se anotaron y clasificaron
los clusteres en: células B naive foliculares (FOB), representadas por el cluster 0; células B de
la zona oscura y clara de los centros germinales (GC_DZ y GC_LZ), representadas por los
clusteres 4 y 5, respectivamente; células B de respuesta a IFN, representadas por el cluster
3; células B naive activadas (aNav), representadas por el clister 1; células B de la zona
marginal (MZB) y células B de memoria (MBC), representadas por el clister 6; células

plasmaticas (PC) y, por ultimo, ABCs, representadas por el cluster 7 (Figura 32).
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Figura 32. Expresion de los marcadores especificos de las diferentes subpoblaciones de células B en
cada cluster. Heatmap, o mapa de calor, que muestra la expresién de genes especificos de cada
subpoblacion de células B comparando cada cluster con el resto de clusteres. La escala de colores
representa la expresion normalizada mediante z-score.
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Después, quisimos representar graficamente la proporcidn relativa de células en cada

cluster para cada grupo de ratones (WT, T7 y T7.B17) (Figura 33, Ay B).
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Figura 33. Comparativa de las proporciones de los diferentes clusteres de células B entre
condiciones. (A) Proporcion de células pertenecientes a cada cluster por cada grupo o condicién (WT,
T7 yT7.B17). Los colores representan los diferentes clisteres de células B. (B) UMAPs individuales de
cada grupo o condicién (WT, T7 y T7.B17).

Mads adelante, se detallardn las caracteristicas de cada cluster, y también por cada condicion,
comparando entre si los ratones enfermos TLR7.tg6 y TLR7.tg6.Bank1”". Lo que podemos
observar a simple vista en esta figura es que en el grupo TLR7.tg6, las células B naive
foliculares (CLO) desaparecieron completamente, probablemente debido a que dicha
poblacion transicionase a células B naive activadas (CL1), o a células B de respuesta al IFN
(CL3). Ademas, lo mismo ocurriria con el CL6, correspondiente con las células B de la zona
marginal, o células B de memoria, el cual también estaria practicamente ausente en este
grupo de ratones. Sin embargo, dichos cllsteres estarian mayormente representados en los

grupos control y deficientes en Bank1.
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Una vez obtenidos los clusteres de células B, se realizdé una comparacion por pares entre los
tres grupos de las proporciones de caca cluster, para determinar la significancia estadistica
(Figura 34). Se observd que la distribucion y proporcién de cada cluster era diferente
dependiendo del genotipo, indicando la existencia de modificaciones en estas poblaciones

celulares debido al proceso de inflamacién y autoinmunidad.
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Figura 34. Proporcion de los diferentes clusteres de células B entre los distintos fenotipos. Box plot,
o grafico de cajas, que muestra la cantidad de células de cada cluster entre las tres condiciones (WT,
17y T7.B17).

Los resultados de este andlisis mostraron la existencia de un aumento estadisticamente
significativo en la frecuencia de ciertos clusteres en los ratones T7 en comparacién con los
ratones sanos WT. Especificamente, los clUsteres 1, 3, 4y 7, que incluyen a las células naive
activadas, las células de respuesta a IFN, las células GC_DZ y las ABCs, respectivamente,
mostraron un incremento significativo. Por el contrario, se observé una disminucién en la
frecuencia de los clisteres 0 y 2, en los bazos de los ratones T7 en comparacién con los

ratones sanos WT, que principalmente consisten en células B naive foliculares (Figura 34).
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Por otro lado, la ausencia de Bank1 resulté en una restauracién parcial de las proporciones
de varios clusteres hacia el fenotipo observado en los ratones WT. Las diferencias entre los
ratones T7.B17"y los WT fueron notablemente menores que las observadas entre los ratones
T7 y los WT. Ademas, la proporcidn de células B naive foliculares (CLO) aumentd en el grupo
T7.B17"en comparacién con el grupo T7. Por otro lado, los clusteres 1, 3,4y 7, que aparecian
aumentados en los ratones T7, en comparacién con los ratones WT, disminuyeron
considerablemente en los ratones deficientes en Bank1. Finalmente, se observé un aumento
en la proporcién de células B del cluster 6, en los ratones WTy T7.B17, en comparacidn con
los ratones T7 (Figura 30). Estas observaciones sugieren que la deficiencia de Bank1, en el
contexto de la autoinmunidad, restablece parcialmente el fenotipo hacia el estado control
0 sano, ya que las proporciones de las diferentes subpoblaciones de B, en dichos ratones

T7.B17, estdn en un punto intermedio entre los ratones WT y los enfermos T7.

3.2 El analisis del scRNA-Seq identifica a las ABCs como una poblacion
Unica y distinta de células B

Como se puede observar en la Figura 32, inicamente el cldster 7 (CL7) mostré caracteristicas
genéticas compatibles con las ABCs, ya que es el Unico con una elevada expresion de los
marcadores especificos de estas células, los cuales son /ltgam (que codifica para la integrina
CD11b), Itgax (que codifica para la integrina CD11c) y Tbx21 (que codifica para el factor de
transcripcion T-bet) (Figura 32; Figura 35, A y B). Ademas, en el CL7 se registré una
disminucién significativa en la expresion de los genes asociados con las células de la zona
marginal, Cr2 (que codifica para CD21), y con las células foliculares, Fcer2a (que codifica para
CD23) (Figura 32). Estos hallazgos eran previsibles ya que las ABCs, en su definicion, son
doble negativas para ambos marcadores. Este clister se encuentra significativamente
enriquecido en el grupo de ratones T7 en comparacion con los ratones WT. Ademas, se
observé una reduccion significativa en la proporcion de estas células del CL7 en los ratones

deficientes de Bank1, T7.B17" (Figura 34).
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Figura 35. Las ABCs forman un cluster Unico diferenciado del resto de clusteres. (A) Bar plot, o gréafico
de barras, mostrando el porcentaje de ABCs en cada cluster, teniendo en cuenta la expresion de
Itgam, Itgax y Tbx21. (B) UMAPs individuales que muestran el nivel de expresidon de los genes
especificos de las ABCs: Itgam, Itgax y Thx21.

Esta subpoblacién exhibié un perfil unico de expresién génica, claramente distinguible de
otras subpoblaciones de células B. Ademds de los tres marcadores mencionados, empleados
previamente para su caracterizacion mediante citometria de flujo, se identificaron otros
genes sobreexpresados en las células del CL7, como Ahnak, Itgbl, Zeb2, Sox5 y Hck
(Figura 36A), los cuales han sido reconocidos como marcadores de ABCs en otros estudios
recientes [309, 351-353]. Estos genes también han sido empleados para definir de un
subtipo de células B de memoria conocido como células B de memoria atipica (atMBC, del
inglés atypical memory B cell) [352, 354]. De la misma manera, las células del CL7 mostraron
una sobreexpresion significativa, compartida con el CL6, de otro gen tipicamente observado
en las células atMBCs, el gen Fcrl5 [355] (Figura 36A). Es importante sefialar que se observo
una sobreexpresién de varios genes asociados con el fenotipo de células B de memoria, tales
como Nt5e, Cd80y Cd44, en el CL7 en comparacién con el resto de los clusteres (Figura 36B).

Estas observaciones, en conjunto, sugieren que las ABCs presentan un fenotipo similar al de
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memoria, no obstante, diferente al de las células B de memoria clasicas (cMBC, del inglés

classical memory B cell) [352, 356].

En las células de este clister se observé una marcada tendencia hacia la induccion de
respuestas inmunitarias especificas, particularmente en lo concerniente a la produccién de
anticuerpos. Esto se evidencid debido a la sobreexpresién de ciertos genes que tienen un
papel clave en facilitar la activacién de las células B y dirigir su diferenciaciéon hacia un
fenotipo de células plasmaticas, como lo son: Fas, Zbtb32 y Lgals1 (Figura 36C) [351, 352,
357]. En este contexto, se observo la sobreexpresion del gen Ighg2c, que codifica para la
isoforma IgG2c, en el CL7 (Figura 36C), junto con otros genes de inmunoglobulinas IgG, como
Ighg1, Ighg2b e Ighg3, que codifican para IgG1, IgG2b e IgG3, respectivamente. Todos estos
genes mostraron una sobreexpresion especifica en dicho clister, en comparacion con el
resto de clusteres (Figura 37). Estas observaciones sugieren una activacién especifica y
potenciada de los mecanismos de produccidn de anticuerpos en este cldster en comparacion

con el resto de clusteres.
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Figura 36. Seleccion de genes sobreexpresados en el cluster 7 (ABCs). UMAPs individuales que
muestran el nivel de expresion de los genes especificos de: (A) células atMBCs (Ahnak, Itgb1, Hck,
Zeb2, Fcrl5 y Sox5); (B) células MBCs (Nt5e, Cd80 y Cd44); (C) células plasmaticas (Zbtb32, Fas, Lgals1
e Ighg2c).
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Ademas, el CL7 exhibié una sobreexpresion destacada de genes especificos que codifican
para integrinas, entre los que se incluyen /ltga4 (subunidad a de VLA-4), Itgb1 (subunidad B
de VLA-4) e Itgb2 (LFA-1) (Figura 37). Estas integrinas desempefian funciones esenciales en
la adhesidn y migracion celular al interactuar con las moléculas VCAM-1 e ICAM-1. Estos
ligandos estan expresados en la zona marginal del bazo [358], indicando que las ABCs
podrian permanecer retenidas en esta ubicacidon. Ademas, en este clister se observé una
alta expresion de Cxcr4, acompafiada de una disminucidn en la expresion de Cxcr5 y Sell
(Figura 33), lo que implica una posible localizacion o destino final de estas células en las

zonas extrafoliculares [359].
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Figura 37. Perfil transcripcional del clister 7 (ABCs). Heatmap, o mapa de calor, que muestra los
genes seleccionados con diferencias significativas en la expresidn, entre el CL7 y el resto de clusteres,
con un cambio logaritmico en base 2 mayor a 1 (log2FC > 1), entre cada clUster. La escala de colores
representa la expresion normalizada mediante z-score.
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Cabe destacar la expresion negativa del gen //121r, que codifica para el receptor de la IL-21,

asi como de /cosl. Todos los genes de interés del CL7 se encuentran reflejados en la Tabla 7.

Claster 7

Gen Media_log2FC Gen Media_log2FC
Sox5 3,449 Itgam 0,607
Nt5e 2,438 lghg1 0,603
Itgb1 2,063 Ighg2c 0,544
Ahnak 1,905 Hck 0,421
Cd44 1,890 Itgax 0,416
Cdso 1,856 Itga4 0,383
Ighg2b 1,848 Itgb2 0,348
Zeb2 1,789 Cxcrd 0,289
Lgalsi 1,697 Cxcr5 -0,442
Ferl5 1,621 1121r -0,626
Ighg3 1,399 Icos! -0,666
Zbtb32 0,827 Sell -1,408
Tbx21 0,707 Fcer2a -1,856
Fas 0,704 Cr2 -2,247

Tabla 7. Expresion génica diferencial del clister 7 vs el resto de clusteres. Selecciéon de genes
sobreexpresados en el CL7, comparado con el resto de clusteres, de manera significativa. Los genes
en color azul estan sobreexpresados y los genes en color rojo estan infraexpresados dentro del CL7.
Se muestra el promedio del cambio logaritmico en base 2 de cada gen. Log2: logaritmo en base 2;
FC: fold change.

Dada la heterogeneidad observada en este cluster, y que los genes especificos de las ABCs
(lftgam, Itgax y Tbx21) se encontraban sobreexpresados Unicamente en la parte inferior del
CL7, como se observa en la Figura 35, se llegd a pensar que este cluster podria estar formado

por varios subgrupos de células diferentes, siendo las ABCs una de ellas, separadas de otras
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poblaciones, como podrian ser las células B de memoria atipicas o plasmaticas. Por
consiguiente, decidimos realizar una subclusterizacion del CL7, lo que nos permitiod
identificar 2 subcllsteres diferentes, a los que denominados subCL7-0 y subCL7-1
(Figura 38A). El subCL7-0, resulté estar predominantemente compuesto por las ABCs, con la
expresion de los marcadores clasicos asociados a dicha poblacién (ltgam, Itgax, Tbx21)

(Figura 38B).
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Figura 38. Subclusterizacion del CL7. (A) Visualizacion de UMAP que muestra dos subclUsteres
diferentes (subCL7-0 y subCL7-1) obtenidos a partir de la subclusterizaciéon del CL7. (B) UMAPs
individuales que muestran los niveles de expresidn de los genes especificos de las ABCs empleados
mediante citometria de flujo en este proyecto (/tgam, Itgaxy Tbx21). La escala de colores representa
la expresion normalizada mediante z-score.

Este subclister también exhibié un patrdon de expresion génica similar al de las células B de
memoria atipicas (Zeb2, Itgb1, Hck, Ahnak y Sox5) (Figura 39A). De la misma manera, se
observé la presencia de los mismos marcadores de células B de memoria (Nt5e, Cd44 y Cd80)
(Figura 39B). Ademas, el subCL7-0 exhibié una elevada expresién de los genes caracteristicos
de las células plasmaticas (Zbtb32, Cd86, Fas, Lgals1 e Ighg2b), y su localizacidon dentro del

area de las ABCs fue confirmada mediante visualizaciones adicionales de UMAP (Figura 39C).
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El gen Ighg2c se detecté de manera muy tenue, aunque se observaron células positivas en
dicha area. Cabe destacar la expresion elevada del gen Cxcr4, el cual también se encontrd
colocalizada dentro del mismo area (Figura 39D). Todos los genes mencionados y de interés

se encuentran reflejados en la Tabla 7.
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Figura 39. Niveles de expresion génica dentro de los subclusteres del CL7. UMAPs individuales que
muestran los niveles de expresidn de los genes: (A) especificos de las células de memoria atipica
(Zeb2, Itgb1, Hck, Ahnak y Sox5); (B) especificos de las células de memoria (Nt5e, Cd44 y Cd80); (C)
especificos de las células plasmaticas (Zbtb32, Cd86, Fas, Lgals1, Ighg2b e Ighg2c); (D) y especifico de
las células extrafoliculares (Cxcr4). La escala de colores representa la expresion normalizada mediante
z-score.

Por otro lado, las células del subCL7-1 presentaron un perfil de expresién bastante
heterogéneo, el cual incluye marcadores indicativos o sugerentes de células B naive (Sell y
1d3), de células B naive activadas (Mpp6), de células B de pre-memoria y memoria (Ccr6 y
Cotll), asi como marcadores asociados tanto con las ABCs (Hopx) como con las células

plasmaticas (Cd180). Ademas, se observéd la presencia de marcadores asociados tanto con
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respuestas proinflamatorias (S100a6 y Drd3) como antiinflamatorias (Sh3bp5) en este
subgrupo (Tabla 8). El nimero de células identificadas en estos subclisteres fue muy
limitado, por lo que no fue posible realizar una comparativa adicional de estas poblaciones

entre los distintos fenotipos.

Sobreexpresado en el SubCL7-0 Sobreexpresado en el SubCL7-1
Gen Media_log2FC Gen Media_log2FC
Itgax 5,300 Drd3 5,884

Itgam 3,965 Hopx 4,142
Lgals1 2,638 5100a6 3,323
Nt5e 2,446 I1d3 3,102
Tbhx21 2,297 Sell 1,870
Fas 2,241 Ccré6 1,835
Zeb2 2,205 Sh3bp5 1,486
Itgh1 1,546 Mpp6 1,444
Sox5 1,467 Cotl1 1,152
Cd44 1,463 C180 0,597
Ahnak 1,367
Cd80 1,200
Zbtb32 1,037
Cd86 0,803
Ighg2b 0,227

Tabla 8. Expresion génica diferencial del subcltister 7-0 vs el subcltster 7-1. Seleccién de genes
sobreexpresados en el subCL7-0, comparado con el subCL7-1, de manera significativa. Se muestra el
promedio del cambio logaritmico en base 2 de cada gen. Log2: logaritmo en base 2; FC: fold change.

Estos resultados, en conjunto, sugieren que el CL7 estd compuesto en su mayoria por las

ABCs, las cuales constituyen una poblacion Unica y homogénea de células B, que se
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diferencian del resto de subpoblaciones celulares, lo que sugiere un papel especializado en
la respuesta inmune. Estas células se caracterizan por presentar un perfil transcriptémico y
un fenotipo distintivo. Las ABCs del subCL7-0 podrian representar un estadio de desarrollo
final, con caracteristicas de células de memoria atipica y de células plasmaticas, mientras
que las células del subCL7-1 podrian comprender una variedad de ABCs transicionales, o pre-
ABCs, en etapas aun por definir. Cabe destacar su perfil de expresién génica, el cual nos
indica que las ABCs podrian desempefiar un papel crucial en las respuestas mediadas por
inmunoglobulinas de clase IgG. Por esto ultimo, la expresion génica apoya alin mas la nocién
de que las ABCs podrian representar un estado transicional de las células de memoria atipica
en camino hacia convertirse en células plasmaticas completamente diferenciadas, cuya
funcién se ejerceria en las zonas extrafoliculares. Estos ultimos resultados corroboran
nuestras observaciones iniciales que respaldan al CL7 como un grupo completo y definido
de células, a las que definimos como ABCs, y en el cual nos enfocaremos para la realizacién

de los siguientes analisis e interpretaciones.

3.3 La ausencia de Bank1 modifica el perfil transcripcional de las ABCs

A continuacidn, se llevé a cabo una comparacion exhaustiva de los transcriptomas de las
células del CL7 entre los tres fenotipos (WT, T7 y T7.B17), mediante un andlisis de expresion
génica diferencial (DEG) con el fin de identificar patrones de expresion que difiriesen del
resto de clusteres y entre los tres grupos de ratones. De esta manera, se encontrd que habia
un conjunto significativo de genes cuya expresidon variaba entre estos tres grupos

(Figura 40).
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Figura 40. Expresion génica diferencial (DEG) entre condiciones dentro del clister 7. Heatmap, o
mapa de calor, que muestra los genes seleccionados con diferencias significativas en la expresion,
dentro del CL7, entre los tres grupos de ratones (WT, T7 y T7.B17), con un cambio logaritmico en
base 2 mayor a 1 (log2FC > 1), entre cada grupo. La escala de colores representa la expresion
normalizada mediante z-score.
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En el grupo enfermo T7, se observd la sobreexpresion de la mayoria de los genes
previamente mencionados como marcadores relacionados con las ABCs, ya sean los cldsicos,
como los ligados al fenotipo de células B de memoria atipica y plasmaticas (/tgam, Itgax,
Tbx21, Zeb2, Itgb1, Sox5, Cd44, Nt5e, Zbtb32 y Fas). Estas células del CL7 de los ratones T7
también exhibieron una expresidn notablemente elevada de genes asociados con las
respuestas proinflamatorias, como S100a8, S100a9, Cirbp y Rbm3, ademdas de mostrar una
sobreexpresion de los genes de las inmunoglobulinas 1gG1 (/ghg1) e 1gG2c (Ighg2c). Por otro
lado, las células del CL7 de los ratones T7.B17 mostraron una expresion incrementada de
genes relacionados con las respuestas antiinflamatorias, como Sik1, Pdcd4, P2ry10, Zc3h12d,
Zfp3612 y Marchl, junto con un cambio en los genes de la cadena pesada de las
inmunoglobulinas hacia el isotipo 1gG3 (Ighg3) (Figura 40). También es interesante destacar
que varios genes cuya expresién estd mediada por el interferén, se encontraron
notablemente sobreexpresados en las células del CL7 del grupo T7 en comparacién con las
del grupo T7.B17-, como H3f3b y Camp. Por otro lado, las células del grupo deficiente de
Bankl mostraron un aumento en la expresiéon de genes relacionados con el control del
transporte de proteinas y la represién transcripcional, como Rere, Sh3bp5 y Tbcld5
(Figura 40). Estos hallazgos sugieren que la presencia o ausencia de Bank1 tiene un impacto
significativo en el fenotipo de las ABCs, siendo proinflamatorio en los ratones enfermos, y

volviéndose antiinflamatorio en los ratones deficientes de Bank1.

Para profundizar en las caracteristicas funcionales de estas células, se realizaron analisis de
enriquecimiento de ontologia génica (GO, del inglés gene ontology enrichment analysis). Se
observd que la mayoria de los genes presentes en el grupo de los ratones enfermos T7
estaban asociados positivamente con procesos inmunes mediados por inmunoglobulinas y
respuestas inflamatorias crénicas, ademds de estar vinculados principalmente con la
regulacion positiva de la activacion de células Ty con el proceso de migracidn hacia los sitios
de inflamacién (Figura 41). Por otro lado, los genes presentes en el grupo deficiente de
Bank1 mostraron un enriquecimiento en procesos relacionados con la respuesta inmune,

especificamente en la inhibicidén de diversas vias de sefializacién, como las vias p38 MAPK y
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la via c-Jun N-terminal quinasa (JNK), las cuales estan asociadas con la activacidn del sistema
inmunitario y pueden estar implicadas en el desarrollo de enfermedades autoinmunes

(Figura 41).
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Figura 41. Analisis de enriquecimiento de ontologia génica del clister 7. Representacion del top 10
de los procesos bioldgicos mas enriquecidos de manera significativa en el grupo T7 (barras naranjas),
y en el grupo T7.B17 (barras azules), dentro del CL7.

En conclusidn, estos resultados respaldan la nocién de que las ABCs que carecen de Bank1
presentan un perfil transcripcional distintivo, caracterizado por una reduccién en las
caracteristicas de las respuestas proinflamatorias, comparado con las ABCs de los ratones
TLR7.tg6, las cuales ademds estdn enriquecidas en procesos bioldgicos involucrados en la
produccién de inmunoglobulinas. Todo ello ofrece nuevas perspectivas sobre el papel de

Bank1 en la regulacion de la respuesta inmune.
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3.4 Los ratones TLR7.tg6 presentan un cluster de células B con genes
estimulados por IFN, significativamente modificado por Bank1

Con el propdsito de investigar en profundidad cdmo la ausencia de Bank1 afecta al resto de
clusteres, se llevd a cabo el mismo analisis de expresion génica diferencial (DEG),
comparando entre clusteres y entre condiciones, en dichos clisteres. Primero se
identificaron los 10 genes con mayor diferencia de expresion (top 10) al comparar cada
claster con el conjunto de los demas clisteres, y al comparar entre grupos dentro de cada
cluster. Este enfoque nos permitié examinar de manera detallada las caracteristicas Unicas
de cada cluster, los cambios en la expresidn génica que se producen en respuesta a la falta

de Bank1 y su impacto en la diversidad de las distintas subpoblaciones de células B.

Las mayores diferencias en cuanto a la frecuencia de los clisteres entre condiciones se
encontraron en los clusteres 3 y 4, en los cuales su proporcién aumentd de manera
considerable en los ratones T7 comparado con los ratones deficientes de Bank1 (Figura 34).

Es por ello que comenzamos con estos dos clusteres describiendo sus caracteristicas.

En comparacién con el grupo T7.B17", se observé una mayor prevalencia del CL4 en el grupo
T7 (Figura 34). Este clUster estd compuesto por células relacionadas con la zona oscura de
los centros germinales (GC_DZ), dado su perfil de expresidn elevada de genes como Akap12,
Tifa, Lmo4, Neill, Pde2a, Serinc5, Cdkn2d, Lig4, Tcf3, Pou2afl y Cd24a. Este cluster también
esta caracterizado por la expresidon de Vpreb3, el cual esta involucrado en la maduracion de
las células B y que, por lo tanto, se encuentra expresado en las células B maduras (Figura 42;

Tabla 9).
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Figura 42. Top 10 genes diferencialmente expresados del clister 4 vs el resto de clisteres. Mapa de
calor, o heatmap, de los 10 genes con la expresién diferencial mas elevada, comparando el CL4 frente
al resto de clusteres. La escala de colores representa la expresion normalizada mediante z-score.

0

Cluster 4

Gen Media_log2FC Gen Media_log2FC

Akapi2 2,604 Lmo4 0,861
Vpreb3 2,469 Pde2a 0,598
Serinch 2,412 Pou2af1 0,520
Tifa 1,873 Neill 0,397
Cd24a 1,447 Cdkn2d 0,335
Tcf3 0,957 Lig4 0,288

Tabla 9. Expresion génica diferencial del cluster 4. Seleccién de genes sobreexpresados en el CL4,
comparado con el resto de clusteres, de manera significativa. Se muestra el promedio del cambio
logaritmico en base 2 de cada gen. Log2: logaritmo en base 2; FC: fold change.

En los ratones T7, el CL4 exhibié una marcada sobreexpresién de genes implicados en la
respuesta humoral y la produccion de inmunoglobulinas, tales como Ighg1 y un marcador
de superficie celular especifico de las células plasmaticas, Slamf7, asi como genes asociados
a la respuesta inflamatoria, como ligp1, Irf4, S100a8 y S100a9. Este grupo también tendria
un papel clave en la regulacidn del ciclo celular, por la expresiéon de Pafahlb3. Por el
contrario, las células del CL4 en los ratones T7.B17- mostraron una alta expresién de Swap70,

la cual se descubrié que limitaba la generacion de las ABCs en respuesta a la IL-21 [306].

173



Resultados

Ademas, este clister presenté una elevada expresidn de transcritos asociados con un papel
tanto antiinflamatorio (Btla, Zfp3612 y Pdcd4) como proinflamatorio (Dennd4a), y de genes
encontrados en células inmaduras o transicionales (/ghd y Tnfrsfi3c) (Tabla 10). En
consecuencia, podemos inferir que el CL4 representa una subpoblacién especifica de células
B localizadas dentro de la zona oscura de los centros germinales, caracterizadas por sus
capacidades proliferativas y proinflamatorias, las cuales se ven disminuidas en los ratones

deficientes de Bank1.

Sobreexpresado en el CL4 del T7 Sobreexpresado en el CL4 del T7.B17
Gen Media_log2FC Gen Media_log2FC

Ighg1 1,283 Zfp3612 -0,709
ligp1 1,235 Btla -0,705
Pafah1b3 1,078 Pdcd4 -0,561
510008 0,889 Tnfrsf13c -0,419
$100a9 0,842 Dennd4a -0,329
Irf4 0,649 Ighd -0,299
Slamf7 0,647 Swap70 -0,272

Tabla 10. Expresion génica diferencial entre los grupos TLR7.tg6 y TLR7.tg6.Bank1”~ en el clister 4.
Comparativa de la seleccién de genes sobreexpresados diferencialmente en los ratones T7 y T7.B17-
del CL4, de manera significativa. Se muestra el promedio del cambio logaritmico en base 2 de cada
gen. Log2: logaritmo en base 2; FC: fold change.

El CL3 destacé por presentar la variacion mas notable en la expresidn génica, observandose
un marcado enriquecimiento en el grupo T7 en comparacién con el grupo T7.B17-
(Figura 30). Este cluster estd conformado por células B enriquecidas en genes estimulados
por IFN (ISGs, del inglés interferon stimulated genes) o asociados a la respuesta del IFN, entre
los cuales, varios estan presentes entre el top 10 de los DEGs entre clusteres, tales como
Ifi206, Irgm1, ligp1, Statl, Psmb9. Ademas, se identificaron otros ISGs exclusivos del CL3,
incluyendo Irf7, Ifitlbl1, Ifi47, Ifit2 e Ifit3 (Figura 43; Tabla 11).
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Figura 43. Top 10 genes diferencialmente expresados del clister 3 vs el resto de clisteres. Mapa de

calor, o heatmap, de los 10 genes con la expresién diferencial mas elevada, comparando el CL3 frente
al resto de clusteres. La escala de colores representa la expresidon normalizada mediante z-score.

1

Claster 3

Gen Media_log2FC Gen Media_log2FC

ligp1 1,822 Ifia7 0,891
Stat1 1,479 Ifit3 0,824
Irgm1 0,987 Ifit2 0,557
Psmb9 0,976 Irf7 0,497
Ifi206 0,898 Ifit1bl1 0,477

Tabla 11. Expresion génica diferencial del cluster 3. Seleccion de genes sobreexpresados en el CL3,
comparado con el resto de clisteres, de manera significativa. Se muestra el promedio del cambio
logaritmico en base 2 de cada gen. Log2: logaritmo en base 2; FC: fold change.

Las células del CL3, en los ratones enfermos T7, mostraron una marcada expresion de genes
con una firma de interferén y asociados con la respuesta proinflamatoria, debido a la
sobreexpresion elevada de Ifgga4, Ffar2, ligpic, ligpl y Cdk8. Asimismo, se observaron
genes involucrados en la regulacién positiva de la produccién de citoquinas y la respuesta
humoral mediada por la produccién de inmunoglobulinas, asi como genes con un papel en
la presentacién de antigenos, como Sash3, Ptpn6, Tnf, Slamf1, Pycard y Cd48. Por otro lado,
en los ratones deficientes de Bank1, destaca el gen Cytip (o Cybr), el cual se ha observado

que tiene la capacidad de inhibir la expresidn de T-bet e IFN-y mediante la inhibicion de p38
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[360]. Ademas, varios genes en este grupo poseen una funcién antiinflamatoria descrita y
pueden bloquear la via proinflamatoria de NF-kB, incluyendo Tsc22d3, Rnf213, P2ry10,
Zfp3612, I110ra y Trim30a. Sin embargo, también se identificaron genes cuya expresion se
incrementa tras la activacion del receptor BCR y/o CD40, como Junb, asi como genes

inducidos por la activaciéon del IFN, como Dennd4a, Ccnd3 e Ifi213 (Tabla 12).

Sobreexpresado en el CL3 del T7 Sobreexpresado en el CL3 del T7.B17
Gen Media_log2FC Gen Media_log2FC
ligp1 1,252 Junb -2,116

ligplc 0,778 Tsc22d3 -1,572
Ffar2 0,757 Rnf213 -1,489
Cdk8 0,630 Trim30a -1,411
Slamf1 0,499 Dennd4a -1,364
Ifgga4 0,487 Cytip -1,350
Ptpn6 0,349 P2ry10 -1,241
Pycard 0,328 Zfp3612 -1,240
Cd48 0,328 Ifi213 -1,175
Sash3 0,310 Ccnd3 -1,172
Tnf 0,306 I110ra -0,417

Tabla 12. Expresion génica diferencial entre los grupos TLR7.tg6 y TLR7.tg6.Bank1”~ en el clister 3.
Comparativa de la seleccién de genes sobreexpresados diferencialmente en los ratones T7 y T7.B17
del CL3, de manera significativa. Se muestra promedio del cambio logaritmico en base 2 de cada gen.
Log2: logaritmo en base 2; FC: fold change.

En resumen, estos hallazgos sugieren que el CL3 engloba una subpoblacién unica de células
B que expresan ISGs, y cuya abundancia se reduce claramente en ausencia de Bank1. Sin
embargo, a diferencia del cluster de las ABCs (CL7), la deficiencia de Bankl no impactd

necesariamente en la expresion de ciertos ISGs.
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3.5 Las ABCs surgen de un cluster cuyo fenotipo es de células B de la
zona marginal y de memoria

Para completar una comprensién exhaustiva de la via asociada con la transicidn hacia las
ABCs del CL7, se llevd a cabo un andlisis de trayectoria (Figura 44). Este analisis tiene como
objetivo estudiar la diferenciacion celular o el desarrollo de los diferentes tipos celulares.
Las trayectorias resultantes se basan en los cambios que se producen en la expresion génica
y, posteriormente, las células se organizan a lo largo de dichas trayectorias para obtener lo

gue se conoce como pseudotiempos [361].

pseudotiempo

Figura 44. Trayectoria de la diferenciacidn hacia las ABCs del CL7. Visualizacion de UMAP de los
clusteres dispuestos a lo largo de trayectorias, coloreados en base al pseudotiempo inferido. La escala
de colores representa la expresién normalizada mediante z-score.

Para esta interpretacion del analisis, decidimos excluir los clusteres 2, 8 y 9 por encontrarse
claramente desconectados y alejados del resto de clusteres. Este andlisis permitié identificar
una transicién gradual desde las células B naive foliculares (CLO) hacia el resto de los
clusteres, siendo el elemento raiz prestablecido para dos trayectorias de desarrollo distintas.

Una de estas vias sugiere que las células B de respuesta al IFN (CL3) derivan directamente
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del CLO. Por otro lado, la otra via pasaria por las células B naive activadas (CL1), las células B
de la zona marginal y de memoria (CL6) y, en ultima instancia, las ABCs (CL7). Estas ABCs
podrian tener una via alternativa de diferenciacién, pasando por los centros germinales (CL4
y CL5), aunque varios estudios sugieren el origen extrafolicular de dichas células [311, 362].
Nuestra interpretacion de las trayectorias de diferenciacion se encuentra esquematizada en
la Figura 45, con la finalidad de representar de manera clara y detallada los eventos de

transicién observados a lo largo del proceso de diferenciacién celular hacia las ABCs del CL7.
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Figura 45. Esquema de las etapas de desarrollo de las células B. llustracion de las diferentes etapas
del desarrollo de las diferentes subpoblaciones de células B que conducen a la formacién de las ABCs
del CL7, dentro del bazo, en base al andlisis de trayectorias previo. Las flechas indican los pasos de
diferenciacion. Los circulos granates etiquetados como "BANK1" indican el papel que ejerce Bank1 en
dicho paso de diferenciacién o, lo que es lo mismo, donde la frecuencia de la siguiente subpoblacién
celular se ve disminuida debido a la deficiencia de Bank1. Los nimeros denotan dos posibles vias de
diferenciacién: la de los centros germinales (1), o la de las vias extrafoliculares (2). Cada célula tiene
debajo un cuadro que enumera algunos de los genes mas especificos y regulados al alza dentro de
cada subpoblacidon. Abreviaturas: DZ GC, célula B de la zona oscura del centro germinal; LZ GC, célula
B de la zona clara del centro germinal; MZ, célula B de la zona marginal; cMBC, célula B de memoria
clasica; atMBC, célula B de memoria atipica; PC, célula plasmatica. Imagen creada en BioRender.
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Para determinar y comprender las caracteristicas de los clisteres pertenecientes a la ruta
de diferenciacién de las ABCs, empezamos con la descripcién de las células que conforman
el CLO, las cuales, junto con las células del CL2, demostraron tener una presencia mas alta,
de manera significativa, en ratones sanos WT y en los enfermos deficientes de Bankl,
T7.B17", en comparacién con los ratones enfermos T7 (Figura 34). El andlisis del top 10 de
los DEGs reveldé que las células del CLO exhibieron una marcada expresion de Ighd (IgD),
caracteristico de las células B naive maduras, y de Fcer2a (CD23), el gen por excelencia de
las células B foliculares, asi como una elevada expresion de Arhgdib y Cd55. Ademas, se
observé una sobreexpresion de genes esenciales para la supervivencia celular y con
propiedades antiinflamatorias, tales como Emp3, Id3, Gimapl y Sh3bgri3 (Figura 46;

Tabla 13). Por lo tanto, el CLO estaria representando a las células B naive foliculares.
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Figura 46. Top 10 genes diferencialmente expresados del cluster 0 vs el resto de clisteres. Mapa de
calor, o heatmap, de los 10 genes con la expresién diferencial mas elevada, comparando el CLO frente
al resto de clusteres. La escala de colores representa la expresion normalizada mediante z-score.
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Claster 0

Gen Media_log2FC Gen Media_log2FC

Fcer2a 0,639 Gimap1 0,478
Ighd 0,613 Emp3 0,475
1d3 0,591 Arhgdib 0,459
Cd55 0,532 Sh3bgri3 0,454

Tabla 13. Expresion génica diferencial del clister 0 vs el resto de clusteres. Seleccién de genes
sobreexpresados en el CLO, comparado con el resto de clisteres, de manera significativa. Se muestra
el promedio del cambio logaritmico en base 2 de cada gen. Log2: logaritmo en base 2; FC: fold change.

En el grupo enfermo T7, las células del CLO exhibieron un perfil mas proinflamatorio (Stat1,
Psmb9, S$100a9 y H2-Q7), probablemente debido a su predisposicion a activarse
rapidamente y comenzar los procesos de diferenciacidn celular. Por otro lado, las células del
CLO en los ratones T7.B17, presentaron una sobreexpresion de ciertos genes involucrados

en las respuestas antiinflamatorias, como lo son Sik1, Tsc22d3, Zfp3612 y P2ry10 (Tabla 14).

Sobreexpresado en el CLO del T7 Sobreexpresado en el CLO del T7.B17
Gen Media_log2FC Gen Media_log2FC
Stat1 0.468 Sik1 -0.973
H2-Q7 0.444 Tsc22d3 -0.903
5$100a9 0.378 Zfp3612 -0.808
Psmb9 0.355 P2ry10 -0.789

Tabla 14. Expresién génica diferencial entre los grupos TLR7.tg6 y TLR7.tg6.Bank1”" en el cluster 0.
Comparativa de la seleccién de genes sobreexpresados diferencialmente en los ratones T7 y T7.B17-
del CLO, de manera significativa. Se muestra promedio del cambio logaritmico en base 2 de cada gen.
Log2: logaritmo en base 2; FC: fold change.

Por otro lado, los genes que aparecen en el top 10 del CL2, aun siendo genes expresados en

ese cluster, su nivel de expresidon es inferior cuando se compara con el resto de clusteres,
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indicativo de un conjunto de células que no muestran unas caracteristicas Unicas. De todas
maneras, procedimos a la caracterizacién y descripcién de dicho cluster. El CL2 esta formado
por un grupo heterogéneo de células, con la expresidon de varios genes implicados en el
desarrollo, el crecimiento y la supervivencia celular en las etapas tempranas de las células B
(Bcl2, Runx1, Pax5, Ccnd3 y Bcllla). Ademas, se observd la expresion de genes asociados
con la migracion y la adhesion celular, (Nedd9 y EImo1), genes involucrados en los estadios
previos a la formacién de los centros germinales (Dyrklay Lpp), asi como genes relacionados

con la inmunosupresion (Btla, Dgkd) y la respuesta antiinflamatoria (March1) (Tabla 15).

Cluster 2

Gen Media_log2FC Gen Media_log2FC

Lpp 0,780 Nedd9 0,595
Bcllla 0,730 Ccnd3 0,577
Elmo1 0,683 Dgkd 0,554
Dyrkla 0,683 Runx1 0,535

Bcl2 0,655 Btla 0,451

Marchl1 0,618 Pax5 0,426

Tabla 15. Expresion génica diferencial del clister 2 vs el resto de clusteres. Seleccién de genes
sobreexpresados en el CL2, comparado con el resto de clisteres, de manera significativa. Se muestra
el promedio del cambio logaritmico en base 2 de cada gen. Log2: logaritmo en base 2; FC: fold change.

Sin embargo, dada la heterogeneidad de este conjunto y su minima expresioén diferencial en
comparacion con los demads grupos, concluimos que asignarle un sentido bioldgico a este
cldster no seria factible ni del todo veraz. Ademas, basdndonos en un andlisis de trayectoria
realizado en otro estudio de scRNA-Seq en ratones [337], decidimos excluir el CL2 de nuestra
interpretacion, ya que se encontraba desconectado de los demas clusteres, al igual que los
clusteres 8 y 9. En resumen, estos hallazgos nos sugirieron que la deficiencia de Bankl
normalizaba la presencia de células B, tanto naive foliculares, como otras en una etapa de

maduracién temprana, ambas practicamente ausentes en los ratones con lupus.
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En cuanto al CL5, la distribucion de su frecuencia fue similar tanto en los ratones T7, como
en los controles WT y los deficientes de Bank1, T7.B17- (Figura 34). Las células B en este
cluster exhibieron una sobreexpresién de genes implicados en las reacciones del centro
germinal, particularmente vinculados a la zona clara, como Cd83, Egrl, Egr2, Egr3 y Mdn1,
as6 como genes relacionados con la activacién y diferenciacidn celular, como Bcl2alb, Myc
y Mif. Ademas, se observd una activacién en la proliferacion mediada por los receptores
BCR, con genes como Ccnd2 y Marcksl1 (Figura 47; Tabla 16). En definitiva, este clUster esta
implicado en la regulaciéon de la formacion y funcidon de los centros germinales, en el
contexto de la inmunidad adaptativa. También hay que destacar que el CL5 demostro tener
una expresion genética mas elevada del factor de transcripcion Bcl6, en comparacidn con
los clusteres CL6 y CL7 (Figura 32). Esta observacién es particularmente interesante, ya que
el gen Bcl6 desempenfia un papel crucial en la formacion de los centros germinales, lo que
nos dio una primera idea de que los clusteres CL6 y CL7 podrian encontrarse fuera de dichos

centros germinales.
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Figura 47. Top 10 genes diferencialmente expresados del clister 5 vs el resto de clisteres. Mapa de
calor, o heatmap, de los 10 genes con la expresién diferencial mas elevada, comparando el CL5 frente
al resto de clusteres. La escala de colores representa la expresion normalizada mediante z-score.

Claster 5

182



Resultados

Gen Media_log2FC Gen Maedia_log2FC

Bcl2a1b 1,669 Myc 1,319
Cend2 1,620 Cd83 1,297
Egr3 1,549 Mdn1 1,292
Mif 1,445 Egrl 1,106
Marcksl1 1,411 Egr2 0,368

Tabla 16. Expresion génica diferencial del clister 5 vs el resto de clusteres. Seleccién de genes
sobreexpresados en el CL5, comparado con el resto de clisteres, de manera significativa. Se muestra
el promedio del cambio logaritmico en base 2 de cada gen. Log2: logaritmo en base 2; FC: fold change.

El tamafio del CL1 se encontré significativamente aumentado en los ratones con lupus en
comparacion con los animales sanos WT. Asimismo, en el contexto de la enfermedad, se
observé un incremento en la frecuencia de dicho clister en los ratones T7 en comparacion
con aquellos deficientes de Bank1 (Figura 34). Las células del CL1, comprenden una serie de
genes los cuales estan implicados en la activacidn de las células B, tales como Cd69, Cd86,
Fos, Fosb, Jun y Junb. Por lo tanto, el CL1 estaria representando al grupo de células B
activadas. También hay que destacar que este cluster exhibié una expresion elevada de los
genes Cxcr4 e Ighg1, lo cual guarda una estrecha semejanza con la expresion observada en
el CL7, sugiriendo de la misma manera una posible localizacidén de estas células en el drea

extrafolicular (Figura 48; Tabla 17).
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Figura 48. Top 10 genes diferencialmente expresados del cltster 1 vs el resto de clisteres. Mapa de
calor, o heatmap, de los 10 genes con la expresién diferencial mas elevada, comparando el CL1 frente
al resto de clusteres. La escala de colores representa la expresion normalizada mediante z-score.

Claster 1

Gen Media_log2FC Gen Media_log2FC

Junb 1,673 Fosb 0,826
Cd86 1,454 Jun 0,672

Fos 1,373 Ighg1 0,555
Cd69 0,971 Cxcrd 0,532

Tabla 17. Expresion génica diferencial del clister 1 vs el resto de clusteres. Seleccién de genes
sobreexpresados en el CL1, comparado con el resto de clisteres, de manera significativa. Se muestra
el promedio del cambio logaritmico en base 2 de cada gen. Log2: logaritmo en base 2; FC: fold change.

Las células del CL1 provenientes de los ratones T7 mostraron una mayor expresion de genes
relacionados con la presentacidn de antigenos del complejo principal de histocompatibilidad
(MHC) de clase I, tales como H2-Aa, H2-Ab1, H2-Dma y H2-Oa. Ademas, este conjunto de
células exhibié un enriquecimiento en funciones vinculadas con respuestas humorales
mediadas por la produccién de inmunoglobulina, y presentaron una expresion elevada de
los genes Ighg1 e Ighg2c en comparacién con los ratones T7.B17- (Tabla 18). Por el contrario,
las células del CL1 provenientes de los ratones deficientes de Bankl mostraron una

significativa sobreexpresiéon de genes asociados con funciones antiinflamatorias,
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suprimiendo la proliferacion celular, la secreciéon de citoquinas y la expresion de las
moléculas de superficie del MHC-II, incluyendo a Btla, March1, Dnajal, Arhgap15 (Tabla 18).
Por lo tanto, la deficiencia de Bank1 contribuyd parcialmente a normalizar la frecuencia de
las células B activadas en el CL1, lo que sugiere un papel potencial en la regulacién de la

activacion de las respuestas inmunitarias.

Sobreexpresado en el CL1 del T7 Sobreexpresado en el CL1 del T7.B17
Gen Media_log2FC Gen Media_log2FC
Ighg1 1,004 Marchl -0,612
Ighg2c 0,326 Dnajal -0,588
H2-Oa 0,320 Btla -0,572
H2-Dma 0,312 Arhgap15 -0,323
H2-Ab1 0,297
H2-Aa 0,282

Tabla 18. Expresion génica diferencial entre los grupos TLR7.tg6 y TLR7.tg6.Bank1”~ en el clister 1.
Comparativa de la seleccién de genes sobreexpresados diferencialmente en los ratones T7 y T7.B17
del CL1, de manera significativa. Se muestra el promedio del cambio logaritmico en base 2 de cada
gen. Log2: logaritmo en base 2; FC: fold change.

Por ultimo, el CL6 esta principalmente conformado por células B de memoria y de la zona
marginal. Tanto el grupo WT como el grupo T7.B17, mostraron una frecuencia
significativamente mayor de este clUster en comparacion con el grupo T7 (Figura 34). Las
células del CL6 presentan una elevada expresién de genes asociados al fenotipo de las
células B de memoria, tanto de ratones como de humanos (Cd274, Cxcr5, S1prl, Maltl y
Runx3), asi como especifico de ratones (Cd9 y Cd81). También se observd que este clister
compartia genes de las células B de memoria y de memoria atipica, Cd38 y Fcrl5,
respectivamente, con las células del CL7. Ademads, cabe destacar la expresién de los genes
caracteristicos de las células B de la zona marginal, como lo son Dtx1, Cd1d1y Cr2, el cual

este Ultimo codifica para CD21. También se identificé la expresidn de genes codificantes de

185



Resultados

receptores involucrados en la migracién hacia la zona marginal, como S1pr3 y Cnr2. Un
hallazgo relevante fue la presencia del gen Atxnl en el CL6, el cual es un represor
transcripcional conocido por modular la expresion de Cd80 y Cd44, ambos genes

sobreexpresado en el CL7 (Figura 49; Tabla 19).

CL6

Genotipo | | [[THIN | [T |

Claster |
Atxn1 | | L | \ ‘ ‘ ‘ |

Cr2 || [

Dtx1 || I

Feris || || || HIRRRNRERERR NN

Camkmt

Myof 1]

Dphs T T

| 1 |
Ptpn14 |
Pdedd ||| [ T TR T TR (] FEE T _Jl L -2
mhas1 [T T \ [T [T [ [T _I
Genotipo:[_JwT [77 lT7.817 Claster:[J0 1 []2 [[3 4 @5 Ws W7 s WMo

| FEFIN | CEC | 2 score

| [N | | FE |

Figura 49. Top 10 genes diferencialmente expresados del clister 6 vs el resto de clisteres. Mapa de
calor, o heatmap, de los 10 genes con la expresién diferencial mas elevada, comparando el CL6 frente
al resto de clusteres. La escala de colores representa la expresion normalizada mediante z-score.

Cluster 6

Gen Media_log2FC Gen Media_log2FC

Atxnl 2,385 Slprl 0,868
Fcrl5 2,241 Cd38 0,722
Cr2 2,075 Cd274 0,615
Dtx1 1,820 Cd81 0,598
Slpr3 1,001 Runx3 0,532
Cd9 0,988 Cxcr5 0,331
Cdid1 0,879 cnr2 0,298

Tabla 19. Expresion génica diferencial del clister 6 vs el resto de clusteres. Seleccién de genes
sobreexpresados en el CL6, comparado con el resto de clisteres, de manera significativa. Se muestra
el p valor ajustado para cada gen y su promedio del cambio logaritmico en base 2. Log2: logaritmo en
base 2; FC: fold change.
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Es interesante destacar que las células del CL6 del grupo T7.B17" mostraron una notable
regulacién al alza de genes asociados con funciones antiinflamatorias, como Kctd2, Serpine2,
Pdcd4, Zfp3612 y Sesnl, y una menor variedad de genes relacionados con funciones

proinflamatorias, como Cc/5 (Tabla 20).

Sobreexpresado en el CL6 del T7.B17

Gen Media_log2FC Gen Media_log2FC

Sesnl -0,830 Serpine2 -0,431
Zfp3612 -0,820 Ccl5 -0,269
Pdcd4 -0,720 Kctd2 -0,251

Tabla 20. Expresion génica diferencial entre los grupos TLR7.tg6 y TLR7.tg6.Bank1”~ en el cluster 6.
Comparativa de la seleccién de genes sobreexpresados diferencialmente en los ratones T7 y T7.B17
del CL6, de manera significativa. Se muestra el promedio del cambio logaritmico en base 2 de cada
gen. Log2: logaritmo en base 2; FC: fold change.

Estos hallazgos sugieren que la deficiencia de Bank1 podria dificultar o limitar el proceso de
diferenciacion del CL6 hacia el fenotipo celular del CL7, lo que podria conducir a un aumento
en el subconjunto de células B de la zona marginal y células B de memoria. Por otro lado, en
el grupo T7, esta transicidn parece estar activada y facilitada, lo que se ve reflejado en un

aumento tanto en el nimero como en el porcentaje de las ABCs del CL7.
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4. CORRELACION ENTRE LAS ABCs Y LAS CELULAS T AUXILIARES EN LA
ZONA EXTRAFOLICULAR

Las células B pueden activar respuestas tanto dependientes como independientes de las
células T. En los casos donde es necesaria la interaccién B-T, las células B requieren sefales
especificas de las células T para diferenciarse y producir anticuerpos. Aunque en algunas
enfermedades autoinmunes las células T citotdxicas adquieren mayor protagonismo, en el
LES, las células T CD4* auxiliares desempenan un papel crucial. Fuera de los centros
germinales, las células Tefh emergen como actores clave en los procesos autoinmunes,
reafirmando su capacidad para mediar la activacidn de las células B y la produccion de
autoanticuerpos. En linea con nuestro trabajo, Bank1 ha sido identificado como un factor
qgue podria influir en la dindmica de estas interacciones. En estudios previos de nuestro
grupo de investigacion, se observé que la deficiencia de Bankl podria ejercer un papel
limitante en la formacion del area extrafolicular. Los niveles de expresion de CXCR4 en las
células T del modelo B6.Slel1.yaa.Bank1”- disminuyeron de manera significativa comparado
con el modelo B6.Slel.yaa.Bank1**, y se normalizaron con respecto a los controles sanos
[81]. Ademas, las células T CXCR4* son conocidas por proporcionar ayuda en las respuestas
de las células plasmaticas extrafoliculares en los modelos de autoinmunidad [359]. Por otro
lado, las ABCs se cree que tienen su origen y diferenciacidn en la regién extrafolicular, como

se menciond anteriormente, sugiriendo una posible interconexién entre ambas poblaciones.

El andlisis de los datos del scRNA-Seq reveld diferentes patrones de expresion génica entre
los diferentes clusteres de células B. Especificamente, se observd que las células B naive
activadas (CL1) y las ABCs (CL7) exhibian una expresion elevada del gen Cxcr4 en
comparacion con el resto de las subpoblaciones celulares, o clusteres (Figura 37). Esto nos
sugirio la posible localizacién de ambas poblaciones dentro del nicho extrafolicular y, por lo
tanto, una posible implicaciéon en la respuesta inmune fuera de los centros germinales.
Ademads, y como se describié anteriormente, se observé que las ABCs presentaban un

fenotipo similar al de las células plasmaticas (Figura 37), lo que sugiere una posible
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diferenciacion final como células productoras de autoanticuerpos en el proceso
autoinmune. Por lo tanto, se planted la hipdtesis de que la deficiencia de Bank1 podria estar
afectando tanto a la expresién de Cxcr4 como a la localizacion celular de las ABCs fuera de
los CGs en el modelo TLR7.tg6. Es por ello que quisimos comprender en mayor profundidad
la complejidad de estas interacciones entre las ABCs y las células Tefh en los entornos

extrafoliculares.

Las células productoras de anticuerpos (ASC, del inglés antibody secreting cells), o células
plasmaticas, pueden originarse tanto en los CGs como a través de vias extrafoliculares [200].
En este contexto, en primer lugar, observamos que el modelo T7 presenté un crecimiento
exacerbado y una ruptura de los CGs, cuya estructura se encontraba alterada y la zona
oscura expandida (detectada por el marcador PNA). Sin embargo, la deficiencia de Bank1
restablecié, al menos parcialmente, la estructura de dichos CGs, asemejandola mas a la

observada en los ratones sanos (Figura 50).
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PNA-FITC MOMA-AF555 CD4-AF633 Overlay

Figura 50. Efecto de la ausencia de Bankl1 en la estructura de los centros germinales en el bazo de
los ratones del modelo TLR7.tg6. Imagenes de inmunofluorescencia de criosecciones del bazo de
ratones wild-type, TLR7.tg6 y TLR7.tg6.Bank1”, de 32 semanas de edad. Se muestra la expresién de
PNA en verde (FITC), MOMA-1 en rojo (Alexa Fluor 555) y CD4 en azul (Alexa Fluor 633). Se muestra
una imagen representativa para cada uno de los fenotipos Barra de escala: 100 um.

Wild-type

TLR7.tg6

TLR7.tg6.Bank1™-

A continuacidn, quisimos determinar el nimero de células B que se encontrasen en la zona
extrafolicular y que expresasen un fenotipo de células plasmaticas en los diferentes grupos.
Observamos que la frecuencia de las células B extrafoliculares, caracterizadas por la
expresion positiva de B220" CD138" IgG2c* CXCR4* fue significativamente mayor en los
ratones T7 en comparacién con los ratones deficientes en Bank1 y los controles sanos WT
(Figura 51A). Ademas, pudimos observar que la mayoria de estas células se distribuian fuera
de los centros germinales, y expresaban marcadores de células plasmaticas, CD138 e IgG2c

(Figura 51B). De la misma manera, se observd un aumento estadisticamente significativo en
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las dreas que ocupaban las células B extrafoliculares en los bazos de ratones T7 en

comparacién con los ratones WT y T7.B17 (Figura 51C).
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Figura 51. Efecto de la ausencia de Bank1 en las células B extrafoliculares, en los ratones del modelo
TLR7.tg6. (A) Frecuencia de células CXCR4* IgG2c* (sobre el total de células B220- CD138*) en los bazos
del modelo TLR7.tg6: WT (n = 7), T7 (n = 12) y T7.B17 (n = 10). (B) Imagenes representativas de
criosecciones del bazo de ratones WT, T7 y T7.B17" tefiidas con anti-B220 DAPI (azul), anti-CXCR4 APC
(amarillo), anti-lgG2c FITC (verde) y anti-CD138 PE (rojo). La flecha roja indica un zoom al 2x de una
zona concreta (cuadro blanco) seleccionada para cada imagen. Barra de escala: 100 um (izquierda);
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20 um (derecha). Las imagenes han sido capturadas con el Microscopio Laser Confocal Zeiss LSM 710.
(C) Area en um2 de las células CXCR4* IgG2c* CD138* en los bazos del modelo TLR7.tg6; WT (n = 5),
T7 (n=5) y T7.B17 (n = 5). Cada punto representa un ratén individual. Los datos se muestran como
la media + SEM. Se utiliz6 la prueba U de Mann-Whitney con correccién de Welch.

Cabe destacar que en el modelo enfermo T7, las células CXCR4* colocalizaron con la

expresion positiva de T-bet (Figura 52A), y que dicha frecuencia de células B extrafoliculares
T-bet" incrementd de manera significativa en estos animales. Por el contrario, en los ratones
sanos WT y en los enfermos deficientes de Bankl, esta poblacién celular se vio

significativamente reducida (Figura 52B).

Wild-type TLR7.tg6 TLR?.tgG.Bank1'/'

CXCR4-AP(
[gG2c-FITC

B
+_ 51
@ *
L ad 1
g ]
h'd
QO 31
x
(@]
3 27
=
‘@
O 1
8 o|o o
R gleeee ﬁ_

WT  T7 T7.B17-

Figura 52. Efecto de la ausencia de Bank1 sobre las células B T-bet" extrafoliculares en el bazo de
los ratones del modelo TLR7.tg6. (A) Imagenes representativas de secciones del bazo de ratones WT,
T7 y T7.B17", tefiidas con anti-CXCR4 APC (morado), anti-lgG2c FITC (verde) y anti-T-bet PE (rojo).
Barra de escala: 100 um. Todas las imagenes han sido capturadas mediante el uso del Microscopio
Laser Confocal Zeiss LSM 710. (B) Frecuencia de células CXCR4"* T-bet* (sobre el total de células B220*
TCR 1gG2c*) en los bazos del modelo TLR7.tg6. Numero total de animales analizados: WT (n = 4), T7
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(n = 6), T7.B17" (n = 7). Cada punto representa un ratén individual. Los datos se muestran como la
media + SEM. Se utilizé la prueba U de Mann-Whitney con correccidon de Welch.

Ademas, observamos como las células T-bet* se encontraban ampliamente distribuidas
fuera de los centros germinales en los ratones TLR7.tg6, comparado con los controles sanos

y los ratones TLR7.tg6.Bank1” (Figura 53).

PNA-FITC T-bet - PE Overlay

Wild-type

TLR7.tg6

TLR7.tg6.Bank1”-

Figura 53. Efecto de Bank1 en la distribucidn de las células T-bet* extrafoliculares en el bazo de los
ratones del modelo TLR7.tg6. Criosecciones del bazo de ratones wild-type, TLR7.tgb vy
TLR7.tg6.Bank1”, de 32 semanas de edad. Se muestra la expresién de PNA en verde (FITC), T-bet en
rojo (PE). Se muestra una imagen representativa para cada uno de los fenotipos. Barra de escala: 100
pm.

Estos resultados sugieren que las ABCs se localizan predominantemente en el area

extrafolicular del bazo, donde podrian desempefiar un papel crucial en la produccion de
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autoanticuerpos y, notablemente, la ausencia de Bankl1 se asocia con una disminucion de

esta poblacidn, en esta area especifica.

Por ultimo, evaluamos la potencial interaccidn entre las ABCs y las células Tefh, mediante el
calculo del coeficiente de correlacién. En primer lugar, calculamos la frecuencia de las células
Tefh, caracterizadas mediante citometria de flujo por la expresion de CD3* CD4* CD62L
CD44* PSGL-1" CXCR4". Los resultados muestran que el porcentaje de esta poblacién era

significativamente mayor en los ratones T7 comparado con los controles sanos WTy T7.B17

(Figura 54A).
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Figura 54. Correlacion entre la poblacion de las ABCs y las células T auxiliares extrafoliculares. (A)
Frecuencia de células Tefh (CD62L CD44* PSGL-1" CXCR4") sobre el total de células CD3* CD4*, en los
bazos del modelo TLR7.tg6: WT (n = 11), T7 (n = 7), T7.B17 (n = 13). (B) Correlacién entre el porcentaje
de ABCs y de células Tefh, empleando el coeficiente de correlacién de Pearson, en los ratones WT, T7
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y T7.B17. Cada punto representa un ratén individual. Los datos se muestran como la media + SEM.
Se utilizoé la prueba U de Mann-Whitney con correccion de Welch.

Con estos resultados y con los porcentajes de ABCs obtenidos en los ensayos previos,
realizamos el cdlculo del coeficiente de correlacion de Pearson. Observamos que existia una
correlacién positiva entre el nUmero total de ABCs y el niUmero total de células Tefh en todos
los grupos de ratones estudiados (Figura 54B). Este hallazgo sugiere la existencia de una
posible interaccidn entre ambas poblaciones celulares en el limite, o borde, entre las zonas
Ty B del bazo, lo que implicaria un papel coordinado de ambas poblaciones celulares en la

respuesta autoinmune.

Los hallazgos presentados nos acercan no solo a una comprension mas profunda de la
funcidén y activacion de las ABCs, sino también a una apreciacion mas completa del papel de
las células Tfh extrafoliculares y la influencia de Bank1 en ellas. Estos resultados sugieren la
alteracién en la frecuencia y formacion de estas células, asi como un impacto en su

distribucién anatémica.
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DISCUSION

Actualmente, las enfermedades autoinmunes siguen siendo una incdgnita para la
investigacion y la clinica. El LES lo sufren unas 5,14 por cada 100000 habitantes al afio v,
aunque existen ciertos farmacos que pueden revertir o, mejor dicho, bloquear el proceso de
la enfermedad, aun se desconocen las causas que la generan. Por estos motivos, es muy
importante seguir investigando esta enfermedad e intentar conocer todos los elementos
clave que forman parte de este gran problema como es la autoinmunidad. En esta tesis nos
enfocamos en dos elementos fundamentales, un gen relacionado con la susceptibilidad a
padecer la enfermedad en humanos, y una subpoblacién de células B que cada vez va
ganando un mayor protagonismo en las investigaciones en el campo de los procesos

autoinmunes y el dafio tisular.

La idea inicial de estudiar el papel del gen BANK1 surgié en 2008, cuando la Dra. Alarcon-
Riquelme llevé a cabo un estudio de asociaciéon a nivel genémico, o GWAS, en el que
identificd a BANK1 como un gen de susceptibilidad al LES [80]. A partir de entonces, nuestro
grupo comenzd a investigar de manera minuciosa e intensiva el papel de Bankl en los
procesos autoinmunes. Desde la publicacion de los efectos de Bank1 en la sefializacién del
TLR9, en 2013, hemos obtenido importantes avances con respecto al conocimiento sobre
las consecuencias patoldgicas de la expresidon de este gen en los modelos murinos de lupus
[287]. En 2016, se empled el modelo espontaneo de lupus B6.Slel.yaa, cruzado con ratones
Bank1”", en el cual se demostrd, por primera vez, el papel clave y funcional de Bank1, en un
modelo in vivo, en el contexto de la autoinmunidad mediada por los receptores TLR7 [81].
Finalmente, en el afo 2020, se identificé uno de los sitios especificos donde BANK1 ejerce
su funcion en la sefializacién del TLR7. Este estudio demostré que BANK1 interactia de
manera constitutiva, a través de sus dominios TIR, con el principal adaptador de sefializacién
de los receptores Toll, MyD88, asi como con la ubiquitina E3, TRAF6, en las células B [270].
Actualmente, en nuestro grupo de investigacién, seguimos trabajando en dilucidar los

mecanismos subyacentes de Bankl en la sefalizacidon de las células B y su papel en la
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autoinmunidad. Por lo tanto, en este trabajo de tesis quisimos ampliar el conocimiento de
la funcionalidad del papel de Bank1 en los procesos autoinmunes, utilizando dos modelos
murinos de lupus, uno transgénico y otro inducido, ambos dependientes del TLR7 para

desarrollar la enfermedad.

Los primeros hallazgos de este trabajo confirman de manera rotunda que la deficiencia de
Bank1 ejerce un impacto significativo sobre el fenotipo principal del LES, contribuyendo a la
reduccion tanto de la mortalidad como de la produccién total de inmunoglobulinas 1gG, con
un énfasis particular en la disminucién de la isoforma patogénica IgG2c. Asimismo, se
observé una notable reduccidn en los niveles de autoanticuerpos, especificamente los
dirigidos contra el ADN de doble cadena (anti-dsDNA) y las RNPs nucleares (anti-Sm). Estos
efectos son compartidos de manera sostenida en los dos modelos experimentales

empleados, a pesar de la gran variabilidad que pudiesen llegar a presentar.

Los modelos empleados presentan una considerable variabilidad en cuanto a la
manifestacion de los signos clinicos de la enfermedad. Esto se atribuye principalmente a que
la sobreexpresién del TLR7 no es uniforme entre los animales, y a que el desarrollo de la
autoinmunidad sigue una progresion variable. Como resultado, no todos los animales
desarrollan la enfermedad de manera sincrénica. Algunos individuos pueden mostrar signos
tempranos, mientras que otros pueden tener una progresion mas lenta o incluso
permanecer asintomaticos durante periodos prolongados. Esta heterogeneidad en la
manifestacion de la enfermedad refleja la complejidad de los procesos autoinmunes vy
subraya la importancia de considerar la variabilidad individual en la interpretacion de los
resultados experimentales. Todos los animales presentan signos de enfermedad, pero no
necesariamente al mismo tiempo ni con igual grado de severidad. En definitiva, son dos
modelos a priori distintos, en cuanto al desarrollo de la enfermedad, pero ambos
dependientes de la via de sefializacion del TLR7 y, por lo tanto, ambos afectados por la
deficiencia de Bank1. Cabe destacar que la respuesta que se observa en el modelo inducido

es mas rapida y aguda, mientras que, en el modelo transgénico, la aparicion de signos de la
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enfermedad se produce en edades mas avanzadas, lo que podria equipararse a una situacion

cronica.

En base a los resultados obtenidos en el bazo, en primer lugar, observamos que en ambos
modelos se produce un engrosamiento significativo del tamafio del bazo, apareciendo signos
de esplenomegalia, similares a los que se observan en algunos pacientes. Este dato apoya el
uso de ambos modelos para el estudio de la enfermedad. Los datos experimentales
muestran una reduccidon sustancial en la esplenomegalia como resultado de la deficiencia
de Bankl1. Este hallazgo adquiere una relevancia significativa dada la funcion y expresion
predominante de Bankl en las vias de sefalizacidon de las células B [235]. Los resultados
presentados muestran alteraciones notables en los principales subtipos de células B en
ausencia de Bankl1. Los ratones TLR7.tg6.Bank1”- mostraron una restauracion parcial de las
poblaciones celulares foliculares y de la zona marginal, siendo similares a los niveles
normales de los controles sanos, al mismo tiempo que se produjo una ligera reduccién en el
numero de células plasmaticas. De esta manera, se confirman los resultados previos
obtenidos en nuestro grupo de investigacién, con el modelo B6.Slel.yaa [81]. En conjunto,
estos resultados enfatizan el papel fundamental de Bank1 en la modulacidn de los fenotipos
asociados al lupus, incluyendo la produccién de autoanticuerpos, la esplenomegalia y la

frecuencia de las diferentes subpoblaciones de células B.

En este trabajo se dio un paso mas al frente en el conocimiento de la enfermedad y se llevd
a cabo un analisis exhaustivo de las ABCs, una poblacién celular que no habia sido estudiada
previamente en relacién con la deficiencia de Bank1. La generacion y diferenciacién de las
ABCs estd mediada por las vias de sefializacién del TLR7, y estas muestran una tendencia a
promover la patologia y los procesos proinflamatorios de las enfermedades autoinmunes
[292, 293, 363]. Resultados previos de nuestro grupo de investigaciéon [81], mostraron que
la deficiencia de Bank1 disminuyd los signos de la enfermedad, incluidos los niveles de
autoanticuerpos, células plasmaticas y la activacion de las células B. Por otro lado, un estudio

reciente destacé la participacion dindmica de las ABCs en la generacion de autoanticuerpos
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y células plasmaticas autorreactivas [311]. Con estos datos podriamos plantear la existencia

de un posible vinculo causal entre Bank1 y la poblacion de las ABCs.

Nuestros resultados obtenidos en tres modelos independientes avalan que la deficiencia de
Bank1 tiene un impacto significativo en la aparicién de las ABCs en el bazo. la
sobreexpresién del TLR7 en estos modelos provoca diversas anomalias, incluida la
proliferacién celular desmedida y el desarrollo de células B autorreactivas. Estos procesos
podrian contribuir a la expansion y acumulacién de las ABCs en nuestros modelos, viéndose
reducidas en ausencia de Bankl. Un posible mecanismo por el cual estas ABCs pueden
contribuir a la autoinmunidad es a través de la produccién de autoanticuerpos [86, 305,
332]. En este contexto, observamos que las ABCs de los ratones enfermos Bank1**
exhibieron una expresidn significativamente elevada de las inmunoglobulinas 1gG e 1gG2c,
en relacién con los ratones enfermos Bank1”". Estas observaciones podrian confirmar la
participacién de Bank1 en la via mediada por los receptores TLR7 en las células B, ya que se
ha visto como la ausencia de estos receptores resulta en la reduccién de los niveles de IgG
total e IgG2c [364, 365]. En relacidn con esta via de sefializacidn, es interesante destacar el
papel de su proteina adaptadora mas importante por antonomasia, e intrinseca de las
células B, como es MyD88, en la regulacion de la produccién de autoanticuerpos [366]. En
un estudio reciente se demostré que la eliminacién de MyD88 en ratones Ship™", los cuales
presentan un fenotipo de lupus espontaneo, resultd en la reduccién de las ABCs CD11c* T-
bet* [367]. De la misma manera, la acumulacion de estas células también se vio disminuida
en ratones adultos TIr77 [293]. En conjunto, nuestros resultados sugieren que la presencia
de BANK1, el cual interactia con MyD88 tras la activacion de la via del TLR7, tiene un
impacto significativo en la modulacién del nimero y fenotipo de las ABCs. Por consiguiente,
aqui confirmamos el incremento de las ABCs en las tres cepas de lupus y cdmo la deficiencia
de Bank1 reduce dicha poblacidn celular. Sin embargo, no observamos cambios al realizar la
diferenciacidn in vitro de las ABCs mediante la estimulacion de las células B naive CD19". La

explicacion de este resultado no esta clara, una posible hipdtesis es que, como observamos
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anteriormente, las ABCs se originen a partir de linfocitos B de memoria o de la zona marginal,

los cuales, probablemente, no fueran estimulados in vitro.

Por consiguiente, para profundizar en el papel de Bank1 en la poblacion de las ABCs y de
otras subpoblaciones celulares, durante el proceso de la autoinmunidad, decidimos realizar
un analisis exhaustivo a nivel transcriptémico de los linfocitos B a escala singular, es decir,
de células individuales. Mediante la técnica de secuenciacion del ARN de célula Unica
(scRNA-Seq), en los esplenocitos totales, identificamos un total de 10 clusteres distintos
dentro de todos los linfocitos B. Posteriormente, empleamos marcadores convencionales
para identificar los perfiles de transcripcidn Unicos para estos subconjuntos. Este enfoque
nos permitié descubrir que solamente un clister estaba representado por una poblacion
distintiva y Unica de ABCs, caracterizado por la expresidn diferencial de genes, funciones y
vias de enriquecimiento, lo que nos proporciond una informacion valiosa sobre su funcién,

origen y posibles implicaciones en la enfermedad.

Observamos que las ABCs representaron un subconjunto distintivo de linfocitos B
identificados tanto por marcadores convencionales como por aquellos descubiertos
recientemente mediante el analisis del scRNA-Seq. Especialmente, estas células,
representadas en el CL7, muestran una expresién elevada y especifica de los marcadores de
superficie ltgam (CD11b) e /tgax (CD11c) [293, 368], junto con una disminucion en los genes
Cr2 (CD21) y Fcer2a (CD23) [292, 368]. Ademas, las ABCs del CL7 muestran niveles elevados
del factor de transcripcion Tbx21 (T-bet) [313, 368]. De la misma manera, también se
observé la expresion diferencial de otros factores de transcripcidon importantes como Zeb2
[125, 352]. El gen Zeb2 estd emergiendo en los ultimos aifos, como uno de los genes
reguladores mas cruciales que contribuyen significativamente a la especificacion del linaje
de las ABCs, el cual junto con T-bet, se encarga de dirigir la diferenciacion de los linfocitos B
hacia dicho destino. El aumento de la expresiéon de CD11cy la facilitacion de la diferenciacion

celular hacia un fenotipo mas extrafolicular, en lugar de entrar en los centros germinales, es
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promovido por el gen Zeb2; por otro lado, el cambio de isotipo de inmunoglobulina,

notablemente hacia IgG2a/c, es promovido por el gen Thx21 [296, 369].

Multiples estudios destacan las caracteristicas fenotipicas y funcionales compartidas entre
las ABCs y las células B de memoria [368, 370, 371]. En concreto, las ABCs del CL7 mostraron
una elevada expresién de moléculas efectoras como CD73 (Nt5e), CD80 (Cd80) y CD44
(Cd44), especificas también de las MBCs de ratén [372]. Este patron de expresion podria
implicar que estas células estan fuertemente predispuestas a diferenciarse en células
plasmaticas secretoras de anticuerpos [373, 374]. Esta caracteristica va en linea con
observaciones realizadas en pacientes y en modelos murinos de lupus, donde las ABCs
muestran un fenotipo similar al de las células plasmaticas capaces de producir
autoanticuerpos [306, 375]. Cabe destacar la elevada expresion de Zbtb32 en las células del
CL7 de los ratones TLR7.tg6, el cual es clave para la diferenciacidn terminal hacia las células
plasmaticas [357, 376]. Recientemente, este gen se ha observado sobreexpresado en una
poblacién de ABCs en un estudio de infeccidn crénica y en modelos de ratdn deficientes en
EGR2/3 [352, 353], lo que sugiere un papel regulador de este factor de transcripcion sobre
la formacién de las ABCs en modelos autoinmunes. Ademds, la deficiencia de Bank1 podria
obstaculizar, o impedir, la diferenciacion de las ABCs hacia un fenotipo similar al de las
células plasmaticas al modular la expresién de ciertas inmunoglobulinas con cambio de clase
[86, 365, 377], en parte mediante la desregulacién de Aicda [81]. Especialmente, la
deficiencia de Bank1 impacta en los niveles séricos de IgG total, IgG2c e IgG1, asi como en
sus niveles de expresion, mientras aumenta la expresion de Ighg3, en las células del CL7 de
los TLR7.tg6.Bank1”,, lo cual podria explicarse por este mismo aumento observado
previamente en un modelo de ratén inmunizado 1gG17~[378]. En conjunto, esto sugiere que
las ABCs del modelo TLR7.tg6 pueden desencadenar respuestas mas exageradas y
patogénicas, mediadas por inmunoglobulinas, en comparacién con sus contrapartes

deficientes de Bank1.
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El andlisis de enriquecimiento realizado en el CL7 reveld que la deficiencia de Bank1 ejerce
un efecto regulador negativo sobre dos elementos clave de la familia de las MAPK quinasas,
como son la quinasa Jun N-terminal (JNK) y p38. Estas MAPKs desempefian un papel crucial
en la modulacidn de las respuestas inflamatorias y proliferativas durante la progresién de
los procesos autoinmunes [379-382]. En investigaciones previas realizadas en nuestro grupo
de investigacion, se demostré como BANK1 regulaba la produccién de IL-6 a través de la via
p38-MNK1/2-elF4E, proporcionando una conexidn entre BANK1 y la respuesta inflamatoria
[287]. Sin embargo, también se observé que la activacidon de p38 bajo la sefializacién del
TLR7 no dependia necesariamente de BANK1, lo que sugiere la existencia de vias de
sefializacion independientes de BANK1 en este contexto especifico [81]. Por otro lado, la
activacion de JNK conduce a la fosforilacion de su sustrato principal, c-Jun, que junto con c-
Fos, forman un complejo de factores de transcripcion, conocido como AP-1. Esta asociacién
es esencial para orquestar la proliferacion celular y la respuesta inflamatoria en diversos
contextos fisioldgicos y patoldgicos [81, 383, 384]. Asimismo, es importante mencionar que,
en nuestros analisis, y siguiendo esta linea, observamos tanto la sobreexpresién del gen Fos,
que codifica para c-Fos, como del gen Pdcd4, un conocido supresor de la transcripcion
dependiente de AP-1, en las células del CL7 de los ratones deficientes de Bankl. Dicha
observaciéon sugiere un mecanismo compensatorio para contrarrestar la posible
sobreactivacion de AP-1 en estas células. Asi mismo, en otros estudios se observé una
disminucién en la expresién de Pdcd4 en pacientes con lupus activo, lo que sugiere un papel

relevante de este gen en la patogénesis de la enfermedad [385, 386].

En este contexto, y en base tanto a los genes diferencialmente expresados entre
condiciones, como a los analisis de enriquecimiento, podemos concluir que la ausencia de
Bank1 potencia la expresién de genes asociados con un fenotipo antiinflamatorio en las
ABCs del CL7, lo que sugiere un papel clave de este gen en la modulacién de la respuesta
inflamatoria. Por el contrario, las ABCs del CL7 de los ratones enfermos TLR7.tg6 exhibieron
una elevada expresidn de genes asociados con una respuesta mayormente proinflamatoria,

parte de la cual estaria mediada por el IFN. Estas observaciones van en linea con la reduccion
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significativa en la proporcion de las células B de respuesta al IFN del CL3, en ratones sanos y
deficientes en Bank1, en comparacion con los ratones enfermos TLR7.tg6. Sin embargo, la
relacidon exacta entre las células del CL3 y las del CL7 sigue siendo poco clara, ya que el

analisis de trayectorias no sugiere una proximidad directa entre estos dos subtipos celulares.

Con respecto al andlisis de trayectoria, este delined la ruta mds verosimil para la
diferenciacion de las ABCs, en la que destacan los clisteres 0, 1y 6, siendo este ultimo el
mas cercano, y el que muestra la expresion de genes relacionados con un fenotipo de células
B de la zona marginal y de memoria. En ausencia de Bankl, se observé un aumento en la
frecuencia de las células del CL6, lo que sugiere una retencidén de estas en la zona del manto
esplénico. Segun la evidencia actual, las ABCs pueden originarse tanto dentro como fuera de
los centros germinales, siendo mdas comun su formacion fuera de los foliculos, una
observacién respaldada por la expresion de integrinas especificas conocidas por su papel en
redirigir las células a esta region anatdmica. Sin embargo, hoy en dia se sigue debatiendo
sobre la localizacidn de estas células, de hecho, las dos vias de diferenciacién posibles de las
ABCs pueden variar segun el contexto [318, 354]. Un estudio realizado en linfomas indicé
que la expresion de BANK1 se encontraba de manera predominante fuera de los centros
germinales, especificamente al lado de la zona del manto, donde BANK1 podria ejercer su
influencia en las areas extrafoliculares [387]. Esta observacién explicaria el por qué la
deficiencia de Bank1 no tiene efecto en la frecuencia de las células de los centros germinales,
representadas por el CL5. Considerando esto, es muy probable que las células B naive
foliculares (CLO) se vuelvan hiperactivadas (CL1) en el contexto de la autoinmunidad,
adquieran un fenotipo de memoria en la zona marginal (CL6) y posteriormente se
diferencien en células de memoria atipicas, plasmaticas o ABCs, localizadas en el area
extrafolicular (CL7). Estas células estarian siendo retenidas en la zona marginal en ausencia

de Bank1 [318, 375] (Figura 55).

Como hipdtesis alternativa al analisis de trayectoria realizado, y a pesar de la dificultad para

anotar el CL2, se podria haber seleccionado este como el punto inicial del pseudotiempo.
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Esta eleccion se fundamentaria en la hipétesis de que el CL2 podria representar una fase de
células B inmaduras, sustentada por la expresion de algunos genes como Pax5y Bcl1la. En
este modelo, las etapas posteriores de la diferenciacién de las células B avanzarian a través
de CL4, que probablemente funcionaria como células B transicionales, hasta llegar al CLO,

correspondiente a las células B naive maduras foliculares.

Tras observar como algunos de los genes de las ABCs no se encontraban uniformemente
expresados por todo el CL7, decidimos subclusterizarlo, con el fin de poder describir dichas
células de una manera mas exacta y determinar si las ABCs forman o no una subpoblacion
diferente a la de otras poblaciones celulares presentes en dicho cluster, como podrian ser
las células de memoria o las células plasmaticas. Observamos que el CL7 se componia de dos
subclusteres, uno de los cuales exhibia el fenotipo clasico de las ABCs. Sin embargo, esta
observaciéon no excluyd la presencia del resto de fenotipos descritos anteriormente, como
el de las células atMBCs, las MBCs y las PCs. Por el contrario, el segundo subcluster sugirid
una mayor tasa de recambio y una gran diversidad de células en transicion, por lo que se
podria deducir que dicho grupo podria estar formado por células precursoras de las ABCs
(pre-ABCs), o en proceso de diferenciacion hacia un estadio terminal o mas maduro de dicha
subpoblacién. En este contexto, se requerirdn investigaciones adicionales a nivel de célula
Unica para discernir las etapas especificas del desarrollo y diferenciacién de las ABCs, una

vez que han adquirido sus marcadores caracteristicos.

Es relevante sefalar que un estudio reciente llevd a cabo un andlisis de expresidn génica a
nivel de célula Unica en células mononucleares de sangre periférica de pacientes con lupus,
en el cual se reveld un grupo distinto de células B caracterizadas por una alta expresion de
BANK1. Este grupo de células compartia similitudes con la poblacién de las ABCs murinas
identificadas en el CL7 de nuestro andlisis. Especificamente, las células B humanas
presentaban un fenotipo similar al de las células B de memoria extrafoliculares doble

negativas (DN2). Ademads, este grupo demostré un aumento en la expresiéon de genes
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también observados en nuestra poblacidn murina, incluyendo ITGAX, TBX21, ZEB2, ZBTB32
y CD86 [349].

Cada vez estd cogiendo un mayor interés la importancia de las respuestas extrafoliculares
en los modelos murinos de autoinmunidad, las cuales destacan por su contribucién al
desarrollo de estas enfermedades [387, 388]. Las ABCs del CL7 muestran varias
caracteristicas extrafoliculares, incluida la presencia de Cxcr4 y la ausencia de Cxcr5 y Sell
[125, 359]. Ademas, esta localizacion también podria estar influenciada por una menor
expresion de Bcl6. Por lo tanto, Bankl1 podria desempefiar un papel en la regulacion de la
localizacién y expansién de estas células dentro de las regiones extrafoliculares. De hecho,
en apoyo a nuestras observaciones, un estudio reciente utilizé un knock-out para Bcl6 con
el objetivo de bloquear la formacién de las células B de los centros germinales en un modelo
de lupus inducido, sin embargo, dicho bloqueo no modificé ni revirtié el desarrollo de la
enfermedad en los animales, ya que estos seguian presentando las células B extrafoliculares
[388]. Estos resultados concuerdan con nuestro analisis de trayectoria sobre el origen de las
ABCs del CL7 como células extrafoliculares, que aparecen directamente a partir de células B
naive activadas (CL1), y a través de las células del manto (CL6). Las respuestas
extrafoliculares también se han observado en infecciones graves mediadas por el virus SARS-
CoV-2, las cuales surgen de compartimentos desregulados, y en continuo crecimiento, de
células B naive activadas [389]. De la misma manera, en pacientes con COVID-19, las
respuestas extrafoliculares y aumentadas de células B conducen a una activacion rapida de
estas, lo que resulta en un incremento de la proporcién celular de atMBCs y de células
secretoras de anticuerpos. Estas respuestas extrafoliculares comparten similitudes con las
observadas en pacientes con lupus [375]. En la misma linea, también es posible que Bank1
esté modulando a las ABCs cuando, en su ausencia, haya una reduccién importante de IgG
total e IgG2c, niveles que pueden provenir tanto de las mismas ABCs como de células
plasmaticas, ambas extrafoliculares [365]. Es importante destacar que observamos un

aumento en la expresidon de los genes Ighg en el andlisis del scRNA-Seq, los cuales fueron

208



Discusion

principalmente sobreexpresados en el cluster de las ABCs y se redujeron significativamente

en ausencia de Bank1 (Figura 55).

Finalmente, nuestros analisis realizados con el marcador CXCR4 confirman la estrecha
relacidn entre las ABCs y las células T auxiliares de la zona extrafolicular. Estudios previos
sugirieron que esta interaccidon podria ser mediada por la produccién de IL-21, asi como a
través del ligando CD40L e ICOS en las células Tefh [359]. No obstante, nuestros datos
transcriptémicos mostraron una disminucidn en la expresion de los genes /121r e Icosl en las
ABCs del CL7, de tal manera que debe haber una explicacion alternativa para esta relacion
entre ambos subgrupos. Una funcién importante atribuida a las ABCs es su capacidad para
actuar como células presentadoras de antigenos (APCs), las cuales se localizan
preferentemente en la frontera, o el borde, entre las zonas Ty B, en el bazo [318, 351]. Las
ABCs del CL7 mostraron una elevada expresion de varios genes del MHC de clase Il, asi como
de los genes Cd80 y Cd86. Ademas, descubrimos que las ABCs de los ratones TLR7.tg6
estaban asociadas, significativamente, con la regulacion positiva de genes implicados en el
procesamiento y presentacion de antigenos, asi como en la activacion de las células T. Por
ultimo, observamos una reduccién en la expresiéon de Cd80 en los ratones deficientes en

Bank1.

Todos estos hallazgos indican que Bank1 desempeiia un papel fundamental en la capacidad
de las ABCs para interactuar con las células Tefh, lo que resulta crucial para facilitar la
respuesta y activacién de las ABCs durante la autoinmunidad. Ademas, nuestros datos
sugieren que Bankl tiene un impacto en la formacion de las zonas extrafoliculares al
modular la expresion aumentada de CXCR4 tanto en las células B como en las células T. Dicho
mecanismo podria explicar cdmo estas subpoblaciones contribuyen a la enfermedad

(Figura 55).
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Figura 55. Modelo de una célula ABC de ratdn, deficiente y suficiente en Bank1, en el contexto de
la autoinmunidad. En ausencia de Bankl, la via de sefializacién del TLR7 se ve interrumpida, lo que
resulta en una disminucién en los niveles de varios factores de transcripcion como Thx21 (T-bet). Por
consiguiente, se forman menos ABCs, las cuales son IgG3*, y se retienen en la zona marginal del bazo.
En presencia de Bankl, aumenta la activacion de la via dependiente del TLR7, y se incrementa el
numero de ABCs IgG* e IgG2c*, las cuales presentan un fenotipo de células de memoria atipicas (Zeb2)
y de células plasmaticas (Zbtb32). En estas células, la presencia de Bankl también promueve la
expresion de CXCR4, y su localizacidn extrafolicular. Las ABCs de los ratones TLR7.tg6 exhiben un perfil
de expresidn génica de respuesta mayormente proinflamatorio, siendo mds antiinflamatorio en los
ratones deficientes en Bank1. Las ABCs provienen de las células del manto (marginales o de memoria),
aumentadas en los ratones deficientes en TLR7.tg6.Bankl”", y de las células naive activadas,
aumentadas en los ratones enfermos TLR7.tg6. Imagen creada en BioRender.

En este trabajo, si bien hemos visto que las ABCs son cruciales en los procesos autoinmunes,
también nos encontramos con una subpoblacién particular de células B que expresan genes
estimulados por interferén (ISG), representada por el CL3, la cual esta fuertemente
influenciada por Bank1. Este gen desempeiia un papel importante en la regulacién de la
expresion de una gran cantidad de genes estimulados por el interferdn, lo que sugiere un
mecanismo clave en la respuesta inmunitaria. Un detalle a tener en cuenta fue que las
células del CL3 no siguen la misma trayectoria de desarrollo que las ABCs, sino que parecen

surgir directamente de las células B naive foliculares (CLO). Ademads, observamos que estas
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células de respuesta a IFN muestran una predisposicién hacia las respuestas
proinflamatorias en los ratones TLR7.tg6, mientras que en ausencia de Bankl, esta
predisposicién se reduce, y de esta manera se mantiene un equilibrio homeostatico en estas
células. Cabe la posibilidad de que estas células respondan directamente al interferdn tipo |
(IFN-B), producido por las células estimuladas por la via dependiente del TLR7. La
disminucién en su numero podria estar relacionada con una reduccién en la produccion de
IFN-B, atribuida a la disminucién en la via de sefalizacidon de TLR7 observada en ausencia de
Bank1 [81]. Un aspecto intrigante fue la identificacion de un gen llamado Cytip (también
conocido como Cybr) en las células del CL3 deficientes en Bank1. Este gen codifica para un
factor de transcripcidon que inhibe la activacidén del factor de transcripcién T-bet y, aunque
inicialmente se ha estudiado su funcién solamente en células T humanas [360], su presencia
en las células B sugiere un posible papel en la regulacion de la respuesta inmunitaria en este
contexto. A pesar de que aun no comprendemos completamente la importancia de las
funciones de las células del CL3 en el proceso autoinmune, nuestras observaciones sugieren
que podrian estar representando una sobrecarga del sistema, donde dichas células
contintan diferencidndose sin un control regulado. Este descubrimiento plantea
interrogantes sobre su papel en este contexto. Sera fundamental entender los mecanismos
qgue impulsan su desarrollo y sus funciones para avanzar en nuestra comprensiéon de cémo

las células B se diferencian y su contribucién a las enfermedades autoinmunes.

En definitiva, todos nuestros hallazgos subrayan la relevancia del gen Bank1 en los procesos
autoinmunes, especialmente en la patogénesis del LES, asi como su contribucion
fundamental a la funcion y diferenciacién de la subpoblacién de las ABCs. Estos resultados
sugieren que Bankl no solo desempefia un papel directo en la regulacién de la respuesta
inmune, sino que también podria influir de manera indirecta a través de cascadas de
sefializacién complejas que aun deben ser completamente elucidadas. Ademds, destacamos
el papel de Bank1 en la presencia de células B que expresan genes estimulados por el IFN,
lo que resalta su importancia en la respuesta inmune frente a infecciones virales y otros

desencadenantes ambientales. En consecuencia, la investigacion continua sobre Bank1 es
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imperativa para profundizar nuestra comprensién de los mecanismos subyacentes a las
enfermedades autoinmunes y su relacién con las respuestas innatas y adaptativas. Estos
descubrimientos podrian complementar los tratamientos actuales al ofrecer nuevos
enfoques terapéuticos y opciones mds especificas para los pacientes de lupus,
especialmente a aquellos que presenten las variantes de riesgo del gen Bank1. Ademas, la
posibilidad de dirigir los tratamientos a las ABCs, en lugar de recurrir a la inmunosupresién
global, generada por farmacos actuales como Belibumab o Rituximab, podria reducir la
autorreactividad y la produccién de autoanticuerpos en estos pacientes, mejorando asi su

calidad de vida.

En resumen, la investigacién sobre Bankl emerge como un campo vital y prometedor en el
desarrollo de estrategias terapéuticas mas especificas y efectivas para las enfermedades
autoinmunes, y su conocimiento es esencial para el avance y la mejora de los resultados

clinicos en los pacientes afectados.
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La deficiencia de Bankl mejora los signos de la enfermedad del LES, a nivel sérico,
en los modelos transgénico TLR7.tg6 e inducido por IMQ, reduciendo los niveles de
autoanticuerpos anti-dsDNA y anti-Sm, asi como los niveles totales de la

inmunoglobulina IgG y del isotipo patogénico IgG2c.

La ausencia de Bankl produce una disminucién de la esplenomegalia y una
restauracion parcial de las principales poblaciones de células By T en el bazo, en los

modelos transgénico TLR7.tg6 e inducido por IMQ.

La frecuencia total de las ABCs aumenta en los tres modelos de lupus mediados por
el TLR7 (TLR7.tg6, inducido por IMQ y B6.Slel.yaa). Bankl tiene un efecto
significativo en la formacién y produccidn de las ABCs, y en su ausencia disminuye

tanto el numero de estas como su fenotipo IgG+ e IgG2c+.

Las ABCs son una poblacién distintiva de células B, agrupadas en un unico cluster,
cuya proporcion se reduce en los ratones deficientes de Bank1. Estas células estan
caracterizadas por la expresion de los marcadores clasicos, asi como de nuevos
genes especificos, relacionados con el fenotipo de células de memoria atipica, y de

células plasmaticas.

En la caracterizacién de las ABCs se distinguen dos subpoblaciones: una de ellas
formada por pre-ABCs en transicién, y otra compuesta por las ABCs propiamente

dichas, y totalmente diferenciadas.

Las ABCs de los ratones TLR7.tgb exhibieron un perfil de respuestas mayormente

proinflamatorio, siendo antiinflamatorio en los ratones enfermos Bank17.
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En ausencia de Bankl, la diferenciacién de las ABCs hacia un fenotipo de células
plasmaticas se ve afectada, reduciéndose la expresion de Ighgl e Ighg2c, asi como

de genes relacionados con la respuesta inmune, como Zeb2 y Zbtbh32.

El analisis de trayectoria revela que las ABCs se originan a partir de células naive
activadas que se diferencian en células B de la zona marginal y de memoria, previo

a obtener su fenotipo definitivo.

La deficiencia de Bankl reduce significativamente un cluster distintivo de células
cuyos genes son de respuesta al interferdn, teniendo un papel importante en las
vias de sefializacién dependientes del IFN. Ademas, esta ausencia normaliza los
niveles de las células B naive foliculares, o en reposo, y regula las poblaciones DZ_GC

y naive activadas.

Bank1 estd implicado en la formacidn espontanea y desestructuracion de los centros

germinales, los cuales se reducen en su ausencia.

Las ABCs estan localizadas en el drea extrafolicular, donde podrian ser
contribuyentes clave en la produccién de autoanticuerpos. Su presencia en esta
region disminuye en ausencia de Bankl. Ademas, Bank1 ejerce un efecto sobre la
formacion de estas areas, modificando la presencia de las células Tefh, mediante la

alteracién en la expresion de CXCR4.

El nimero total de ABCs se correlaciona positivamente, y de manera significativa,
con las células Tefh en el area extrafolicular, lo que implica una posible interaccién

entre ambas poblaciones y su posterior activacion.
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1. ARCHIVO DE DATOS SUPLEMENTARIO

Todos los genes y todas las vias o procesos bioldgicos obtenidos y analizados en el
experimento del scRNA-Seq, realizado para esta tesis doctoral, se encuentran organizados
en diferentes tablas de Excel, disponibles como material suplementario. Debido al volumen
de los datos, estos archivos se han almacenado en un repositorio de libre acceso en Ila
plataforma GitHub. El acceso a los archivos de datos se puede realizar a través del siguiente

enlace: https://github.com/gonzaloghgenyo/Tablas-suplementarias-Tesis-GGH.git

Estas son las leyendas de las diferentes tablas, o archivos de datos, suplementarios anexados

a este trabajo:

Archivo de datos S1. Tablas de los genes diferencialmente expresados entre los diferentes
clusteres. Las columnas incluyen: Cluster de referencia: el cluster con respecto al cual se
comparan los valores del resto de la fila; Identificador del gen (GenelD): simbolo o
identificador Unico del gen; Valor de p ajustado (PvalAdj): valor de p corregido mediante el
método de Bonferroni; Cambio en la expresidn (AvgLog2FC): cambio en la expresion génica
en escala logaritmica de base 2; Porcentaje en el cluster estudiado (pctl): porcentaje de
células que expresan el gen en el cluster estudiado; Porcentaje en el cluster de referencia
(pct2): porcentaje de células que expresan el gen en el cluster de referencia o clusteres

comparados.

Archivo de datos S2. Tablas de los genes diferencialmente expresados entre los
subclusteres del CL7, subCL7-0 y subCL7-1. Las columnas incluyen: Cluster de referencia: el
cluster con respecto al cual se comparan los valores del resto de la fila; Identificador del gen
(GenelD): simbolo o identificador Unico del gen; Valor de p ajustado (PvalAdj): valor de p

corregido mediante el método de Bonferroni; Cambio en la expresidn (AvgLog2FC): cambio
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en la expresidn génica en escala logaritmica de base 2; Porcentaje en el cluster estudiado
(pctl): porcentaje de células que expresan el gen en el cluster estudiado; Porcentaje en el
cluster de referencia (pct2): porcentaje de células que expresan el gen en el cluster de

referencia o clUsteres comparados.

Archivo de datos S3. Tablas de los genes diferencialmente expresados entre el grupo
TLR7.tg6 y el grupo TLR7.tg6.Bank1”", para cada cluster. Las columnas incluyen: Cluster de
referencia: el cluster con respecto al cual se comparan los valores del resto de la fila;
Identificador del gen (GenelD): simbolo o identificador Unico del gen; Valor de p ajustado
(PvalAdj): valor de p corregido mediante el método de Bonferroni; Cambio en la expresion
(AvgLog2FC(t7_vs_t7b1lko)): cambio en la expresidn génica en escala logaritmica de base 2;
Porcentaje en el clister estudiado (pct_t7): porcentaje de células, del grupo T7, que
expresan el gen en el cluster estudiado; Porcentaje en el cluster de referencia (pct_t7b1ko):
porcentaje de células, del grupo T7.B17, que expresan el gen en el clister de referencia o

clisteres comparados.

Archivo de datos S4. Tabla con los procesos y vias bioldgicas diferencialmente regulados
entre los diferentes clusteres. Las columnas incluyen: Cluster de referencia: el cluster con
respecto al cual se comparan los valores del resto de la fila; Identificador de la anotacién
(AnnotationlID): identificador Unico para cada via o proceso especifico, en base a la Ontologia
Génica (GO, Gene Ontology); Valor de p ajustado (PvalAdj): valor de p corregido mediante el
método de Bonferroni; Cambio relativo (fold): cambio relativo, magnitud de cambio, o
direccion, de una via o proceso bioldgico en el clister de estudio, en comparacion con el
cluster, o clusteres, de referencia, para los genes regulados al alza, o a la baja.
Enriquecimiento relativo (relative_enrichment): grado de sobrerrepresentacién de la via, o
proceso bioldgico, en el cluster de estudio, en comparacion con el cluster, o clusteres, de

referencia.
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Archivo de datos S5. Tablas con los procesos y vias bioldgicas diferencialmente regulados
entre el grupo TLR7.tg6 y el grupo TLR7.tg6.Bank1”-, para cada clister. Las columnas
incluyen: Clister de referencia: el cluster con respecto al cual se comparan los valores del
resto de la fila; Identificador de la anotacion (AnnotationID): identificador Unico para cada
via o proceso especifico, en base a la Ontologia Génica (GO, Gene Ontology); Valor de p
ajustado (PvalAdj): valor de p corregido mediante el método de Bonferroni; Cambio relativo
(fold): cambio relativo, magnitud de cambio, o direccidn, de una via o proceso bioldgico en
el cluster de estudio, en comparacidn con el clister, o clusteres, de referencia, para los genes
regulados al alza, o a la baja. Enriquecimiento relativo (relative_enrichment): grado de
sobrerrepresentacion de la via, o proceso biolégico, en el clister de estudio, en comparacion

con el cluster, o clusteres, de referencia.

2. PUBLICACION ORIGINAL QUE RESPALDA ESTA TESIS

Parte de los resultados que se muestran en esta tesis doctoral han sido previamente

publicados en este articulo cientifico original:

Goémez Hernandez, G., Dominguez, T., Galicia, G., Morell, M., & Alarcén-Riquelme, M. E.
(2024). Bank1 modulates the differentiation and molecular profile of key B cell populations

in autoimmunity. JC insight, 9(19), e179417. https://doi.org/10.1172/jci.insight.179417

Segun la informacién de licencia y los términos de uso de la revista JC/I Insight: “Desde el 20
de agosto de 2020, todos los articulos se publican bajo la licencia CC BY 4.0 (del inglés
Creative Commons Attribution License), la cual permite la maxima difusion y reutilizacion de
materiales de acceso abierto. Esta licencia permite que cualquier persona pueda usar y
compartir el contenido, incluso con fines comerciales, siempre que se mencione la fuente

original (consultar la informacidn legal completa en: https://insight.jci.org/kiosks/terms).
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