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Resumen

La lamina A/C es una proteina nuclear con funciones estructurales y de regulacion de la sefalizacion
celular y la transcripcion de genes pero no se ha estudiado en detalle su papel en el sistema inmune. Los
linfocitos T CD4+ naive reconocen un antigeno presentado por una célula presentadora de antigeno
(APC), se activan, proliferan y se diferencian a células efectoras para llevar a cabo funciones de
respuesta inmune adaptativa. En la activacion del linfocito T se producen eventos de sefalizacién celular
y transcripcidon de genes. Estudios previos en el laboratorio han mostrado que la lamina A/C se expresa
en el linfocito T tras el reconocimiento de un antigeno para regular el grado de activacion posterior del
linfocito T. Como continuacién, en este estudio se ha pretendido conocer las vias de sefalizacion
implicadas en la expresidon de lamina A/C en el linfocito T asi como establecer un posible papel de la
lamina A/C en el proceso de diferenciacidn del linfocito T naive a célula T efectora (Th). Para ello, con
técnicas de citometria e inmunofluorescencia se ha analizado la expresion de lamina A/C en células T
CD4+ de ratén estimulados a diferentes tiempos con y sin inhibidores de diferentes vias de sefializacion.
Estos experimentos han mostrado una expresion transitoria de lamina A/C con un maximo a un dia tras la
estimulacion asi como un posible papel las vias de Src quinasas y de MAPK: ERK1/2 y p38 en esta
induccion. El analisis por citometria de ensayos de activacion, proliferaciéon y diferenciacion in vitro de
células T CD4+ naive de ratones WT y deficientes en lamina A/C ha mostrado que la lamina A/C tiene un
papel fundamental en el proceso de diferenciacién de la célula T CD4" naive a Th1.
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Introduccioén

La envoltura nuclear tiene tres componentes principales: membranas nucleares interna y externa, poros
nucleares, y lamina nuclear. Esta ultima esta mayoritariamente compuesta por las laminas de tipo A y de
tipo B que forman redes en el interior del nicleo e interaccionan con la membrana nuclear interna y la
cromatina. El gen LMNA codifica para las laminas de tipo A siendo la lamina A y la lamina C las
proteinas mayoritarias [1-3]. En nuestro estudio nos centraremos en estas proteinas y las denominaremos
en conjunto como lamina A/C. La funciéon més conocida de la lamina A/C es el mantenimiento de la
estabilidad mecanica del nucleo, pero también interviene en procesos de sintesis de ADN, respuesta a
dafio del ADN, organizacion de la cromatina, transcripcion de genes, y proliferacion, diferenciacion y
migracion celular [1, 3]. Se ha constatado la expresion de lamina A/C de forma ubicua en células
somaticas [3], sin embargo, su presencia y funcion en el sistema inmune permanece atin poco estudiada
ya que solo se ha descrito un papel de la lamina A/C en el desarrollo de las células del sistema inmune
pero producido por la expresion de lamina A/C en la células del estroma de los 6rganos linfoides y no por
la expresion de la lamina A/C en las células del sistema inmune [4]. Sobre un papel posible papel de la
lamina A/C en las funciones de la células del sistema inmune, estudios previos en el laboratorio han
mostrado que la lamina A/C se expresa en el linfocito T tras reconocer un antigeno y que esta proteina es
capaz de regular el grado de activacion posterior del linfocito T. La entrada de agentes patdogenos en los




organismos desencadena una respuesta inmunoldgica que implica una serie de moléculas y células
efectoras que en una primera fase, menos especifica, es denominada respuesta innata y en una segunda,
muy especifica, es denominada inmunidad adaptativa. La inmunidad adaptativa requiere la presentacion
de antigenos por las células dendriticas (DC) a las células T, lo que lleva a la expansioén clonal y
activacién de células Th (helper CD4") y linfocitos T citotéxicos (CD8+). Se conocen al menos 4 subtipos
de células Th: Thl, Th2, Th17 y Treg [5]. Las células Thl potencian la eliminacién de patdgenos
intracelulares y estan definidas por su capacidad de producir IFN-y e IL-2 entre otras citoquinas. Las
células Th2 controlan la infeccion de patdgenos extracelulares y producen IL-4, IL-5 e IL-13. Ambos
subtipos celulares estdn asociados con la patogénesis autoinmune en los que existe una respuesta Th
desproporcionada o de fenotipo inadecuado. En concreto, las células Thl se han asociado al origen de
varias enfermedades inflamatorias y autoinmunes cronicas como la esclerosis multiple y la artritis [6]
mientras que las células Th2 se han asociado a condiciones alérgicas e inflamatorias mediadas por
anticuerpos como el asma [7-8]. Una respuesta inmune adecuada requiere la activacion concertada de las
células B y T, que debe estar bien regulada para garantizar la eficacia, la especificidad y la memoria. Para
conocer en mayor profundidad como se activa y amplifica el sistema inmune es necesario un
entendimiento detallado de las interacciones celulares y moleculares que controlan la orientacion y al
migracion dirigida de los leucocitos y de las diferentes moléculas y pasos que intervienen en la formacion
de la sinapsis inmunologica. Hasta el momento se ha descrito que la formacion de la sinapsis
inmunolodgica en la formacion de conjugados entre linfocitos T y células presentadoras de antigeno
(APCs) conllevan proceso de segregacion de proteinas de membrana y activacion de cascadas de
sefalizacion intracelulares, conducidos por la reorganizacion de microdominios de membrana, estos
eventos son acompafiados por procesos de activacion de moléculas reguladoras y de sefializacion a nivel
local y cambios en los componentes del citoesqueleto que incluyen la actina y la miosina [9]. Los
objetivos de este estudio han sido intentar conocer las vias de sefializacion implicadas en la expresion de
lamina A/C en el linfocito T tras el reconocimiento de un antigeno y establecer un posible papel de la
lamina A/C en el proceso de diferenciacion del linfocito T naive a célula T efectora (Th).

Métodos
Ratones

En este estudio se han empleado dos modelos de raton. Ratones deficientes en la expresion de la lamina
A/C (LAKO) y sus respectivos controles WT y un segundo modelo de ratones que carecen de la lamina
A/C y ademés llevan 2 transgenes para expresar un TCR especifico en la células CD4" que reconozcan el
péptido 323-339 de OVA en el contexto de I-A” (OTII/LAKO)

Aislamiento de esplenocitos, estimulaciéon y uso de inhibidores de vias de senalizacién

Tras la extraccion de bazos de ratones WT se realiz6 un procesado de los mismos para el aislamiento y
cultivado de los esplenocitos en medio RPM1 1614 con 10% FBS a 37°C. Para la activacion de los
mismos se empled la combinacién de anticuerpos (anti-ratén) frente a CD3 (Sug/ml unido a placa) y a
CD28 (2ug/ml en suspension) o la lectina de origen vegetal concanavalina A (Spug/ml). En los ensayos de
activacion se recogieron muestras sin estimular (tiempo 0) y a 1, 2 y 3 dias de estimulacion. Para los
ensayos de inhibicion de las vias de sefalizacion se emplearon los inhibidores SB203580 (5 uM, que
inhibe p38), PD98059 (50 uM, que inhibe MEK1), U0126 (20 uM, que inhibe MEK1/2), PP2 (5 nM, que
inhibe Ick y fyn) y SP600125 (20 uM, que inhibe JNK quinasa) que fueron afiadidos 30 minutos antes de
la estimulacion. Las células se fijaron con paraformaldehido (PFA) al 2% + sacarosa al 1%.

Activacion, proliferacion y diferenciacion in vitro

Se procesaron bazos de ratones WT, LAKO, LAKO/OTII, para la obtencion de esplenocitos y, en algunos
casos, de linfocitos T CD4" aislados mediante el uso de anticuerpos anti CD4 " unidos a biotina, bolas
magnéticas con estreptavidina y columnas magnéticas. En los ensayos de activaciéon se cultivaron
linfocitos T CD4" aislados en presencia de anticuerpo CD3 y CD28, a las 24 se analiz6 la expresion de
CD69 y CD25 como marcadores de activacion por citometria. En los ensayos de proliferacion, las células
fueron tefiidas con el marcador celular CFSE (5SmM) durante 10 min a 37°C. A continuacidén se cultivaron
esplenocitos aislados en presencia de anticuerpo anti-CD3 y CD28 hasta los 5 dias donde se analizo6 el
grado de pérdida de fluorescencia por citometria, En los ensayos de diferenciacion se cultivaron
esplenocitos aislados en presencia de anticuerpo CD3 y CD28 o en presencia de APCs + OVA, a los 6
dias se analizaron las poblaciones positivas para IFNy como marcador de diferenciacion Thl por
citometria.

Citometria

Las células fueron fijadas con PFA 2%/1% sacarosa e incubadas en placas multipocillo con anticuerpos
anti-ratobn conjugados con moléculas fluorescentes: anti-CD69-FITC, anti-CD25-APC, anti-CD25-
Biotina, anti-CD4-PE, anti-CD4-V450, anti-CD8-Alexa647, anti-IL4-PE y anti-IFNy-APC a una diluciéon
1/100 durante 1 hora a temperatura ambiente. Las muestras con anticuerpo anti-CD25-Biotina, se



incubaron con estreptavidina-V450 a una dilucion 1/300 durante 1 hora a temperatura ambiente. Para el
marcaje de la lamina A/C, tras la permeabilizacion de la célula con Triton X100 durante 5 minutos a
temperatura ambiente las muestras fueron incubadas con anticuerpo anti-lamina A/C-Alexa488 a una
dilucion 1/100 durante 1 hora a temperatura ambiente. Las células fueron analizadas por citometria de
flujo con un citdmetro FACSFortessa. Para cuantificar la expresion de las diferentes moléculas se
determind la mediana de la intensidad de fluorescencia de los experimentos de citometria de células
tratadas y analizadas en las mismas condiciones obteniéndose unidades arbitrarias.

Resultados
Estimulacion de la expresion de lamina A/C

En este experimento se estimuld el TCR de esplenocitos de ratones WT con anticuerpos anti-CD3/CD28
o concanavalina A y se recogieron muestras a varios dias. Las muestras se tifieron con anti-CD4-PE, anti-
CD25-Biotinilado-streptavidina-V450 y lamina A/C-Alexa488. Las células se analizaron por citometria
de flujo seleccionando la poblacion de células CD4" y se realizaron histogramas representando la
expresion de lamina A/C y de CD25, con el objetivo de medir la expresion de dichas moléculas en esta
poblacion. Los resultados mostraron que la estimulacion de los linfocitos T con anticuerpos anti-CD3 y
anti-CD28 (Fig. 1A) o con concanavalina A (Fig. 1B) producian un incremento de la expresion de lamina
A/C con una expresion maxima a 1 dia tras la estimulacion, ademas el analisis de la expresion en
membrana de CD25 confirmo la activacion de las células T tras las estimulacion (Fig.1 C-D).
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Figura 1.-La estimulacion del TCR del linfocito T induce la expresion de lamina A/C. Esplenocitos de ratones WT
fueron estimulados con anticuerpos anti-CD3/CD28 (CD3/CD28) (A-C) o con concanavalina A (CONA) (B-D). Se
analiz6 por inmunofluorescencia y citometria la expresion de CD25 en membrana, como marcador del grado de
activacion y de lamina A/C. Las graficas muestran la mediana de la intensidad de fluorescencia en unidades
arbitrarias de los diferentes marcajes en un analisis realizado por citometria.

Efecto de inhibidores de vias de seifalizacion en la expresion de lamina A/C

Una vez determinado que existe un pico maximo de produccion de lamina A/C a 24 horas se utiliz6 la
preincubacion de las células con diferentes inhibidores farmacologicos para determinar las vias de
sefializacion que pudieran estar implicadas en la induccion de lamina A/C midiendo la expresion de
lamina A/C a 24 horas. Para ello, los esplenocitos derivados de ratones WT se incubaron durante 30
minutos con distintos inhibidores de algunas rutas de sefializacion celular que se activan en el linfocito T
tras el reconocimiento de un antigeno. A continuacion se estimularon las células con anticuerpos anti-
CD3/CD28 o concanavalina A, 24 horas después las muestras se recogieron y se tifieron con anti-CD4-
PE, anti-CD25-Biotinilado-streptavidina-V450 y lamina A/C-Alexa488. Las células se analizaron por
citometria de flujo seleccionando la poblacién de células CD4 " y se cuantific la expresion de lamina A/C
y CD25. Los resultados mostraron un aumento de la expresion de lamina A/C en los controles (Ref.) con
respecto a tiempo 0 sin estimular (Fig. 1A-B), y un aumento de la expresiéon en membrana de CD25. La
preincubacion de las células con los distintos inhibidores produjo la reduccion de la activacion celular
medida como la expresion de CD25 tras la estimulacion tanto con anticuerpos como con concanavalina A
(Fig. 2C-D) en diferentes magnitudes. La respuesta a los distintos inhibidores en la expresion de lamina
A/C frente a los dos estimulos fue muy similar pero presentd ligeras diferencias. Concretamente, en los
esplenocitos estimulados con anti-CD3/CD28 la inhibicién con PP2, un inhibidor de la vias de Src
quinasas que se encuentran cerca de la estimulacion, produjo una menor produccion de lamina A/C. La
inhibicion de la ruta MEK1 con PD98059 o U0126 también indujo una menor expresion de lamina A/C
con respecto al control. Finalmente la inhibicién de la ruta de p38 MAPK conllevé una menor produccion



lamina A/C

de lamina A/C a diferencia de la inhibicion de la ruta de JNK MAPK que no conllevo ninguna reduccion
(Fig. 2A). En la estimulacion con concanavalina A se observo en general una menor reduccion de la
produccion de lamina A/C que con la estimulacion con anticuerpos, siendo los inhibidores PD98059 y
PP2 los tnicos que produjeron un efecto en la produccion de lamina A/C (Fig. 2B). Estos datos
preliminares parecen indicar que las rutas de MAPK p38 y ERK1/2 asi como la sefalizacion por las
quinasas tipo Src podria tener un papel relevante en la induccion de la sintesis de lamina A/C tras la
activacion del linfocito T por el reconocimiento de un antigeno (Fig. 3).
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Figura 2.- La inhibicion de las vias de sefializacion de ERK1/2, p38 MAPK vy las quinasas Src pero no de la via de
IJNK reduce la producciéon de lamina A/C tras la activacion de la célula T. Esplenocitos de ratones WT fueron
incubados con inhibidores de las rutas de sefializacion indicadas y estimulados con anticuerpos anti-CD3/CD28
(CD3/CD28) (A-C) o con concanavalina A (CONA) (B-D). Se analizé por inmunofluorescencia y citometria. La
expresion de CD25 en membrana como marcador del grado de activacion y se cuantifico la expresion de lamina A/C.
Las graficas muestran la mediana de la intensidad de fluorescencia en unidades arbitrarias de los diferentes marcajes
en un analisis realizado por citometria.
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Figura 3.- Las vias de sefializacion de ERK1/2, p38 MAPK vy las quinasas Src pero no la via de JNK parecen estar
implicadas en la produccion de lamina A/C tras la activacion de la célula T. Esquema de la sefializacion celular
producida en una célula T tras el reconocimiento de un antigeno. El esquema muestra los distintos estimulos (cuadros
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verdes) e inhibidores usados (cuadros naranjas). Los circulos rojos representan las posibles moléculas y vias
implicadas en la expresion de lamina A/C y la cruz roja representa la via descartada en este proceso.

Activacion, proliferacion y diferenciacion in vitro

El siguiente objetivo fue dilucidar el posible papel de la lamina A/C en el proceso de diferenciacion de la
célula T CD4" naive a célula efectora. Este proceso conlleva la activacion, proliferacion y diferenciacion
de la célula T. Para determinar un posible papel de lamina en el proceso de activacion se emplearon
esplenocitos WT y LAKO que fueron estimularon con anticuerpos anti-CD3/CD28 y que se recogieron a
1 dia para su estudio. Las muestras se tifieron con anti-CD69-FITC, anti-CD25-APC y anti-CD4-PE. Las
células se analizaron por citometria de flujo seleccionando la poblacion de células CD4". Se realizaron
histogramas de CD25 y CD69 para medir la expresion de dichas moléculas en la poblacion CD4"
observandose una menor activacion de las células T CD4" procedentes de ratones LAKO con respecto a
las células WT como muestra una menor expresion de CD69 y CD25 cuando lamina A/C no esta presente
(Fig. 4).
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Figura 4.- Menor activacion de las células T CD4" procedentes de ratones LAKO con respecto a las células WT.
Linfocitos T CD4" aislados de ratones WT y LAKO fueron estimulados con anticuerpos anti-CD3/CD28. Se analiz6
por inmunofluorescencia y citometria. La expresion de CD25 y CD69 en membrana como marcador del grado de
activacion. Las graficas muestran la mediana de la intensidad de fluorescencia en unidades arbitrarias de los
diferentes marcajes en un analisis realizado por citometria (A-B).

Para analizar el efecto de la ausencia de la lamina A/C en la proliferacion de los linfocitos T CD4" se
obtuvieron esplenocitos WT y LAKO que fueron tefiidos con CFSE, un colorante que permanece en el
interior celular y al dividirse la célula se reparte proporcionalmente entre las dos células hijas por lo que
la acumulacién del mismo pasa a estar reducida a la mitad lo que permite determinar el nimero de
divisiones promedio que ha sufrido una célula tras la activacion. Los esplenocitos se estimularon con
anticuerpos anti-CD3/CD28 y se recogieron muestras a 0 dias para determinar el grado de tincion de las
células y a 5 dias para cuantificar el nimero de divisiones. Las muestras se tifieron con anti-CD4-PE. Las
células se analizaron por citometria de flujo seleccionando la poblacién de células CD4". Se midieron las
células de cada division seleccionando las distintas poblaciones de células positivas para CFSE. Los
resultados obtenidos mostraron una menor proliferacion de las células T CD4" procedentes de ratones
LAKO con respecto a las células WT como se observa en el perfil de la Fig. SA donde se produce una
reduccion de la fluorescencia menor con respecto al tiempo inicial y como se ve en la Fig. 5B donde hay
un numero menor de células que han sufrido 3 divisiones.
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Figura 5.- Menor proliferacion de células T CD4" procedentes de ratones LAKO con respecto a las células WT.
Esplenocitos de ratones WT y LAKO fueron estimulados con anticuerpos anti-CD3/CD28. Se analizd por
inmunofluorescencia y citometria. Las graficas muestran la fluorescencia de CFSE y el niimero de divisiones
promedio.

Para determinar el efecto de la lamina A/C en la diferenciacion de la célula T CD4" se utilizaron
esplenocitos procedentes de dos modelos de raton. Un raton deficiente en lamina A/C y un raton
deficiente en lamina A/C que ademas es transgenico para expresar un TCR especifico que reconoce un
péptido de OVA . En estos experimentos, los esplenocitos WT y LAKO se estimularon con anticuerpos
anti-CD3/CD28 mientras que los esplenocitos de ratones WT y LAKO/OTII del segundo ensayo se
seleccionaron en una columna magnética para el aislamiento de células CD4". Para la estimulacién de las
células CD4" WT/OTII y LAKO/OTII se incubé la fraccion negativa de las células WT (APCs entre
otras) con el péptido especifico de OVA antes de su adicion a las células T CD4" WT/OTII o
LAKO/OTII. Las células fueron recogidas a 6 dias después de la estimulacion y fueron tefiidas con anti-
CD4-V450, anti-IL4-PE y anti-IFNy-APC. Las células se analizaron por citometria de flujo seleccionando
la poblacion de células CD4 " observandose que la ausencia de lamina A/C condicionaba la diferenciacion
celular porque los porcentajes de células positivas para IFNy estaban reducidos con respecto a las células
control tanto en células procedentes de ratones LAKO (Fig. 6) como en células procedentes de ratones
LAKO/OTIL. (Fig. 7).
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Figura 6.- Disminucion de la respuesta Thl en los ratones LAKO con respecto al WT. Esplenocitos de ratones WT y
LAKO fueron estimulados con anticuerpos anti-CD3/CD28. Se analiz6 por inmunofluorescencia y citometria. IFNy
como citoquina marcadora de respuesta Th1. Las graficas muestran el porcentaje de células positivas para IFNy.
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Figura 7.- Disminucion de la respuesta Th1 en los ratones LAKO (OTII) con respecto al WT (OTII). Esplenocitos de
ratones WT (OTII) y LAKO (OTII) fueron estimulados con APCs + OVA. Se analizé por inmunofluorescencia y
citometria. IFNy como citoquina marcadora de respuesta Th1. Las graficas muestran el porcentaje de células positivas
para IFNy.

Discusidn

Existen pocos trabajos publicados que muestren un papel de la lamina A/C en el sistema inmune, Hale y
cols. mostraron que la lamina A/C de las células del estroma de los 6rganos linfoides tenia un papel sobre
el desarrollo de las células del sistema inmune, siendo este efecto extrinseco [4]. No existen, sin embargo
publicaciones que muestren un papel de la lamina A/C en las propias células del sistema inmune, en este
sentido estudios previos realizados en mi laboratorio de acogida han mostrado que la lamina A/C esta
presente en células del sistema inmune propiamente dichas, que se induce tras la activacion del linfocito T
CD4" y que juega un papel importante en la regulacién de la activacién de la célula T tras el

reconocimiento de un antigeno. Basado en estos resultados y en el interés que podria tener el
conocimiento del papel de la lamina A/C en la diferenciacion del linfocito T tras su activacion por el



reconocimiento de un antigeno en procesos inflamatorios este proyecto se centr6é en determinar el rol de
la lamina A/C en la diferenciacion del linfocito T. También de interés podria ser el conocimiento de los
mecanismos que regulan la induccion de la lamina A/C en el linfocito T por su particularidad frente a
otros tipos celulares donde no se ha descrito una induccion de la produccion de esta proteina tan rapida y
de forma transitoria. Los resultados obtenidos de la inducciéon de la expresion de lamina A/C
demostraron que tras su activacion, el linfocito T CD4" aumenta sus niveles de lamina A/C de forma
transitoria. Cuando se utilizaron los diversos inhibidores de las distintas rutas de activacion, se observo
que tras el uso de algunos de ellos y después de la estimulacion, el aumento de la expresion de lamina
A/C no fue tan acusado, el uso de otros inhibidores sin embargo no produjo efecto alguno en los niveles
de lamina A/C. En el caso de los esplenocitos estimulados con anticuerpos anti-CD3/CD28 los
inhibidores que parecian tener efecto fueron los de la via de las MAPK (ERK y p38), y el de la via Src
(Lck y Fyn). En el caso de los esplenocitos estimulados con concanavalina A los inhibidores que
afectaron a la expresion de lamina A/C fueron uno de la via de las MAPK (ERK) y el de la via Src. Estos
resultados parecen indicar que las dos vias implicadas en la regulacion de la expresion de lamina A/C tras
la estimulacion de la célula T son la de las MAPK (ERK y p38) y la de Src, mientras que la via de JINK
no parece tener relacion directa con la expresion de lamina A/C tras la activacion del linfocito T por la
estimulacion del TCR, ya que la expresion de lamina no se vio afectada por este inhibidor en ninguno de
los casos. Los resultados obtenidos en nuestro estudio completan los descritos previamente en la
bibliografia que dicen que la expresion de lamina A/C estd regulada por la via de Akt en las lineas
celulares de mioblastos de raton C2C12 y en células epiteliales de rifion embrionario humano HEK-293
en el proceso de division celular [10]. Nuestros experimentos aportan la novedad de tratarse de un tipo
celular diferente y de implicar otras vias de sefializacion en la induccion de lamina A/C. No obstante seria
de interés estudiar el efecto de inhibidores de la via de Akt en la expresion de lamina A/C en el linfocito
ya que esta via de transduccion de sefales también se activa tras la ligacion del TCR en el linfocito T.
Para completar nuestros estudios habra que realizar ensayos con inhibidores de otros niveles de las rutas
implicadas asi como utilizar combinaciones de inhibidores por la posibilidad de interacciones entre las
distintas rutas de sefializacion. Ademas se podria utilizar la sobreexpresion de proteinas que hiperactiven
o inhiban estas rutas de sefializacion como son el caso de los mutantes MEKE y MEKA de la ruta de
ERK1/2 [11]. También sera de interés estudiar el promotor de la lamina A/C para determinar posibles
factores de transcripcion que se unan al gen de la lamina A/C y comprobar el comportamiento de estos
factores tras la activacion de la célula T y como las diferentes vias de sefializacion afectan a su funcion y
posiblemente a la expresion de lamina A/C. Datos obtenidos en el laboratorio muestran que la lamina A/C
en un potenciador de la activacion de la activacion del linfocito T, por este motivo es posible que el
linfocito T no exprese de forma constitutiva a la lamina A/C y la exprese de forma temporal ya que podria
suponer una hiperactivacion de la célula T. Si existieran defectos en la expresion de lamina A/C en los
linfocitos T podria ser posible que este hecho pudiera estar relacionado con el origen o el mantenimiento
de enfermedades inmunes. Con relacion con la implicacion de la lamina A/C en la diferenciacion del
linfocito T CD4" los resultados de activacion tras estimulacion de esplenocitos con anticuerpos anti-
CD3/CD28 mostraron que las células T CD4" de ratones LAKO se activan en menor medida que las
células WT. Los resultados de proliferacion tras estimulacion de esplenocitos con anticuerpos anti-
CD3/CD28 mostraron que las células T CD4" de ratones LAKO proliferan en menor medida que las
células WT. Esto indica un papel importante de la lamina A/C en estos dos procesos celulares. Los
resultados de diferenciacion tras estimulacion de esplenocitos con anticuerpos anti-CD3/CD28 mostraron
que el porcentaje de células T CD4", positivas para IFNy era menor en ratones LAKO que en ratones WT.
Los resultados de diferenciacion tras estimulacion de esplenocitos con APCs + OVA mostraron que el
porcentaje de células T CD4', positivas para IFNy era menor en ratones LAKO/OTII que en ratones
WT/OTII. Al tomar la citoquina IFNy como indicadora de respuesta Thl, se puede afirmar que hubo una
disminucion de la respuesta Thl en los ratones LAKO con respecto al WT en ambos modelos de
activacion. Por lo tanto, se puede concluir que también existe un papel fundamental de la lamina A/C en
este proceso inmune. Una célula T CD4" naive se estimula, se activa, prolifera y se diferencia, por lo
tanto, con estos 3 experimentos en conjunto, se puede especular que la lamina juega un rol en la proceso
global de diferenciacion de la célula T CD4" naive a la célula efectora Thl. Futuros experimentos,
deberan ir enfocados en dilucidar los mecanismos moleculares que producen que la lamina A/C actue en
este proceso del sistema inmune. De forma global, los resultados obtenidos en este proyecto podrian
relacionar la expresion temporal de la lamina A/C con su papel en la diferenciacion del linfocito T.
Concretamente se ha observado una expresion transitoria de lamina A/C cuyo pico se da a las 24h, lo que
implica que, es en ese intervalo de tiempo deberian de producirse los efectos de la lamina A/C en su papel
en la diferenciacion, tales como expresion de determinados genes o la produccion de citoquinas. La
produccién de citoquinas necesarias para la diferenciacion a Thl, podria ser uno de los puntos donde la
expresion de lamina A/C podria estar actuando, ya que previamente hemos observado que la lamina A/C
regula la produccion y secrecion de la IL-2 tras la activacion de la célula T (experimentos previos del
laboratorio), efecto que también podria tener sobre otras citoquinas esenciales en el proceso de
diferenciacion. Seria interesante medir los niveles de estas citoquinas a 24h para comprobar ésta
hipotesis. Esta expresion maxima de lamina A/C a las 24 horas corresponde con un intervalo de tiempo
en el que se ha observado que se producen cambios a nivel epigenético en la célula T CD4" en proceso de



diferenciacion que son mantenidos incluso sin la presencia de las citoquinas esenciales en este proceso.
Este hecho apoya que la lamina A/C podria regular eventos iniciales en el proceso de diferenciacion que
fueran esenciales para el destino final de la célula. Como conclusion final, los resultados obtenidos en
este trabajo muestran una funcidén no descrita de la lamina A/C como regulador relevante en la
diferenciacion del linfocito T CD4" naive a linfocito Th y abre la posibilidad a la influencia de esta
proteina en otros procesos de diferenciaciéon que ocurren en el sistema inmune.
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