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INFLUENCIA DE LA CATEPSINA L EN LA POBLACION DE CEL ULAS T
REGULATORIAS CD4+: ROL DEL ESTROMA

Las células T regulatorias CD4+CD25+Foxp3+ (Tre@n sesenciales para el
mantenimiento de la tolerancia inmunoldgica haciaptopio y la homeostasis del
sistema inmune. Utilizando ratones CTSI portadores de una mutacién en el gen
que codifica para la proteasa catepsina L (CTStpabtramos que la falta de actividad
de esta enzima esta asociada con una severa disomren el nimero de células Treg
en el timo, aunque no altera la frecuencia de ilowditos CD25+Foxp3+ en la
poblacion CD4 simple positiva. Contrariamente, @ndrganos linfoides periféricos la
falta de actividad de CTSL correlaciona con un axtmen la proporcion de células
CD25+Foxp3+ dentro de la poblacion CD4+ y con ucrémento en el niamero de
células Treg en los ganglios linfaticos (GL).

Determinamos que en los GL de los ratones C'f&flas tasas de proliferacion y
apoptosis de las células CD4+ Treg y T convencen@§D4+CD25-Foxp3-) estan
aumentadas. Estos aumentos afectarian el niUmexdudas Treg pero no determinarian
el aumento en su frecuencia dentro de la poblaCida+. La ausencia de actividad de
CTSL en las células linfoides influencia la pral#eion de las células T
convencionales, mientras que la falta de activideadCTSL en el entorno de los GL
aumenta tanto la proliferacion de las células Tveanionales como la de las Treg.
Ensayosn vitro sugieren que la inhibicion de CTSL induce la egjire de Foxp3 en
algunas células CD4+CD25-Foxp3-. Interesantemdsme;élulas estromales derivadas
de GL de ratones CTS"™ producen mas TGB1 que las de ratones normales. En
conjunto estos resultados indican que la CTSLvigae en la regulacion del nimero y
la frecuencia de las células Treg en los orgamdsidies, y sugieren que dicha enzima
jugaria un rol en la adquisicion del fenotipo iTesgla periferia.

Demostramos ademas que las células estromales @4 Iesn capaces de aumentar la
proliferacion y la sobrevidm vitro de las células Treg.

Estos resultados aportan nuevos conocimientosaderta biologia de las células Treg
y de los mecanismos que regulan el balance ensrecddulas CD4+ Treg y T

convencionales, pudiendo asi contribuir al dedardd nuevas terapias inmunolégicas.

Palabras clave Catepsina L, células T regulatorias, célulasoesates, proliferacion,

apoptosis.



INFLUENCE OF CATHEPSIN L ON CD4+ REGULATORY T CELL
POPULATION: THE ROLE OF STROMA

CD4+CD25+Foxp3+ regulatory T cells (Treg) are esakeror the maintenance of

Ekt/nkt mice,

immunological self-tolerance and immune homeostasising CTS
carrying a mutation in the gene encoding the catheps protease (CTSL), we
demonstrated that the lack of CTSL activity is assed with a severe decrease in the
number of Treg thymocytes, although it does naratie frequency of CD25+Foxp3+
cells within the CD4 simple positive pool. On thaerthand, the lack of CTSL activity
in the secondary lymphoid organs correlates withiramrease in the frequency of
CD4+CD25+ cells within the CD4+ T cell subset, @omith an increase in the lymph
nodes (LN) Treg cell number.

We determined that the apoptosis and proliferatates of both Treg cells and T

KUkt mice.

conventional cells (CD4+CD25-Foxp3-) are increasethe LN of CTS
These increases would affect the number of Trelg belt they would not determine a
higher frequency of Treg cells within the CD4+ Tl @bset. The absence of CTSL
activity in lymphoid cells increases the prolifeoat levels of T conventional cells,
whereas the lack of CTSL activity in the LN micrggonment influenced both, the T
conventional and Treg cells proliferation ratesr @sults suggest that CTSL inhibition
would induce Foxp3 expression within few CD4+CD2ab¢p3- T cellsin vitro.
Interestingly, CTSL mutant mice LN derived stromalls produce more TGB1 than
LN stromal cells from wt mice. Taken together, thagsults indicate that CTSL
influences the number and frequency of lymphoidansyTreg cells and they suggest
that this protease would play a role in the penigheonversion of T conventional cells
to Treg phenotype.

We also demonstrated that LN stromal cells are ldap&o increase both Treg
proliferation and survival levels vitro.

Our results provide novel insights into biology @&g cells and into the mechanisms
that regulate the Treg and T conventional cellameg. These findings would contribute

to the development of new immunological therapies.

Key words: Cathepsin L, regulatory T cells, strowells, proliferation, apoptosis.
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ABREVIATURAS

BrdU: 5-bromo-2-deoxiuridina

BSA: seroalbumina bovina

CDs: Células dendriticas

CDFs: Células dendriticas foliculares

CEG: Células estromales derivadas de ganglios lirdatic
CFSE: 5,6- carboxifluorescein diacetato succinimidileés
CTSL: catepsina L

CPA: célula presentadora de antigeno

ECM: Matriz extracelular

EDTA: Acido etilendiaminotetraacético

FRs: Fibroblastos reticulares

IFM : intensidad de fluorescencia media

IL- : interleuquina

KO: Knock-out

LCEG: Células estromales derivadas de ganglios linfatdsnidas por cultivo a
largo plazo.

CMH : complejo mayor de histocompatibilidad

PBS: buffer fosfato

PCR: reaccién en cadena de la polimerasa

RT-PCR: transcripcion reversa-reaccion en cadena de impsa
SBF: suero bovino fetal

SP. timocitos simple positivos (CD4+CD8- o CD4-CD8+)
SPE libre de patégenos especificos

TCR: receptor de la célula T

TGF-[3: Factor de crecimiento transformante beta

Treg: célula T CD4+CD25+/- Foxp3+ regulatoria



Introduccion




Introduccién

Células T regulatorias

Todo proceso fisiologico necesita ser controlado. r8gulacion, los procesos
fisioldgicos tienen un alto riesgo de volverse [fi@os. Las respuestas inmunes no
son una excepcion; ademas de la autoinmunidadstelng inmune también puede
inducir enfermedad cuando los mecanismos inmunaégorotectores empleados para
limitar el crecimiento de patdgenos o células tuates causan un “dafio colateral” en

células normales vecinas al ataque inmunologico.

Los vertebrados han desarrollado evolutivamentsistema inmune complejo
capaz de distinguir lo propio de lo no propio, daera de eliminar patdogenos foraneos
y células tumorales, manteniendo a la vez tolesamhecia las células normales y
antigenos propios del organismo. Este estado @eatwlia se consigue a través de
mecanismos que se han denominado tolerancia cgritigrancia periférica.

La tolerancia central T consiste en la eliminaaénos linfocitos autoreactivos
durante su maduracion timica. Dado que el procesoesoperfecto y células
autoreactivas son capaces de escapar a la perderieequiere de otra variedad de
mecanismos que se han denominado tolerancia peaif@entro de estos mecanismos

resulta critico el papel desempefiado por las ckda funcion regulatoria

Un poco de historia

La existencia de células T con funcidn especifiecamsupresora o regulatoria
ha sido muy discutida. El concepto de células presoras” surge a comienzos de la
década del “70 cuando Gershon y Kondo descubreargusubpoblacién de células T -
distintas de las ya conocidas T colaboradoras- egsgaces de frenar la respuesta
inmuné. Esta poblaciéon de células T, denominadas supresfuasextensamente
estudiada durante los afios subsiguientes. Sin gmbatebido a la falta de
caracterizacion y a la ausencia de marcadores ifispscsu existencia como linaje
celular resulté muy controvertitia Fue asi, como hacia fines de la década del 180, e
concepto de células T supresoras fue abandonagioiéadose que la regulacion de la

respuesta inmune se produce solamente por célalasspecializadas, a través de
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Introduccién

mecanismos intrinsecos a la activacion y diferan@mde células T inducidas por el
antigeno®.

Sin embargo, nuevos trabajos publicados en la dédald"90 hicieron resurgir
el concepto de células supresoras o regulafdrid€n 1995 Sakaguchi y col. describen
en ratén, una pequefia poblacion de células T CD2%€Dcon una potente actividad
supresora, a la cual denominan células T reguéetocon el objeto de evitar el
escepticismo que aln rodeaba a las células T supgsEn base a este
descubrimiento, hoy en dia, las células T CD4+mneeientran divididas en dos linajes:
las células T colaboradoras convencionales y |agaseéT regulatorias. Las células T
convencionales controlan la inmunidad adaptativaliamée la activacion, de modo
antigeno-especifico, de otras células efectoras @dmo células T citotdxicas CD8+,
células B y macréfagos. Por su parte, las célulaegulatorias intervienen en la
modulacion negativa de la respuesta inmune, siesdactividad esencial para el

mantenimiento de la tolerancia inmunolégica y la Bostasis del sistema inmdrie

En poco tiempo se han identificado muchas otradapmmnes de células con
capacidad regulatoria o supresora, encontrandose guan variabilidad en varios
aspectos, incluyendo el origen, los mecanismosydols de accion, y la especificidad
antigénicd Dentro de los diferentes subtipos de célulaslaegias que se han descrito
hasta el momento pueden mencionarse las célulaé+CD25+, Tr1°, Th3'"%, NKT*,
CD8+CD28%? CD8+CD122+ y CD4-CD§-

Los términos “células T supresoras” y “células Tgulatorias” han sido
utilizados alternativamente por diversos autoresjqae en la actualidad se habla

preferentemente de “células T regulatorias”.

Células T regulatorias CD4+CD25+

Las células T regulatorias CD4+CD25+ son quizas bBoydia las células
regulatorias mas estudiadas. En la blusqueda deatocador de superficie que definiera
mas especificamente a estas células CD4+ con peafge inmunorregulatorias,
Sakaguchi y col. describieron una poblacion delagli CD4+CD25+ en el raton, que

11



Introduccién

constituye aproximadamente un 5-10% de todas legas€T CD4+y un 5% de los
timocitos maduros CD4+CD3-Esta poblacién existe en forma natural en el raén
ausencia de cualquier tipo de enfermedad o afecclor este motivo son
frecuentemente llamadas células T CD4+CD25+ regyidest naturales, aunque como se
explica mas adelante, también existen células T+TIDR5+ regulatorias inducidas o
adaptativasUna poblacién con fenotipo similar ha sido idécdifla en humand'*

La importancia de las células CD4+CD25+ en relaebmantenimiento de la
autotolerancia inmunoldégica, resulté evidente aimpae la observacién de que la
deplecion de esas células resultaba en el desadellun conjunto de enfermedades
autoinmunes cuando a los ratones depletados ssfer@m células CD4+CDZ5-
Posteriormente se reportd que las células T regidatCD4+CD25+ también cumplian
un rol importante durante otros procesos que invahan una respuesta inmune, como
por ejemplo infecciones, tumores, transplantes gcaienes de injerto contra
hUéSpee]E’:LG'l?’lS’lg'z.o

En el afio 2003, se realiza otro gran avance eramipco de las células T
regulatorias CD4+CD25+ con el descubrimiento detdia de transcripcion Foxp3
como regulador critico del desarrollo, la funciélajhomeostasis de esta poblaétéh
El genFoxp3fue identificado en el 2001 como el gen defectumsoatones Scurfy, los
cuales desarrollaban de manera espontdnea unaa semwinmunidad/inflamacion
como resultado de una mutacién en un gen localieadel cromosoma X De forma
inmediata, se encontré que mutaciones en eFgEXP3humano, el ortélogo déloxp3
murino, eran las responsables de una enfermedathrsiem humanos, denominada
IPEX (sindrome de Inmunodeficiencia, Poliendocrattay Enteropatia, ligado al
cromosoma X), caracterizada por fenomeramgoinmunes en multiples érganos
endécrinos, eczema y alergias sevéras®

Las similitudes de las enfermedades autoinmunesupigas en ratones por
deplecién de células CD4+CD25+ con aquellas enadas en pacientes con IPEX
condujeron a varios grupos a investigar el posiblede Foxp3 en las células T
regulatorias. Fue asi, como se encontr0 que Foxguma proteina esencial para el
desarrollo y la funcion de las células T regula®iCD4+CD25+. Se demostrd que las
células T CD4+CD25+ periféricas y los timocitos GID8-CD25+, expresaban el
MRNA paraFoxp3 de manera especifica, y que la expresion ectabecBoxp3 en

12



Introduccién

células T CD4+ convencionales las convierte enlaglfenotipica y funcionalmente
similares a las células T regulatorias natufafég’

Hoy en dia, el factor de transcripcion Foxp3 essiwrado el marcador mas
especifico del linaje T regulatorio en raton. Simbargo, en humanos, muchas células T
virgenes expresan FOXP3 luego de su activacionjugxedo a dicho factor de

trascripcién como marcador especifico del linajegulatorio humarf§°3-3%:32

Fenotipo de las células T regulatorias CD4+CD25+

Ademas del ya mencionado Foxp3, existen varios adares ampliamente
utilizados para la caracterizacion de las célulage@ulatorias, entre los que se
encuentran: la cadena del receptor para IL-2 (CD25), CTLA-4 (cytotoxic T
lymphocyte antigen), GITR (glucocorticoid-inducedmior necrosis factor receptor
family-related gene), LAG-3 (lymphocyte activatigane-3) y la cadera del receptor
para IL-7 (CD127), entre otros. El nivel de expdesy la naturaleza constitutiva de
estos marcadores, los transforma en herramieritas para el aislamiento y el estudio
de las células T regulatorias en organismos safims.embargo, ninguno de éstos
marcadores es estrictamente especifico del linaggilatorio.

La molécula CD25 ha sido un buen marcador paratifabeem a las células T
regulatorias CD4+ de origen timico. Sin embargdasolas células T expresan CD25
luego de la activacié siendo la IL-2 un factor indispensable para laagmspon clonal
de las células T. En un raton normal, las célulegd«CD25+ representan el 5-10% de
las células CD4+ y resultan facilmente distingusbdie la poblacion CD4+CD25-. Por
lo tanto el aislamiento de células regulatorias €025+ de ratdon no presenta un
problema a menos que el animal se encuentre atradesun estado de activacion
inmunoldgica. En humanos, en cambio, aproximadaenein80% de las células CD4+
expresan CD25. La mayoria expresa CD25 con intad$idja o media (CD%4 y sélo
de un 1 a un 3% lo expresan con una intensidad(@B25"")**. Estudiosin vitro
demostraron que es la poblacion CB¥5 la que posee propiedades
inmunosupresords Las células CD4+CD2% son consideradas células de memoria

generadas luego del encuentro con un antigeno.
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Al igual que CD25, el resto de las moléculas deedigie que son expresadas en
forma constitutiva por las células T regulatorias asocian en general con células
activadas o de memoria. Asi, CTLA-4 es un regulambgativo de la activacion de las
células T, cuya expresidon aumenta en el segunderaert dia subsiguiente a la
activacion en todas las célula® TDe modo similar, la expresién de GIFR LAG-3°®
es inducida en células T luego de su activacion.

Se ha sugerido que la expresion de CD127 dismianyelulas T regulatorias y
que esto podria ser utilizado para discriminareenéiulas T regulatorias CD1%7y
células T convencionales CDT¥? en humano8“® Sin embargo, recientemente se ha
reportado que la mayoria de las células T CD4+ idisyen la expresion de CD127
luego de su activaciéh

De esta manera, en condiciones de activacién intbgica, sélo Foxp3 seria un
optimo marcador de células T regulatorias CD4+CD@b+aton. Por su parte, en los

humanos, la busqueda de marcadores especificbsajelT regulatorio aun continta.

A lo largo de esta Tesis utilizaremos el términor&fy” para denominar a las
células T con fenotipo regulatorio CD4+CD25+/-Foxp3
Células Treg CD4+CD25+Foxp3+ naturales o inducidas

Las células Treg pueden desarrollarse en el tipaamlen ser generadas en la
periferia frente a determinados estimulos a pdeicélulas CD4+CD25-Foxp3-. En el

primer caso se denominan células Treg naturaleee@Ty en el segundo reciben el

nombre de células Treg inducidas, convertidas ptataas (iTreg) (figura A).
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(Th1, Th2, Th17, etc.)
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Figura A. Generacion de células Treg naturales e inducidas.células Treg naturales (nTreg) se
originan en el timo y migran hacia los tejidos fégicos. Las células Treg inducidas se difereneiafos
organos linfoides secundarios y en los tejidospdlalacion de células Treg periféricas incluye tamtas
células nTreg como a las iTreg. Adaptado de Curgtbafaille et allmmunity 2009; 30(5):626-38.

Si bien las células Trl y Th3 forman parte de lapsblacién de células T
regulatorias CD4+ inducidadiqura A), las mismas no expresan Foxp3 y no seran
tratadas en esta Tesis. En el presente trabagoneino iTreg sélo hara referencia a las

células Treg de origen periférico que expresaaabf de transcripcion Foxp3

Hasta el momento, no se han encontrado marcadoespagmitan diferenciar a
las células nTreg de las células iTfegRecientemente se ha postulado que la expresion
del factor de transcripcion Helios, podria contiilzula discriminacion entre las células
Treg naturales e inducidas, ya que serfa un marespacifico de las células nTfeg
Sin embargo, los estudios de la expresiéon de Healiodas nTreg apenas se estan
iniciando, y no puede descartarse que, al igual@secedido con otras moléculas que
se han propuesto para la caracterizacion de lagnTer expresion de Helios también se
encuentre en otras subpoblaciones de linfocitost® @ndicionada por factores como

la activacion.
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Recientemente, se ha propuesto un método difepaméecaracterizar en forma
especifica a estas células; se basa en el argdisgatron de metilacion de una region
del gen que codifica para Foxp3 (region TSDRReg-cell-specific demethylated
region). En las células nTreg, pero no en las iTreg taore TSDR del gen FoxP3 se
encuentra desmetilada, lo que permitiria difererestas dos subpoblaciones a través de

una reaccion de PCR en tiempo real o por otrosdnétde anélisis de ADR

Células Treg naturales

Al igual que todas las células T, las células nBegriginan en la médula 6sea
a partir de células progenitoras que luego migracishel timo donde tiene lugar el
compromiso de linaje y la maduracién. Se ha redortque el desarrollo de estas
células requiere un TCR de alta afinidad autoreatt®la molécula coestimulatoria
CD28"y posiblemente IL-Z.

Inicialmente se asumia que la salida de las céllleexp3+ hacia la periferia
estaba retrasada temporalmente ya que los ratonestamizados al dia 3 de vida
desarrollaban una variedad de enfermedades auto@®hunSin embargo,
recientemente se ha reportado que los ratonestimem@ados tempranamente poseen
células T Foxp3+, y se ha propuesto que las enfiades autoinmunes en esos ratones
podrian deberse a que la timectomia al dia 3 ervdgjisela proporcion de células CD4+
patogénicas autoreactivas que escapan a la deleni@h timo neonat#l A favor de
esta proposicion, se ha descrito que los raton8sdias de edad ya poseen células Treg
en los ganglios linfaticos y que esas células sapaces de suprimir respuestas
proliferativasin vitro®>>* Ademas, otro estudio reportd que los ratonesctiomeizados
al dia 3 poseen un mayor porcentaje de células CD25+Foxp3+ en el bazo, y que
esas células tienen capacidad supré3ora

Como se menciond anteriormente, numerosas proteirasuperficie son
expresadas constitutivamente por la subpoblaciég, Tentre ellas, el receptor C25
Sin embargo, las células Treg son incapaces deicdabiL-2 debido a una
inaccesibilidad de la cromatina en el locus de &2 Como consecuencia, el
desarrollo, la supervivencia y la funcién de lakile& nTregs resultan absolutamente
dependientes de IL-2 paracrihd®>®® De hecho, la IL-2 y el CD28 representan, tal
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vez, las moléculas mas criticas para el mantenimiéa la homeostasis de las células
Treg. Se ha demostrado que los ratones deficiene€D28 presentan un numero
reducido de células Treg tanto en el bazo comoosrgénglios linfaticos, y que las
células Treg resultantes poseen una capacidadssupreeducidd. En base a estos
resultados se postula que el CD28 mantiene la exprele CD25 en las células Treg y
soporta la supervivencia de las mismas aumentamdardduccion de IL-2 por las
células T convencional&s”’.

Otra citoquina que posee un rol importante en ghdello de las células Treg es
el factor de crecimiento transformante beta, masocido como TGH®. Se ha
demostrado que la sefalizacion por TGEs requerida para mantener la expresion de
Foxp3 y la funcién regulatoria de las células Tpegiféricas tantan vivo comoin
vitro®364

Inicialmente, se postuld que Foxp3 constituiria‘relgulador maestro” o el
“factor de especificacion de linaje” del desarrole las células Tré§y**°® Sin
embargo, estudios recientes han desafiado estgesi$® Con el objeto de determinar
la contribucién de Foxp3 al compromiso de linaja yuncion de las células Treg, dos
grupos de investigacion generaron, de modo indepeta] ratones “GFP-knock-in
Foxp3-knock-out”. En estos ratones, se sintetiza pnoteina Foxp3 no funcional y la
actividad transcripcional del locus es monitorepda la insercion, en marco, de la
proteina GFP'®® El andlisis de las células GFP+Fo¥fiamostré que la actividad
supresora de las células Treg depende integrantenta expresion de un Foxp3
funcional, y que Foxp3 se encarga de estabilizanglificar caracteristicas moleculares
gue se encuentran pre-establecidas en las céludgs ifcluyendo la dependencia de
IL-2 paracrina. Estos resultados han llevado aldsres a proponer que el compromiso
de linaje en las células nTreg antecede a la indnate Foxp®. Por su parte, Hill y
col. realizaron un meta-analisis del perfil de espin genético en las células nTreg, el
cual mostré que sélo una fraccion del perfil traipeional Treg es inducido por Foxp3,
mientras que el resto es regulado por sefales ¢ates IL-2 y TGFB, y que Foxp3
sélo refuerza su expresfdnMas atin, dichos autores identificaron un cludeegenes
que son co-regulados con Foxp3 pero no trans-ads/gor este, prediciendo la
existencia de un nivel de regulacion rio arriba=dgp3 que determinaria la expresion

de Foxp3 y sus genes co-regulados.
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Células Treg Foxp3+ inducidas

Las primeras evidencias de que las células T CD&genes podian convertirse
en células Foxp3+ surgieron de experimentos defgsmcia adpotiva en donde células
T policlonales virgenes CD4+CD25- fueron inyectadasratones linfopénicos o en
ratones conteniendo un repertorio T monoclonal desgio de células nTréy’: En
estas condiciones, donde tiene lugar la prolifératiomeostatica de los linfocitos del
donante, parte de la poblacién donante se convertid€D25+Foxp3+ y adquiria
capacidad supresora. Posteriormente, Knoechel y estudiaron la conversion de
células T virgenes a células Treg Foxp3+ duranexpansion periférica, utilizando un
sistema experimental en el cual células T CD4+evieg antigeno-especificas fueron
transferidas a ratones linfopénicos que expresabamtigeno como una proteina de
secrecion sistémiéa Bajo estas condiciones, la activacion masiva éellas T
resultaba en una autoinmunidad severa, seguidaaléase de recuperacion asociada a
la generaciémle novode células Treg. La generacion de estas célutag ifo requeria
del timo y resultaba dependiente de IL-2.

Pese a que las células nTreg se desarrollan eonéloado microambiente
timico, las células CD4+CD25+Foxp3+ inducidas ssadellan en la periferia bajo
condiciones mas variadas. Por ejemplo, las célilesy aparecen en los ganglios
mesentéricos durante la induccién de tolerancia’dfa pueden diferenciarse
continuamente en la lamina propia intestinal epuesta a la microbiota y antigenos
alimenticios®, y son generadas en tejidos con inflamacion cedhitumore$’ y tejidos
transplantaddé. La comprensién de los diferentes microambientasde las iTreg
pueden desarrollarsm vivo es incompleta todavia. Sin embargo, se sabe que el
programa elemental para el desarrollo de las &lulaeg Foxp3+ involucra
estimulacion del TCR y las citoquinas T@Fe IL-2, tanto para la generacidn vivo
comoin vitro.

La adicion de TGH a células T CD4+ virgenes TCR-estimuladas indace |
transcripcion de Foxp3, la adquisicion de actividagresoran vitro, y la habilidad de
suprimir la inflamacién en un modelo experimental asmé&. Chen y col. han

demostrado que el TGF-induce la expresion de Foxp3 en cultivos de cgéldla
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virgenes estimuladas con anti-CD3 y anti-CE2&| mecanismo mediante el cual el
TGFf3 induce la transcripcién de Foxp3 involucra la coap®n de los factores de
transcripcion STAT3 y NFAY.

Consistentemente con los resultados encontradegro, la neutralizaciorin
vivo de TGFB afecta la tolerancia oral e inhibe la diferen@acde células iTreg
Foxp3+ antigeno-especifi¢ag®

Por su parte, la IL-2 parece ser esencial parahargcion y/o la homeostasis de
las células iTreg. Mediante experimentos con raatedicientes en IL-2 y estudios de
neutralizacion de IL-2, Zheng y col. demostraron lguk-2 es requerida por el TGF-
para inducir la expresion de Foxp3 y la actividadresoran vitro®. Asimismo, se ha
reportado que la IL-2 puede reemplazar el requeritoide coestimulacion con CD28

para la inducciéon de Foxp3 por anti-CD3 y TBE-

Ademas del requerimiento minimo de citoquinas padesarrollo de las células
iTreg, otros factores microambientales pueden pw@mo perjudicar la induccion de
células iTreg. Por ejemplo, las citoquinas que @etula diferenciacion de otro tipo de
células T colaboradoras como Thl, Th2, Th9 y Thhfagonizan la diferenciacién de
células Treg Foxp3t. Este efecto inhibitorio de las citoquinas inflaot@s o de una
alta coestimulacion en cultivo puede ser suprinpdo el acido retinoicg®®. En este
sentido, se ha demostrado que las células demdrifCDs) CD103+ aisladas del
intestino delgado y del ganglio linfatico mesem@mproducen TGIB-y acido retinoico;
estas CDs median eficientemente la diferenciaciérétidas T virgenes convencionales
en células Treg Foxp3%®’

Pese a que se conocen varios factores involucrxada induccion de células
Foxp3+ en el intestino y el ganglio linfatico megeito, poco se sabe acerca de la
induccion de células Treg en otros tejidos y organdoides. Las CDs CD103+ que
median la conversion a células Treg en el inteston abundantes en el ganglio
mesentérico y en la lamina propia pero son poccuémetes por ejemplo en el bazo.
Yamazaki y col. han descrito recientemente unagoidmh de CDs CD8+DEC205+ en
el bazo que producen T@¥Fy son capaces de inducir la diferenciacion de asldl
convencionales en células Treg Foxji3+Asimismo, se ha reportado que las CDs

inmaduras pueden inducir células Treg Foxp3+ esegmea de TGB- exdgeno y
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mediante la secrecion de T@Fenddgeno, y que la presentacion de antigenosgsropi
por las CDs puede inducir células TF&gd’

El ligando para el receptor de muerte celular @ogda (PD-L1) es una de las
principales moléculas co-inhibitorias que estanlicapas en la homeostasis de las
células iTreg. Se ha demostrado que el PD-L1 proml@ generaciome novode
células Treg en sitios donde el TBGesta presente, tales como sitios de privilegio
inmunolégicd™?? Aunque el PD-L1 se expresa en las células Thtexdccion T-T via
PD-L1 parece no ser suficiente para la convers@oétulas T naive. En este sentido, el
entorno parece ser crucial en la conversion ddalu Resulta de interés que entre los
multiples tipos celulares no hematopoyéticos queesan PD-1 o su receptor PD-L1

se encuentran las células estrontdles

Activacion y especificidad de las células Treg

Como todas las células T CD4+, las células Trggesan en su superficie un
receptor T (TCR) que permite el reconocimiento ejpe de péptidos antigénicos en
el contexto de las moléculas del complejo mayothigéocompatibilidad (CMH) de
clase Il. Para la activacion de las células T coowmmales se requiere un
reconocimiento especifico del antigeno por el TGRg sefial coestimulatoria por parte
de las células presentadoras de antigeno. Porr&ey fmactivacion de células Treg,
también requiere de estas dos seflales

Se ha reportado que tanto la estimulacion poli¢loamo la antigeno especifica
puede ser Util como primera sefial para activardedin la funcién supresora de las
células Tregn vitro®™® Las células CD4+CD25+ son muy sensibles a lanesicion
por un antigeno y son supresoras a dosis antigéded0 a 100 veces menores que las
requeridas para la activacién de las células T G125

En un principio se habia descrito que una caratieaidistintiva de las células
CD4+CD25+ era su falta de respuesta proliferativee da activacion del TCR o la
estimulacién con anticuerpos mitogénicos. Por estgtivo, a estas células se les
atribuyd un fenotipo anérgico. No obstante, enctaaidad se han hallado condiciones

particulares que permiten expandir las células ®regultivd”*®9%1% Ademas, se sabe
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que las células Treg pueden proliferavivo de manera homeostatica o inducida por
antigenogOL102,103,10l4

La especificidad del TCR de las células Treg ha sidy discutida. Inicialmente
se asumia que las células Treg reconocian sélgeant propios. Sin embargo, en la
actualidad existen numerosos reportes que muegqtranias células Treg tienen un
repertorio de TCRs muy diverso y son capaces g®neler a antigenos bacteriatids
fungicos® parasitarioS*®® alergeno¥® y aloantigend3®'*! Investigaciones
recientes que involucraron el andlisis de cientos T@&Rs -incluyendo TCRs
infrecuentes- sugieren que la poblacion Treg nonece antigenos propios de manera
preferencial y que las células Treg expresan uerteqo policlonal de TCR que es
comparable con el de las células T convencionatas;luyéndose que la especificidad
de las células Treg son los antigenos fordiébs Estos datos sugieren que la
autoreactividad seria la excepcion mas que la meglal repertorio Treg, tal como lo es
para las células T convencionales.

En lo que respecta a la especificidad antigénicka @élula T colaboradora que
es suprimida por la célula Treg, la pregunta €a élula Treg y la T colaboradora
necesitan reconocer el mismo antigeno. Ensagowitro de cultivo mixto han
demostrado que células Treg activadas pueden supamroliferacion de células T
convencionales con diferente especificidad anti@hi®. También han sido
encontradas evidencida vivo de que las células Treg pueden suprimir células T
convencionales con distinta especificidad antiggfit¢'> No obstante, existen reportes
in vivo de supresion antigeno-especfiéa’’

En cuanto a las sefiales coestimulatorias, se hamitdediversas moléculas de
membrana expresadas por las células Treg que poddtar involucradas en la
transduccion de sefiales coestimulatorias, o queelpcontrario, podrian tener un rol
inhibitorio.

Las sefiales a través del CD28 serian criticas lpaganeracion timica de las
células Treg, como asi también para su supervi@egciauto-renovacion en la
periferid'® Sin embargo, se ha reportado que las sefialeséstde este receptor junto
con sefalizacion a traves del TCR, atenuarian pecidad supresora gatillando su
proliferaciénin vitro®>%

Las células Treg expresan la molécula CTLA-4, méntgque las células T

CD4+CD25- efectoras la expresan sélo luego de suaa®n. Ademas de mediar en
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forma directa la supresion ejercida por las céluitag, se ha postulado que la molécula
CTLA-4 seria importante para transducir una sebaktimulatoria necesaria para la
activacion de las células Trég*® Por su parte, la sefial coestimulatoria generadalp
ligando de GITR de las células Treg, junto con séineulacion a través del TCR,
inhibirfa la actividad supresora de estas céttidg’

Las células Treg expresan varios miembros de ldigade TLRS*'%% Se ha
reportado que la estimulacién de las células Tragnas con ligandos del TLR2, en
combinacion con la activacion del TCR, aumentaxiprbliferacion de estas célulias

vivo ein vitro, pero causaria una pérdida temporal del fenotipoesot?®

. Se reporto
ademas que la estimulacigmvitro de las células Treg a través del TLR4 con una alta
concentracién de LPS induce su proliferacion, prgéosu supervivencia y aumenta su
capacidad supresora, incluso en ausencia de c@hadssntadoras, indicando que el LPS

actuaria directamente sobre el TLR4 de las céllag’.

Mecanismos de accion, células blanco y especificitlde la supresion

Numerosos estudios sobre la funcion regulatori@sleélulas Treg sugieren que
pueden haber diferencias importantes entre la sigorebservadn vitro con respecto
a los mecanismos que tendrian luigarivo.

En el caso de la supresidn vitro, existe un consenso general en que la
supresion mediada por las células Treg tanto margc@no humanas se produce
mediante un mecanismo dependiente del contacttaegiuld®”.

Con respecto a la supresiimvitro de las CDs por parte de las células Treg, el
mecanismo mas investigado involucra la unién de &A&%la CD80 y CD86 expresados
por las CDs, lo que causaria una disminucion deexpresion de moléculas
coestimulatorias y podria resultar en la induccdin la enzima indoleamina 2,3-
dioxigenasa (IDO) en las CDs. Esto provocaria useiducion en la disponibilidad de
triptofano y una consecuente disminucién de lavacidn de las células™®*?

En cuanto a la supresion directa de las célulaseTha descrito que las células
Treg podrian tener actividad citolitica dependiatgegranzima B’ y que el TGHB de
membrana expresado por las células CD4+CD25+ eseiacial para la inhibicion por

contacto célula-célutd®. Ademés se ha reportado que la unién de CTLA-D8Xy
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CD86 expresados por las células T blanco podrisi@tar una sefial inhibitoria hacia
el interior de estas céluf3s

Independientemente del mecanismo involucrado, saigarido que la supresiéon
in vitro mediada por la células CD4+CD25+ tendria como uposds blancos
principales, la inhibicion de la produccion de ILgbr parte de las células T
efectora®*® Sin embargo, no se descarta que la inhibiciétageoliferacion se deba
al consumo de IL-2 por las células Tr&€gEstas células presentan una mayor expresion
del receptor de IL-2, por lo cual competirian faerente por dicha citoquina, que es un
factor de crecimiento esencial para las célulastimaladasn vitro.

En cuanto a la supresi@m vivo, se ha propuesto que no solo son posibles todos
los mecanismos dependientes de contacto desarmitaigro, sino que también pueden
estar involucrados otros mecanismos, incluyendsularesion mediada por IL-10 y
TGF{ soluble. Se ha demostrado que las células TrequpeodlL-10in vivoy se ha
propuesto que la secrecién de esta citoquina essaea para generar supresion>2
Otros autores sin embargo han demostrado que enaagasos la supresignvivo es
independiente de IL-1&’.

Se ha reportado que las células CD4+CD25+ puederinsupa respuesta
autoinmune en ratones deficientes en IL-2R, lo caajiere que no siempre la
competencia por IL-2 o la inhibicion de la trangcidn del gen de IL-2 seria esencial
para la supresion por las células Tre@gsvivo, y que podrian existir otros blancos
afectados por estas célufas™

Recientemente han sido sugeridos mecanismos adlieforia expresion de las
ectonucleotidasas CD39 y CD73 en la superficie ate délulas Treg, causaria la
degradacion de nucleétidos extracelulares en adenda cual se sabe que tiene un
efecto inmunosupresor sobre las células del sistemané®. También se ha sugerido
un rol de TRAIL en la induccion de apoptosis endéhilas blanco a través de la via
TRAIL-DR5'., Se ha reportado que el transporte de AMPc adrdeéuniones gap
podria ser otro mecanismo de supresion emplead@apaelulas Tregs. Por altimo, el
descubrimiento de la secrecion de la citoquinabiidnia IL-35 por parte de las células
Treg, amplié el nimero de citoquinas posiblemetitzadas por estas células durante

su funcién regulatorig®.
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Organos linfoides secundarios y estroma

La generacion de una respuesta inmune efectivaracagentes patdgenos
requiere la movilizacion coordinada y regulada dirtios constituyentes celulares con

funciones especificas.

Numerosos estudios han documentado la organizad#drios componentes
celulares del sistema inmune en los o6rganos linfoigemarios y secundarios.
Recientemente, el uso de la microscopia intravitalpermitido a los investigadores
observar los eventos dinamicos que tienen lugarlosn tejidos linfoides y no
linfoides™”. Sin embargo, son pocos los estudios que han eaamicémo estos
eventos son influenciados por el microambientelgsi@odea, en particular, las células
estromales no-hematopoyéticas y otros tipos celsilgue soportan el parénquima de
los 6rganos linfoides y los tejidos periféricos.

Los organos linfoides secundarios o periféricosuyen los ganglios linfaticos,
el bazo y el tejido linfoide asociado a mucosasog6rganos forman una red de tejidos
estructural y funcionalmente heterogéneos disefiado® un sistema de filtracion y
vigilancia capaces de capturar patdgenos y sugemats para luego ser presentados de
manera apropiada a las células del sistema inmuneompleja microarquitectura de
los 6rganos linfoides secundarios es soportadago@s de células estromales de origen

endotelial y mesenquima?.

A fin de lograr una adecuada comprension de laeptesTesis, a continuacion
describiremos la microarquitectura de los ganglioticos y los distintos tipos
celulares estromales que los componen.

Arquitectura de los ganglios linfaticos

Los ganglios linfaticos filtran o monitorean el floi exudado por la piel y los

tejidos. Esta funcion es posible gracias a unaaarquitectura unica donde distintas
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subpoblaciones de células inmunohematopoyéticagneeientran estratégicamente
compartimentalizada® 1404

Los ganglios linfaticos presentan una capsula yaRdgs regiones: la corteza y
la médula (figura B). En la corteza se distinguea aona profunda adyacente a la
meédula, rica en linfocitos T, denominada paracertgona T) y mas superficialmente
se encuentran las areas ricas en linfocitos Bgiatas por foliculos (zona B) que
ocasionalmente desarrollan centros germinales durdas respuestas inmunes
dependientes de células T. La zona T contieneaglDD4+ y CD8+ y subpoblaciones
de CDs ancladas a una red de fibras reticulareslylas estromales denominadas
fibroblastos reticulares (FRs). Los foliculos déulas B contienen redes de células
dendriticas foliculares (CDFs) y una red de célektsomales mas periférica que bordea
la zona T y el seno subcapsular denominadas céktiaslares marginales (CRM&

Por su parte, la médula, es un laberinto de senféi¢os drenantes separados
por cordones medulares que contienen células ptes®aalgunos macréfagos y
linfocitos T de memoria.

Inmediatamente por debajo de la capsula se eneuehtseno subcapsular,
donde los vasos linfaticos aferentes descargarostemdo, transportando antigenos,
microorganismos y células tales como linfocitosBAS desde de los tejidos.

Los macrofagos se encuentran distribuidos principate en el seno medular y
en el seno subcapsular, donde capturan y fagogitamdes particulas que entran al
ganglio a través de la linfa.

Las células del endotelio vascular y las del erot@fatico son otros de los
tipos celulares no hematopoyéticos que abundanognganglios linfaticos. En la
paracorteza, las células del endotelio forman wsteudura altamente especializada
denominada vénula del endotelio alto (VEA). Las \$Epresentan una morfologia
distintiva®® y expresan moléculas cruciales para la entradéosidinfocitos a los
ganglios linfaticos. Por su parte, las células emfiotelio linfatico expresan varias
moléculas involucrados en la entrada de las céariad sistema linfaticd”.
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Senos linfaticos
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Figura B. Representacion esquematica de la organizacidosdganglios linfaticos. El esquema muestra
los componentes estructurales mayoritarios dedoglgs linfaticos. Se indica ademas la localizaalé
distintos tipos de células estromales. FRs: filastols reticulares; CDFs: células dendriticas ftadies;
CRMs: células reticulares marginales. Adaptado deeldr y Germain.Nat. Rev. Immunol2009;
9(9):618-29*.

Células estromales linfoides

Las células estromales contribuyen activamenteeahmollo de la respuesta
inmune. Ademas de constituir un soporte altamespe@alizado para la migracion
celulat*® las células estromales son capaces de preserigerss*’ y proporcionar
guemoquinas, citoquinas, factores de crecimientaoléculas de adhesién, necesarios
para la entrada, la funcion, la homeostasis y peesuivencia de las células del sistema

g46:148149.1%0 | fenotipo y la localizacién de las células estales,

inmun
conjuntamente con las sefiales que las mismas modpaeden proveer un control

regional para nutrir o dirigir la respuesta maopjada contra patdégenos.
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— . — - _— .
Fenotipo y organizacion de las células estromales s ganglios linfaticos

Fibroblastos reticulares (FRS)

Hasta hace algunos afios, se asumia que el rol ggmpefiaban los FRs en los
organos linfoides era netamente estructural, pasiehte asistiendo en la expansion y
contraccion de los ganglios linfaticos en las restase inmunes y facilitando el
transporte de antigenos y anticuerpos. Sin embaggo, 1993, Anderson y Shaw
propusieron que el transporte de citoquinas destledsos linfaticos aferentes hacia las
VEAs involucraba conductos constituidos por PRAf0s mas tarde, esta proposicién
fue demostrada directamente en los ganglios loddf’ y el bazd>* dando lugar a una
nueva apreciacion sobre la funcion del estromaidiganos linfoides periféricos.

Los FRs son células de origen mesenquimal que aéZax en la zona T de los
ganglios linfoides rodeando a las VEAs. Los FRsdpecen y rodean las fibras
reticulares ricas en colageno, que junto con dagiriibras de la matriz extracelular
(ECM) componen una estructura intrincada denomimadareticular. Esta estructura
con forma de red soporta toda la arquitectura deglgalinfatica™>%+4+1°3

En contraste con los fibroblastos de los tejidosectiwos, los cuales se
encuentran embebidos en la EEfllos FRs de los ganglios linfaticos rodean lasaéb
de la ECM, hallandose en contacto directo con éslas inmune$®. La red reticular
construida por los FRs resulta 6ptima para progadorma simultanea fuerza mecanica
al tejido y espacios para la migracion celular,uastio como guia para el
desplazamiento de los linfocitos a través del ganigifatico®.

Los FRs expresan -al igual que los fibroblastosoetiados en diferentes
tejidos- un antigeno reconocido por el anticuerPeTR7>° y pueden ser diferenciados
de otros tipos celulares estromales linfoides namhidles por la expresion de
podoplanina, mas conocida como gp&8 Asimismo, estas células pueden ser
identificadas por su produccién de CCL19 y CCP2lquemoquinas cruciales para
delinear la zona T del ganglio y para promover igration de los linfocitos y CDs que
expresan el receptor de quemoquinas CER7

Tanto en los humanos como en los ratones, los FRasdeonas T sintetizan
distintos componentes de la ECM, tales como coldg&R-TR7, fibrilina y los
componentes de la membrana basal, laminina y fibtoree También expresan

moléculas intracelulares encontradas en otros fisstds, como desmina y actina del
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musculo liso. Estos productos estarian involucragtoda formacion de las redes de
FRs, en la expansion y contraccion de la red aejukn la presentacion de moléculas
como guemoquinas. Ademas los FRs expresan subesiddd integrinas y las
moléculas ICAM-1 (Molécula de Adhesion Intercelulgry VCAM-1 (Molécula de
Adhesion Vascular 1).

No obstante, aun no ha sido identificado un mancadpecifico de los FRs y
poco se sabe acerca de la expresion de citoquineseptores de membrana por parte

de estas células.

Células Dendriticas foliculares (CDFs)

Las CDFs son células de origen mesenquimal quecaédan en el centro de los
foliculos B, formando un red densa en donde laslag®B buscan antigenos y reciben
sefales de diferenciacion luego de ser activades ODFs expresan receptores para el
Fc tales como CD16, CD23 y CD32, receptores de tmmgnto como CD21 y CD35y
componentes del complemento como C4. La exprestoastas moléculas facilita la
captura y presentacion de antigenos no procesadoscularmente en la forma de
complejos inmunes. Asimismo, esta subpoblaciénoestl expresa altos niveles de
VCAM-1 y MAdCAM-1 (Molécula de Adhesion Celular dgdresina Mucosal), como
asi también moléculas comunes a todas las subpmidacde células estromales en los
organos linfoides como desmina y laminina. Cabeadas, que las CDFs producen la
gquemoquina CXCL13, la cual atrae a los foliculdslagé B que expresan el receptor de
quemoquina CXCRS5 en el estado estacion#tio

En el transcurso de una respuesta inmune, tiergam &n el centro germinal una
serie de reacciones que conducen a la formaci@®ldéas plasmaticas de larga vida y
células B de memoria. En la “zona clara” del cegiaminal, las células B interactian
con CDFs que expresan CXCL13, mientras que en fndzoscura” ocurren
interacciones con células estromales que exprédigarrdo de quemoquina CXCL12.
Aparentemente, quemoquinas sintetizadas por elneatretendrian diferencialmente a
las células B en distintos estados de activaciologmlos compartimientos del centro
germinal a diferentes tiemp3% De esta manera, el movimiento de las célulastB en
las zonas claras y oscuras, y por ende, el estadwtiacion y diferenciacion de las
células B, estria controlado por células estromatdss foliculos de células B.
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Células reticulares marginales (CRMs)

Debajo del seno subcapsular de los ganglios lodatse ubican, formando un
manto, redes de células no hematopoyéticas. Estlatas estromales poseen un
fenotipo distinto al encontrado en los FRs y en@&x¥s, por lo que recientemente
fueron consideradas por Katakai y col. como otfgeblacion de células estromales a
la cual denominaron CRME,

Las CRMs expresan varios marcadores comunes a c#halas estromales, a
saber: el antigeno ER-TR7, desmina, laminina, VCANMADCAM-1 y una molécula
reconocida por el anticuerpo 1BL*#3'*° Sin embargo, las CRMs parecen ser Unicas
en la expresién de RANKL, miembro de la familia émitor de necrosis tumota
Estas células serian organizadoras integrales dstiactura de los 6rganos linfoides
periféricos durante la organogén&fisMuchas CRMs en el borde de los foliculos B
expresan CXCL13, de modo similar a las CDFs quésalizan centralmenté& %t
Ademas, las CRMs forman una red de conductos foat@e que transporta antigenos
desde el seno subcapsular hasta los folicuf& Bsi, las CRMs constituirian una
subpoblacion especializada de células estromatdésides que desempefarian roles

importantes en la captura y transporte de antigenos

Fibroblastos de la médula ganglionar

Una red densa de fibroblastos y fibras reticuldogsan un entramado en los
cordones medulares, y una red floja en los senatulared®® Muchos macréfagos,
células plasmaéticas, CDs, linfocitos y mastocifageden ser encontrados en la médula
de los ganglios linfaticd&® por lo tanto es probable que los fibroblastos uterds de
los ganglios linfaticos posean un rol especializadola induccion de las respuestas
inmunes. De hecho, dado que la expresion de CXQel2ncuentra principalmente
restringida a la médula en los gangifdses posible que los fibroblastos situados en

esta region desempefien un rol en direccionar &itacion de las células plasmaéticas.

Células endoteliales linfaticas (CELS)
El endotelio linfatico recubre el sistema vasclit#atico, el cual drena el fluido
intersticial proveniente de los tejidos y provee@hducto a través del cual las células

inmunoldgicas circulan hacia los ganglios linfaticos
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Las células del endotelio linfatico (CELS) produamremoquinas que atraen
células tales como las CDs hacia los vasos lirfatderenantes, a través de los cuales
viajan hasta alcanzar los 6rganos linfoides seaiogjadonde estimulan y regulan la
respuesta inmun®. Entre las moléculas expresadas por las CELs seertran: la
gquemoquina CCL21, varias moléculas de adhesiériunkexdas en la entrada de células
en el sistema linfatico (VCAM-1, ICAM-1, ICAM-2, \Eaderina, VEGFRS3, entre
otras}** el marcador de linaje endotelial, CD31, tambiénacido como PECAM-1, y
el homdélogo de CD44, LYVELl. Ademas, al igual que ERs, las CELs también

expresan el antigeno ER-TR7, gp38 y laminina

Células endoteliales vasculares (CEVS)

Las células del endotelio vascular constituyen dipo celular de origen
endotelial que abunda en los érganos linfoidesrskanps.

Los vasos sanguineos entran a los ganglios liofticamificandose
extensamente en la region medular y penetran astrdw la corteza. En la paracorteza,
las CEVs forman una estructura altamente espeaikizla VEA, la cual expresa
moléculas tales como PNAd, mas conocida como CD$24 quemoquina CCL21,
esenciales para permitir la entrada de los lindscidesde la sangre a los ganglios
linfaticos™*>*%°

Ademas de los ya mencionados CD62L y CCL21, enai® rholéculas
expresadas por las CEVs podemos citar: CD34, VEroaa LT3R, TNFR1, VEGFR2,

laminina, colageno IV y ESAM-1, entre otras.

Funciones de las células estromales en los gangliogiticos

A. Migracion linfocitaria

Tal como se menciond anteriormente, la entrada éelas, principalmente
CPAs y células T activadas, desde los tejidos gémglios linfoides ocurre a través del
sistema linfatico, mientras que la entrada al gardg linfocitos desde la sangre tiene
lugar a través de las VEAs. Independientementeadeth de entrada, después de su
ingreso al ganglio linfatico las células entrancentacto directo con el microambiente

estromal.
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En lo que respecta al trafico de linfocitos T, sel@aostrado que el movimiento
de las células T en los tejidos linfoides es al@medinamicd® % Los FRs situados en
la zona T del ganglio linfatico producen altos fegede CCL21, y en menor medida
CCL19'%°. La quemoquina CCL21 se une al receptor CCR7 pcopmndo a las
células T sefiales de direccionamiento. Se ha géscgue en los ratongdt/plt -
carentes de expresion de CCL21 y CCL19 en los égghnfoides- tanto las células T
como las CDs que expresan CCR7 presentan unabdistin alterada en los érganos
linfoides secundarid®®!’® Mas aun, los FRs y la molécula CCL21 serian los
encargados de delimitar las zonas T en los gandiideides y probablemente
desempeiien un rol clave en impedir la entradasledmlas T virgenes a los foliculos
8146.

Tanto en los ganglios linfaticos como en el bazs, ¢élulas T virgenes se
asocian con la red de FRs y avanzan lentamentavéstide la misma, la cual actua
como una camino local que define el trayecto dmilgracion de las células T en el
parénquima de los ganglios linfaticos y facilitargeraccion de dichas células con las
CDs colocalizadas en la misma red retictitdrSe ha reportado que la movilidad de las
células T en los ganglios linfoides es, al menoatciplmente dependiente de
ccL21*"*1"2 Algunos reportes sugieren que otras citoquinabign desempefiarian un
rol en la movilidad de las células T a través deel@alizacion de un receptor acoplado a
proteina @i, dado que el bloqueo de la sefializacion de gsbtede receptores con la
toxina pertussis induce una mayor reduccion en @limento de la célula T que la
eliminacién de las sefiales mediadas por CCR7. Nstante, en ausencia de
sefalizacion a través de quemoquinas, las ceélul@enBervan algo de movilidad,
indicando que sefiales independientes de protefmaddtribuirian con este procesbd
De hecho, moléculas de adhesion, integrinas y mlateinas como VCAM-1 y
podoplanina, derivadas de células estromales primp@rian traccién a los linfocitos
y/o modularian el modo en el que migran a travdssiérganos linfoides periféricos.

Las quemoquinas sintetizadas por las células eatesmtales como CCL21,
proveen fuertes sefiales de retencion para lasasélylpermitiéendoles permanecer en el
ganglio hasta 12 horas o mas cuando se encuentsgarulo antigendS. Para
continuar con la vigilancia del organismo, las @HuT deben salir de los érganos
linfoides, y lo hacen de un modo Slp (Esfingosinfpdfato) dependient&. Los

niveles de S1p son mayores en la sangre y en fa diue en los o6rganos linfoides
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secundarids®. Las células T expresan bajos niveles de S1p cusma@ncuentran en la
sangre o en la linfa e incrementan la expresionrele¢ptor y la sensibilidad de la
respuesta en los 6rganos linfoides secundarios largm del tiempt®. Este patrén
ciclico de expresion del receptor controla la hdad de las células T para superar las
sefiales de retencién mediadas por CCL21 e ingaésistema linfatict”.

En el caso de los linfocitos B, cuando las célBagpositivas para CXCR5
ingresan al ganglio linfatico migran hacia los d¢albs B en respuesta a la CXCL13
sintetizada por las CDFs. Una vez que salen deéba#ss, las células B se desplazan por
la red reticular hasta los foliculo$*8y luego migran en asociacién con la red de CDFs.
Las CDFs capturan y presentan antigenos y complejosines y expresan varias
moléculas accesorias, tales como complemento yt@es Fc, importantes para las
respuestas B. Del mismo modo que las células Tlidfecitos B requieren S1p para

salir de los 6rganos linfoides secundaribs

B. Homeostasis linfoide

En los adultos jovenes, las poblaciones de lindgcihaduros que circulan a
través de los érganos linfoides periféricos son sradas en un nivel constante gracias
a la continua liberacion de linfocitos por parté timo y la médula 6sea, que resulta
equilibrada por la muerte celular en la perifeEa. ausencia de activacion antigénica,
las células T maduras sobreviven al menos durastranas luego de su emigracion
timica. Uno de los factores mas importantes invaldas en controlar el tiempo de vida
de las células T virgenes es la "7 Las células T experimentan una baja tasa de
renovacion o “turnover” en los 6rganos linfoidecws®larios. Sin embargo, bajo
condiciones linfopénicas pueden dividirse variasegey repoblar parcialmente dichos
6rgano$®® mediante un proceso que requiere deif-Esta proliferacién de células T
tiene lugar en la zona T de los drganos linfoidedfgreeos y se encuentra ausente en
ratones deficientes en linfotoxinoa los cuales carecen de ganglios linfaticos, zdngas
B organizadas en el bazo, CCL21 y CXCL13, y presenedes de FRs y CDFs
desorganizada¥'

Estas observaciones indican que en los érganasdey periféricos, las células
T compiten por factores de sobrevida y que el tantafal de la poblacién linfocitaria
estaria regulado por la competencia por tales festdvediante experimentas vitro

con células estromales derivadas de ganglios iefiZhou y col. demostraron que las
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células estromales son capaces de soportar laveddren cultivo de células T en el
estado estacionari. Mas recientemente, Link y col. reportaron queFBs de la zona
T serian la principal fuente de IL-7 y CCL19 en g@nglios linfaticos, y que juntos,
dichos factores serfan muy importantes para la bstasis de las células™¥.
Interesantemente, trabajos utilizando ratones gpeesan una IL-7 fusionada a una
proteina reportera fluorescente indican que céldtasalizadas cerca del seno
subcapsular de los ganglios linfaticos expresaaltos niveles de IL*#° abriendo la
posibilidad de que las CMRs también sinteticen ILLa. competencia por estos
nutrientes limitados, como asi también la migra@otmavés de los organos linfoides
secundarios para la obtencion de tales nutrientesstituyen, probablemente, parte de
los mecanismos finamente regulados que controlean®fio de la poblacion T.

Por otro lado, experimentas vitro indican que las células T serian necesarias
para la correcta formacion de la red retictifarabriendo la posibilidad de que la
comunicacion entre las células inmunes y las celettromales sea importante para la
sobrevida de ambos tipos celulares.

Finalmente, las células B también requieren unofade sobrevida para su
homeostasis. Mediante la sintesis del factor devamibn de células B (BAFF), las
CDFs controlan la homeostasis de los linfocitos B gupresan el receptor de dicho

factor de activaciohi>.

C. Interacciones con CPAs

Los organos linfoides secundarios constituyen uio sdeal para capturar
antigenos. En los ganglios linfaticos se localizrbpoblaciones de CDs, tanto
residentes como migratorias, positivas para CDlas. CDs CD&+ residentes se
encuentran fuertemente asociadas con la red r&tidoh en CCL2L® por su parte,
las dos subpoblaciones de CDs migratorias —céliddsangerhans y CDs intersticiales-
se encuentran asimétricamente distribuidas enrglligalinfatico, localizandose en las
zonas T profundas y en la regién que separa lagszdry B, respectivamenté La
distribucion asimétrica de las distintas subpoblaes de CDs abre la posibilidad de que
las células estromales desempefien un rol en lbzlacién de dichas subpoblaciones.

Para ingresar al sistema linfatico las CDs deberesar el receptor CCR7,
mientras que para la migracion a las zonas T deglga linfatico se requiere la

expresion de los ligandos de CCR7, CCL19 y/o CCI2d.este modo, la expresion
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local de dichas quemoquinas por los FRs promovéaiagspuesta inmune mediante la
co-estimulacién de las células®§ facilitando la interaccion de las células T cas |
CPAS® promoviendo la maduracién de las CBs estimulando la endocitosis y la
presentacion antigénica por las CBs

Las células estromales también contribuyen a laidnatidad de las CPAs de
otros modos. Las CDs que se asocian con los FRsseronas T del ganglio linfatico
recogen antigenos transportados en los condudtsspyesentan a células®$*2

Por su parte, los macréfagos también pueden sengados en asociacién con
las células estromales de los 6rganos linfoides.nhasrofagos CD169+ se asientan en
un red de CMRs en el seno subcapsular de los ganighifaticos. Estos macrofagos
capturan antigenos y luego los transfieren a CB&lertes o migratorias, o bien a
células B**'** Sin embargo, hasta el momento no se ha reportagmina evidencia
que indique que las células estromales contribw@n la funcion de presentacion

antigénica de estos macrofagos, tal como ocurrédosoconductos de FRs y CDs.

D. Control de la respuesta inmune

Las infecciones producen grandes cambios en I@négglinfoides secundarios.
En el caso de los ganglios linfoides, luego de imfieccion, se bloquea el egreso de
células por varios di&dS. Este cambio en el trafico celular es debido kbkracion de
mediadores de inflamacion, que suprimen la salidaélidas de manera transiefite
La inflamacion induce ademas un incremento en @mndtro arterial y aumenta la
expresion de CCL21 por las VEASs, resultando en wmeato del flujo sanguineo a
través de los ganglios linfoides y un incrementdaeentrada de célul&¥. Se produce
ademdas un incremento en la expresion de VEGF (FaetaCrecimiento Endotelial
Vascular) que resulta en una rapida proliferaciotadecélulas del endotelio vascular y
en un crecimiento de los vasos sanguiti€oga expansién de los senos linfaticos
mediada por VEGF-A podria contribuir en el reclutmo de células tales como CPAs
desde los tejiddS’. Si bien las CDs vy las células B son cruciales®a proceso, se ha
demostrado recientemente que los FRs constituypringipal tipo celular que expresa
el mRNA para VEGF en los ganglios linfatié®s El remodelamiento que sufren los
ganglios linfaticos en un proceso de inflamacidnade incrementan notablemente su
tamafid®, indica que la expansion de la red de célulasmsties involucraria también
la proliferacién de los FRs. Esto implica a los B0 células clave en la modulacion
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de la celularidad y la funcion de los 6rganos lits secundarios durante las respuestas
inmunes.

Las células T activadas disminuyen la expresiorC@&R7 e incrementan la
expresion de otros receptores de gquemoquinas ¢ale® CCR5 y CXCR3, que les
permiten responder a las quemoquinas expresadas égjidos inflamados. De modo
concomitante, los FRs disminuyen la expresion déX®Cy CCL21 en los ganglios
linfaticos activados, mientras que las CDFs reduaesxpresion de CXCLES". Esta
marcada reduccion en la expresion de quemoquinagapta de los FRs y las CDFs es
maxima en el pico de la respuesta inmune y resaltan trafico alterado de células Ty
B virgenes, como asi también de CDs. De esta fdan@duccion en la expresion de
CCL21 en los ganglios linfaticos activados poditarar la acumulacion de células T
no-respondedoras y asistir a la formacion de cglda memoria de larga vida
promoviendo el acceso de las células efectorasc@mrés de sobrevida limitados
producidos por el estroma, tales como la IL-7. tasbios en el nivel de expresion de
CXCL13 por parte de las CDFs influenciarian la vespa de las células B en los
centros germinales y limitaria el acceso de céluaactivadas.

E. Tolerancia periférica

Tal como se menciona en la seccidon anterior, ldslas®@ T que expresan
receptores con una alta afinidad por los antiggnogios son delecionadas en el timo.
Sin embargo, el mecanismo de delecion no es perjecélulas autoreactivas escapan a
la periferia, donde distintos mecanismos de tol@eanperiférica evitan la
autoinmunidad.

Se cree que para la delecion de células autoraaativ los ganglios linfaticos -
ademas de la ya descripta supresion mediada paelaks Treg- seria importante y
estaria involucrada la presentacion cruzada degeards propios a las células T,
mediada por CDs, las cuales pueden tomar antigaméss tejidos u 6rganos linfoides
periféricos y migrar al ganglio linfatico drenafife No obstante, las CDs no serian el
anico tipo celular involucrado en esta induccion tdéerancia intranodal. Se ha
reportado recientemente que una subpoblacion dgasébstromales en los ganglios
linfaticos expresan el regulador de autoinmunidAdRE” y una amplia gama de
antigenos propios derivados de tejfdd8>* No se sabe aln si estas células constituyen
una unica subpoblacion de células estromales desiedies tipos de células estromales
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poseen esta propiedad, dado que en un experimemtaatones transgénicos que
expresan una proteina de fusion entre AIRE y GFMase encontrado células que
expresan AIRE en la periferia, tanto de origen hepwyético como no-
hematopoyéticd>. Se ha reportado que células T CD8+ capaces dedagionar con
las células estromales que expresan antigenos opropan sido delecionadas
subsecuentemerité?*4

Sin embargo, se necesitan experimentos adicionadea determinar si la
interaccion con las CDs es requerida para iniciewropletar el proceso tolerogénico, y
si diferentes tipos celulares (CDs y células estites) estan involucrados en la

tolerizacion de las células T CD4+ y CD8+.
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Catepsina L

La familia de las cisteina proteasas agrupa a ena de endo y exopeptidasas
cuya actividad catalitica depende de la reactividad grupo tiol de un residuo de
cisteina presente en su sitio activo. Existen dasdgs grupos de cisteina proteasas: el
grupo CD, que incluye, entre otras, a las caspasakas leguminosas, y el grupo CA,
cuyos miembros poseen una estructura relacionadi gapaina en el cual se incluyen
algunas catepsin#s.

Las catepsinas son glicoproteinas lisosomales gaeepe tamafio (20-40 kDa),
sintetizadas como precursores inactivos que regpuien procesamiento proteolitico
para activarse. En general, estas proteasas sablessen compartimientos celulares
acidos, tales como lisosomas y endosomas, y s@tesafle degradar una gran variedad
de sustratos. Pese a esto, durante la ultima désamddan reportado funciones
importantes y especificas llevadas a cabo por datepen el espacio extracelular y en
otras localizaciones intracelulares como vesicidasretorias, el citoplasma y el
nacled®®,

En los humanos, la familia de las cisteina catepsesda compuesta por 11
miembro$®’ (B, C, F, H, K, L, O, S, V, W, y X/Z) que poseenauamplia distribucién
en los tejidos, aunque presentan diferentes niwiEesxpresion en cada uno de éflds
El andlisis del fenotipo de ratones knock-out (Kg¥ra diferentes catepsinas ha
indicado que éstos no muestran defectos en la degdém de proteinas en el
compartimiento endolisosomal, lo que sugiere quéasesproteasas presentan
solapamiento funcional en este compartimiento aegflil’*>*'° Sin embargo, se ha
observado que las catepsinas presentan funciopesitsas e individuales de gran

importancia en el funcionamiento normal de un orgaa2'2

La catepsina L (CTSL) es una potente cisteina asatdisosomal, sintetizada
practicamente en todas las células del organisneseglencuentra presente ademas en
el medio extracelular. La CTSL es sintetizada cqmaprocatepsina L, transportada en
vesiculas secretorias a través del aparato de @olgio procatepsina L y luego
almacenada como CTSL madura en los lisosétasas formas activas de la CTSL
madura incluyen una forma simple cadena de 30 kD#&ay forma doble cadena. La

forma simple cadena madura es clivada en el resiguAsn169 originando la forma
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doble cadena, la cual se encuentra compuesta ompolpéptidos de 24/25 kDa
(cadena pesada) y 6 kDa (cadena liviana) unidosippuente disulfuro.

Tanto la sintesis como la secrecion de la CTSL reguladas por multiples
factores tales como hormonas, factores de crecimientras proteinas lisosoma&s
Una vez activada, la CTSL puede tener un enormenpiatl degradativo por lo cual su
actividad debe ser finamente regulada. La activitkata CTSL es en parte controlada
por inhibidores de cisteina proteasas lisosomaledrgiuyen las estefinas, cistatinas y
quininégenos. Las estefinas son inhibidores intwaes, mientras que las cistatinas y
quininégenos inhiben la actividad extracelular deCITSI*'* Adicionalmente, se ha
descripto que existen otros inhibidores que poskmninios de tiroglobulina tipo |,
como la tirotropina o el fragmento p4l de la cadeneariante, que actlan
especificamente sobre la actividad de la C:fSIContrariamente, se ha descripto que el
INF-y incrementa la actividad de la CTSL en lineas eedsl derivadas de

monocitos/macréfagé¥.

Funciones de la CTSL

La CTSL desempefia un rol importante en el cataboliproteico general,
degradando un amplio espectro de proteinas citogkisas*'’ Se ha reportado
ademas, que dicha enzima es capaz de degradarefactertranscripcién nucleares,
interviniendo en la regulacion del ciclo celdfar

Durante los ultimos afios se han acumulado ampligemrcias que indican que
la CTSL se encuentra implicada en diversas funsialamente especificas. Se ha
demostrado que la CTSL interviene en el proceseedelado durante la extension del
axon y en la formacion de sinapsis en el desarqodistnatal del sistema nervioso
centraf'® en la conversién de proneuropéptidos en péptitesrotrasmisores y
hormonas peptidcadS??*® en el mantenimiento de la funcién y estructura
cardiacd'????* y en la neo vascularizacién inducida por célufsgenitoras
endoteliale¥”.

Ademas, se ha reportado que los ratones KO pard. Giifsen de pérdida de
pelo periodica, hiperplasia epidérmica, marcadoemento en el espesor de la

epidermis interfolicular (combinacion de una acastbgperplasica con hiperqueratosis)
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y una espermatogénesis anoftf4> Las complicaciones mas serias causadas por la
deficiencia de CTSL, como ser la dismorfologia @ad, la acantosis y la
espermatogénesis anormal, no tienen lugar en tosas heterocigotas.

Si bien la CTSL es considerada una proteasa lisalsahtha enzima es capaz
de localizarse fuera de los lisosomas. Por ejemggoha descripto que la CTSL
interviene en el procesamiento de la histona Hamerla diferenciacion de células
madre embrionarias en ratéh Previamente habia sido reportado que estas teside
CTSL tendrian su origen a partir de una traducgioteica en un codén AUG
alternativo situado rio abajo del sitio AUG convienal y se localizarian en el nucleo
de los fibroblastos, donde serian capaces de @iviactor de transcripcion Cu3L

Por otro lado, la CTSL también es secretada al enexiiracelular donde puede
degradar proteinas extracelulares. En este seldi@,SL ha demostrado servitro la
proteasa lisosomal mas activa frente a una sermngonentes de la ECM como la
elastina, la laminina y el colagetd®®® Se ha descripto la participacién de la CTSL en
diversos procesos que involucran la remodelacida &M como la reabsorcion 0sea,
la implantacién embrionaria y la involucién de I#rglula mamarfg>230231232
Simultaneamente ha sido implicada en procesos quatols incluyendo necrosis
miofibrilar en miopatias, isquemia miocardiacapuesta renal tubular a la proteinuria,
artritis, invasion tumoral, y desarrollo de metéist®’. Por ejemplo, se ha demostrado
gue la expresion de CTSL se encuentra incremendgadana amplia variedad de
tumores malignos (carcinomas mamarios, pulmonggsricos, de colon y garganta),
melanomas y gliomd%?** En este sentido se observé ademas, que el nivel d
expresion de CTSL correlaciona positivamente cogratio de malignid&d. Cabe
mencionar, que a diferencia de otras catepsinassguencuentran elevadas tanto en
células tumorales como en las células involucramaka angiogénesis, la expresion de

CTSL se incrementa Unicamente en las células

saer Por este motivo, algunos
autores han propuesto que la CTSL podria constituimejor blanco terapéutico para el
tratamiento del cancer que otras catepsinas.

Finalmente, en lo que concierne al sistema inmseeha demostrado que la
CTSL interviene tanto en degradacion de la cademariante (lif>> como en el
procesamiento de los péptidos antigénicos duramtprésentaciéon antigénica en el
contexto del CMH de clase Il en las células detetipitimico corticad®. Por otra parte,
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se ha reportado que la expresion timica de CTSksencial para el desarrollo de las

células natural killér”.

Rol de la CTSL en el sistema inmune

A. Procesamiento y presentacion antigénica en el dexto de las moléculas del
CMH de clase Il

Las moléculas del CMH de clase Il son expresadasagnente por un grupo
reducido y especializado de células: las CPAs.um&ibn de estas moléculas es unir
péptidos generados en las vesiculas intraceluldee€Ds inmaduras, macréfagos,
linfocitos B y otras CPAs, como las células epatiels de la corteza timica, y presentar
dichos péptidos a las células T CD4+.

Las células epiteliales de la corteza timica senelacargadas de presentar los
antigenos propios a los timocitos en desarrolloa BHo, las proteinas son endocitadas
y fragmentadas por proteasas en el compartimiemtiolisosomal, mientras que las
cadenasa y B del CMH de clase Il son sintetizadas y ensambladal reticulo
endoplasmaticd® Con el objeto de prevenir la unién prematura de péptidos
residentes en el reticulo endoplasmatico con lakculas del CMH de clase I, los
heterodimerosi3 de clase Il se asocian con la cadena invarianteufia molécula
chaperona multifuncion®’. Esta cadena induce la formacién de una estructura
trimérica @B-1i)3 y la direcciona a través del aparato de Gbhgita el endolisosofitg
donde la cadena li es degradada por medio de uieadgeeventos proteoliticos: lip4l
(o la alternativa lip31)- lip22— lip10. El producto final es un fragmento denommad
CLIP (class ll-associated invariant chain peptieleual se mantiene unido al bolsillo
antigénico hasta que es procesado proteoliticaftenteste evento genera que se
disocie de las moléculas del CMH de clase Il peemito la union de los fragmentos
peptidicos antigénicos. Las moléculas del CMH deseclll asociadas con péptidos

antigénicos son finalmente transportadas a la ojgecelulaf®*.
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Se ha reportado que los ratones deficientes eadena li tienen una expresion
reducida de las moléculas del CMH de clase Il esulzerficie celular y presentan un

pequefio nimero de linfocitos T CD4+ tanto en ebtammo en la periferfa®?*

Estudios utilizando inhibidores especificos sugiegeie las cisteina proteasas
son responsables de los pasos de la degradacidn désde lip22 hasta CLf®.
Mediante la utilizacion de animales KO para lapsitea S y la CTSL se ha demostrado
gue estas proteasas juegan un rol importante gnes@ntacion antigénica en el contexto
del CMH de clase #°%**?*° Se observé que la CTSL es importante en la prasiént
de péptidos propios en el contexto del CMH de dbse las células del epitelio timico
cortical (cTEC), mientras que la catepsina S ppdien la presentacion de péptidos en
el contexto del CMH en los linfocitos B y las CDs ld periferida®?**?*> Nakagawa y
col. describieron que los ratones KO para CTSLeures una reduccion entre el 60 y el
80% en el nimero de linfocitos CD4+ tanto en elotioomo en la periferfa. Los
ratones KO para CTSL muestran una acumulaciongdgdgmentos lip22 y lip10 en el
estroma timico y un incremento del CLIP asociad@asamoléculas CMH Il en la
superficie celular, sugiriendo que la CTSL clivaGllIP en las células del epitelio
timica®®. En concordancia con datos reportados por otrasex?-, se ha demostrado
en nuestro laboratorio que ratones portadores deruacion inactivante en el gen que
codifica para la CTSL muestran un impedimento sretapas tempranas de la seleccién
positiva en el contexto de las moléculas del CMHtldse 174

Por otro lado, las catepsinas han sido implicadasaefragmentacion de los
péptidos antigénicos presentados en el contextagienoléculas del CMH de clase
11?*’. En este sentido, se ha descripto que la CTSlvietee en la generacién de
epitopes antigénicos en los endosomas y en la digjéem de moléculas accesoffds
Estudios realizados comparando ratones deficieptga li y CMH de clase I,
mostraron que si la diversidad y el nivel de expresde los complejos péptidos
propios-CMH 1l se reducen notablemente se produeedisminucién significativa en
el nimero de linfocitos T CD4¥2492°° Se ha observado, que en los ratones
deficientes en CTSL la seleccion positiva de lofotitos CD4+ esté alterada tanto en
el haplotipo I-A -cuya presentacién antigénica es dependiente diegi@dacion del li-
como en el haplotipo I-A-donde la presentacion antigénica es independidmtia
degradacion de li-. Utilizando animales doble KQap&TSL y li se observé una
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disminucién atn mas significativa en la seleccidsitp@ de linfocitos T CD4+, similar
a los niveles detectados en animales deficientémse@MH de clase II.

Ademas, se ha demostrado que la CTSL esta presant@s CPAs del bazo
como proenzima y su maduracion es inducida cuamdatén es inmunizado con
antigenos como ovalbtmina y SLA (solubleishmaniaantigenj>. Este evento seria
importante en el incremento del procesamiento plidiso de los antigenos

endocitados.

B. Los ratones CTSI™™: |nfluencia de la CTSL en la poblacién de célula3 y en

la composiciéon de la ECM de los 6rganos linfoides
B.1. Origen de los ratones CTS{™

Los ratones CTSI""“'son portadores de una mutacién autosémica recesiva
el gen que codifica para la CTSL.

El alelo mutante nkt surge en el afio 1981 en ar&dbrio de animales de la
Universidad Martin-Luther en Halle-Wittenberg, Alama, en un stock derivado del
Fundador irradiado n°372. En 1991, ratones portsddel alelo nkt fueron introducidos
en el bioterio del Instituto Pasteur, Francia, dorfderon cruzados por algunas
generaciones con la cepa 129/Sv/iPas y posterioemenércurzados. Esta cepa
parcialmente congénica fue designada a partir dmmees NKT/Pas. Posteriormente, a
través de un convenio entre el Instituto Pastenugstro Instituto (ILEX-CONICET),
se determind que los ratones nkt/nkt presentabarmuriacion autosémica recesiva en
el cromosoma 132

Ratones NKT/Pas fueron transferidos al bioteriolHEX-CONICET donde se
retrocruzaron con ratones de la cepa BALB/c. Luelp series sucesivas de
retrocurzas/intercruzas se obtuvieron animales hiotas para la mutacion nkt en un
background genético BALB/c. Finalmente, en el 2@Hnavides y col. demuestran que
la mutacién nkt corresponde a una delecién enrebge codifica para la CTST

El genctsl murino posee 7400 pares de bases (pb) distribeidasexones y 7
introne$>*. La delecién descripta en los ratones nkt/nkt eat final del exén 6 vy la
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mayor parte del exon 7, dando lugar a un trascpptoario de 1256 pb, 118 pb menor
que el MRNA normal para CTS

Estudios realizados en nuestro laboratorio denrostraque los ratones
CTSL™™ son capaces de sintetizar una forma mutada de 8. Sin embargo,
dado que la delecién en el gesl abarca residuos de aminoacidos que forman el @uent
disulfuro entre la cadena pesada y la liviana @akpara la actividad enzimatica de la

CTSL)*%%*7|a proteina sintetizada no es funcional.

B.2. Los ratones CTSIK™™. Modelo experimental de la influencia de la CTSblwe

el sistema inmune

Tal como mencionamos anteriormente, los ratones L&Y muestran
alteraciones en los estadios tempranos de la g®iepositiva en el contexto de las
moléculas del CMH de clas€®{t. Como consecuencia, y al igual que los ratones KO
para CTSL, los mutantes CT&"™ presentan una marcada disminucién en el
porcentaje de células T CD4+ tanto en el timo coemolos 6rganos linfoides
periférico$>®. Por su parte, el porcentaje de células CD8 SRoewmal en el timo
mientras que, en correlacion con un aumento exporecion timica, el porcentaje de
linfocitos T CD8+ esta aumentado en la periféfia

Se ha demostrado en nuestro laboratorio que logliganlinfaticos de los
ratones CTSI"™™ se encuentran hipertrofiados, presentando un ires@men el
nimero total de células linfoid@d De hecho, pese a la escasa produccién timica de
células CD4 SP, el numero absoluto de células T+Ciddanza valores normales en los
ganglios linfaticos, debido a un incremento enasatde proliferacion basal. Por su
parte, el niumero de células T CD8+ se encuentrablewhente incrementado. Se
demostré ademas que estas alteraciones correlagiomaaumentos en la expresion de
distintos componentes de la ECM en los gangliosiicds, tales como fibronectina,
laminina, colageno | y colageno IV. Contrariamerdetimo de los ratones CTSf™
muestra una marcada disminucion en los nivelesxdeesion de dichos componentes
de la ECM™,

Finalmente, el bazo de los ratones C¥ muestra una severa disminucién en

el nimero absoluto de células T CD4+ y un incremem el niumero absoluto de
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linfocitos T CD8+. En cuanto a la composicién dé&@M del bazo, hasta el momento

no se han detectado alteraciones en ninguno a®foponentes estudiadds
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Animales

Todos los animales fueron criados en el bioteridldeX-CONICET, Division
Medicina Experimental de la Academia Nacional dedidiea de Buenos Aires, de
acuerdo a la guia para el cuidado y manejo de dednde laboratorio del Instituto
Nacional de Salud de EEUU (NIH) (National-Resedtduncil (ed.). 1996. Guide for
the care and use of laboratory animals Nationad@oay Press ed, Washington DC).

Se utilizaron ratones CT8{"™ en background BALB/c con un nivel de
retrocruza mayor a N=15. Ratones de la cepa BALB/Y) fueron utilizados como
control en todos los experimentos y ratones AKRIP) fueron empleados en los
ensayos de cultivo mixto linfocitario (CML).

Los ratones CTSE"™ 'y sus controles BALB/c fueron producidos y mantesido
en condiciones libres de patdgenos especificos)($Héntras que los ratones AKR/J y
los ratones BALB/c utilizados para obtener céldlafides para ensayos de CML o

cocultivo con células estromales, fueron criadogreambiente convencional.

Suspensiones celulares

Para distintos experimentos (citometria de flujgpasacion magnética de
células, cultivo primario de células, etc) se ggtan timos, bazos o ganglios linfaticos
y se prepararon las suspensiones celulares pojepadeavés de una malla de acero
inoxidable, en PBS o medio RPMI 1640 (Sigma, I&t.Louis, Mo.) suplementados
con 3% de suero fetal bovino (SFB).

Para la obtencidon de células mononucleares de lbagospension celular fue
sembrada sobre una solucion de Ficoll-Triyosom &mdo un sistema bifasico, el cual
fue centrifugado a 3000 rpm (aceleracién rapiddrsino) durante 30 minutos a 16°C
en una centrifuga Beckman TJ-6. Luego de la cegaifion, se obtuvo una interfase
conteniendo las células mononucleares y un sedamneéritrocitos y granulocitos. Las
células mononucleares fueron recolectadas y lavdaaseces con medio RPMI 1640 o
PBS con 3% de SBF para eliminar los restos delleiso de Ficoll-Triyosom.

Para los ensayos de apoptosis con células de bazcoélulas fueron obtenidas
en suspension, cosechadas por centrifugacion ay4®&C precipitado resuspendido
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suavemente. Se afiadieron 2 ml de solucién deadisgdobulos rojos (0,15 M de CINH
10 mM de NaHC@ 10% de EDTA) y luego de una incubacion en hietm c
resuspension suave durante 5 minutos, se agre§ataml de medio RPMI 1640 con
6% de SFB. Se colectaron las células por centrifdgay se resuspendieron en 0,2 mi
de PBS 3% SFB.

La viabilidad celular se determind por el métodoedelusion de Azul Tripan,
requiriéndose un minimo de 90% de células vivas.

Para el célculo del nimero absoluto de linfociteddzo, se realizo un recuento
celular con TURK previo a la obtencién de célulasnonucleares por gradiente de

Ficoll-Triyosom.

Citometria de flujo

Se realizaron marcaciones con anticuerpos conjugadoks siguientes
fluorocromos: fluoresceina (FITC), ficoeritrina (PECy-chrome 5 (Cy), peridinin
chlorophyll (PercP) o allophycocianina (APC).

Se utilizaron los siguientes anticuerpos monockmale BD-Pharmingen (San
Diego, CA, USA): anti-CD4 (clones H129.19 y RM4-8nti-CD25 (clones 7D4 y
PC61); anti-CD44 (clon IM7); anti-B220 (clon RA3-BB anti-CD19 (clon ID3); anti-
CD8 (Clon 53-6.7); anti-CD62L (clon MEL-14); antifCA-4 (clon UC10-4F10-11);
anti-CD11c (clon HL3); anti-CD11b (clon M1/70); amtD40 (clon HM40-3); anti-
CD8O0 (clon 16-10A1); anti-CD178 (clon MFL3); antD@4 (clon IM7); anti-I-A (clon
AMS-32.1); anti-H2-kd (clon SF1-1.1); anti-CD31dnl MEC 13.1); anti-CD34 (clon
RAM34); anti-Sca-1 (clon D7); anti-CD45 (clon 304Flanti-BrdU (clon 3D4); anti-
Bcl-2 (clon 3F11); los siguientes anticuerpos delLBgend (San Diego, CA, USA):
anti-gp38 (clon 8.1.1) y anti-CD127 (clon SB/199)anti-Foxp3 (clon FJK-16s) de e-
Bioscience (San Diego, CA, USA). Para los contralesisotipo se utilizaron los
siguientes anticuerpos (BD-Pharmingen): 1@g® rata (clon R3-34); Ig@3le rata (clon
R35-95); IgG1 de hamster (clon G235-2356); dglé hamster (clon B81-3), IgG de
hamster (clon A19-3).
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Marcacién de superficie: Para la marcacion, entre 2°19 2.1¢ células fueron
incubadas con fig de anticuerpo/f0células en un volumen de 20 durante 30-40
minutos, a 4°C y en la oscuridad. Para la marcagios lavados se utilizé un buffer de
marcacion compuesto por PBS, azida sodica (0,1%BkF (3 %). Después de dos
lavados, las células se fijaron en PBS paraforrhidide0,5%, conservandose a 4°C y

oscuridad hasta el momento de la adquisicion

Marcaciéon intracelular: Para la medicion de Foxp3, BrdU y Bcl-2 se reatinar
marcaciones intracelulares. En el caso de Foxpdutdied el kit de marcacion
intracelular Mouse Foxp3 Staining set (e-Bioscig¢ncen el caso de BrdU y Bcl-2 el
kit de marcacion intracelular Cytofix/Cytoperm (BIhvarmingen). En primer lugar, se
marcaron las células con anticuerpos dirigidos #outas de superficie utilizando el
protocolo ya mencionado, eliminando el dltimo pesdfijacién. Para la marcaciéon de
Foxp3 y Bcl-2, se siguieron las instrucciones eifipadas por el fabricante: las células
fueron tratadas con la solucion de fijacion y luega la solucion de permeabilizacion.
Se incubaron las células resuspendidas en la éolwé permeabilizacion con un
anticuerpo bloqueante de receptores Fc (anti-mQi3E6/32; BD-Pharmingen) para
impedir la uniéon no especifica de anticuerpos, guslamente con el anticuerpo anti-
Foxp3 o anti-Bcl-2. Finalmente, se realizaron dasatlos con la solucion de
permeabilizacion y se adquirieron las células enitémetro del flujo.

Para la marcacion de BrdU se realiz6 una adapta@bprotocolo especificado
por el fabricante: las células fueron fijadas, pEahilizadas y refijadas. Luego se
trataron con 3Qug de DNAsa (Sigma) en buffer PBS, NaCl 0,15M, Mg@€)2M,
durante 1 hora a temperatura ambiente para exppoBedU incorporada en el DNA. Se
realizd un lavado con la solucién de permeabil@agr se incubdé con el anticuerpo
anti-BrdU en solucién de permeabilizacion por lahartemperatura ambiente. Las
células fueron lavadas y adquiridas en el citonagréiujo.

Marcacién con anexina VPara la deteccién de células apotéticas con an&itial @
células fueron marcadas en superficie con anticgegoti-CD4 y anti-CD25 en una
solucién compuesta por PBS con 3% de SFB. Panavaslos se emple6 PBS libre de

suero. Luego, se incubaron las células copl Ide anexina V (BD-Pharmingen)
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conjugada a FITC o PE en 0,2 ml de buffer anexigBD-Pharmingen) durante 30
minutos, a 4°C. Las células fueron adquiridas am#&inmediata en un citbmetro de
flujo a baja velocidad.

Para los distintos ensayos la adquisicion de c®lsk llevé a cabo en un
citometro de flujo FACScan (Becton Dickinson, Maaint View, California, USA) o
FACSaria (Becton Dickinson, Mountain View, CA). Lassultados se analizaron
utilizando el programa CELLQUEST (Becton Dickinsiommunocytometry Systems),
restando los valores de los controles de isotias. ¢élulas muertas fueron excluidas

basandose en los parametros de tamafo y complejidad.

Marcacion con CFSE

Para la marcacion con 5,6-carboxifluorescein d&oetsuccinimidil éster
(CFSE) se resuspendieron 1.t@lulas/ml en PBS con 0,3% de seroalblmina bovina
(BSA) (Gibco, NY, USA) y se incubaron con 1M de CFSE (Molecular probes,
Eugene, OR, USA) durante 20 minutos a 37°C. Luegaemlizaron tres lavados
extensivos con PBS con 10% de SBF, realizando awsiabes de 5 minutos a 37°C
entre lavados para favorecer la eliminacién delERSidual. Por citometria de flujo se
controlé que la marca de las células fuera homagéneon una intensidad media de
fluorescencia de £0

Las células marcadas con este protocolo se utilizpara los experimentos de

CML y de proliferaciorin vivo.

Separacion magnética de células

La purificacion de células (CD4+, CD4+CD25+ o CDDZ5-) se realizd
utilizando el sistema de separacidon con particutesgnéticas (Miltenyi Biotec,
Alemania), siguiendo las instrucciones del fabriearBrevemente, se obtuvo una
suspension de células de ganglio en el buffer déiqaaion (BSA 0,5%, EDTA 2 mM
en PBS). La purificacion de células CD4¢ realizO por seleccion negativa. La
suspension celular fue incubada con una mezclatiliarpos biotinilados anti: CD8a,
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CD11b, CD11c, CD19, CD45R, CD49b, CD105, CMH cldaseTer-119 y luego con
particulas magnéticas conjugadas a un anticuerpiatina. Luego de un lavado la
suspension se aplicé a una columna de separaci@nlCs (Miltenyi Biotec) colocada
en un magneto. Las células CD4+ se recuperarondiataenente ya que no quedaron
retenidas en la columna. La separacion de célu@4+CD25+ y CD4+CD25se
realizo por seleccion positiva de las células CDZara esto la suspension de células
CD4+ se incub6 con un anticuerpo anti-CD25 conjogadPE y luego con particulas
magnéticas conjugadas a un anticuerpo anti-PE.d_degun lavado la suspension se
aplicé a una columna de separacion MS (Miltenyi &idtcolocada en un magneto. Las
células CD4+CD25- se recuperaron inmediatamentggano quedaron retenidas en la
columna y las células CD4+CD25+ se recuperaronolulgseparar a la columna del
magneto y realizar un lavado con el buffer de madion. Todo el proceso se realizé en
condiciones de esterilidad. Se testeo por citomeleiflujo el grado de purificacion, el

cual resulté en todos los casos mayor al 90 %.

Ensayos de proliferacionin vivo

Ensayo de proliferacién con 5-bromo-2-deoxiuridin8irdU)

Para el ensayo de proliferacién con BrdU a larga@l ratones adultos BALB/c
y CTSL™recibieron durante 7 dias un pulso diario de 1 m@tiU(Sigma) por via
intraperitoneal (i.p.). Para el ensayo de prold&gna a corto plazo los ratones fueron
inoculados i.p. durante 2 dias consecutivos cong2dem BrdU. En ambos casos para
obtener un control interno del tratamiento y c&uteara controles de citometria un
grupo de ratones fue tratado con PBS. Al dia sigeiele la ultima inoculacién los
ratones fueron sacrificados, se extrajeron los lganlinfaticos y el bazo y se determino
el porcentaje de incorporaciéon de BrdU por citofaete flujo como se indicé

anteriormente.
Ensayo de proliferacion con CFSE

Ratones BALB/c y CTSI™ fueron inoculados por via endovenosa con 15-
20.10 células de ganglio de ratones BALB/c o CT&™ marcadas con CFSE. Al dia 7
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post-inoculacion se obtuvieron los ganglios lidds y se analizd6 por FACS la

proliferacion de las células CD4+CFSE+ mediantacitin de la marca del CFSE.

Preparacion de placas de cultivo cubiertas con an€D3

Para la preparacion de placas de cultivo cubiedas anti-CD3 (BD-
Biosciences) se afiadieron a placas de 96 pociiod§ando plano alicuotas de 100
de PBS conteniendo un anticuerpo anti-CD3 en laernacion indicada. Luego de una
incubacion por 3 hs a 37°C, los pocillos fueroratins 3 veces con PBS vy utilizados de

forma inmediata.

Ensayo de conversiormn vitro

Se purificaron células CD4+CD25- a partir de gamgliinfaticos de ratones
CTSL™"™c v BALB/c por separaciéon magnética de células. Ladulas (2.16
células/ml) fueron sembradas en placas de 96 psdaithn fondo plano precubiertas con
2 pg/ml de un anticuerpo anti-CD3 (BD-Bioscienceshj@badas en medio RPMI libre
de SFB suplementado con L-glutamina (2 mM), penii{100 U/ml), estreptomicina
(100 ug/ml) y 2-mercaptoetanol (5@M). Al medio se le afiadieron desde el principio 2
pg/ml de un anticuerpo anti-CD28 (BD-Bioscience§)ny/ml de TGH3 (Prepotech) y
100 U/ml de IL-2 (BD-Biosciences). Las células farermantenidas a 37°C en una
atmosfera saturada de agua conteniendo 5% de IG@go de 4 dias de cultivo, las

células fueron lavadas y la expresion de FoxpJutada por citometria de flujo.

Ensayo de inhibicion de CTSLin vitro

El ensayo de inhibiciéim vitro de la actividad de CTSL se llevo a cabo sobre
placas de 96 pocillos precubieras conu@ml de un anticuerpo anti-CD3 (BD-

Biosciences). Células CD4+CD25- de ratones BALBhtenidas por separacion
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magnética (2.10 células/ml) fueron incubadas en medio completoMREon L-
glutamina 2 mM, penicilina 100 U/ml, estreptomicib@0 ug/ml, 2-mercaptoetanol 50
UM y SBF 10%) en presencia de 20 mM de CTSL inhidit¢€albiochem) en DMSO.
Como control, se incubaron células en un volumervatgnte de DMSO. Las células
fueron mantenidas a 37°C bajo una atmosfera cod&b%Q. A las 72 hs la expresion

de Foxp3 fue determinada por citometria de flujo.

Cultivos de células estromales de ganglios linfats

Desarrollo de cultivos primarios de células estrolesm derivadas de ganglios
linfaticos (cultivos de CEG)

Para la obtencidon de cultivos primarios de célidagomales se extrajeron
ganglios linfaticos de ratones BALB/c y CTS[™ Los ganglios fueron cortados en
pequefos trozos y digeridos con 0,05% de colagdiva@alBCO) en RPMI-SFB 2%
durante 30 minutos a 37°C con agitacion. El digefigofiltrado por pasaje a través de
una malla de acero inoxidable, lavado 2 veces dekllRconteniendo 10% de SFB y
resuspendido en medio completo con 20% de SFB.ckEhdas fueron contadas y
sembradas a una densidad de 15-25018-12.16 células por pocillo en placas de 6 o
24 pocillos respectivamente e incubadas a 37°C unagoatmédsfera con 5% de €O
Luego de 24 hs, se realizaron generosos lavado®B&npara remover las células no
adherentes y se afiadio medio de cultivo fresco.ckhdas adheridas a la placa fueron
mantenidas en cultivo por varias semanas hastazalcda confluencia, renovando el
medio de cultivo dos veces por semana.

Dado la mayor tasa de crecimiento que presenta®rcultivos derivados de

ganglios CTS[K/k

respecto de los wt, para los ensayos con cultivscélulas
estromales en similar grado de confluencia, se seimirialmente la mitad de células

CTSL"™" en |a placa de cultivo.

Cultivos a largo plazo de células estromales degjas linfaticos (cultivos de LCEG)
Para la obtencidén de cultivos de células estromaliesgo plazo se realizaron
sucesivos pasajes 0 subcultivos de células adlesrede ganglios linfaticos.

Inicialmente se partié de cultivos primarios coefites, a los cuales se les retiro el

52



Materiales y Métodos

medio de cultivo y se les elimind los restos de $R&liante 2-3 lavados con PBS.
Luego, se adicioné una solucion de tripsina-EDTAB@O) (0,25% de tripsina,

0,038% de EDTA) durante 5-10 minutos a 37°C congums resuspension con pipeta.
Una vez obtenidas las células en suspensiénpkirta fue inhibida por el agregado de
2/3 partes de RPMI 10% SFB. Las células fueron ctatlas por centrifugacion,

resuspendidas en medio completo con 10% SFB, cantasambradas en placas de 24
pocillos a la mitad de la densidad alcanzada erflummcia. De esta manera se
realizaron durante varios meses sucesivos subcsilttam la excepcion de que a partir
del pasaje n° 2, las células fueron sembradas a 1/3 de la densidad alcanzada en
confluencia. Todos los experimentos llevados a egsibla presente Tesis con cultivos a

largo plazo fueron realizados con los pasajes 1?.9-

Obtencién de células estromales en suspension

Para la tipificacién de células estromales pomeétyia de flujo los cultivos de
estroma fueron establecidos en placas de 6 paclloa vez obtenidas las células en
confluencia se les retir6 el medio de cultivo yaseincubo por 15 min a 37°C en RPMI
conteniendo 0,05% de colagenasa IV (GIBCO). Ser@smn pipeta la solucion de
colagenasa y se afiadié una solucién fria de PBS%ode SFB y 0,02 mM de EDTA.
Luego de una enérgica resuspension celular cortapip@nteniendo la placa sobre
hielo, las células fueron obtenidas en suspens#&marcacion de superficie se realizo

segun el protocolo descripto anteriormente.

ELISA para TGF-f3

La produccion de TGB1 fue detectada en el sobrenadante de cultivos de
células estromales utilizando el kit comercial pataSA de TGFB1 de e-Bioscience
siguiendo las instrucciones del fabricante. Logeméntes fueron obtenidos a partir de
cultivos confluentes de células estromales incubadog8 hs en medio libre de suero.

Una vez colectado el sobrenadante el ensayo fugditea cabo en forma inmediata.
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Extraccion de RNA

La extraccion de RNA de células estromales sezceabn el método de TRIzol
LS Reagent (Invitrogen) siguiendo las instrucciodekfabricante: las células fueron
lisadas sobre la placa de cultivo por el agregadd0feul de TRIzol LS Reagent y
homogeneizacion con pipeta durante 5 minutos a destyra ambiente. Para la
obtencion del RNA, la muestra fue transferida auloo eppendorff donde se la incubd
a temperatura ambiente con 0,2 ml de cloroformolfomin. Luego, la muestra fue
separada en una fase acuosa y una fase organiéanteecentrifugacion a 12000 x g
durante 10 min a 4°C. La fase acuosa, conteniehBNA, fue transferida y el RNA
recuperado mediante precipitacion con 0,5 ml dergmnol por 10 minutos a
temperatura ambiente y posterior centrifugacion @0@2x g por 10 min a 4°C. El
sobrenadante fue descartado y el RNA lavado cohderatanol al 75% a 7500 g por 5
min a 4°C. Para la redisolucion del RNA, el preeigo fue secado al aire libre, disuelto
en 30-40ul de agua libre de RNAsas e incubado entre 10 miB0tos a 60°C. Para la
cuantificacion del RNA se midié la absorvancia & 26n y se determiné el grado de

pureza mediante la relacion A260/A280.

RT-PCR

La RT-PCR se realizo en pasos sucesivos de retsatipcion y posterioPCR.
Para la retrotranscripcion se partio de 0562de RNA a los cuales se agregaron los
siguientes reactivos en las concentraciones finafeicadas entre paréntesis:
oligo(dT)o (25 pg/ml), dNTPs (1 mM), buffer de sintesis para AM\XJ1DTT (5
1uM), RNAsin (Promega) (40 U/20l), retrotranscriptasa de AMi{nvitrogen) (15 U/20
ul), agua libre de nucleasas para completar el vetuen20 ul. Laetrotranscripcion se
realizd6 a 45°C, durante 60 minutos con posteriosndeiralizacion de la
retrotranscriptasa de AMV a 85°C por 5 minutoscENA (1-2 ul, tomando cantidades
iguales de las muestras a comparar) se utilizé neatezar la reacciéon de PCR. Para la
PCR se parti6 del cDNA obtenido, al cual se agmydps siguientes reactivos

(Invitrogen)en las concentraciones finales indicadas entranfemié: dNTPs (0,2 mM),
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primers (0,5uM cada uno), MgGl (1,5 mM), Taq polimerasa (2 U/50), buffer de
reaccion para Taq polimerasa (1X), y agua librewudeasas para llevar a un volumen
de 50ul. La amplificacion se realiz6 con un ciclador LABN MultiGene Gradient
Thermal Cycler. En laabla | se detallan las secuencias de los pares de primers
utilizados y las condiciones de ciclado. Los pradsicde PCR fueron sometidos a
electroforesis en geles de agarosa al 2% tefidodmnuro de etidio. Para encontrar

el niumero de ciclos de amplificacion indicado peaada producto a estudiar, se realizo
una curva con cada par de primers a utilizar. 8&agren base semilogaritmica numero
de ciclos versus producto amplificado. Se eligiGdamgo de ciclos de manera tal que el

producto quede comprendido dentro de la fase laedd curva de amplificacion.

Primers Desnaturalizacion =~ Apareamiento | Elongacion
HPRT | 5 GTTGGATACAGGCCAGACTTTGTTG 3’ 94°C 56°C 72°C
5 AGGGTAGGCTGGCCTATA 3’ 45 seg 45 seg 1 min
FN 5" TACCAAGGTCAATCCACACCCC 3’ 94°C 60°C 72°C
5 CAGATGGCAAAAGAAAGCAGAGG 3 45 seg 1 min 1 min
Coll 5" CCTCCCTGTACCTGGGCAGGC 3 94°C 56°C 72°C
5" CCCTTGGGGCCAGGAAGACC 3 45 seg 1 min 1 min
Gp38 | 5° TCCAACGAGATCAAGATGTG 3 94°C 56°C 72°C
5 CTTTCTTATCTGTTGTCTGCG 3 45 seg 1 min 1 min
CCL21 | 5 AGCTATGTGCAAACCCTGAG 3’ 94°C 56°C 72°C
5 TCATAGGTGCAAGGACAAGG 3’ 45 seg 1 min 1 min
CXCL13 | 5 CCAGGCAGAATGAGGCTCAG 3’ 94°C 58°C 72°C
(BLC) 5" CTCAGCTCCTGCAGGATTGG 3’ 45 seg 1 min 1 min
IL-7 5 TATTCTACAATGTTCCATGTTTCTTTTAGA 3 94°C 56°c 72°C
5 CTTTTTCTGTTCCTTTA 3’ 45 seg 1 min 1 min
IL-6 5' TTCCTCTCTGCAAGAGACT 3’ 94°C 56°C 72°C
5' TGTATCTCTCTGAAGGACT 3° 45 seg 1 min 1 min
TGF-B | 5 GCTTCAGCTCCACACAGAGAAG 3 94°C 60°C 72°C
5" GGAGCGCACAATCATGTTGG 3 45 seg 1 min 1 min

Tabla I: Secuencias de primers utilizados para PCR y camtis de ciclado para cada par de primers.
Cada ciclado fue precedido por una fase de destiaagion inicial (94°C, 5 minutos) y seguido deaun
elongacion final (72°C, 10 minutos). El nimero degos se ajustd para cada tipo de muestra como se

explicé en el texto.
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Cultivo mixto linfocitario (CML)

Las células presentadoras se obtuvieron purificardéiidlas mononucleares de
bazo de ratones AKR/J mediante un gradiente ddlHidggosom. Luego, estas células
fueron tratadas con mitomicina C para impedir saliferacion durante el cultivo. El
tratamiento consistié en incubar 25’.t8lulas/ml en RPMI con SBF con mitomicina C
(Sigma) (25ug/ml) durante 20 minutos a 37°C. Luego se realizdres lavados con
RPMI-SBF 10%, realizando incubaciones de 5 min#o87°C entre lavados para
favorecer la eliminacion de la mitomicina C.

Las células respondedoras se obtuvieron realizam@osuspension celular a
partir de ganglios linfaticos de ratones CT&1“ o BALB/c. Para algunos
experimentos, a partir de esta suspension se qauofi células CD4+ o células
CD4+CD25-por separacion magnética. Las células totales dgligao las células
purificadafueron marcadas con CFSE para seguir su prolifamacivitro.

Para evaluar la funcion supresora de las céluleg 3e agregaron a los cultivos
células CD4+CD25+ de ganglios linfaticos de rator@8LB/c o CTSLM™MK
purificadas también con columnas magnéticas.

Se utilizdé el siguiente medio de cultivo: RPMI canglutamina 2 mM,
penicilina 100 U/ml, estreptomicina 10@/ml, 2-mercaptoetanol 5iM y SBF 10%.

Para los ensayos de funcion regulatoria se utilizgnacas de 96 pocillos con
fondo en “U” y se colocaron en cada pocillo 2.délulas presentadoras y Z2t@lulas
respondedoras y un numero variable de células CD25€ purificadas, en un
volumen final de 20Qul. Para los ensayos de proliferacion en preseneizéulas
estromales se establecieron cultivos confluentesélidas estromales en placas de 24
pocillos.

Las células se incubaron a 37°C en una atmoésferd¥ode CQ@ durante 4 dias
y luego se recuperaron para su analisis por citdande flujo. La proliferacion de las
células respondedoras se evalué por dilucién dedasidad de fluorescencia del CFSE
mediante FACS.
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Ensayos de viabilidad y apoptosis vitro

Células de ganglios linfaticos o células CD4+CDg53D4+CD25- purificadas
por separacién magnética fueron cultivadas a unsidied de 2.100 4. 16 células por
pocillo en placas de 24 o 96 pocillos respectivameainteniendo una monocapa de
células estromales en confluencia. Como controhegbaron células en una placa de
cultivo libre de células estromales. Para los epsa inhibicion de contacto celular las
células fueron cultivadas en una camara de difusimanswell (Costar). Los ensayos
en placas de 24 pocillos se llevaron a cabo erolumen final de 2 ml y los realizados
en placas de 96 pocillos en un volumen final dendl,2Las células fueron mantenidas
en las diferentes condiciones por distintos pesode tiempo a 37°C, con una
atmosfera de C£al 5%.

Viabilidad y ciclo celular con ioduro de propididF)

Se cosecharon a distintos tiempos las células dgligancubadas en presencia
de células estromales y se marcaron con un arpicugnti-CD4 conjugado a FITC
utilizando el protocolo de marcaciéon de superfigiee mencionado, exceptuando el
Gltimo paso de fijacién. Las células fueron lavadas PBS (sin Ca ni Mg®") frio y
fijadas en 1 ml de etanol 70%, luego se guardafiCaen oscuridad un minimo de 18
horas. Las células fueron lavadas y resuspendidasO@ pl de solucion de tincion
(Img/ml RNasa A (Sigma), 2pg/ml ioduro de propidio (IP) (Sigma) en PBS
conteniendo 1g/l glucosa) e incubadas por 30 minato4°C en oscuridad. Los
porcentajes de células viables y muertas fuercermdétados utilizando un citdmetro de
flujo FACScan. El IP se intercala entre las bas¢éD8E\ y permite discriminar entre
las células que estan en proceso de sintesis dumicado su contenido de DNA, de
aquellas que no se estan dividiendo o han perdidte mle su contenido de DNA al

entrar en el proceso de muerte celular.

Apoptosis con anexina V

Para la deteccion de células apoptoéticas, linfeciie ganglios o células
CD4+CD25+ y CD4+CD25- purificadas fueron cosechaléss 48 hs de cultivo. Las
células fueron marcadas utilizando el protocolar@gcacion con anexina V descripto

previamente.
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Presentacion de los resultados
Las figuras, tablas y fotos contienen, salvo que irs#ique, resultados

representativos obtenidos de experimentos repetidodos a cuatro veces en forma

independiente.

Estadistica

Para analizar la significacion de los resultadosit8ezo el t-test de Student de
dos colas. Valores de p<0,05 fueron considerado®dadicativos de una diferencia

significativa.
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CAPITULO 1. INFLUENCIA DE LA CATEPSINA L EN LA POBL ACION DE
CELULAS T REGULATORIAS CD4+

Los ratones CTSIK"™ son portadores de una delecién en el gen queicadif
para la cisteina proteasa CTSL. Como consecueastas mutantes sintetizan una
CTSL no funciondf®. Utilizando los ratones CTSf™ se demostré en nuestro
laboratorio que la CTSL posee una amplia influensobre el sistema inmune,
interviniendo, entre otras funciones, en la regatacel numero de linfocitos T en los
6rganos linfoides centrales y periférit8sEn estos ratones, al igual que en los ratones
KO para esta proted@Sa la seleccién positiva de las células T CD4+ seuentra
alterada™, lo que se evidencia en una severa disminuciénitakro y el porcentaje de
timocitos CD4 SP. Como consecuencia, los 6rgamésidies periféricos de los ratones
CTSL"™"muestran una marcada reduccién en el porcentajéldias T CD4+. Asi, el
namero absoluto de linfocitos T CD4+ se encuendtalilemente reducido en el bazo.
No obstante, los ganglios linfaticos de estos ntataastan hipertrofiados y el nimero
de células T CD4+ alcanza un nivel normal debidonaincremento en su tasa de

proliferacién basaf®.

1.1- Células Treg CD4+CD25+Foxp3+ en ratones deficiees en CTSL

1.1.1- Los 6rganos linfoides periféricos de los ranes CTSL™™ presentan
alteraciones en el nimero absoluto de células Trggen su frecuencia dentro de la
poblacién T CD4+

El primer objetivo de esta Tesis fue investigamiduencia de la mutaciénkt
sobre la poblacion de células T CD4+ con fenotipegT Con este fin, se analizo
mediante citometria de flujo (FACS) la expresionlae marcadores de células Treg
CD25 y Foxp3 en la poblacién T CD4+ de los ratd@&SL™"™ En todos los ensayos
de esta Tesis se utilizaron como control wild tpt ratones de la cepa BALB/c.

Como puede observarse enfigura 1 los ratones CTSK™ mostraron un
aumento significativo en la proporcion de célulaxg3+ dentro de la poblacion T
CD4+ de los ganglios linfaticos y el bazo. Este ento involucré tanto al porcentaje de
células con fenotipo Treg CD25+Foxp3+ como al dé&ulagé T CD25-Foxp3+,
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consideradas un reservorio de células Treg en fifepa®™® o células Treg en
proliferaciérf®>. Dado que el nimero absoluto de células T CD4+osnganglios
linfaticos no difiere entre los ratones CT&[X y los wt> (figura 2 A), este
incremento en la proporcién de células Treg cocreted con un aumento significativo
en el numero absoluto de células CD4+CD25+Foxp3t®iganglios linfaticos de los
ratones CTSI"™ (figura 2 B). En el bazo, en cambio, como consecuencia de la
reduccion en el nimero de células T CD4+ que exédive 6rgano, el nimero absoluto

de linfocitos Treg resultd disminuidéigura 2).

Ganglios linfaticos
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Figura 1: La mutacionnkt induce alteraciones en la frecuencia de célulag €n la poblacion CD4+ de
los 6rganos linfoides periféricos. Linfocitos dengkos linfaticos (A) y bazo (B) de ratones CTS[ 'y

wt fueron marcados con anticuerpos anti-CD4, ab®® y anti-Foxp3 conjugados a distintos
fluorocromos y analizados por FACS. Se muestranptiiis representativos de la expresion de CD25 y
Foxp3 dentro de la poblacion CD4+. Los graficos lumras indican el porcentaje de células
CD25+Foxp3+ y CD25-Foxp3+ en la poblacion CD4+. Hatos se presentan como la media + SD; n=4.

*p<0,05; *p<0,01; ***p<0,001. Se muestra un expaento representativo de tres independientes con

resultados similares.
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Figura 2. Linfocitos provenientes de ganglios linfaticosbgzo de ratones wt y CT&I™ fueron
marcados con anticuerpos anti-CD4, anti-CD25 y-Roxip3 y analizados por FACS. (A) Se muestra el
nimero absoluto de células CD4+ presentes en logliga linfaticos y el bazo de ratones CTSI
(n=12) y sus controles wt (n=10). (B) Se indicanémero absoluto de células CD4+CD25+Foxp3+
presentes en los ganglios linfaticos y el bazo atenes CTSI™ (n=4) y wt (n=4). Los datos se
presentan como la media + SD. *p<0,05; ***p<0,08&. muestra un experimento representativo de tres

independientes con resultados similares.

Ademas de distinguir a las células con fenotipoulegrio, la marcacion
anterior permite diferenciar células con fenotiptivado (CD4+CD25+Foxp3-) y
células con fenotipo virgen o naive, a las cualewagnaremos de aqui en adelante
células T convencionales (CD4+CD25-Foxp3-). Comalussra en lafigura 3 A, la
poblacion CD4+ de los ganglios linfaticos y el baedos ratones CTS"™8 mostré un
leve incremento —aunque no significativo- en ecpotaje de células CD25+Foxp3-. El
namero absoluto de células CD4+CD25+Foxp3- mosimé tendencia hacia un
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aumento en los ganglios linfaticos y una reduceidrel bazo (datos no mostrados). Por
su parte, el porcentaje de células T convencior@Eb-Foxp3- dentro de la poblacion
CD4+ resulté significativamente reducido tanto es ganglios linfaticos como en el
bazo de los ratones CT&I"™ (figura 3 A). Se observé ademas una disminucion en el
namero absoluto de linfocitos CD4+CD25-Foxp3- erbasndrganos linfoides, la cual

resulté particularmente severa en el bdigu(a 3 B).
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Figura 3: Los érganos linfoides periféricos de los ratonesSC'™ muestran una disminucién en la
frecuencia de células CD25-Foxp3- en la poblacid®DA+ y una disminucién en el nUmero absoluto de
células CD4+CD25-Foxp3Células provenientes de ganglios linfaticos y bdeaatones CTSK™ y
sus controles wt fueron marcadas con anticuerptsCaérd, anti-CD25 y anti-Foxp3 y analizadas por
FACS. (A) Porcentaje de células CD25+Foxp3- y CB2%p3- dentro de la poblacion CD4+ de los
ganglios linfaticos y el bazo. (B) Se indica el miicmabsoluto de células CD4+CD25-Foxp3- en los
ganglios linfaticos y el bazo. Los datos se presemomo la media + SD; n=4. *p<0,05; **p<0,01;

***n<0,001. Se muestra un experimento represertgadir tres independientes con resultados similares.
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Asi, los ganglios linfaticos y el bazo de los r&®mmutantes para CTSL
muestran dentro de la poblacion T CD4+ un impogtanimento en el porcentaje de
células Treg y una disminucion en la frecuenciadlalas T convencionales. Respecto
de los niumeros absolutos, mientras que en los igarigifaticos el nimero absoluto de
células Treg esta aumentado, el de las células Tveocionales se encuentra
disminuido. Por su parte, el bazo muestra una disocion tanto en el nimero absoluto

de células Treg como en el de células T convenldsena

1.1.2- Capacidad inmunosupresora de las células CB@D25+ de los ratones

mutantes para CTSL

Con el objeto de evaluar la capacidad inmunosupaetmlas células Treg de los
ratones CTSI™M se purificaron por separacién magnética célulBgd+«CD25+ de
ganglios linfaticos de ratones CT%(™y sus controles BALB/c, y se estudié su
capacidad supresora en reacciones de cultivo raigigeneico. Para este experimento,
células CD4+CD25- de ganglios linfaticos de ratoB&4B/c (respondedoras) fueron
marcadas con CFSE y cocultivadas con células moteares de bazo de ratones
AKR/J pretratadas con mitomicina C. Al cocultivo agregaron, desde el comienzo,
distintos nimeros de células CD4+CD25+ mutanes @afl o wt. Luego de 4 dias de
cultivo el grado de proliferacién de las células43Drespondedoras fue analizado por
dilucion de la marca del CFSE. Como se muestraadigura 4 A, el porcentaje de
inhibicion de la proliferacién causado por el agmde células CD4+CD25+ mutantes
o wt fue similar, resultando mayor el grado de hitidn de la proliferacion a mayor
concentracion de células CD4+CD25+ (datos no midat)a Resultados similares
fueron obtenidos utilizando como respondedoras aglmutantes para CTStigura 4
B).

Estos resultados indican que las células CD4+CD@&rvadas de ganglios
linfaticos de ratones CTSf"" poseen una capacidad inmunosupresora similar a la de

aquellas derivadas de ratones wit.
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Figura 4: Actividad inmunosupresora de células CD4+CD25+adlenes mutantes para CTSL. Se realiz6
un cultivo mixto linfocitario como se describe erafdriales y Métodos (2.1Gélulas presentadoras
AKR/J + 2.16 células CD4+CD25- respondedoras BALB/c o CT4¥ marcadas con CFSE), al cual se
le agregaron 0,5.2® 1.16 células CD4+CD25+ purificadas de ganglios linfagicle ratones CTSf/"®

0 wt. La proliferacién se evalu6é por FACS como &dida de intensidad del colorante CFSE en las
células CD4+ respondedoras. A) Histograma reprateat de la proliferacion de células CD4+
provenientes de ratones wt en presencia o ausdecial8 células CD4+CD25+ wt o CTSf™ B)
Histograma representativo de la proliferacion diellaé CD4+ provenientes de ratones CTEI en
presencia o ausencia de P.1lulas CD4+CD25+ wt o CTSf™™ Se muestra un experimento

representativo de dos independientes con resultachilares.

1.1.3- Caracterizacion fenotipica de las células &g en ratones CTS[™

L"kUnkt - analizamos en

Para caracterizar la poblacion Treg de los muta@iES
las células CD4+CD25+ la expresion de los marcado@62L”, CD45RE™ y CTLA-
4. Como se muestra en fggura 5 A, todos los marcadores estudiados fueron
expresados por un porcentaje similar de células+CID25+ en los ratones CTE™
y sus controles wt. Por otro lado, estudios reeehtan demostrado que las células Treg
CD4+CD25+ no expresan 0 expresan bajos niveles reet¢ptor para la IL-7
(CD127Y°* En lafigura 5 B se ilustra la expresién de Foxp3 y CD127 en ldgmidn

CD4+ de ratones mutantes para CTSL y controles,alpodde apreciarse el bajo nivel

65



Resultados

de expresion de CD127 que presentan las célulgs3FolNo se observaron diferencias
significativas en la expresion de CD127 dentro algdblacion CD4+CD25+ de los
ganglios linfaticos de los ratones wt y CT$[

isotipo  —wt — CTSL™™
76,5%
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Figura 5: Expresién de CD62L, CD45RE’", CTLA-4 y CD127 en la poblacién CD4+CD25+ de los
ganglios linfaticos. Se midié por FACS la expresim los marcadores CD62L, CD45RB, CTLA-4
(intracelular) y CD127 en la poblacién CD4+CD25+Haeganglios linfaticos de ratones CTS[y sus
controles wt. (A) Se muestran histogramas repratieas de la expresion de CD62L, CD45RB y CTLA-
4. Se indica el porcentaje de células CD4+CD25+itigas para cada marcador. (B) Se muestra la
expresién de CD127 dentro de la poblacion CD4+CD@eguierda) y un dot plot representativo de la
expresion de Foxp3 y CD127 en la poblacion CD4+ed®). El experimento se realizé dos veces con

resultados similares.

En conclusion, las células CD4+CD25+ de los ratoneg y mutantes para
CTSL mostraron niveles de expresion similares de slintos marcadores de

superficie asociados a las células Treg.
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1.1.4- Células Treg en el timo de los ratones mutees para CTSL

Dados el aumento del porcentaje de células CD2533o»xn la poblacion

CD4+ de los 6rganos linfoides periféricos en ldsmas CTS</™

y el aumento en el
namero absoluto de células Treg en los gangliostlods, investigamos mediante
FACS el nivel de células Treg en el timo de dichmgantes. Como puede observarse
en lafigura 6 A, en los ratones CTSf"™ el porcentaje de células CD25+Foxp3+
dentro de la poblacién de timocitos CD4 SP ressltbilar al de los ratones wt
Ademas, dadas las reducciones en el porcentajaynetro absoluto de timocitos CD4
SP que presentan los mutantes para GTfigura 6 A y B), tanto el porcentaje de
timocitos CD4+CD8-CD25+Foxp3+ dentro de la poblaciotal del timo como su

namero absoluto resultaron notablemente disminuiéigsira 6 C y D).

1.1.5- Alteraciones en la frecuencia de células Tgeen la poblacion CD4+ de

ratones CTSL™"™ neonatos

Para investigar si la proporcion de células Tregtrdede la poblacién T CD4+
periférica de los ratones CT&I™ se encontraba alterada desde los primeros dias de
vida, analizamos el porcentaje de células Foxp3ta @oblacion CD4+ de los ganglios
linfaticos de ratones de entre 7 y 9 dias de ddafigura 7 A muestra que la poblacion
CD4+ de los ganglios linfaticos de los ratones C8f presenté el triple de células
Foxp3+ que la de los ratones control. Ademas,walligue en los adultos, el incremento
de células Foxp3+ involucré aumentos en las sulagairies CD25+Foxp3+ y CD25-
Foxp3+ {igura 7 B). Sin embargo, a diferencia de lo observado ematmes adultos,
donde la subpoblacion CD25-Foxp3+ constituye un mmdnporcentaje del total de
células Foxp3+, en los ratones neonatos la praporde células CD25+Foxp3+ y
CD25-Foxp3+ dentro de la poblacion CD4+ presentorga similares.

En lo que respecta a la proporcion de células Foxg8 el timo, del mismo
modo que en los adultos, la frecuencia de timoéitmg3+ dentro de la poblacion CD4

SP fue similar entre los ratones neonatos C&fy los controlesfigura 7 C).
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Figura 6: El timo de ratones CTSI""muestra una frecuencia normal de células CD25+Foxigditro

de la poblacién CD4 SP y una disminucion en el ménadsoluto de timocitos Treg. Células de timo de

ratones wt y CTSE"X fueron marcadas con anticuerpos anti-CD4, anti-CR2%-CD8 y anti-Foxp3

conjugados a distintos fluorocromos y analizadasH«CS. (A) Se muestran dot plots representatives d
la expresion de CD25 y Foxp3 dentro de la pobla€itd SP del timo de ratones wt y CTSEX. (B)
NUmero absoluto de células CD4 SP. (C) Numero absale células CD4+CD8-CD25+Foxp3+. (D)

Porcentaje de células CD4+CD8-CD25+Foxp3+ en a.tinos datos se presentan como la media + SD;

n=4. **p<0,001. Se muestra un experimento repredes de tres independientes con resultados

similares.
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Figura 7: A la semana de vida la poblacién CD4+ de los gasdinfaticos de los ratones CT4{"™ya
presenta alteraciones en la proporcién de célulag. Télulas provenientes de los ganglios linfatige!
timo de ratones wt y CTS"™ de entre 7 y 9 dias de vida fueron marcadas cacuanpos anti-CD4,
anti-CD25, anti-CD8 y anti-Foxp3 y analizadas p&C0S. (A) Porcentaje de células Foxp3+ en la
poblacion CD4+ de los ganglios linfaticos. (B) Roraje de células CD25+Foxp3+ y CD25-Foxp3+
dentro de la poblacion CD4+ de los ganglios licfégi (C) Porcentaje de células Foxp3+ en la palaci
CD4+CD8- del timo. Los datos se presentan comoddian+ SD de dos ensayos independientes con
resultados similares; n=7. **p<0,01; ***p<0,001.

En conjunto nuestros resultados indican que la auseia de actividad de
CTSL correlaciona con un incremento en la proporcia de células Treg dentro de
la poblacion T CD4+ de los organos linfoides perifieos que no esta asociado ni
con un aumento en la frecuencia de células Treg dea de los timocitos CD4 SP ni
con un aumento en el numero absoluto de células gen el timo. El aumento en la
proporcion de células Treg dentro de la poblacion B4+ periférica se encuentra

establecido ya a la primer semana de vida de lostomes CTSL™"™
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1.2- Mecanismos periféricos involucrados en el aumt de células Treg en

los ratones CTSIMKV

El aumento en la frecuencia de células Treg en klap@n CD4+ de los
6rganos linfoides periféricos de los ratones CF8K podria deberse a alguno de los
siguientes mecanismos no necesariamente excluyemti@sento en la exportacion
timica de células Treg, disminucion en sus nivdiespoptosis periférica, incremento
en sus niveles de proliferacion basal y/o adguisiclel fenotipo CD25+Foxp3+ en la
periferia.

Resultados previos obtenidos en nuestro laboraiiodican que la exportacion
diaria de timocitos CD4+ a la periferia esta disrndauen los ratones mutantes para
CTSL®® Por otro lado, el anélisis de la expresiéon de EPZFoxp3 en la poblacion
CD4 SP del timo mostré que el numero de timocitesyTse encuentra reducido a un
cuarto del de los ratones normales. Aunque no pdedeartarse la existencia de una
emigracion diferencial de timocitos CD4+CD25+Foxp@&stos datos sugieren que el
aumento en la frecuencia y el numero de célulag Be los Organos linfoides
periféricos en los mutantes para CTSL no derivdeiain aumento en su exportacion
timica. Sugieren ademas que el aumento del nimkxrdrgcuencia de las células Treg

dependerian de mecanismos actuantes en la pedéelis ratones CTSf™

1.2.1- El incremento en la proporcion de células Bg en la poblacién CD4+ de los

I(_t/nkt

6rganos linfoides periféricos de los ratones CTS no correlaciona con una

reduccion en su nivel de apoptosis basal

Con el objeto de investigar los factores que ddéteam el aumento en la
frecuencia de células Treg dentro de la poblaci@%+ de los organos linfoides
periféricos en los ratones CT8{"™ evaluamos si el nivel de apoptosis basal de los
linfocitos Treg se encontraba alterado. Para sanvestigd el porcentaje de apoptosis
de células Treg CD4+CD25+ en los ganglios linf&igoel bazo mediante tincion con

anexina V y analisis por FACS.
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La anexina V es una proteina que se une especéitamal fosfolipido
fosfatidilserina, el cual se encuentra en la caterma de la membrana plasmatica y es
expuesto en su cara externa cuando comienza edgwae apoptosis. Cabe sefalar que
en estos ensayos no se determiné la expresion deSFtada la incompatibilidad de
esta marcacion intracelular con las técnicas atls para determinar niveles de
apoptosis. No obstante, en nuestras condicionesriexgntales (ratones criados en
ambientes libres de patdgenos especificos) en88-80% de las células CD4+CD25+
expresan FoxpJigura 1).

En primer lugar, es importante destacar, que tentdos ratones CTSf/"
como en los wt, la subpoblacion CD4+CD25+ mostrémayor porcentaje de células
apoptéticas que su contraparte CD4+CDZgufa 8). Por otro lado, en los ratones
CTSL™™ |os niveles de apoptosis de las células Treg CIX2E3 no resultaron
reducidos con respecto a los controles. Mas auloseganglios linfaticos de los ratones
CTSL™™ tanto los niveles de apoptosis de las células €26+ como los de las
CD4+CD25- resultaron aumentados en un factor der respecto a los controles
(figura 8 Ay B). Estos datos no avalan la hipotesis de que eéataren la proporciéon
de células Treg dentro de la poblacion CD4+ engkrsglios de los ratones mutantes
para CTSL se deba a una alteracion diferencialosnniveles de apoptosis de las
poblaciones Treg y T convencional.

En el bazo el porcentaje de células apoptéticda @ablacion CD4+CD25- de
los ratones mutantes duplicé el observado en ltsneéa wt, mientras que en la
subpoblacion CD4+CD25+ el aumento no resulté estiadmente significativdigura
8 B). Estos datos correlacionan con una importantaidiscion en el numero absoluto
de esplenocitos CD4+CD25- en los ratones mutamesl@.16 + 3.1¢F; CTSLM
3,5.16+ 0,3.10; p<0,05) y una disminucién leve en la subpoblagi@m+CD25+ (wt:
1,9.10+ 0,2.16; CTSL™"™ 1 3.16+ 0,2.10; p<0,05).
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Figura 8: Apoptosis basal de las células Treg y T convendgsn&élulas de ganglios linfaticos y bazo
de ratones wt y CTSK™ fueron marcadas en superficie con anticuemuis-CD4 y anti-CD25. El
porcentaje de células apoptoéticas fue determinadonarcacién con anexina V y analisis por FACS. (A)
Se muestran histogramas representativos de lacifatede células apoptéticas en las poblaciones
CD4+CD25+ y CD4+CD25- de los ganglios linfatico8) (Se indica el porcentaje de células
CD4+CD25+ y CD4+CD25+ apoptéticas en los gangliofificos y el bazo de ratones CTS™y sus
controles. Los datos se presentan como la media;h&4. *p<0,5; **p<0,01; **p<0,001. Se muestra

un experimento representativo de tres independiextte resultados similares.
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Estos resultados indican que en los mutantes CTSY"™ el aumento de la
frecuencia de células Treg en la poblacion T CD4+edlos ganglios linfaticos no
deriva de una disminucion en su nivel de apoptosiBor el contrario, en el bazo, el
incremento en la apoptosis de la subpoblacion T ceencional podria contribuir al
aumento en la frecuencia de esplenocitos Treg deontrde la poblacion CD4+,
abriendo la posibilidad de que distintos mecanismosperiféricos estén
influenciando el aumento en la proporcion de célulm Treg en dichos 6érganos
linfoides.

1.2.2- La mutacién nkt estd asociada con un incremento en los niveles de

proliferacion basal de las células Treg

Continuamos analizando la proliferaciom vivo de la poblacion Treg en los
érganos linfoides periféricos de los mutantes CF8f mediante marcacién con 5-
bromo-2-deoxiuridina (BrdU). La BrdU es un analogle timidina capaz de
incorporarse al DNA de células en proliferacionasie la fase S del ciclo celular, la
cual puede detectarse posteriormente utilizandantiouerpo monoclonal.

El ensayo se llevd a cabo inoculando via i.p. 2dadgBrdU durante dos dias
consecutivos en ratones mutantes y controles. éAkigjuiente de la Gltima inoculacion
los ratones fueron sacrificados y se determinaosnpbrcentajes de incorporacion de
BrdU en las poblaciones CD4+CD25+ y CD4+CD25- de danglios linfaticos y el
bazo.

Como puede observarse erfitpura 9 A, las células Treg CD4+CD25+ y las T
convencionales CD4+CD25- mostraron distintos nwele incorporacion de BrdU.
Coincidiendo con resultados reportados por otrosresit’, el porcentaje de células
BrdU+ resultdé mayor en la subpoblacion Treg qudaem convencional, tanto en los

ratones CTSIKV/M

como en los wt. En lo que respecta a la incorpdnade BrdU por

las células Treg, el porcentaje de células BrdUitrdede la poblacion CD4+CD25+ de
los ganglios linfaticos y el bazo de los ratonesSCf™ resultd entre 2 a 3 veces
mayor que en los ratones wt. No obstante, la praldiéon de la poblaciéon CD4+CD25-
también resulté mayor en los ratones mutantesy tmios ganglios linfaticos como en

el bazo figura 9 A). La razon entre la incorporacion de BrdU pordékilas Treg y las
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células T convencionales en los ratones mutangstoesimilar a la de los ratones wt
(figura 9 B).

A Ganglios linfaticos Bazo
= wt CTSL™™ = wt CTSL™™
20+ 20 4
*%
ok *
15 4 - 15 4 B
% é *%
m 104 @ 104
E % *%
> >
8 8 <l
X X
0 - 0+
CD4+CD25+ CD4+CD25- CD4+CD25+ CD4+CD25-
B T
Ganglios linfaticos Bazo

% células CD4+CD25+BrdU+/
CD4+CD25-BrdU+

% células CD4+CD25+BrdU+/
CD4+CD25-BrdU+

wt CTSL Mk wt CTSL Mkt

Figura 9: Proliferacion basal de células Treg y T convendamaor incorporacion de BrdU a corto
plazo. Ratones wt y CTSt""™ fueron inoculados i.p. con 2 mg de BrdU durante dias consecutivos.

Células de ganglios linfaticos y bazo fueron olitasiy marcadas con anticuerpos anti-CD4, anti-GD25
anti-BrdU y analizadas por FACS. (A) Porcentajeirmrporacion de BrdU en células CD4+CD25+ y
CD4+CD25-. (B) Se indica el porcentaje de céluladlB- en la poblacion CD4+CD25+ relativo al
porcentaje de células CD4+CD25-BrdU+. Los valorekcian la media + SD (n=3). *p<0,05; **p<0,01.

Se muestran resultados representativos de tresimemtos independientes con resultados similares.

74



Resultados

Estos resultados indican que las tasas de prolifes®n basal de las células
Treg y T convencionales se encuentran significatineente incrementadas en los

érganos linfoides periféricos de los ratones CTSK/"™

. El hecho de que la razén
entre la incorporacion de BrdU por las células CD4€D25+ y las CD4+CD25-
resulte de una magnitud similar en los ratones mutaes y en los ratones normales
sugiere que el incremento en la proliferacion no derminaria el aumento en la

proporcion de células Treg dentro de la poblacion TD4+ periférica.

Para confirmar estos resultados, realizamos uryerg&marcacion con BrdU a
largo plazo. Para ello, ratones CT8[ My sus controles wt fueron inyectados i.p.
durante siete dias consecutivos con 1 mg de Brdggd del periodo de marcacion, los
animales fueron sacrificados y la incorporacion BielU en las subpoblaciones
CD4+CD25+ y CD4+CD25- analizada mediante citometedlujo.

De manera similar a lo observado en los experinsetiéancorporacion de BrdU
a corto plazo, la frecuencia de células BrdU+ dentle las subpoblaciones
CD4+CD25+ y CD4+CD25- de los ganglios linfaticosely bazo de los ratones
CTSL™™ fue significativamente mayor que en los ratones (figura 10).
Nuevamente, la razon entre la incorporacion de Bpdtlas células CD4+CD25+ y
CD4+CD25- en los ratones CT&I™!result6 similar a la de los ratones wt.

Cabe destacar ademas, que el aumento en la inaororde BrdU sélo tuvo
lugar en la poblacién T CD4+ de los ratones C8I, dado que tanto la poblacion de
células T citotéxicas, CD8+, como la poblacion idéoktitos B, B220+, presentaron un

porcentaje de células BrdU+ similar al de los ratocontrolesfigura 11).
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Figura 10: Incorporacién de BrdU a largo plazo. Ratones wingC*"“fueron inoculados i.p. con 1mg
de BrdU durante siete dias consecutivos. Célulagawlios linfaticos y bazo fueron obtenidas y
marcadas con anticuerpos anti-CD4, anti-CD25 y-BrdU y analizadas por FACS. Se muestran
histogramas representativos de la incorporaciéBmi) por células CD4+CD25+ y CD4+CD25- de
ganglios linfaticos (A) y bazo (B) de ratones wEYSL™™. Los gréaficos de barras indican el porcentaje
de incorporacion de BrdU. Los valores indican ladiaet SD (n=3). **p<0,01; ***p<0,001. Se muestra

un experimento representativo de dos independientesesultados similares.
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Figura 11: Incorporacién de BrdU por linfocitos T y B en radégnmutantes para CTSL. Ratones wt y
CTSL"™fueron inoculados i.p. con 1 mg de BrdU por sid#s ¢onsecutivos. Se obtuvieron células de
ganglios linfaticos y bazo, se marcaron con antmeg anti-CD4, anti-CD8, anti-B220 y anti-BrdU, & s
analizd por FACS el porcentaje de incorporaciérBd#U. Se muestran histogramas representativos de

dos experimentos independientes con resultadokasami

El conjunto de estos resultados indica que la faltde actividad de CTSL
correlaciona con un incremento en los niveles de gliferacion basal de las
subpoblaciones CD4+ Treg y T convencional en losdganos linfoides periféricos.
El hecho de que la razon entre la incorporacion deBrdU por las células
CD4+CD25+ y las CD4+CD25- resulte de una magnitudinsilar en los ratones
CTSL™"™ vy en los wt no avala la hipétesis de que el aumeném la proliferacion
sea el factor causal del aumento en la proporcidnedcélulas Treg dentro de la

poblacion T CD4+ periférica.
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1.2.3- Conversion de células CD4+CD25-Foxp3- a ckls Treg en ausencia de
actividad de CTSL

Los resultados obtenidos hasta aqui nos llevaionestigar si el aumento en la
proporcion de células Treg incluye un aumento exoteversion de células CD4+CD25-
Foxp3- a células CD4+CD25+Foxp3+ en los mutantes GaSL.

Investigamos en primer lugar si las células T caniaales de los ratones
CTSL"™™ presentan una mayor capacidad de conversion aséluég que las células
gue poseen una CTSL funcional.

Con este objetivo, comparamos en un sistamavitro, la capacidad de
conversion a células Foxp3+ de linfocitos CD4+CD@&rivados de ratones CT&{™
y wt. Para ello, células CD4+CD25- provenientesgdaglios linfaticos de ratones
CTSL™"™ y wt, purificadas mediante separacién magnétiserch activadas con anti-
CD3 y anti-CD28 en presencia de T@GFe IL-2, y mantenidas en cultivo en estas
condiciones. Al cuarto dia de cultivo se evalu@édaversion a células Treg analizando
por FACS el porcentaje de células Foxp3+.

En las condiciones ensayas no se detectaron difaseren el grado de
conversionin vitro a células Foxp3+ entre las células CD4+CD25- ddasale ratones
wt y mutantes para CTSL (wt: 322%; CTSI™"™: 33+ 20; p>0,05) figura 12 A).

No obstante, en las células CD4+CD25- incubadasamntrol en ausencia de T@F-

e IL-2, observamos un mayor porcentaje de célutlapB+ en las células derivadas de
ratones CTSI"™respecto de las provenientes de ratones wt (wit%; CTSIM " 7
* 0,5%; p<0,05)f(gura 12 B).
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Figura 12. Células T CD4+CD25- provenientes de ratones C'f8f o sus controles wt fueron
purificadas por MACS y coestimuladas con anti-CD&nyi-CD28 en presencia 0 ausencia de PG
IL-2. Luego de cuatro dias de cultivo las célulasrén cosechadas y se determind mediante FACS la
expresién de Foxp3. Se muestran histogramas repatises de la expresion de Foxp3+ en células
CD4+CD25- cultivadas en presencia (A) o ausenclad@ TGFB e IL-2. EL ensayo fue repetido tres

veces con resultados similares.

Dado el mayor porcentaje de células Foxp3+ que rarost las células
CD4+CD25- provenientes de ratones CT81 incubadas en ausencia de TGE-IL-
2 respecto de las provenientes de ratones nornealakiamos si la inhibiciom vitro
de la actividad de CTSL promueve la generacionétidas Treg. Recientemente, Sugita
y col. demostraron que células T CD4+ tratadagitro con los inhibidores de CTSL,
CTLA-2a o CLIK-148, muestran mayores niveles de expregiara Foxp3 que las
células T CD4+ incubadas en ausencia de estosdonis®.

El experimento se llevé a cabo purificando céldlaSD4+CD25- derivadas de
ratones wt por separacion magnética e incubandmasanti-CD3, en presencia o

ausencia de un inhibidor especifico para la CTSLSC inhibitor I, Calbiochem).
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Como se observa en fegura 13, en presencia del inhibidor el porcentaje de aélul
que expresaron Foxp3 fue significativamente maya €u su ausencia (wt:#3%;

CTSL™: 11+ 206; p<0,05).
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c c
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Figura 13. Células CD4+CD25- derivadas de ratones wt fueraifipadas por MACS y estimuladas con
anti-CD3 en presencia de un inhibidor para la CTSISL inhibitor Il, 20uM en DMSO) o de un
volumen equivalente de DMSO. Luego de tres diasuvo las células fueron cosechadas y se
determiné por FACS el porcentaje de células FoxE.muestran histogramas representativos de la
expresion de Foxp3+ en células CD4+CD25- cultiveglasausencia (A) o presencia (B) del inhibidor

para CTSL de un experimento representativo de &oiedientes.

Estos resultados muestran que la inhibiciom vitro de la actividad de CTSL

en células CD4+CD25- incrementa la proporcion de kdas Foxp3+.
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RESUMEN DEL CAPITULO 1

1. Los o6rganos linfoides periféricos de los ratones nantes para CTSL
muestran un aumento en la frecuencia de células Tgedentro de la
poblacion T CD4+ que no correlaciona con un incren@o en la
proporcion de células Treg en la poblacion CD4 SPefl timo. El
ndmero absoluto de células Treg en los ratones CTSf™ se
encuentra incrementado en los ganglios linfaticoslevemente
reducido en el bazo y severamente disminuido en @hbo.

2. La ausencia de actividad de CTSL genera incrementan los niveles
de apoptosis y proliferacién basal de las células TD4+ con fenotipo
regulatorio y convencional. En los ganglios linfatios, el importante
aumento en la proliferacion de las células Treg carbuiria al
incremento en su namero, aunque no queda clara swagicipacion en
el incremento en la proporcion de células CD25+Fo83 dentro de la
poblacién T CD4+. En el bazo, el incremento diferarial en el nivel
de apoptosis entre las células Treg y T convencidea podria
contribuir al desbalance entre células Treg y T corencionales
dentro de la poblacién T CD4+.

3. No se detectaron diferencias en el grado de convins in vitro a
células Foxp3+ de las células CD4+CD25- derivadasg datones wt y
mutantes para CTSL en presencia de estimulacion vy ltas
concentraciones de TGH3 e IL-2. Sin embargo, ensayos realizados a
partir de células CD4+CD25- de ratones wt en presera de un
inhibidor de la CTSL permitieron detectar un aumeni en el
porcentaje de células que expresaban Foxp3, sugindo que la falta
de actividad de CTSL podria estar asociada a la ceersion de
células CD4+CD25-Foxp3- a Foxp3+.

81



Resultados

CAPITULO 2. ESTABLECIEMIENTO Y CARACTERIZACION FENO TIPICA
DE CULTIVOS DE CELULAS ESTROMALES DERIVADOS DE GANG LIOS
LINFATICOS

El estroma de los ganglios linfaticos esta conskitypor varios tipos celulares
de origen endotelial y mesenquimal que proveen iefommbiente adecuado para
regular la entrada al ganglio, la proliferacionstbrevida, y la funcion de las células
del sistema inmurt&. Las células estromales de los ganglios linfatisos las
encargadas de la secrecion de una amplia varieglgdeimoquinas, citoquinas, factores
de crecimiento y la produccién de moléculas de sidhey ECM*®*° La produccién
de la ECM es llevada a cabo principalmente por H&®s. Mediante la sintesis y
entrelazado de varios componentes de la ECM, los $6R los responsables de la
construccion de una complicada red reticular inm@da en la entrada, migracion e
interaccién de los linfocitos en los ganglios linfies®:1>3.184.261

Para contar con una herramienta util para invesébafecto del microambiente
de los organos linfoides en la regulacion de lalgoybn Treg, nos propusimos como
objetivo desarrollar cultivos de células estromaeganglios linfaticos. Dado que los
ganglios son mas ricos en células T que el bazajderamos que el establecimiento y
la caracterizacion de estos cultivos resulta ingoet para el analisis de las células T.
Ademas, considerando que las células estromaletas@ncargadas de la produccién

P_kt/ nkt

de la ECM en los ganglios linfaticos, y que loonas CTS muestran un aumento

en diversos componentes de la ECM en ese oOrgatahlexsmos cultivos de células

estromales derivados de ganglios linfaticos de estovt y CTSLK/™

2.1- Establecimiento y caracterizacion fenotipica deultivos primarios de
células estromales derivadas de ganglios linfaticgsultivos de CEG)
El establecimiento de cultivos de células estromale ganglios linfaticos

normales resulta extremadamente dificultésdPor tal motivo, su obtencién se realiza

habitualmente a partir de ganglios que presentaastasis tumoralé¥.

82



Resultados

Durante el desarrollo de la presente Tesis se armaylistintos protocolos para
el establecimiento de cultivos de células estromata resultados poco satisfactorios,
siendo particularmente compleja la obtencién detivad derivados de ganglios
linfaticos wt. Finalmente, logramos establecerico#t primarios de células estromales
de ganglios linfaticos derivados de ratones wttiicad de CEG wt) y mutantes para
CTSL (cultivos de CEG CTSI™Y (figura 14). Ambos cultivos resultaron
morfolégicamente heterogéneos, y mostraron impasamtiferencias tanto en su
morfologia como en su tasa de crecimiento. Losvasitde CEG CTSI™ resultaron
de facil obtencién, alcanzando la confluencia a 16520 dias posteriores a su
establecimiento. Por su parte, la obtencion devosltconfluentes de CEG wt demoro
mas del doble de tiempo (40-50 dias).

CEG wt CEG CTSL Mk
- » 7,
® : - e A
- 100X . . ; 1(“)X 4
¥ - P& . ’ -
a P * ] . .
- 8 - = : e, -
sy (4 » . ¢ »
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4 . ﬁ' . . ‘ . & .

Figura 14: Se muestran imagenes de los cultivos primaricS8Ei® derivados de ratones wt y CTS[
Las células fueron tefiidas con tincion 15 sobrpldéea de cultivo y visualizadas por microscopia de

inversion.

La tipificacion de los cultivos de CEG se llevoabe analizando la expresion de
distintos marcadores de superficie mediante citdmele flujo. Como se indica en la
tabla 1, el analisis por FACS resultd negativo para loscadores linfoides CD4, CD8
y B220, para el marcador de linaje endotelial CEBECAM-1), para CD86 (B7-2) y
para el marcador de células madre hematopoyétibes;1. Se observd una alta
proporcion de células positivas para el marcadolindg¢e dendritico, CD11c, para el
marcador linaje macrofagico, CD11b (Mac-1), y paeh marcador de linaje

hematopoyético, CD45. Asimismo, se observo un Ilveyel de expresion para las
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moléculas del complejo mayor de histocompatibilidadclase 1l (CMH 1), y un alto
nivel de expresion para el receptor de acido hialico, CD44 figura 15).

Tabla 1: Tipificacién de cultivos primarios de CEG derivadiesratones normales y CT%{™

Marcador CD4 CD8  B220 CD31 CD1lc CDI1lb CD45 | CD44 Sca-1 | CMHII | CD86

CEG
CEG +/- - - - ++ ++ +++ +++ +/- + -
wt
CEG +/- - - - +++ +++ +++ +++ +/- + -
CTSL™/™

Se obtuvo una suspension celular a partir de ogltiprimarios de CEG tal como se describe en
Materiales y Métodos. Las células fueron incubadasdistintos anticuerpos y analizadas por FACS. Lo
simbolos indican: ausencia de expresion (-), 5-2@%las positivas o bajo nivel de expresién (+), 20
60% células positivas o nivel de expresion inteimdd+), > 60% células positivas o alto nivel de

expresion (+++).
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Control de isotipo
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Figura 15: Analisis de marcadores de superficie en CEG wt yamas para CTSL. Se obtuvo una
suspension celular a partir de cultivos de CEG whuantes para CTSYy se analiz6 por FACS la
expresion de distintos marcadores de superficien@sstran histogramas representativos de la expresi
de CD11c, CD11b, CD44, CMH Il y CDA45.
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Estos resultados indican la obtencién de cultivosedCEG heterogéneos, con
un predominio de células de origen hematopoyético, presencia de diferentes
linajes celulares, incluyendo macrofagos y CDs. Siggen ademas, una mayor
proporcién de células de linaje macrofagico/dendrito en los cultivos derivados de

ganglios linfaticos mutantes para CTSL.

En concordancia con la bibliografid® consideraremos a esta monocapa
heterogénea de células adherentes como representaniel estroma primario de los

ganglios linfaticos.

2.2- Establecimiento y caracterizacion fenotipica deultivos a largo plazo de

células estromales derivadas de ganglios linfaticgésultivos de LCEG)

Dadas la heterogeneidad y la baja tasa de crecmniEntos cultivos primarios
de CEG, como asi también, la gran dificultad paraihcronizacion de los cultivos
mutantes para CTSL y wt, se decidio estableceasiicelulares estromales por cultivo a
largo plazd® Para ello, células adherentes provenientes degligande ratones
normales y CTSE™ fueron mantenidas en cultivo por pasajes sucesiumante
varios meses. A medida que se fue avanzando epakges, los cultivos se fueron
enrigueciendo en células de morfologia fibroblastie rapida tasa de crecimiento.
Dichas células, alcanzaban rapidamente la conflagpero una vez lograda, perdian
inmediatamente la capacidad de adhesion a la gacaltivo impidiendo llevar a cabo
los ensayos planificados. Por este motivo, decidigh@sarrollar los distintos ensayos
con los pasajes n° 9-12, los cuales denominarem@g|di en mas: cultivos de LCEG.
Estos pasajes celulares o cultivos de LCEG resutarucho mas homogéneos que los
cultivos primarios, mostrando un predominio de leélude morfologia fibroblastica
tanto en los cultivos derivados de ganglios mutaptga CTSL como en los wigura
16). Ademas, tanto los cultivos mutantes para CTShados wt presentaron buena

tasa de crecimiento, permitiendo una adecuadaosiizaccion entre ambos cultivos.
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LCEG wt LCEG CTSL Mvnkt

Figura 16: Se muestran imagenes de cultivos de LCEG (pagdjE). Las células fueron tefiidas con

tincion 15 sobre la placa de cultivo y visualizagas microscopia de inversion.

Para llevar a cabo la caracterizacion fenotipicdodecultivos de LCEG se
realizaron ensayos de citometria de flujo y RT-PERisuantitativa.

Como se muestra en Ikabla 2, el analisis por FACS de marcadores de
superficie resulté negativo para CD11c, CD11b, CDGD34, CD45 y CMH I,
indicando la ausencia de CDs, macréfagos y céldéasinaje endotelial. Al mismo
tiempo, se detectaron altos niveles de expresida GMH | y para los marcadores
CD40 y CD44, y niveles de expresion de Sca-1 bajosermedios. Ademas, se detectd
expresion del marcador de FRs, gpfs@ufa 17).

Tabla 2: Tipificacién de cultivos de LCEG derivados de rasmvt y mutantes para CTSL.

Marcador CDI1lb CDllc CD31 CD34  CD45 CMH CMH CD44 | CD40 Sca-1 gp38

CEG I1 I
CEG - - - - - - +++ +++ +++ ++ +
wit
CEG - - - - - - +++ +++ +++ + ++
CTSLnkt

Se obtuvo una suspensién celular a partir de ogltle LCEG tal como se describe en Materiales y
Métodos. Las células fueron incubadas con distiatiguerpos y analizadas por FACS. Los simbolos
indican: ausencia de expresion (-), bajo nivel xigresion (+), nivel de expresion intermedio (+#)pa

nivel de expresion (+++).
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Figura 17: Andlisis de marcadores de superficie en LCEG wtutamtes para CTSL. Se analizé por
FACS la expresion de distintos marcadores de soperén LCEG wt y mutantes para CTSL. Se
muestran histogramas representativos de la exprdsi©€D45, CMH |, CD40, gp38 y Sca-1.
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En coherencia con la observaciéon morfoldgica, eligagpor FACS indico la
obtencion de cultivos celulares relativamente hadnegs, con ausencia de células de
linaje hematopoyético (CD45-) y presencia de undodeprincipales tipos celulares
estromales involucrados en la produccion de ECMEFRs (CD45-, gp38+, CD31-).

Cabe mencionar ademas, que los cultivos derivadosatbnes CTSIK/™
presentaron un mayor nivel de expresion para etadar gp38 y un menor nivel de

expresion de Sca-1 respecto de los cultivos de L@&twados de ratones normales.

Se evalu6 ademas por RT-PCR la expresion de geasionados con las
células estromales, como asi también de BG#ado su importante rol en la induccién
de células Treg periféricas. Para ello, se extRijfA de los cultivos de LCEG y se
analizé mediante RT-PCR el perfil de expresion cgenbe detecto expresion de mRNA
para todas las proteinas ensayadas, a sabertdqsicas IL-6 e IL-7, las proteinas de la
ECM, fibronectina y colageno |, las quemoquinas €Cly CXCL13 (BLC), esta
tltima sintetizada por CDFs, el marcador de FRs8fuloplanina, y el TGB-
(figura 18).

Los resultados obtenidos mostraron una tendenaia hraayores niveles de
expresion de mRNA para fibronectina, T@Fe IL-6 en los cultivos derivados de
ganglios mutantes para CTSligura 18). Por otra parte, la deteccion de mRNA para
CXCL13, sugiere la presencia de CDFs.

En base a la deteccion de mRNA para T&en los cultivos de LCEG, vy al
incremento en su nivel de expresidn en las céletasomales derivadas de ratones
CTSL™"™ se cuantificaron por la técnica de ELISA los fégebasales de TGFL en
los cultivos de LCEG obtenidos de ratones normgleswutantes para CTSL. La
deteccién por ELISA de TGB1 (figura 19) ratificd los resultados obtenidos por RT-
PCR semicuantitativa, mostrando una mayor exprasi@al de TGHB1 en las células

estromales derivadas de ganglios linfaticos de est@T S/
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Figura 18: Se extrajo RNA del pasaje n° 11 de LCEG wt y migtmipara CTSL. Se realizaron ensayos
de RT-PCR utilizando primers especificos para mediniveles de expresion de las proteinas indgada
(A) Se muestra un ciclo de amplificacion represi@rda (B) Las bandas fueron cuantificadas con el
programa Scion image y los datos relativizados exfaesion de HPRT. Se grafica la expresion relativ
de fibronectina, TGIB e IL-6 con respecto a la expresion de HPRT deidaa muestra. El experimento

se realiz6 tres veces con resultados similaresfibidnectina; Col I: colageno |I.
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Figura 19: Expresion de TG por cultivos de LCEG. Se colecté sobrenadante des4®: cultivos de
LCEG (pasaje n°10) mantenidos en ausencia de S&Brdduccion de TGB1 se midié por ELISA. Los

datos indican la media + SD (n=3); p<0,05. Se mmaastesultados representativos de un ensayo de tres

independientes.

En conjunto, estos resultados indican la obtenciode cultivos de estroma de
buena tasa de crecimiento y morfologia fibroblasti, con ausencia de células de
linaje hematopoyético, presencia de células de oeg mesenquimal como FRs y

CDFs, y capacidad para sintetizar, entre otras motélas, TGF{31.
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RESUMEN DEL CAPITULO 2

1.

2.

Establecimos y caracterizamos cultivos primarios decélulas
estromales derivados de ganglios linfaticos de rates wt y
CTSL™ K Tanto los cultivos de CEG wt como los mutantes pa
CTSL resultaron morfoloégicamente heterogéneos. El ralisis por
FACS de marcadores de superficie indico un predomia de células
de linaje hematopoyético, con presencia de célulade linaje
macrofagico y dendritico. Asimismo, la proporcion @ células de
linaje macrofagico/dendritico resulté mayor en logultivos derivados
de ratones CTSIM"™

A partir de los cultivos primarios de CEG, estableimos cultivos de
LCEG. Estos cultivos resultaron mas homogéneos, ntogron
ausencia de células de linaje hematopoyético, presea de FRs y
CDFs, y capacidad para sintetizar, entre otras motulas, TGFf. La
sintesis de TG resultd notablemente incrementada en los cultivos

de LCEG derivados de ratones mutantes para CTSL.
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CAPITULO 3. INFLUENCIA DEL MICROAMBIENTE DE LOS GAN GLIOS
LINFATICOS EN LA PROLIFERACION DE CELULAS T CD4+
REGULATORIAS: ROL DE LA CTSL

Trabajos previos realizados en nuestro laboratteimostraron que los ganglios
linfaticos de los ratones CT&{™ presentan adenomegalia y alteraciones en las
poblaciones linfoides, observandose un aumentd pareentaje y nimero absoluto de
células B y T CD8+, y una disminucién en la frecuande células T CD4+. No
obstante, el numero absoluto de células T CD4+oanal. Se determind ademas que la
CTSL desempeiia un rol importante en la regulacefaccomposicion de la ECM de
los 6rganos linfoides centrales y periféricos, y quieavés de esta actividad sobre la
ECM interviene en la regulacién del numero y la posicion de las poblaciones
linfoides periférica®®. En este sentido, se demostré que los ratones ®FSEL
presentan alteraciones en la expresion de laspglitainas de la ECM en el timo y en
los ganglios linfaticos, observandose niveles d@rma, fibronectina y colagenos tipo
|y IV disminuidos en el timo y aumentados en lasgjios linfatico$™.

En el Capitulo 1 demostramos que en ausencia tledadt de CTSL los niveles
de proliferacién basal de las células T CD4+ rdgul@s y convencionales estan
aumentados, mientras que la proliferacion de hlfeditos T CD8+ y de las células B
no esta modificada. En base a estos resultadoslimes investigar si la falta de
actividad de CTSL en el microambiente de los gasglinfaticos influencia la

proliferacion de las subpoblaciones CD4+ Treg yivencional.

3.1.- Influencia de las células estromales de loargylios linfaticos sobre la

proliferacion de células CD4+ Treg y T convencionales

Con el propésito de investigar si las células estiles afectan la proliferacion
de los linfocitos CD4+ Treg y T convencionalesj ladalta de actividad de CTSL en el
estroma influencia la proliferacion de dichas poigiaes linfoides, evaluamos el efecto
de los cultivos de CEG wt y mutantes para CTSL esdarproliferacionin vitro de

células Treg y T convencionales.
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Se sabe que las células T naive cultivadagtro en ausencia de estimulacion
no proliferan y mueren rapidamente por apoptosts. ¢ste motivo, evaluamos en
primer lugar, si la presencia de células estromediestaba el ciclo celular y/o el estado
de activacion de células T CD4+ en cultivo. Pard, elncubamos linfocitos
provenientes de ganglios linfaticos de ratones atasn BALB/c con CEG wt y
CTSL™"™ v analizamos a distintos dias de cocultivo (8iak 2, 3y 7) en qué fase del
ciclo celular se encontraban las células CD4+ nméelianarcacion con ioduro de
propidio (IP) y andlisis por FACS. EIl IP es un ageimtercalante de acidos nucleicos
utilizado para evaluar viabilidad y ciclo celular pitometria de flujo.

El analisis de la marcacién con IP mostré que,aslog los dias analizados,
alrededor del 99% de los linfocitos CD4+ se en@air@n en la fase GO/G1 del ciclo
celular, hallandose sélo un minimo porcentaje dada S de sintesis de DNA (datos no
mostrados).

Para investigar si la presencia de las CEG indoafabios en el estado de
activacion de las células CD4+, examinamos la ekpmede los marcadores de
superficie CD62L y CD44 en células CD4+ provenisnt ratones wt frescas o
cocultivadas con CEG durante 48 hs. Como se muesttafigura 20 A, la poblaciéon
CD4+ conservé el fenotipo naive CDERLD44° después de 48 hs de cocultivo con
CEG wt 0 mutantes para CTSL. Se evalu6é ademasplesivn del marcador temprano
de activacion linfocitaria, CD69, resultando préathente la totalidad de las células
CD4+ negativas para este marcadmgufa 20 B). De este modo, se comprobo que las

células CD4+ cocultivadas con células estromalae#iergen un fenotipo naive.

Cabe mencionar, que al igual que la células CD4esultoadas con CEG,
aproximadamente el 99% de los linfocitos CD4+ indaisacon LCEG se encontraron
en la fase GO/G1 del ciclo celular, y no mostraedteraciones en su estado de

activacion (datos no mostrados).
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Figura 20. Estado de activacién de células CD4+ cocultivadasestroma. Células de ganglios linfaticos
de ratones BALB/c frescas o cultivadas (2.¢€lulas) por 48 hs en presencia de una monocafGe

wt o CTSL™™ fueron marcadas con anticuerpos anti-CD4, anti-@D6hti-CD44 y anti-CD69
conjugados a distintos fluorocromos y analizadasH#&CS. Se muestran dot plots representativos de la

expresion de CD62L y CD44 (A) y de CD69 (B). Selirazon tres experimentos con resultados

similares.

Estos resultados indican que el cocultivo de céldalinfoides con células
estromales derivadas de ganglios linfaticos no atte el estado de activacion ni

induce proliferacion en la poblacion T CD4+.
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Se llevaron a cabo entonces ensayos de cultivarinfocitario en presencia de
CEG con el objetivo de analizar el efecto de las&s@&a la proliferacion de las células
CD4+. Para ello, se utilizaron como células respdndas linfocitos CD4+ purificados
por MACS o linfocitos totales de ganglios linfaticprovenientes de ratones BALB/c
(marcados con CFSE), y como células estimuladesdenocitos alogeneicos (tratados
previamente con mitomicina C para inhibir su peshicion). Los cultivos mixtos
linfocitarios se desarrollaron en presencia o auaet® una monocapa de CEG wt o
mutantes para CTSL. Al cuarto dia de cocultivo,vs&du® en la poblacién respondedora
la proliferacion de las subpoblaciones CD4+Foxp32DB4A+Foxp3- por dilucion de la
marca del CFSE.

Como se muestra en légura 21, detectamos proliferacion de células
CD4+Foxp3+ y CD4+Foxp3- tanto en presencia comawsmencia de CEG, resultando
mayor, en ambas condiciones, la proliferacion dsubpoblacion CD4+Foxp3+. Se
observé que la presencia de CEG incrementa de wigddicativo la proliferacion de
la subpoblacion CD4+Foxp3+, no observandose difgaensignificativas en los
cocultivos desarrollados con estroma mutante YOEG wt: 45+ 3%; CEG CTS[/n:
40 + 7%; sin CEG: 2% 2%) (igura 21 A). Por su parte, la proliferacion de la
subpoblacion CD4+Foxp3- no resulto alterada pgrésencia de CEGigura 21 B).
Asimismo, en ausencia de estimulacion, no se detpotliferacion ni de células
CD4+Foxp3+ ni de CD4+Foxp3-, independientementdadpresencia o no de CEG

(datos no mostrados).
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Figura 21: Se realizaron cultivos mixtos linfocitarios (1°k#lulas presentadoras AKR/J + T.t@lulas
respondedoras BALB/c marcadas con CFSE) en preseneusencia de una monocapa confluente de
CEG wt o CTSI®™ | a proliferacion se evalué por FACS como la pgadile intensidad del colorante
CFSE en las subpoblaciones CD4+Foxp3+ (A) y CD4pBex(B). Se muestran histogramas

representativos de un experimento de un totaliddependientes con resultados similares.

Para evaluar si los cultivos de LCEG conservabatapmcidad de los cultivos
primarios de incrementar la proliferacion de lalpoldn Treg en ensayos de cultivo

mixto alogeneico, se llevaron a cabo ensayos camaléscriptos anteriormente pero

utilizando cultivos de LCEG en lugar de cultivosyarios.
Sin embargo, tal como se ilustra erfitpura 22, las LCEG fueron incapaces de

incrementar la proliferacion de las células CD4+433 Mas adn, por motivos que

restan ser determinados, las LCEG carentes de dadivde CTSL inhibieron la
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proliferacion de las células CD4+Foxp3figgra 22 A). En lo que respecta a la
proliferacion de la poblacion CD4+Foxp3-, la mispermanecié inalterada por la

presencia de LCEG, tal como ocurrié en presenciaullizvos de CEGf{gura 22 B).

A
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o — LCEG wt
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Figura 22: Se llevaron a cabo ensayos de cultivo mixto titésio (1.16 células presentadoras AKR/J +
1.1@ células respondedoras BALB/c marcadas con CFSpyesencia o ausencia de una monocapa de
LCEG wt o mutantes para CTSL en confluencia. Séiznpor FACS la proliferacion como la pérdida de
intensidad del colorante CFSE en las subpoblacicegsondedoras CD4+Foxp3+ (A) y CD4+Foxp3-
(B). Se muestran histogramas representativos. &eagrel promedio del porcentaje de proliferacion +

SD de un experimento representativo de tres. *<0,0

Paralelamente, analizamos el porcentaje de cétaag3 dentro de la poblacion

CD4+. Como se muestra enfigura 23, no se observaron diferencias en el porcentaje
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de células Foxp3+ dentro de la poblacion CD4+ d¢vada con CEG wt o mutantes

para CTSL. Paradéjicamente, a pesar del incremamtia proliferacion de las células

Foxp3+ en presencia de CEG, el porcentaje de séktxp3+ dentro de las células

CD4+ cultivadas en ausencia de CEG duplicé el obser cuando los cultivos se

desarrollaron en su presendi@\ra 23). Resultados similares fueron obtenidos en los

cultivos mixtos linfocitarios llevados a cabo eeg@ncia o ausencia de LCEf@ra

24).
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Figura 23: Células provenientes de ganglios linfaticos den@as normales o células wt CD4+ purificadas
por MACS fueron culitvadas con o sin CEG conflusnen ausencia o presencia de estimulacion
alogeneica (1.10células presentadoras AKR/J + T.ilulas respondedoras BALB/c marcadas con
CFSE). Luego de 4 dias de cocultivo se analizOF#dES el porcentaje de células Foxp3+ dentro de la
poblacion CD4+ respondedora. (A) Se muestran histogs representativos. (B) Los valores
corresponden al promedia SD (n=3) de un experimento representativo de ineependientes.

*#p<0,01; **p<0,001.
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Figura 24: Se realizaron ensayos de cultivo mixto alogeneicqresencia o ausencia de LCEG wt y
mutantes para CTSL confluentes como se describddateriales y Métodos (1.2@élulas presentadoras
AKR/J + 1.16 células respondedoras BALB/c marcadas con CFSEjudrto dia de cultivo se analizd
por FACS el porcentaje de células Foxp3+ dentrdadeoblacién CD4+ respondedora. Se muestra un
histograma representativo. Los graficos de bamdigan el promedia SD de un experimento de tres

independientes con resultados similares (n=3); &p%; ***p<0,001.

Estos resultados sugieren que en estas condicgxpesimentales, existiria una
diferencia en la sobrevida de las células FoxpBoexp3-. El andlisis de los perfiles de
tamafio vs. complejidad indicé que en presenciastteraa el porcentaje de células que
mostraron un bajo perfil de tamafio vs. complejifieedescasofigura 25). Postulamos
entonces que el cultivo con el estroma increment@riviabilidad de las células en
cocultivo, y conferiria a las células CD4+Foxp3aunayor sobrevida respecto de las
CD4+Foxp3+. De esta manera un aumento en la prdpode células Foxp3- viables
dentro de la poblacién CD4+ en presencia de céksa®males, se observaria como
una disminucion en la frecuencia de las célulaspBox Como se describird en el
Capitulo 4, hemos observado que en ausencia aewstion el estroma de los ganglios
linfoides incrementa la viabilidad en cultivo des leélulas T CD4+, ejerciendo un

mayor efecto sobre la viabilidad de las células ®@0R25- que sobre las CD4+CD25+.
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Figura 25: Se muestran perfiles representativos de tamaBomslejidad de cultivos mixtos linfocitarios
(1.1¢F células presentadoras AKR/J + PF.i€&lulas respondedoras BALB/c marcadas con CFSE)
realizados en presencia o ausencia de célulagredes. Se indica el porcentaje de células linfaeisa

gue muestran un bajo perfil de tamafio vs. comaldjid

En conjunto estos resultados indican que la preseiacde CEG en ensayos de
cultivo mixto linfocitario incrementa la proliferacion de las células CD4+Foxp3+,
mientras que no altera la proliferacion de las céllas T convencionales. Asimismo,
el o los tipos celulares estromales responsabled damento en la proliferacion de
las células CD4+Foxp3+ no estarian presentes en losltivos de LCEG. Estos
resultados sugieren que los FRs y las CDFs no det@narian per seel aumento en
la proliferacion de las células Treg. Por otro ladp en las condiciones
experimentales empleadas, no detectamos efectos ldeausencia de actividad de
CTSL sobre el aumento de la proliferacion de las tdlas Treg mediado por CEG.

Dado que a pesar del aumento en el nivel de proligecion de las células
Foxp3+ en presencia de CEG el porcentaje de célulasoxp3+ disminuyo,
hipotetizamos que las células estromales aumentaniadiferencialmente la

viabilidad de las células Foxp3-.
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3.2- Influencia de la mutacion nkt en las células linfoides y en su
microambiente sobre la proliferacion de las poblacnes Treg y T

convencional

Por dltimo, investigamos mediante ensaysvivo si las alteraciones en la
proliferacion de las células CD4+ Treg y T convenaies estaban asociadas a la falta
de actividad de CTSL en los linfocitos y/o en swemt. Para ello, células de ganglio
de ratones CTSY™ o wt fueron marcadas con CFSE e inoculadas en forma
endovenosa en ratones normales y mutantes para. @I Slia 7 post-inoculacion se
obtuvieron los ganglios linfaticos y se analiz6 pnmer lugar el porcentaje de
proliferacion de las células CD4+CFSE+. lfgura 26 muestra que tanto la
proliferacion de los linfocitos CD4+ provenientes ddones wt como la de los
derivados de ratones CT&I™ resultd6 mayor en el microambiente de los ganglios
linfaticos mutantes para CTSL. Al mismo tiempo, ¢aeh los huéspedes wt como en
los CTSI™™ |os linfocitos CD4+ mutantes para CTSL mostratm nivel de

proliferacion superior al de las células CD4+ figura 26).

* m Huésped wt
61 m Huésped CTSL "kt

% proliferacion células
CD4+CFSE+
£

células wt células
CTSLnktlnkt

Figura 26: Linfocitos de ganglios linfaticos de ratones C#&1"y wt fueron marcados con CFSE e
inoculados (20.10células) en huéspedes normales y mutantes parh. STée dias después, los ratones
fueron sacrificados, se obtuvieron células de gasdinfaticos y se analizé por FACS el nivel de
proliferacion de la poblacion CD4+CFSE+ medianttuaidn de la marca del CFSE. Los datos
representan la media + SD de dos ensayos indepeesli€on resultados similares, n=6. *p<0,05;
**p<0,01; *** p<0,001.
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Estos resultados sugieren que la ausencia de aatiad de CTSL en los
linfocitos afectaper sela proliferacion de los linfocitos T CD4+ y que,d ausencia
de CTSL funcional en el microambiente de los gangs linfaticos también

influencia la tasa de proliferacién de las células CD4+.

De la misma forma, se analizé en las células CD&ESE el nivel de
proliferacion de las subpoblaciones Foxp3- y Foxp&fa determinar si la falta de
actividad de CTSL en los linfocitos y/o en su entoafectaban de manera diferencial
sus respectivas tasas de proliferacion.

La figura 27 muestra que tanto en los huéspedes normales comlosen
CTSL™"™ |as células CD4+Foxp3- carentes de actividad Gar8L presentaron un
nivel de proliferacion superior al de las wt. Taérbse observo una mayor proliferacion
de células CD4+Foxp3- normales y mutantes en loglges linfaticos de los ratones
CTSL™
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Figura 27: Se inocularon 20.f0células provenientes de ganglios linfaticos demas CTSI'™ o wt
marcadas con CFSE en huéspedes wt y %1 Siete dias después, los ratones fueron saciifica
obtuvieron células de ganglios linfaticos y se @adalpor FACS la proliferacion de las células
CD4+Foxp3-CFSE+ mediante dilucién de la marca de€SE. Los datos representan la media + SD de

dos ensayos independientes con resultados simife6s*p<0,05; **p<0,01.
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Figura 28: Se inocularon 20.f0células provenientes de ganglios linfaticos deras CTS[™ o wt
marcadas con CFSE en huéspedes wt y %1 Siete dias después, se obtuvieron células ddigsng
linfaticos y se analizé por FACS la proliferaciée ks células CD4+Foxp3+CFSE+ por dilucion de la
marca del CFSE. Se muestran dot plots de un expetamrepresentativo. Los graficos de barras
representan la media + SD de dos ensayos indepeesli€on resultados similares, n=6. *p<0,05;
**p<0,01.

Como puede observarse enfigura 28, tanto el nivel de proliferacion de los
linfocitos CD4+Foxp3+ mutantes para CTSL como eladenormales resultd mayor en
los ganglios linfaticos de los ratones CT$I*. Cuando se compararon los niveles de
proliferacion de las células mutantes para CTSLlasrwt, aunque las diferencias no
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fueron significativas, se observo una tendenciaahaayores niveles de proliferacion
en las células Treg mutantes para CTSL en cadaépwueésped analizado.

Cabe mencionar ademas, que en concordancia conexXpsrimentos de
incorporacion de BrdU, el nivel de proliferacion das células Treg resultd

significativamente mayor que el de las T converalies

En conjunto estos resultados sugieren que tanto lmutacion nkt en los
linfocitos como en el microambiente de los ganglidmfoides, aumentan el nivel de
proliferacion de las células CD4+Foxp3-. Sugierend@mas que la proliferacion de
la subpoblacion Treg estaria influenciada por la asencia de actividad CTSL en el

entorno.
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RESUMEN DEL CAPITULO 3

1. Mediante ensayos de estimulacién alogeneica dema@stros que las
CEG incrementan la proliferacion in vitro de las células Treg,
mientras que no influencian la proliferacion in vitro de su
contraparte T convencional. En las condiciones expmentales
ensayadas no se detectaron diferencias en el efede las CEG
derivadas de ratones wt y CTSI*""™® paradéjicamente, en ausencia
de CEG se observa un aumento en el porcentaje dduas Foxp3+.
Hipotetizamos que el estroma tendria un efecto difencial sobre la
viabilidad de las células Foxp3+ y Foxp3-. Las LCEGnNo
aumentaron la proliferacion de las células Treg, syiriendo que los
FRs y las CDFs no determinarianper se el aumento en la
proliferacion de los linfocitos Treg. Las LCEG dervadas de ganglios
de ratones mutantes disminuyeron la proliferacion d las células
Treg.

2. A través de ensayosn vivo de transferencia cruzada de linfocitos
demostramos que tanto la falta de actividad de CTSkn las células
linfoides como en el microambiente que las rodeapmentan la tasa
de proliferacion de las células CD4+Foxp3-, mients que la
proliferacion basal de la subpoblacion Treg resultdénfluenciada por

la ausencia de actividad de CTSL en su entorno.
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CAPITULO 4. INFLUENCIA DE LAS CELULAS ESTROMALES DE RIVADAS
DE GANGLIOS LINFATICOS EN LA SOBREVIDA DE LAS CELUL AS TREG

El nimero de células T en la periferia se encueastaictamente regulado
mediante un balance entre la llegada de célulagedektimo, la proliferacion y la
muerte celular. Los linfocitos T naive son célui@sprolongada sobrevida en interfase
gue compiten en la periferia por cantidades limgantde factores de sobrevida que
regulan el mantenimiento de un nimero adecuadéldéas F°*?%¢ Estudios recientes
han demostrado que las células estromales desemp@ipapel fundamental en el
mantenimiento de la sobrevida linfocitaria en logados linfoides periféricos, y se ha
identificado en los ganglios linfaticos a los FRda@ zona T como la fuente principal en
dicho 6rgano de IL-7, citoquina critica para larsefila de las células T naive.

En lo que respecta a la poblacion Treg se ha deadastue la IL-2 es un factor
clave para el mantenimiento de su sobreVitfay estudios recientes sugieren que
distintas citoquinas de cadena gamma regulariasolimevida de la poblacién Treg
periféric£®. Asimismo, se ha sugerido que la sefializaciéa\e@s del CD28 y el TGF-
B también serian importantes para promover la salaede dichas células en la
periferid®% Sin embargo, muchos de los factores involucratios! mantenimiento de
la sobrevidan vivoein vitro de la poblacion Treg no han sido aun identificagiasada
se sabe acerca del rol del estroma de los ganighf@gicos en la sobrevida de la

poblacién Treg.

4.1- Efecto de las células estromales en la sobrewvide las células T CD4+

4.1.1- Influencia de los cultivos de CEG en la vididad in vitro de las células T
CD4+

Previamente, Zhou y col. habian reportado quevodtde células estromales
derivados de ganglios linfaticos de ratones KO palrdlL-2Rp3 eran capaces de
incrementar la sobrevida en cultivo de las céllilaReportaron ademas, que intentaron
establecer lineas celulares estromales pero queuttingos perdian la capacidad de

prevenir la muerte celular de las células T al céb@ semanas de establectfosEn
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un estudio mas reciente, Link y col. demostraron lpseFRs de la zona T de los
ganglios linfaticos previenen -mediante la secred@énL-7 y CCL19- la muerte celular
in vitro de los linfocitos T virgenes, aunque son incapaegrevenir la muerte en

cultivo de las células B’

Con el objeto de investigar el efecto de nuestrdgvos de estroma sobre la
viabilidad de las células T CD4+, incubamos linfosi provenientes de ganglios
linfaticos de ratones normales BALB/c con CEG wtmutantes para CTSL, y
analizamos a distintos dias de cocultivo la vidbii de la poblacion CD4+ por
marcacion con IP y andlisis por FACS.

En concordancia con los reportes mencionados antegnte, el cocultivo con
las células estromales incrementd notablementealailidad de los linfocitos CD4+.
Cuando las células fueron cultivadas en medio cetopél dia 2 de cultivo se observo
aproximadamente un 60 % de células CD4+ viablesrésencia en el cultivo de CEG
incrementd este porcentaje a mas de un 95%. Egtacidad de las CEG para
incrementar la sobrevida de las células T CD4+ satuvo inalterada, al menos,

durante 8 dias, y resulto similar en las CEG wiuyantes para CTSlfigura 29).
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Figura 29: Células de ganglios linfaticos de ratones norm8aLB/c (2.1G células) fueron cultivadas
en presencia o ausencia de una monocapa de CEGeyhamlas a distintos tiempos. El porcentaje de
células viables dentro de la poblacion CD4+ (Ahyeétotal de linfocitos cultivados (B) se deterénpor
FACS mediante marcacién con IP y anti-CD¥) CEG wt; @) CEG CTSI™™ (A) ausencia de CEG.
Los datos se expresan como la metli8D (n=3). Se muestra un experimento representakivires

independientes con resultados similares.
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De este modo, nuestros cultivos de CEG -al igual guos establecidos por

Zhou y col.- incrementan la viabilidad en cultivo @ las células T naive CD4+.

4.1.2- Influencia de los cultivos de LCEG en la vialidad de las células T CD4+

Con el objeto de investigar si los cultivos de LCe&ghservaban la capacidad de
las cultivos primarios de mantener la viabilidad lde células CD4+ en cultivo,
evaluamos mediante marcacién con IP y analisiSFpa@S, la viabilidad de células T
CD4+ cocultivadas con LCEG wt y mutantes para CT&mo puede observarse en la
figura 30, la presencia de LCEG mantuvo practicamente irzaltela viabilidad de las
células CD4+ durante los 7 dias que dur6 el engayoel contrario, cuando las células
fueron cultivadas en ausencia de LCEG la viabilidalilar disminuyé en un 50% al
cabo de 3 dias de cultiviigura 30). En las condiciones ensayadas, el incrementa en |
viabilidad de las células CD4+ resulto similar easgncia de células estromales wt y
CTSL™
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Figura 30: Células de ganglios linfaticos de ratones BALBZcI( células) fueron cocultivadas con
monocapas de LCEG wt y mutantes para CTSL y codasha distintos tiempos. La viabilidad de las
células CD4+ fue determinada por marcacion con lénty-CD4 y andlisis por FACS. Los datos se
expresan como la mediaSD (n=3). Se muestra un experimento representaiévdos independientes

con resultados similares.
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Estos resultados indican que los cultivos de LCEGoaservan inalterada la
capacidad de los cultivos primarios de mantener lgiabilidad in vitro de las células

T CD4+.

4.2- Efecto de las células estromales en la apoptodeslas células Treg

Continuamos analizando la influencia de las célakisomales en la viabilidad
de las subpoblaciones Treg y T convencional. Plnearl a cabo este obijetivo,
cocultivamos linfocitos de ganglios linfaticos olutés CD4+CD25+ y CD4+CD25-
purificadas por MACS, provenientes de ratones ntasn@on LCEG wt y CTSEK
A las 48 hs de cocultivo, analizamos los nivelesapeptosis en las subpoblaciones
CD4+CD25+ y CD4+CD25- por marcacion con anexinaanglisis por FACS.

Cabe reiterar que en los ensayos de apoptosis deteamind la expresion de
Foxp3 dada la incompatibilidad de esta marcacidradelular con la marcacién con
anexina V. No obstante, en ensayos paralelos sndat que en las condiciones
experimentales ensayadas, alrededor del 85% detlaks CD4+CD25+ expresan el

factor de transcripcion Foxp8dura 31).

CD4+CD25+

m LCEG wt
m LCEG CTSL ™Vt
Sin LCEG

Eventos

CD25

Figura 31: Células de ganglios linfaticos de ratones normdéd B/c fueron cultivadas (1.f0
células/ml) por 48 hs con LCEG wt o CT${™ en confluencia. Se muestran histogramas repreisersta
de la expresion de CD25 dentro de la poblacién C{24+y de la expresion de Foxp3 en la subpoblacién

CD4+CD25+ (B).
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Figura 32. Células de ganglio o células CD4+CD25+ y CD4+CDOfFificadas por MACS provenientes
de ratones BALB/c fueron cultivadas (1°1€élulas/ml) por 48 hs con monocapas de LCEG wt o
CTSL™ E| porcentaje de células apoptdticas fue detexdumpor FACS por marcacién con anexina V.
(A) Se muestran histogramas representativos. Seaimdlos porcentajes de células apoptdticas
CD4+CD25+ (B) y CD4+CD25- (C). Los valores indicen media + SD (n=3) de un experimento
representativo de tres independientes con resgltaduilares. *, **, *** Diferencias significativas
respecto al control en ausencia de LCEG. *p<0,85:.6,01; ***p<0,001.
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Como puede apreciarse en laguras 32 A y B, el cocultivo con células
estromales disminuyd significativamente la apoptade las células CD4+CD25+.
Asimismo, como se muestra en feguras 32 Ay C las LCEG fueron capaces de
disminuir también la apoptosis de los linfocitos43CD25-. Mas aun, el rescate de la
apoptosis mediado por las LCEG, fue mayor en ldgoain CD4+CD25- que en la
CD4+CD25+ figura 33), indicando que la presencia de células estromadese un
efecto diferencial sobre la apoptosis de ambas $ldgones. No observamos
diferencias significativas en el rescate de la tgg$ mediado por LCEG wt 0 mutantes
para CTSL.

Ganglio total Purificadas

Reduccion en apoptosis
Reduccién en apoptosis

. I
0 0

CD4+CD25+ CD4+CD25- CD4+CD25+ CD4+CD25-

Figura 33. Rescate de la apoptosis por células estromatesnistra el grado de disminucion de la
apoptosis de células CD4+CD25+ y CD4+CD25- purifasapor MACS o de ganglio total cultivadas
(1.1 células/ml) en presencia de una monocapa de LCEGespecto a su nivel de apoptosis en

ausencia de LCEG.

Estos resultados indican que las LCEG disminuyen osiderablemente los
niveles de apoptosis en cultivo de las células TrggT convencionales en estado
estacionario. Asimismo, muestran que el rescate de apoptosis mediado por las
células estromales resulta mayor en la poblacion §onvencional, sugiriendo que
las células Treg y las T convencionales poseen déetes requerimientos para su

sobrevidain vitro.
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Por otra parte, en las condiciones experimentales tiizadas no se
observaron diferencias en el efecto del estroma deado de ratones wt y mutantes
para CTSL.

Todos los ensayos que se describen a continuageyorf llevados a cabo con
LCEG wt y CTSI™™™ Sin embargo, no hemos hallado diferencias sicatifias entre
los experimentos realizados con ambos tipos deastkdtromales. Por tal motivo, en
las siguientes secciones soélo haremos referencailtavos de LCEG. A modo
informativo, los ensayos que se muestran a cordiéndan sido realizados con LCEG

wit.

4.3- Mecanismos involucrados en el mantenimiento da viabilidad in vitro

de las células Treg y T convencionales mediado pora@s estromales

Para investigar si el rescate de la apoptosis med@or el estroma era
dependiente de la concentracion de células estesmak cultivaron linfocitos de
ganglios linfaticos provenientes de ratones wt diderentes concentraciones de LCEG
y se evalud a las 48 hs de cultivo, el porcentajecélelas apoptéticas en las
subpoblaciones CD4+CD25+ y CD4+CD25- por marcacon anexina V y analisis
por FACS.

Como se observa en Fgura 34, el porcentaje de células CD4+CD25+ vy
CD4+CD25- apoptoticas resultdé menor a mayor comaeidn de LCEG, indicando que
el rescate de la apoptosis de ambas subpoblacesnéspendiente de la concentracion

de células estromales.
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Figura 34. Células provenientes de ganglios linfaticos denes BALB/c fueron cultivadas (1.30
células/ml) por 48 hs con diferentes concentraciat®LCEG. El porcentaje de apoptosis de las &lula
CD4+CD25+ y CD4+CD25- fue determinado por marcaaoén anexina V y analisis por FACS. Los
valores indican la media = SD (n=3) de un experimempresentativo de tres independientes con

resultados similares.

Luego, analizamos la influencia del contacto coestfoma en la sobrevida de
las células Treg y T convencionales. Para ello, séizeeon cocultivos como los
descriptos anteriormente, pero impidiendo el cdatd@ecto con las células estromales
mediante una membrana semipermeable (camara dsvelin Como se observa en la
figura 35 A la inhibicion del contacto con las células estrl@maincremento
significativamente la apoptosis de las células QC@25+ y CD4+CD25-, resultando
mas afectada la viabilidad de la poblacion CD4+COfgura 35 B). No obstante, la
disminucién en el rescate de la apoptosis ocas&opad la inhibicion del contacto fue
parcial, indicando que la presencia de factoresbsed sintetizados por las células
estromales, seria importante para el mantenimi@atia viabilidad tanto de las células

Treg como de las células T convencionales.
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Figura 35: Células de ganglios linfaticos de ratones BAL®i¥eron cultivadas (1.facélulas/ml) por 48

hs con o sin monocapas de LCEG, en presencia o@asge camaras de transwell. (A) El porcentaje de
apoptosis en las subpoblaciones CD4+CD25+ y CD4-8R® determinado por marcacién con anexina
V y andlisis por FACS. B) Se muestra el incremema! porcentaje de células apoptdticas en presenci
de LCEG + traswells relativo al porcentaje de @&uhpoptéticas en presencia de LCEG. Los valores
indican la media + SD (n=3). *p<0,05; **p<0,01. $auestra un resultado representativo de tres

experimentos independientes.

Finalmente, se investigd si la molécula antiapaqadBcl-2 estaba involucrada
en el rescate de la apoptosis mediado por lasaséadtromales. El analisis por FACS
de la intensidad de fluorescencia media (IFM) dd-2B&n las subpoblaciones
CD4+CD25+ y CD4+CD25- mostro que el incremento anviabilidad celular
correlaciona con una mayor expresion de Bcl-2 srcédulas Treg y T convencionales
(figura 36).
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Figura 36. Analisis de la expresion de Bcl-2. Células proeetes de ganglios linfaticos de ratones
BALB/c fueron incubadas (1.8@élulas/ml) por 48 hs con LCEG en confluenciaekpresion de Bcl-2

en las subpoblaciones CD4+CD25+ y CD4+CD25- fueerd@hada por FACS. (A) Se muestra un
histograma representativo de la expresion de BmhZélulas CD4+CD25+ cultivadas en presencia y
ausencia de LCEG. (B) Se indica la IFM de Bcl-2ancélulas CD4+CD25+ y CD4+CD25- cultivadas
con o sin LCEG. Los valores indican la media + Si>3). **p<0,01. Se muestra un resultado

representativo de tres ensayos independientes.

En conclusion, estos resultados indican que el rede de la apoptosis de las
poblaciones Treg y T convencional es dependiente tke concentracion de células
estromales y se encuentra mediado, fundamentalmenigor contacto directo con el
estroma, interviniendo ademas, factores de sobrewadsolubles sintetizados por
éste. Interesantemente, el rescate de la apoptosde la subpoblacion T
convencional resultd6 mas dependiente del contacteelalar reforzando nuestros
resultados anteriores que indicaban distintos requenientos para el
mantenimiento de la sobrevida en cultivo de ambasispoblaciones. Finalmente, el
mecanismo molecular implicado en el rescate de lgp@ptosis involucraria a la

molécula antiapoptdtica Bcl-2.
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RESUMEN DEL CAPITULO 4

1. Demostramos que las LCEG disminuyen los niveles doptosisin
vitro de las células Treg y T convencionales en estadiagionario.

2. Determinamos que el rescate de la apoptosis mediador el estroma
resulta mayor en la subpoblacion CD4+ T convenciohaTanto en la
poblacién Treg como en la T convencional dicho reate resulté
dependiente de la concentracion de células estroreal e involucré
factores de sobrevida solubles y principalmente, atacto celular.

3. Sugerimos que el mecanismo molecular implicado et mescate de la

apoptosis involucraria a la molécula antiapoptéticacl-2.
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El estado de inmunocompetencia de un individuo nigpelel mantenimiento de
un conjunto estable de linfocitos naive, de mempniagulatorios. Aunque se sabe que
existe un control preciso del nUmero y la funciatad de las células que componen la
poblacién linfoide periférica, los mecanismos quervienen en su regulaciéon no han

sido aun completamente dilucidados.

Las células Treg CD4+CD25+Foxp3+ desempefian urfur@lamental en el
mantenimiento de la tolerancia hacia lo propio yeércontrol de las enfermedades

autoinmune’>°

Ademas, se encuentran involucradas en la reguldmmeostatica de
la poblacién T2°®y en la modulacién de la respuesta inmune hadganggenos,
células tumorales y patégendy?° Estos hallazgos indican que las células Treg
desempeiian un rol clave en el sistema inmune, ysguenanipulaciéon podria ser
utilizada en el desarrollo de nuevas terapias inmdgicas. Por este motivo resulta

indispensable disponer de mas informacion basica dalbiologia de este tipo celular.

La proteasa lisosomal CTSL ejerce una amplia inftiee sobre el sistema
inmune. Se ha demostrado que esta enzima intereieria seleccion positiva de los
timocitos CD4+. Estudios realizados en nuestro kooio utilizando ratones
CTSL™™ mostraron que la falta de actividad de CTSL gersdteraciones en los
estadios tempranos de la seleccion positiva dénaxitos CD4 SP*®. Demostramos
ademas que la CTSL regula el nivel de expresiodiversos componentes de la ECM
en los organos linfoides, e influencia el nUmerta yyomposicion de las poblaciones
linfoides T centrales y periféricas En particular, se observé que pese a la impartant
disminucién en la produccion de timocitos CD4+néimero absoluto de estas células

alcanza valores normales en los ganglios linfatittoks mutantes CTSf

Durante el desarrollo de esta Tesis se investigatacipacion de la CTSL en la
regulacion del niumero de células CD4+ Treg tanteleimo como en los érganos
linfoides secundarios. Se investigd ademas la inflizedel estroma de los ganglios

linfaticos en la proliferacion y en la sobrevidadieha poblacion.

Utilizando como modelo experimental ratones CY%Y determinamos que

mientras que en el timo el nimero absoluto de &gllifeg se encuentra severamente
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disminuido, no se observan alteraciones en la fretaede células CD25+Foxp3+
dentro de los timocitos CD4 SP. Contrariamente, doganos linfoides periféricos
mostraron un marcado incremento en la frecuenciacalelas Treg dentro de la
poblacibn CD4+. Dicho incremento involucr6 aumentia®to en la poblacion
CD25+Foxp3+ como en la poblacion CD25-Foxp3+, abersida un reservorio de
células Treg o células Treg en proliferacion. El etomabsoluto de células Treg resultd
notablemente incrementado en los ganglios linfatictevemente reducido en el bazo.
Se comprobé ademas que estas alteraciones en lacidoblTreg del timo y de los
organos linfoides secundarios se encuentran esidide desde los primeros dias de
vida de los ratones CT8{"™ Finalmente, mediante ensayos de cultivo mixto de
linfocitos alogeneico demostramos que las célulagy Te los ratones mutantes para
CTSL presentan una capacidad supresora similada las células Treg derivadas de

ratones wit.

En conclusion,la falta de actividad de CTSL correlacion6 con unanarcada
disminucién en el numero absoluto de timocitos Tregero no alteré el balance
entre timocitos CD4+CD25+/-Foxp3+ y CD4+CD25-Foxp3-Contrariamente, en
los organos linfoides periféricos la proporcion déinfocitos CD25+/-Foxp3+ en la
poblacion CD4+ se encontr0 aumentada. La falta dectvidad para CTSL
correlacion6 con un aumento significativo en el niero absoluto de células Treg

en los ganglios linfaticos, mientras que en el baae observé una leve reduccion.

Aunqgue no existen reportes previos sobre incremeariad nimero absoluto de
células Treg en los ganglios linfaticde ratones carentes de actividad para la CTSL,
Maehr y col. reportaron que los ratones NOD KO par@TSLpresentan un aumento
en la proporciéon de células Treg CD4+CD25+ dentrtagmblacion CD4+ del bazo, y
que dicho aumento correlaciona con un incrementoeniveles de mRNA para Foxp3
en la poblacién T CD4¥’. Estos autores proponen que el desbalance este#lialas
Treg y las células T agresivas dentro de la paofadi CD4+ periférica seria el
responsable de conferir a los ratones NOD KO pdi@alQuna fuerte proteccion contra
el desarrollo de la diabetes autoinmune. Por st pdsing y col., en discrepancia con
nuestros resultados, reportaron recientementeagueatones NOD KO para el getsl
presentan un incremento en el porcentaje de tioodD25+Foxp3+ dentro de la
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poblacién CD4 S¥® Como explicAramos, no hemos hallado alteraciosresla
frecuencia de células Foxp3+ dentro de la pobla€i@% SP ni en el timo de los

ratones CTST</K

adultos ni en el de los neonatos. Por otra partserttan informado
hasta la fecha datos acerca del nimero absolutéldias Treg ni en el timo ni en los

ganglios linfaticos.

De acuerdo a la secuencia reportada delcgg@murind®?, la delecion descripta
en los ratones CTSt"™involucra la regién carboxi-terminal de la CTSL,linendo
los residuos que participan en la formacion delnpualisulfuro que une la cadena
pesada con la liviana (Cys 269 y Cys 322), esempeie la actividad enzimatica>’
Chauhan y col. sugirieron que una delecion en eldgelactsl humana que abarque las
bases codificantes para el extremo carboxi-terminaluyendo el residuo Cys 322,
determinaria la retencion de la proteina en elcuketi endoplasmatico, debido
probablemente a un plegamiento incorr&tdEn nuestro laboratorio se ha demostrado

"kt efectivamente expresan la forma mutada de |a pastar

que los mutantes CTS
abriendo la posibilidad de que existan difereneratse los ratones KO para CTSL y los

mutantes CTSIK/kt

Estudios previos realizados en nuestro labordtSridemostraron que la
exportacion diaria de timocitos CD4+ a la perifes& encuentra disminuida en los
ratones CTSI  Aunque no puede descartarse la existencia deeuorigracion
diferencial de timocitos CD4+CD25+Foxp3+ respecta de las células CD4+CD25-
Foxp3- en los mutantes CT&I"™ esta disminucién en la exportacién de timocitos
CD4+ junto con los datos que indican que el timesk®s ratones presenta una severa
disminucién en el niumero absoluto de células CD4g8P dicha poblaciéon no muestra
aumentos en la proporcion de células CD25+Foxp3eyel nimero total de timocitos
Treg alcanza solo la cuarta parte del numero des eslulas en el timo de los ratones
normales, hace poco probable que el aumento eedaehcia de células CD25+Foxp3+
en la poblacion T CD4+ periférica en los mutant@salCTSL sea consecuencia de un
aumento en la exportacion timica de células Treg.

Teniendo en cuenta estos resultados, estudianasasisencia de actividad de
CTSL alteraba los mecanismos que regulan la hoasestle las células Treg en la
periferia.
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Mediante la técnica de incorporacion de BrdU a acoyt a largo plazo,
investigamos la existencia de alteracionedosnniveles de proliferacion basal de las
células Treg periféricas en los ratones CY¥8I. En concordancia con otros autérés
observamos que la tasa proliferativa de la pobladiteg essuperior a la de su
contraparte T convencional tanto en los ratonesame$ como en los wt.
Interesantemente, hallamos un incremento signiizcagn la tasa de proliferacion basal
de las células CD4+CD25+ tanto en los gangliosifiobs como en el bazo de los
mutantes CTSE'™ Sin embargo, el andlisis de la incorporacién deUBpor las
células T convencionales también evidencié un mergo en la tasa de proliferacion de
dichas células, indicando que la mutacitkt esta asociada a un aumento en la tasa
proliferativa de la poblacion T CD4+, que involutaato a la subpoblacién Treg como
ala T convencional.

La razén entre la tasa proliferativa de la subpobta€i®4+CD25+ y la de las
células CD4+CD25- resulté de una magnitud simifailas ratones mutantes y en los
ratones normales, tanto en los ganglios linfatmm®so en el bazo. Estos resultados no
permiten adjudicar el desbalance en la proporcionélidas Treg y T convencionales
dentro de la poblacion T CD4+ a cambios difereesian los niveles de proliferacion
de ambas subpoblacion&n embargo, debe tenerse en cuenta el hecho d#agada
incompatibilidad de la marcacién para Foxp3 y BrdUanalisis de la proliferacidn
vivo de las subpoblaciones Treg y T convencional feeallo a cabo examinando la
incorporacion de BrdU por células CD4+CD25+ y CDBD®25- respectivamente. No
obstante, dentro de la poblacion CD4+CD25-, comadie como no regulatoria, un
pequefio porcentaje de células presenta el fen@ips+CD25-Foxp3+, consideradas
un reservorio de células Treg o, paradéjicamerékjlas Treg en proliferaciéh®®
Mas aun, la frecuencia de la subpoblacion CD25-Boxgpe encuentra aumentada al
doble en la poblacién CD4+ de los ratones C8t. De esta manera, se genera un
sesgo en el andlisis de los datos que abre la daiide que parte del incremento
observado en la proliferaciéon basal de la pobladioiD4+CD25- corresponda a
células CD4+CD25-Foxp3+ en proliferacion. Si esterd el caso, el aumento en la
proliferacién de la poblacion T convencional de tatones CTSI'™™ podria estar
siendo sobrevaluado. Por lo expuesto, la influedeida proliferacion en el desbalance
de células Treg y T convencionales en la pobla€i@%+ de los 6rganos linfoides

nkt

periféricos de los mutantes CT%{™no puede ser descartada completamente.
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Investigamos ademas si es la ausencia de actidel@TSL en los linfocitos o
en el microambiente de l@sganos linfoides periféricos la que determinanetemento
en la tasa proliferativa de las células Treg y ivemcionales. Los resultados obtenidos
in vivo mediante ensayos de transferencia cruzada de itogosugieren que tanto la
ausencia de actividad de CTSL en las células tiefocomo en el microambiente de los
ganglios linfaticos afectarian la tasa de prolid@ma de las células T convencionales.
Por su parte, la proliferacion de la subpoblaciéegTresultaria influenciada por la falta
de actividad de CTSL en el entorno de los gangiidaticos.

Cuando se analizaron los niveles de apoptosisdsadal las poblaciones CD4+
Treg y T convencionales en los 6rganos linfoidesférécos, el nivel de apoptosis de
los linfocitos CD4+CD25+ resultd significativamenteayor que el observado en la
poblacion CD4+CD25-, tanto en los ratones wt comdos mutantes para CTSL. En
segundo lugar, el nivel de apoptosis basal dedhsas Treg de los ratones CTE™
no resultd6 menor al de los ratones wt, indicande guaumento en el nimero de
linfocitos Treg no deriva de una disminucion entdsa de apoptosis. De hecho,
hallamos incrementos tanto en los niveles de apspteslas células Treg como en los
de las células T convencionales en los ratones &{¥LEn los ganglios linfaticosa
razon entre los niveles de apoptosis en las suapiobes CD4+CD25+ y CD4+CD25-
alcanzé valores similares en los ratones mutants lps normalesEsta similitud no
avala la hipotesis de que en los mutantes para Gl'Siumento en la proporcion de
células Treg dentro de la poblacion CD4+ se delman alteracion selectiva de los
niveles de apoptosis de alguna de las subpoblacibrieéD4+ (Treg o T convencional).
En cuanto al bazo, mientras que los niveles de apipbbservados en los esplenocitos
CD4+CD25- de los ratones mutantes duplicaron Ieeados en los ratones normales,
el aumento en el nivel de apoptosis de la subpdinia€D4+CD25 fue leve,
sugiriendo que el aumento diferencial en el nivebgoptosis podria constituir uno de
los mecanismos involucrados en la determinacion de relacion
CD4+CD25+/CD4+CD25- en este organo. Estos resudtatboen la posibilidad de que
en los ganglios linfaticos y el bazo de los rato@8&SL™™ distintos mecanismos
influencien el desbalance entre células Treg yivencionales dentro de la poblacién
T CDA4+ periférica.
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En base a estos resultados podemos concluir quealasencia de actividad de
CTSL correlaciona con alteraciones en la homeostasde las células T CD4+ con
fenotipo Treg y T convencional, observandose increentos tanto en los niveles de
apoptosis como en los de proliferacion basal de amb subpoblacionesEstos datos
indican la existencia de un recambio acelerado deélulas CD4+ Treg y T
convencionales en los ratones mutantes para CTSL.iéhtras que no queda claro
el mecanismo por el cual se establece el incremerda la proporcion de células
CD25+Foxp3+ dentro de la poblacién T CD4+ en los gglios linfaticos, en el bazo
el incremento diferencial en el nivel de apoptosigntre las células Treg y T
convencionales podria contribuir al desbalance engr células Treg y T
convencionales dentro de la poblacion T CD4+. Tantta falta de actividad de
CTSL en los linfocitos como en su entorno alterarota proliferacién de las células
T convencionales, mientras que la proliferacion ddas células Treg resulto
influenciada por la falta de actividad de CTSL en emicroambiente de los ganglios

linfaticos.

Si bien tanto en los ganglios linfaticos como ehaglo de los ratones CT&I™
los niveles basales de apoptosis y proliferacionlate células CD4+ Treg y T
convencionales resultaron incrementadok proporcién de células Treg dentro de la
poblacién CD4+ resultd aumentada, el bazo -a difésede los ganglios linfaticos- no
mostro aumentos en el numero absoluto de célulag Yrevidencio una reduccion
considerablemente mas severa en el niumero abstéutcélulas T convencionales.
Resultados previos de nuestro laboratorio demastrque las alteraciones tempranas
en la seleccion positiva de las células CD4+ denmgantes para CTSL se ven
reflejadas en la disminuciéon del numero absolutoedplenocitos CD4+. Por el
contrario, los ganglios de estos mutantes estéarthgfiados, y muestran un incremento
en la celularidad total y un nimero normal de @8l CD4+.Los factores causales de
las diferencias en cuanto al niumero absoluto délaiCD4+ y sus subpoblaciones

Kkt o estan claros. Sin

entre los ganglios linfaticos y el bazo de los maoo CTS
embargo, los ganglios linfaticos de los ratones I8 presentan un incremento en la
expresion de varios componentes de la ECM, miequasen el bazo no se detectaron
alteraciones en la composicion de la misma. Se splae diferentes factores de

crecimiento, entre los que se encuentran el BGRermonas y diversas quemoquinas
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estan asociados con componentes de la EENH?"? Esta asociacién constituye un
factor importante en la regulacién de la dispoitbdl de dichas molécufd&?"32"

Puede proponerse entonces que el incremento ectofoponentes de la ECM en los
ganglios linfoides podria dar lugar a un aumentolardisponibilidad de nichos
linfoides, lo que permitiria el soporte de un mayamero de células T CD4+,
incluyendo aquellas con fenotipo Treg. Avalan dsiadtesis la hipertrofia de los

ganglios linfaticos y los nimeros aumentados deditds CD8+ y B220%°.

Estudios recientes han demostrado que la sobrelidas células linfoides en
los 6rganos linfoides secundarios esta fuertemiefiteenciada por su interaccion con
las células estromafés*® Asimismo, se postula que los érganos linfoidesisearios
participarian en la regulacion del numero de liitec mediante el suministro de un
espacio restringido y cantidades limitantes deofast de sobrevida por los cuales
competirian las células linfoid#a2%%2%4

Con el objeto de investigar la influencia de ldsile& estromales en la sobrevida
y la proliferacion de las células Treg establecinco#tivos de células estromales

derivadas de ganglios linfaticos de ratones nomsna@ TSIkt

Los cultivos primarios de células estromales deglies linfaticos (cultivos de
CEQG) de ratones mutantes para CTSL y wt presentiiferencias tanto desde el punto
de vista fenotipico como en su facilidad de estamiento. Como explicAramos en
Resultados, y de acuerdo a otros autores, denoragauitivos de CEG a los cultivos
primarios obtenidos a partir de células adheretdeganglios linfaticos. Mientras que
los cultivos de CEG derivados de ratones carentexciiddad de CTSL resultaron de
rapido establecimiento, los derivados de gangliogatienes normales demoraron el
doble e incluso el triple de tiempo en llegar afle@mcia, sugiriendo que, al menios
vitro, las células estromales derivadas de los gangl®slos ratones mutantes
presentarian una mayor tasa proliferativa. Respdetdos tipos celulares que los
integraban, los cultivos de CEG derivados de raanatantes presentaron un mayor
porcentaje de células de linajes macrofagico/déodri En correlacion con este
resultado, datos preliminares indican que en lasglgzs linfoides de los ratones
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CTSL™"™ tanto el porcentaje como el nimero absoluto de @Dmacréfagos se

encontrarian significativamente aumentados.

Dado que en ausencia de estimulacion las célufasve no proliferarin vitro,
llevamos a cabo ensayos de cultivo mixto linfogitasobre placas precubiertas con
CEG. Las CEG fueron capaces de incrementar laf@radionin vitro de las células
Treg, mientras que no alteraron los niveles deifpratiéon de su contraparte T
convencional En nuestras condiciones experimentales, no detestaefectos
diferenciales sobre la proliferacion de las célulasg en los cocultivos con CEG
derivadas de ratones normales y CT8I. Cuando se determiné el porcentaje de
células CD4+ que expresaba Foxp3 al finalizar lassagos encontramos,
sorprendentemente, que los cultivos desarrolladgeresencia de CEG mostraban una
disminucién en la frecuencia de células Treg. Eselmestos resultados hipotetizamos
que el estroma ejerceria también un efecto diféakan la sobrevida de las poblaciones
Treg y T convencionalesComo se explica mas adelante, comprobamos luego que
nuestros cultivos de estroma son capaces de sofoxtiabilidadin vitro de las células
T CD4+, siendo dicho efecto mayor sobre la pobladiéconvencional que sobre las
células Treg. Es de destacar que si bien, la irapoid del estroma de los érganos
linfoides periféricos en la determinacion del nimerbicacion y funcionalidad de las
poblaciones linfoides es un area de creciente i@t *°0153181 b5 se han
reportado aun datos acerca de la existencia ddosfeliferenciales de las células
estromales sobre las subpoblaciones de linfociid4+Clreg y T convencionales como

los aqui reportados.

Los cultivos a largo plazo de células estromalegai®lios linfaticos (cultivos
de LCEG) no conservaron la capacidad de increméatproliferacion de las células
Treg, incluso aquellos derivados de ganglios denest mutantes disminuyeron el nivel
de proliferacién de las células Treg. Teniendo @enta que los cultivos de LCEG se
encontraban muy enriquecidos en células de tipmbddstoide (FRs, FDCs) y que
durante los sucesivos pasajes, al menos las célddgdb+ y CD11c+ se perdieron en
su totalidad, estos resultados sugieren que narsari los FRs ni las FDCs los

responsables directos del aumento observado enlifemcion de la poblacion Treg.
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En conclusion, hemos determinado que nuestros cuts de CEG son
capaces de estimular la proliferacionin vitro de las células Treg, y no la de su
contraparte T convencional. Ni los FRs ni las FDCsserian los responsables
directos del incremento en la proliferacion de laséulas Treg.

Es de amplio conocimiento que las células T naiantenidas en cultivo
mueren rapidamente por apoptd5i§’® Este hecho demuestra que los sistemas
tradicionales de cultivo no proporcionan los fagtonecesarios para la mantener la
viabilidad de las células T. Recientemente, Zhotoly demostraron que las células
estromales derivadas de ganglios linfaticos de estateficientes en el IL-2R son
capaces de incrementar la sobrevitla vitro de células T no estimulad&s
Demostraron ademas, que si bien diversas citoqaorasapaces de rescatar a las
células T no estimuladas de la muerte celular &iveulos factores solubles secretados
por las células estromales incrementan la sobred#déas células T de manera mas
eficiente y por un periodo de tiempo mas prolong&aoestudios mas recientes, Link y
col. reportaron que los FRs serian el Unico tidalaede los ganglios linfaticos capaz
de prevenir la muerte de los linfocitosnvitro, y que el rescate de la muerte celular
estarfa mediado por la secrecién de IL-7 y CCLig@ndo de CCR?°.

En coincidencia con reportes anteriores, observaguesnuestros cultivos de
células estromales de ganglios linfaticos -tansoclativos de CEG como los de LCEG-
son capaces de incrementar notablemente la viafiikth cultivo de células T CD4+ en
estado estacionari®bservamos ademas que el cocultivo de linfocitotvaldos de
ganglios linfaticos con células estromales no mcali€l estado de activacion ni induce
proliferacion en las células T CD4+, sugiriendo efacto de las células estromales

similar al que ocurriria en el estado fisiolégico

Investigamos posteriormente el efecto de las LCEGesobrevidan vitro de
las células Treg. Determinamos que, en ausendatdaulacion, las células estromales
son capaces de incrementar significativamente aesa@a en cultivo de las células
Treg. Al mismo tiempo, observamos que el estromeagsz de aumentar también la
sobrevidain vitro de las células T convencionales. Observamos ademéasfecto

diferencial en el rescate de la apoptosis de lagaséTreg y T convencionales mediado
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por las LCEG, resultando mayor el rescate de la tapigpen la subpoblacion T
convencional, lo que sugiere diferencias en los e@emuientos para la sobrevida en
cultivo de ambas subpoblaciones.

El rescate de la apoptosis de las células Treg gofivencionales resultd
dependiente de la concentracion de células estesmd&tn nuestras condiciones
experimentales, no se detectadhferencias en el rescate de la apoptosis mediado po
células estromales wt y carentes de actividad @ar&L. En ambas poblaciones la
inhibicién de la apoptosis fue mediada, fundamemate, por contacto directo con las
células estromales, interviniendo ademas, factdeesobrevida solubles sintetizados
por éstas Ultimas. Interesantemente, el rescatéa dgpoptosis de la subpoblacion
CD4+CD25- resulté mas dependiente de contactoaselbinalmente, observamos que
el incremento en la viabilidad de las células Ty€y convencionalesmediado por las
células estromalescorrelacion6 con un mayor nivel de expresion dé-2BcEn
concordancia con lo reportado por Zhou y col. maalas T, estos resultados indican
gue el mecanismo molecular implicado en el resdatéa apoptosis mediado por las
células estromales involucraria el mantenimiento laleexpresion de la proteina
antiapoptotica Bcl-2. En nuestro conocimiento essteel primer reporte acerca de la
influencia de las células estromales de los ganghdé&ticos sobre la regulacion de la

sobrevida de las células CD4+ Treg.

En sintesis, las LCEG disminuyeron notablemente losiveles de apoptosis
in vitro de las células CD4+ Treg y T convencionales en &b estacionario. El
rescate de la apoptosis mediado por las LCEG resadlimayor en la subpoblacién T
convencional, fue dependiente de la concentracionedcélulas estromales e
involucré factores de sobrevida solubles,yfundamentalmente, contacto celular.
Nuestros resultados sugieren que el mecanismo maléar implicado en el rescate

de la apoptosis involucraria a la proteina antiapotica Bcl-2.

Las células Treg son generadas mediante dos mewaidPor un lado, las
células denominadas Treg naturales (nTreg) senargen el timo; por el otro, la
induccién periférica de la expresion de Foxp3 dulag T convencionales da lugar a las
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células Treg inducidas (iTreg), denominandose @ psiceso conversiéh No se han
detectado aun diferencias fenotipicas entre lagas2beneradas a través de estos dos
mecanismos. No obstante, estudios recientes sagiels a diferencia de las iTreg, las
células nTre@xpresarian el factor de transcripcién Héfios

El TGF{3 desempefia un rol fundamental en el desarrollgolaevida y la
expansion periférica de las células Treg, comaaasbién, en la supresion mediada por
estas céluldé®> Ademas se ha demostrado que el aFes capaz de promover la
generacion de células iTreg a partir de célulaDB-ECD25-Foxp3->® De hecho, hoy
en dia, se considera al T@H-el factor mas importante para la conversion dglas
Treg, y se ha demostrado que su expresion es sufigieméepromover la generacion
de células iTreg bajo condiciones fisiol6gicas. &ste sentido, Peng y col. han
reportado que la expresion transiente de PGEn los islotes de ratones NOD,
promueve la generacidn situ de células Treg CD4+CD25+ que expresan altodasve
de Foxpd”’.

Recientemente, Sugita y col. demostraron mediansay®sin vitro que el
epitelio pigmentario de la retina induce aumentosleniimero de células T8 Estos
aumentos estariaasociados a la produccion por este epitelio de GZ&tAun inhibidor
especifico de la CTSf° estando implicada la sefalizacion a través de -BGF
Utilizando un modelo de uveitis autoinmune expentalelemostraron posteriormente,
que el TGHB promueve la expresidn vivodel CTLA-2ua en el epitelio pigmentario de
la retina, lo que a su vez induciria la producdérTGF por las células TD4+'

Para investigar la existencia de diferencias ewalpacidad de conversion a
células Foxp3+ entre los linfocitos CD4+CD25- céeende actividad de CTSL y los
portadores de una CTSL funcional, realizamos ensaj@sconversionin vitro
incubando células CD4+CD25- en presencia de BGIE-2, anti-CD3 y anti-CD28.
Los resultados obtenidos mostraron que, en las cionéis experimentales ensayadas,
el porcentaje de las células CD4+CD25- normaleargries de actividad para CTSL
que expresaron Foxp3 resultd similar. Sin embargbe considerar qusiguiendo los
protocolos descriptos en la literatura- los ensaljsonversioim vitro se desarrollaron
en presencia de altas concentraciones de F@kégend>®. Por lo tanto, no puede

descartarse que la adicion de TEEexd6geno enmascare un posible aumento en la
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produccion endégena de T@Fpor las células CD4+CD25- carentes de una CTSL
funcional, dando como resultado una capacidad airdé conversiom vitro a células
Foxp3+ independientemente de la presencia o aaseecactividad de CTSL en las
mismas De hecho, como controles de los ensayos de cobwmessiincubaron linfocitos
CD4+CD25- en presencia de anti-CD3 y anti-CD28 mer@usencia de TGFe IL-2.
Bajo estas condiciones experimentales, aunque reepi@je de expresion de Foxp3
resultd bajo, los linfocitos derivados de ratonestantes para CTSL mostraron un
porcentaje de células Foxp3+ significativamente anaye los linfocitos derivados de
ratones portadores de una CTSL funcional.

Realizamos entonces ensayos vitro en ausencia de TGF-exdgeno.
Comprobamos que la inhibiciébn de la actividad deSCTen células CD4+CD25-
purificadas de ganglios linfaticos de ratones néemastimuladas con anti-CD3, da
como resultado la expresion de Foxp3 en un poneema células mayor que en
ausencia del inhibidor. Si bien no puede descartansincremento en la proliferacion
de las células CD4+CD25-Foxp3+ en presencia débiohdr de CTSL, estos resultados
abren la posibilidad de qua vivo la conversidn juegue un rol en el aumento de la
proporcion de células Treg en los 6rganos linfoigesiféricos de los ratones
CTSL"™"™ E| hallazgo de importantes incrementos en loslas/de TGR1 producido
por las células estromales derivadas de gangidatitos carentes de actividad para
CTSL, asi como el hecho de que -de acuerdo a adssltpreliminares obtenidos
mediante ensayos de ELISA- los niveles de PB&Fen el sobrenadante de cultivos
derivados de ganglios linfaticos de ratones C¥&f duplicarian los observados en
cultivos de ganglios linfaticos de ratones wt, apogsta hipoétesis.

Numerosos trabajos han demostrado que el fGE&-une en forma no covalente
con el LAP (Latency Associated Peptitl€)y se asocia con otras proteimi#slatencia
formando un complejo de mayor tamafio (LTBP), quadsrma predominante en que
es secretado el TGE?®. Las LTBP unen el TGB-LAP a componentes de la ECM
como fibronectina y fibrillina-2*. La activacién del TGIB-ocurre a través de diversos
mecanismos que pueden involucrar protéd§asombospondina?$® e integrina®*
Dado que en los ganglios linfaticos de los ratanesantes para CTSL los niveles de
expresion de algunas integrinas, asi como los vkrstis componentes de la ECM -
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entre los cuales se encuentra la fibronectinanesiénentados, puede hipotetizarse que
la disponibilidad de TGIB- podria estar aumentada en los ganglios linfatimgstos

mutantes.

Por otra parte, se ha demostrado que las CDs,cyartinente aquellas
inmaduras, pueden inducir células Treg Foxp3+ asqumcia de TGB-exogeno y
mediante la secrecién de T@rendégeny*° Ademas, reportes recientes indican que
aumentos en el numero de CDs correlacionan coerimemtos en el nUmero de células
Treg. Como mencionamos anteriormente, nuestrostaessl preliminares indican que
los ganglios linfaticos de los ratones CT$I presentan aumentos en el niimero de
CDs. Aunque no hemos caracterizado la/s subpobleside CDs que se encuentran
incrementadas en los ganglios linfaticos de lasnet CTS"™ no puede descartarse
que el aumento en la frecuencia de CDs con caghcldainducir células Tréfy2%°
constituya uno de los factores implicados en ebaesice entre células Treg y T

convencionales en la poblacién CD4+ periféricaoseratones CTSE

Durante la ultima década, se ha hecho un grangsogn la comprension de la
biologia de las células Treg. Hoy en dia, se saleeet|balance entre células Tregy T
efectoras es critico para el control de las respsegimunes. Los tratamientos
farmacoldgicos que tienen como propdésito modulte kalance podrian constituir una
estrategia terapéutica clave tanto para el trat#mig la prevencién de algunas
enfermedades inmunoldgicas, como para el control lade respuestas inmunes
fisioldgicas contra el cAncer, microorganismos tyaisplante de 6rgancd’.

Por otra parte, las propiedades funcionales dedtegpsinas han adquirido gran
interés en los Ultimos afios debido a su potenefaptutico. En particular, la CTSL es
considerada un posible blanco terapéutico paraatnhiento del cancer. Diferentes
protocolos proponen el uso de la CTSL o sus inbiieisl como parte de terapias frente a
diversas neoplasi#8?** En este sentido, el aumento en la frecuencizétidas Treg
dentro de la poblacion T CD4+ determinado por leafde actividad de CTSL podria
constituir un posible efecto no deseado en trataimseantineoplasicos que incluyen la

inhibicion de la actividad de esta proteasa

130



Discusién

Los resultados obtenidos a lo largo de esta Tesisrduestran quela falta de
actividad de CTSL induce en el timo una marcada disinucion en el ndmero
absoluto de células Treg, pero no altera el balanantre células CD25+Foxp3+ y
CD25-Foxp3- dentro de la poblacion de timocitos CD&P. En los 6rganos linfoides
periféricos, la actividad de CTSL influencia tantoel niumero de células Treg como
el balance entre el niumero de células Treg y T coemcionales, y regula el
recambio o “turnover” de las células CD4+ Treg y Tconvencionales. Sugieren
ademas, que tanto la actividad de CTSL en las céad linfoides como en el
microentorno de los ganglios linfaticos influenciaia la proliferacion de las células
T CD4+ convencionales. Por su parte, la proliferadn de las células Treg estaria
influenciada por la expresion de la CTSL en el mimambiente de los ganglios
linfaticos. Finalmente, nuestros resultados abreral posibilidad de que la actividad

de la CTSL sea capaz de influenciar la conversioncélulas Treg en la periferia.

Por otro lado, nuestros resultados sugieren que ektroma de los ganglios
linfaticos influenciaria la proliferacion de las céulas Treg y contribuiria al
mantenimiento de la sobrevida de dicha poblacion esl estado estacionario

Investigaciones futuras que permitan un mayor conamiento acerca de los
mecanismos moleculares mediante los cuales la CT8ifluencia el balance entre el
namero de células Treg y T convencionales, como atmbién, una mejor
comprension de los parametros que controlan la sobvida de la poblacion Treg,
podrian contribuir tanto a un entendimiento més prdundo sobre la biologia de las

células Treg, como al desarrollo de nuevas terapi@smunoldgicas.

131



Bibliografia

132



Bibliografia

1. Ziegler SF. FOXP3: not just for regulatory TlsgnymoreEur. J. Immunol2007;37:21-3.

2. Gershon RK, Kondo K. Cell interactions in theluntion of tolerance: the role of thymic
lymphocytesimmunology1970;18:723-37.

3. Moller G. Do suppressor T cells exiSi€and. J. Immunol988;27:247-50.

4. Sakaguchi S, Wing K, Miyara M. Regulatory T self brief history and perspectiur. J.
Immunol 2007;37(1):S116-23.

5. Janeway CA, Jr. Do suppressor T cells existeplyrScand. J. ImmunolL988;27:621-623.

6. Sakaguchi S, Sakaguchi N, Asano M, Iltoh M, ar@blal M. Immunologic tolerance
maintained by activated T cells expressing IL-2eptor a-chains (CD25): breakdown of a
single mechanism of selftolerance causes variotgraoune diseases. Immunol.1995;155
1151-64.

7. Sakaguchi S, Miyara M, Costantino CM, Hafler DROXP3+ regulatory T cells in the
human immune systeriat. Rev. ImmunoR010;10(7):490-500.

8. Shevach EM. From vanilla to 28 flavors: multipirieties of T regulatory celldmmunity
2006;25:195-201.

9. Groux H, O'Garra A, Bigler M, Rouleau M, AntotkersS, de Vries JE, and Roncarolo MG. A
CD4+ T-cell subset inhibits antigen-specific T-aelkponses and prevents colibsture 1997,
389:737-42.

10. Chen Y, Kuchroo VK, Inobe J, Hafler DA, and Wi HL. Regulatory T cell clones
induced by oral tolerance: suppression of autoimeamemcephalomyelitisScience 1994;
265:1237-40.

11. Godfrey DI, and Kronenberg M. Going both wagsmune regulation via CD1d-dependent
NKT cells.J. Clin. Invest2004;114:1379-88.

12. Jiang S, Tugulea S, Pennesi G, Liu Z, Muldet.éderman S, Harris P, Cortesini R, and
Suciu-Foca N. Induction of MHC-class | restrictadrtan suppressor T cells by peptide priming
in vitro. Hum. Immunol1998;59:690-99.

13. Dieckmann D, Plottner H, Berchtold S, Bergeramd Schuler G. Ex vivo isolation and
characterization of CD4(+)CD25(+) T cells with rémgory properties from human blood.
Exp. Med 2001;1931303-10.

14. Jonuleit H, Schmitt E, Stassen M, Tuettenberdékop J, and Enk AH. Identification and
functional characterization of human CD4(+)CD25(F) cells with regulatory properties
isolated from peripheral blood. Exp. Med2001;1931285-94.

15. Shimizu J, Yamazaki S, and Sakaguchi S. Indoctf tumor immunity by removing
CD25+CD4+ T cells: a common basis between tumorunity and autoimmunityd. Immunal
1999;163:5211-18.

16. Belkaid Y, Blank RB, and Suffia I. Natural réggory T cells and parasites: a common quest
for host homeostasisnmunol. Rev2006;212:287-00.

133



Bibliografia

17. Dittmer U, He H, Messer RJ, Schimmer S, OlbA¢h Ohlen C, Greenberg PD, Stromnes
IM, lwashiro M, Sakaguchi S, Evans LH, Peterson K&nhg G, and Hasenkrug KJ. Functional
impairment of CD8(+) T cells by regulatory T cellisiring persistent retroviral infection.
Immunity 2004;20:293-03.

18. Kullberg MC, Jankovic D, Gorelick PL, CasparlRtterio JJ, Cheever AW, and Sher A.
Bacteria-triggered CD4(+) T regulatory cells suggrelelicobacter hepaticus-induced colitis. J.
Exp. Med. 2002196:505-15.

19. Sutmuller RP, van Duivenvoorde LM, van ElsasS&humacher TN, Wildenberg ME,
Allison JP, Toes RE, Offringa R, and Melief CJ. 8ygism of cytotoxic T lymphocyte-
associated antigen 4 blockade and depletion of CB28gulatory T cells in antitumor therapy
reveals alternative pathways for suppression afradattive cytotoxic T lymphocyte responses.
J. Exp. Med2001;194:823-32.

20. van Maurik A, Herber M, Wood KJ, and Jones ND. {Dgtedge: CD4+CD25+ alloantigen-
specific immunoregulatory cells that can prevent8€DT cell-mediated graft rejection:
implications for anti-CD154 immunotheraplk.iImmunol 2002;169:5401-04.

21. Hori S, Nomura T, Sakaguchi S. Control of ratply T cell development by the
transcription factor Foxp&cience2003;2991057-61.

22. Fontenot JD, Gavin MA, Rudensky AY. Foxp3 peogs the development and function of
CD4+CD25+ regulatory T celldNat. Immunal 2003;4:330-36.

23. Brunkow ME, Jeffery EW, Hjerrild KA, Paeper Blark LB, Yasayko SA, Wilkinson
JE, Galas D, Ziegler SF, Ramsdell F. Disruptionachew forkhead/ winged-helix protein,
scurfin, results in the fatal lymphoproliferativesakder of the scurfy mousblat. Genet2001;
27.:68-73.

24. Chatila TA, Blaeser F, Ho N, Lederman HM, Vaulgpoulos C, Helms C, and Bowcock
AM. JM2, encoding a fork head-related protein, istated in X-linked autoimmunity-allergic
disregulation syndromd. Clin. Invest2000;106R75-R81.

25. Wildin RS, Ramsdell F, Peake J, Faravelli Fsabava JL, Buist N, Levy-Lahad E,
Mazzella M, Goulet O, Perroni L, Bricarelli FD, By G, McEuen M, Proll S, Appleby M,
Brunkow ME. X-linked neonatal diabetes mellitustezapathy and endocrinopathy syndrome is
the human equivalent of mouse scuNiat. Genet2001;27:18-20.

26. Bennett CL, Christie J, Ramsdell F, Brunkow NErguson PJ, Whitesell L, Kelly TE,
Saulsbury FT, Chance PF, Ochs HD. The immune dy&atgn, polyendocrinopathy,
enteropathy, X-linked syndrome (IPEX) is causednitations of FOXP3Nat. Genet2001;
27:20-21.

27. Khattri R, Cox T, Yasayko SA, and Ramsdell Fn Assential role for Scurfin in
CD4+CD25+ T regulatory cellfat. Immunal 2003;4:337—-42.

28. Allan SE, Crome SQ, Crellin NK, Passerini LgiSér TS, Bacchetta R, Roncarolo MG,
Levings MK. Activation-induced FOXP3 in human T exfor cells does not suppress
proliferation or cytokine productiomnt. Immunol 2007;19:345-54.

29. Morgan ME, van Bilsen JH, Bakker AM, HeemskeB Schilham MW, Hartgers
FC, Elferink BG, van der Zanden L, de Vries RR,#hga TW, Ottenhoff TH, Toes RE.

134



Bibliografia

Expression of FOXP3 mRNA is not confined to CD4+GBZT regulatory cells in humans.
Hum. Immunol2005;66(1):13-20.

30. Wang J, loan-Facsinay A, van der Voort El, hga TW, Toes RE. Transient expression
of FOXP3 in human activated nonregulatory CD4+ [Isc&ur. J. Immunal2007;37:129-38.

31. Gavin MA, Torgerson TR, Houston E, DeRoos P,Wu, Stray-Pedersen A, Ocheltree
EL, Greenberg PD, Ochs HD, Rudensky AY. Single-arllysis of normal and FOXP3-mutant
human T cells: FOXP3 expression without regulaiocell development®roc. Natl. Acad. Sci.
U. S. A2006; 103:6659-64.

32. Tran DQ, Ramsey H, Shevach EM. Induction of PGXexpression in naive human
CD4+FOXP3 T cells by T-cell receptor stimulation tisansforming growth factor-beta
dependent but does not confer a regulatory pheadBjpod 2007;110.2983-90.

33. Robb RJ, Munck A, Smith KA. T cell growth facteceptors. Quantitation, specificity, and
biological relevancel. Exp. Med1981;1541455-74.

34. Wing K, Ekmark A, Karlsson H, Rudin A, and SBayer E. Characterization of human
CD25+ CD4+ T cells in thymus, cord and adult blo2@02;Immunology106:190-99.

35. Baecher-Allan C, Brown JA, Freeman GJ, and éfalA. CD4+CD25high Regulatory
Cells in Human Peripheral Blood. Immunol 2001;167:1245-53.

36. Walunas TL, Lenschow DJ, Bakker CY, Linsley Pf&eman GJ, Green JM, Thompson
CB, Bluestone JA. CTLA-4 can function as a negatagulator of T cell activationmmunity
1994;1:405-13.

37. Nocentini G, Giunchi L, Ronchetti S, Krausz LBartoli A, Moraca R, Migliorati G,
Riccardi C. A new member of the tumor necrosisdéaterve growth factor receptor family
inhibits T cell receptor-induced apoptogtsoc. Natl. Acad. Sci. U.S.A997;94:6216-21.

38. Triebel F, Jitsukawa S, Baixeras E, Roman-Ro&arGenevee C, Viegas-Pequignot E,
Hercend T. LAG-3, a novel lymphocyte activation gaiosely related to CD4. Exp. Med.
1990;171:1393-05.

39. Seddiki N, Santner-Nanan B, Martinson J, Zatsxde Sasson S, Landay A, Solomon M,
Selby W, Alexander Sl, Nanan R, Kelleher A, Fazedas$t Groth B. Expression of interleukin
(IL)-2 and IL-7 receptors discriminates between hnmegulatory and activated T cells Exp.
Med.2006;2031693-00.

40. Liu W, Putnam AL, Xu-Yu Z, Szot GL, Lee MR, ZR Gottlieb PA, Kapranov P, Gingeras
TR, Fazekas de St Groth B, Clayberger C, Soper Dbgler SF, Bluestone JA. CD127
expression inversely correlates with FoxP3 and mggive function of human CD4+ T reg
cells.J. Exp. Med2006;2031701-11.

41. Aerts NE, Dombrecht EJ, Ebo DG, Bridts CH, 8tesvWJ, De Clerck LS. Activated T cells
complicate the identification of regulatory T cdllsrheumatoid arthritisCell. Immunol 2008;
251:109-15.

42. Feuerer M, Hill JA, Mathis D, Benoist C. Foxp3egulatory T cells: differentiation,
specification, subphenotypddat. Immunal2009;10(7):689-95.

135



Bibliografia

43. Curotto de Lafaille MA, Lafaille JJ. Naturaldaadaptive foxp3+ regulatory T cells: more of
the same or a division of labarfmunity 2009;30(5):626-35.

44. Huehn J, Siegmund K, Lehmann JC, Siewert CpblauU, Feuerer M, Debes GF, Lauber
J, Frey O, Przybylski GK, Niesner U, de la RosaSdhmidt CA, Brauer R, Buer J,Scheffold
A, Hamann A. Developmental stage, phenotype, andration distinguish naive- and

effector/memory-like CD4+ regulatory T cells.Exp. Med2004;199:303-13.

45. Thornton AM, Korty PE, Tran DQ, Wohlfert EA, dtay PE, Belkaid Y, Shevach EM.
Expression of Helios, an Ikaros transcription factamily member, differentiates thymic-
derived from peripherally induced Foxp3+ T regutatoells.J. Immunal 2010;184(7):3433-
41.

46. Polansky JK, Schreiber L, Thelemann C, Ludwjdtiiger M, Baumgrass R, Cording S,
Floess S, Hamann A, HuehnMethylation matters: binding of Ets-1 to the demytdted Foxp3
gene contributes to the stabilization of Foxp3 egpion in regulatory T cells. Mol. Med
2010;88(10):1029-40.

47. Hsieh CS, Zheng Y, Liang Y, Fontenot JD, anddhisky AY. An intersection between the
self-reactive regulatory and nonregulatory T celtaptor repertoiredNat. Immunal 2006;
7:401-10.

48. Liston A, and Rudensky AY. Thymic developmemd peripheral homeostasis of regulatory
T cells.Curr. Opin. Immunal2007;19:176-85.

49. Tang Q, Henriksen KJ, Boden EK, Tooley AJ, YeSubudhi SK, Zheng XX, Strom
TB, Bluestone JA. Cutting edge: CD28 controls pdegijal homeostasis of CD4+CD25+
regulatory T cells]. Immunol 2003;171:3348-52.

50. Bayer AL, Yu A, and Malek TR. Function of the-2R for thymic and peripheral
CD4+CD25+ Foxp3+ T regulatory cells. Immunal 2007;178:4062-71.

51. Nishizuka Y, and Sakakura T. Thymus and reptduo: sex-linked dysgenesia of the
gonad after neonatal thymectomy in miSeience. 1969.66:753-55.

52. Samy ET, Wheeler KM, Roper RJ, Teuscher C,Tanthy KS. Cutting edge: Autoimmune
disease in day 3 thymectomized mice is activelytrotied by endogenous disease-specific
regulatory T cellsJ. Immunol 2008;180:4366-70.

53. Piccirillo CA, Letterio JJ, Thornton AM, McHugRS, Mamura M, Mizuhara H, and
Shevach EM. CD4(+)CD25(+) regulatory T cells candiag suppressor function in the
absence of transforming growth factor betal pradncnd responsivenesk.Exp. Med2002;
196:237-46.

54. Suri-Payer E, Amar AZ, McHugh R, Natarajan Kamgulies DH, and Shevach EM. Post-
thymectomy autoimmune gastritis: fine specificitygdapathogenicity of anti-H/K ATPase-
reactive T cellsEur. J. Immunal1999;29:669-77.

55. Dujardin HC, Burlen-Defranoux O, Boucontet Lieva P, Cumano A, and Bandeira A.

Regulatory potential and control of Foxp3 exprassio newborn CD4+ T cellsProc. Natl.
Acad. Sci. U.S.A2004;101:14473-78.

136



Bibliografia

56. Su L, Creusot RJ, Gallo EM, Chan SM, Utz PJhman CG, Ermann J. Murine
CD4+CD25+ regulatory T cells fail to undergo chréimaremodeling across the proximal
promoter region of the IL-2 gen&. Immunal 2004;1734994-01.

57. Fontenot JD, Rasmussen JP, Gavin MA, Rudensky AAfunction for interleukin 2 in
Foxp3-expressing regulatory T celdat. Immunal 2005;6:1142-51.

58. Bayer AL, Yu A, Adeegbe D, Malek TR. Essentialle for interleukin-2 for
CDA4(+)CD25(+) T regulatory cell development durihg neonatal period. Exp. Med2005;
201:769-77.

59. Sakaguchi S. Naturally arising Foxp3-expressig25+CD4+ regulatory T cells in
immunological tolerance to self and non-silat. Immunal 2005;6:345-52.

60. Josefowicz SZ, Rudensky A. Control of regukatdr cell lineage commitment and
maintenancemmunity 2009;30(5):616-25.

61. Sempowski GD, Cross SJ, Heinly CS, Scearce RiBynes BF. CD7 and CD28 are
required for murine CD4+CD25+ regulatory T cell hrematasis and prevention of thyroiditis.
Immunol 2004;172787-94.

62. Wan YY, Flavell RA. 'Yin-Yang' functions of traforming growth factor-beta and T
regulatory cells in immune regulatidmmunol. Rev2007;220:199-13.

63. Marie JC, Letterio JJ, Gavin M, Rudensky AY.H @Getal maintains suppressor function
and Foxp3 expression in CD4+CD25+ regulatory TscallExp. Med2005;201:1061-67.

64. Marie JC, Liggitt D, Rudensky AY. Cellular mextisms of fatal early-onset autoimmunity
in mice with the T cell-specific targeting of trémsning growth factor-beta receptémmunity
2006;25:441-54.

65. Fontenot JD, Rasmussen JP, Wiliam LM, Dooléy Barr AG and Rudensky AY.
Regulatory T cell lineage specification by the fweld transcription factor FoxpBnmunity
2005;22:329-41.

66. Hori, S. Rethinking the molecular definition refgulatory T cellsEur. J. Immunal 2008;
38:928-30.

67. Gavin MA, Rasmussen JP, Fontenot JD, Vasta &hddniello VC, Beavo JA, Rudensky
AY. Foxp3-dependent programme of regulatory T-déflerentiation.Nature 2007;445771—
75.

68. Lin W, Haribhai D, Relland LM, Truong N, CarsoMR, Wiliams CB, Chatila TA.
Regulatory T cell development in the absence oétional Foxp3Nat. Immun 2007;8: 359—
68.

69 Hill JA, Feuerer M, Tash K, Haxhinasto S, Perelllelamed R, Mathis D, Benoist C. Foxp3
transcription-factordependent and -independent lagign of the regulatory T cell
transcriptional signaturémmunity 2007;27:786-800.

70. Curotto de Lafaille MA, Lino AC, Kutchukhidze, ldnd Lafaille JJ. CD25- T cells generate
CD25+Foxp3+ regulatory T cells by peripheral expams]. Immunol 2004;1737259-68.

137



Bibliografia

71. Furtado GC, Curotto de Lafaille MA, KutchukhedN, and Lafaille JJ. Interleukin 2
signaling is required for CD4(+) regulatory T deihction.J. Exp. Med2002;196:851-57.

72. Knoechel B, Lohr J, Kahn E, Bluestone JA, arib#s AK. Sequential development of
interleukin 2-dependent effector and regulatory €llscin response to endogenous systemic
antigen.J. Exp. Med2005;202:1375-86.

73. Coombes JL, Siddiqui KR, Arancibia-Carcamo €|l J, Sun CM, Belkaid Y, and Powrie
F. A functionally specialized population of muco€40103+ DCs induces Foxp3+ regulatory T
cells via a TGF-beta and retinoic acid-dependerthaeism.). Exp. Med2007;204:1757—-64.

74. Mucida D, Kutchukhidze N, Erazo A, Russo M, dilé JJ, and Curotto de Lafaille MA.
Oral tolerance in the absence of naturally occgriiregs. J. Clin. Invest. 2005151923-33.

75. Sun CM, Hall JA, Blank RB, Bouladoux N, Oukka Mora JR, and Belkaid Y. Small
intestine lamina propria dendritic cells promoterd®wo generation of Foxp3 T reg cells via
retinoic acid.J. Exp. Med2007;204:1775-85.

76. Curotto de Lafaille MA, Kutchukhidze N, ShenCBng Y, Yee H, and Lafaille JJ. Adaptive
Foxp3+ regulatory T cell-dependent and —independsoritrol of allergic inflammation.
Immunity 2008;29:114-26.

77. Liu VC, Wong LY, Jang T, Shah AH, Park |, YakgZhang Q, Lonning S, Teicher BA,
and Lee C. Tumor evasion of the immune system bwexting CD4+CD25- T cells into
CD4+CD25+ T regulatory cells: role of tumor-derive@F-beta.J. Immunal 2007;1782883—
92.

78. Cobbold SP, Castejon R, Adams E, Zelenika xac&i, Humm S, and Waldmann H.
Induction of foxP3+ regulatory T cells in the pérgoy of T cell receptor transgenic mice
tolerized to transplantd. Immunol 2004; 172:6003-10.

79. Chen W, Jin W, Hardegen N, Lei KJ, Li L, Marsndl, McGrady G, and Wahl SM.
Conversion of peripheral CD4+CD25- naive T cellC@4+CD25+ regulatory T cells by TGF-
beta induction of transcription factor Fox@3 Exp. Med2003;1981875-86.

80. Fantini MC, Becker C, Monteleone G, Palloné&Blle PR, and Neurath MF. Cutting edge:
TGF-beta induces a regulatory phenotype in CD4+CGO2&ells through Foxp3 induction and
down-regulation of Smad3d. Immunol 2004;1725149-53.

81. Faria AM, and Weiner HL. Oral tolerant&amunol. Rev2005;206:232-59.
82. Zheng SG, Wang J, Wang P, Gray JD, and Ho#zIL-2 is essential for TGF-beta to
convert naive CD4+CD25- cells to CD25+Foxp3+ retpraT cells and for expansion of these

cells. J. Immunol. 2007;782018-27.

83. Davidson TS, DiPaolo RJ, Andersson J, and Sitelzd. Cutting edge: IL-2 is essential for
TGF-beta-mediated induction of Foxp3+ T regulaimlls.J. Immunol 2007;1784022-26.

84. Zhou L, Chong MMW, and Littman DR. PlasticdalyCD4+ T cell lineage differentiation.
Immunity 2009;30(5):646-55.

85. Benson MJ, Pino-Lagos K, Rosemblatt M, and MoRl. All-trans retinoic acid mediates

enhanced T reg cell growth, differentiation, and lgoming in the face of high levels of co-
stimulation.J. Exp. Med2007;2041765-74.

138



Bibliografia

86. Hill JA, Hall JA, Sun CM, Cai Q, Ghyselinck ®hambon P, Belkaid Y, Mathis D, and
Benoist C. Retinoic acid enhances Foxp3 inductiadiréctly by relieving inhibition from
CD4+CD44hi Cellsimmunity 2008;29:758-70.

87. Sun CM, Hall JA, Blank RB, Bouladoux N, Oukka Mora JR, and Belkaid Y. Small
intestine lamina propria dendritic cells promoterd®wo generation of Foxp3 T reg cells via
retinoic acid.J. Exp. Med2007;204:1775-85.

88. Yamazaki S, Dudziak D, Heidkamp GF, Fiores@&@hito AJ, Inaba K, Nussenzweig MC,
and Steinman RM. CD8+ CD205+ splenic dendriticscalte specialized to induce Foxp3+
regulatory T cellsJ. Immunol 2008;181:6923—-33.

89. Luo X, Tarbell KV, Yang H, Pothoven K, Bailey Ding R, Steinman RM, Suthanthiran
M. Dendritic cells with TGF-betal differentiate waiCD4+CD25- T cells into islet-protective
Foxp3+ regulatory T cell®roc. Natl. Acad. Sci. U. S. 2007;104(8):2821-26.

90. Chen W, Konkel JETGF-beta and 'adaptive' Foxp3(+) regulatory T cellsMol. Cell.
Biol. 2010;2(1):30-36.

91. Francisco LM, Salinas VHBrown KE, Vanguri VK, Freeman GJ, Kuchroo VK, Sharp
AH. PD-L1 regulates the development, maintenanee fanction of induced regulatory T cells.
J. Exp. Med2009;206(13):3015-29.

92. Francisco LM, Sage PT, Sharpe AH. PD-1 pathivayolerance and autoimmunity.
Immunol. Rev2010;236:219-42.

93. Keir ME, Butte MJ, Freeman GJ, Sharpe AH. PRrH its ligands in tolerance and
immunity. Annu Rev ImmunoR008;26:677-04.

94. Wing K, Suri-Payer E, Rudin A. CD4+CD25+-redalg T cells from mouse to man.
Scand. J. ImmunoR005;62:1-15.

95. Takahashi T, Kuniyasu Y, Toda M, Sakaguchitbh M, lwata M, Shimizu J, Sakaguchi S.
Immunologic self-tolerance maintained by CD25+CD#aturally anergic and suppressive T
cells: induction of autoimmune disease by breakihgir anergic/suppressive statint.
Immunol 1998;10:1969-80.

96. Thornton AM, Shevach EM. CD4+CD25+ immunoretpia T cells suppress polyclonal T
cell activation in vitro by inhibiting interleuki productionJ. Exp. Med1998;188287-96.

97. Caramalho |, Lopes-Carvalho T, Ostler D, ZeyeBaHaury M, Demengeot J. Regulatory T
cells selectively express toll-like receptors arslactivated by lipopolysaccharide.Exp. Med
2003;197:403-11.

98. Fehervari Z, Sakaguchi S. Control of Foxp3+ &B2D4+ regulatory cell activation and
function by dendritic celldnt. Immunol 2004;16:1769-80.

99. Yamazaki S, lyoda T, Tarbell K, Olson K, VelmzK, Inaba K, Steinman RM. Direct
expansion of functional CD25+ CD4+ regulatory Tledly antigen-processing dendritic cells.
J. Exp. Med2003;198235-47.

100. Putnam AL, Brusko TM, Lee MR, Liu W, Szot Gihosh T, Atkinson MA, Bluestone JA.

Expansion of human regulatory T-cells from patienith type 1 diabetesDiabetes 2009;
58(3):652-62.

139



Bibliografia

101. Walker LS, Chodos A, Eggena M, Dooms H, AbhKs Antigen-dependent proliferation
of CD4+ CD25+ regulatory T cells in vivd. Exp. Med2003;198249-58.

102. Nishimura E, Sakihama T, Setoguchi R, Tanak&#kaguchi S. Induction of antigen-
specific immunologic tolerance by in vivo and inrei antigen-specific expansion of naturally
arising Foxp3+CD25+CD4+ regulatory T celist. Immunol 2004;16:1189-201.

103. Klein L, Khazaie K, von Boehmer H. In vivo é&mics of antigen-specific regulatory T
cells not predicted from behavior in viti®roc. Natl. Acad. Sci. U. S. 2003;100.:8886-91.

104. Gavin MA, Clarke SR, Negrou E, Gallegos A, 8uwsky A. Homeostasis and anergy of
CDA4(+)CD25(+) suppressor T cells in vivdat. Immunal 2002;3:33-41.

105. McGuirk P, McCann C, Mills KH. Pathogen-spiecif regulatory 1 cells induced in the

respiratory tract by a bacterial molecule that states interleukin 10 production by dendritic

cells: a novel strategy for evasion of protectivehd@lper type 1 responses by Bordetella
pertussisJ. Exp. Med2002;195221-31.

106. Montagnoli C, Bacci A, Bozza S, Gaziano R, Md&5 Sharpe AH, Romani L. B7/ CD28-
dependent CD4+ CD25+ regulatory T cells are essetvimponents of the memory-protective
immunity to Candida albicang. Immunol 2002;1696298—08.

107. Belkaid Y, Piccirillo CA, Mendez S, Shevach ESacks DL. CD4+ CD25+ regulatory T
cells control Leishmania major persistence and imitguNature 2002;420:502—-07.

108. Suffia 13, Reckling SK, Piccirillo CA, GoldsmnRS, Belkaid Y. Infected site-restricted
Foxp3+ natural regulatory T cells are specific foicrobial antigensJ. Exp. Med 2006;
203777-88.

109. Zuany-Amorim C, Sawicka E, Manlius C, Le MoiieBrunet LR, Kemeny DM, Bowen
G, Rook G, Walker C. Suppression of airway eosiii@phby killed Mycobacterium vaccae-
induced allergenspecific regulatory T-ceNsat. Med 2002;8:625-29.

110. van Maurik A, Herber M, Wood KJ, Jones ND. tidgt edge: CD4+ CD25+ alloantigen-
specific immunoregulatory cells that can prevent8&DT cell-mediated graft rejection:
implications for anti-CD154 immunotherapl.Immunol 2002;1695401-04.

111. Ochando JC, Yopp AC, Yang Y, Garin A, Li Y,rBs P, Llodra J, Ding Y, Lira SA,
Krieger NR, Bromberg JS. Lymph node occupancy dgiired for the peripheral development
of alloantigen-specific Foxp3 + regulatory T cellsimmunol 2005;174:6993-05.

112. Pacholczyk R, Kern J, Singh N, lwashima M,jKralgnatowicz L. Nonself-antigens are
the cognate specificities of Foxp3+ regulatory TTscémmunity 2007;27:493-04.

113. Stephens GL, Shevach EM. Foxp3 + regulatorgells: selfishness under scrutiny.
Immunity 2007;27:417-19.

114. Tarbell KV, Yamazaki S, Olson K, Toy P, SteemmRM. CD25+ CD4+ T cells, expanded
with dendritic cells presenting a single autoantiggeptide, suppress autoimmune diabeles.
Exp. Med 2004;1991467-77.

115. Yu P, Gregg RK, Bell JJ, Ellis JS, DivekarlLiee HH, Jain R, Waldner H, Hardaway JC,
Collins M, Kuchroo VK, Zaghouani H. Specific T rdgtory cells display broad suppressive

140



Bibliografia

functions against experimental allergic encephakdlitiy upon activation with cognate antigen.
J. Immunal 2005;174:6772-80.

116. Tanchot C, Vasseur F, Pontoux C, Garcia Cukban A. Immune regulation by self-
reactive T cells is antigen specifit.Immunaol 2004;1724285-91.

117. Tang Q, Adams JY, Tooley AJ, Bi M, Fife BT,n%eP, Santamaria P, Locksley RM,
Krummel MF, Bluestone JA.Visualizing regulatory @llccontrol of autoimmune responses in
nonobese diabetic micRat. Immunal 2006;7:83-92.

118. Sansom DM, Walker LS. The role of CD28 andiytic T-lymphocyte antigen-4 (CTLA-
4) in regulatory T-cell biologyymmunol. Rev2006;212131-48.

119. Shimizu J, Yamazaki S, Takahashi T, Ishida Sgkaguchi S. Stimulation of
CD25(+)CD4(+) regulatory T cells through GITR breaknmunological self-tolerancéNat.
Immunol 2002;3:135-42.

120. McHugh RS, Whitters MJ, Piccirillo CA, YoungADShevach EM, Collins M, Byrne MC.
CDA4(+)CD25(+) immunoregulatory T cells: gene expi@s analysis reveals a functional role
for the glucocorticoid-induced TNF receptobmmunity 2002;16:311-23.

121. van Maren WW, Jacobs JF, de Vries IJ, NierkBnsAdema GJ. Toll-like receptor
signalling on Tregs: to suppress or not to suppriesmunology 2008;124445-52.

122. Dai J, Liu B, Li Z. Regulatory T cells and [Flike receptors: what is the missing link®.
Immunopharmacol2009;9:528-33.

123. Sutmuller RP, den Brok MH, Kramer M, Bennink Eoonen LW, Kullberg BJ, Joosten
LA, Akira S, Netea MG, Adema GJoll-like receptor 2 controls expansion and fumctiof
regulatory T cellsJ. Clin. Invest2006;116:485-94.

124. Rudensky AY, Campbell DJ. In vivo sites antiutar mechanisms of T reg cell-mediated
suppression). Exp. Med2006;203:489-92.

125. Fallarino F, Grohmann U, Hwang KW, Orabona/@g¢ca C, Bianchi R, Belladonna ML,
Fioretti MC, Alegre ML, Puccetti P. Modulation af/ptophan catabolism by regulatory T cells.
Nat. Immunal2003;4:1206-12.

126. Munn DH, Sharma MD, Lee JR, Jhaver KG, John&8n Keskin DB, Marshall B,
Chandler P, Antonia SJ, R. Burgess R, Slingluff ®lellor AL. Potential regulatory function
of human dendritic cells expressing indoleamined2gXygenaseScience2002;297:1867-70.

127. Gondek DC, Lu LF, Quezada SA, Sakaguchi SJI&l&d. Cutting edge: contact-mediated
suppression by CD4+CD25+ regulatory cells invoheeggranzyme B-dependent, perforin-
independent mechanisth. Immunal 2005;174:1783-86.

128. Nakamura K, Kitani A, Strober W. Cell contdefpendent immunosuppression by
CDA4(+)CD25(+) regulatory T cells is mediated byl cairface-bound transforming growth
factor betaJ. Exp. Med2001;194:629-44.

129. Paust S, Lu L, McCarty N, Cantor H. Engagenaémi@7 on effector T cells by regulatory
T cells prevents autoimmune diseaRmc. Natl. Acad. Sci. U. S. 2004;101:10398-03.

141



Bibliografia

130. de la Rosa M, Rutz S, Dorninger H, Scheffold IAterleukin-2 is essential for
CD4+CD25+ regulatory T cell functioiur. J. Immunal2004;34:2480-88.

131. Annacker O, Pimenta-Araujo R, Burlen-Defran@xBarbosa TC, Cumano A, Bandeira
A. CD25+ CD4+ T cells regulate the expansion ofigyegral CD4 T cells through the
production of IL-10J. Immunol 2001;166:3008-18.

132. Asseman C, Mauze S, M. W. Leach MW, R. L. @aifi RL, and F. Powrie F. An essential
role for interleukin 10 in the function of regulagdr cells that inhibit intestinal inflammatiod.
Exp. Med 1999;190:995-1004.

133. Shevach EM. CD4+ CD25+ suppressor T cellsengurestions than answebdat. Rev.
Immunol 2002;2:389-400.

134. Malek TR, Bayer AL. Tolerance, not immunityucally depends on IL-2Nat. Rev.
Immunol 2004;4:665-74.

135. Deaglio S, Dwyer KM, Gao W, Friedman D, UshéaErat A, Chen JF, Enjyoji K,
Linden J, Oukka M, Kuchroo VK, Strom TB, Robson.3@enosine generation catalyzed by
CD39 and CD73 expressed on regulatory T cells neslimmmune suppressiod. Exp. Med
2007;2041257-65.

136. Collison LW, Workman CJ, Kuo TT, Boyd K, Wakg Vignali KM, Cross R, Sehy D,
Blumberg RS, Vignali DA. The inhibitory cytokine 485 contributes to regulatory T-cell
function.Nature 2007;450566-69.

137. Bajenoff M, Germain RN. Seeing is believingoaus on the contribution of microscopic
imaging to our understanding of immune system fioncEur. J. Immunol2007;37:S18-S33.

138. Gretz, JE, Anderson AO, Shaw S. Cords, chanrsrridors and conduits: critical
architectural elements facilitating cell interaagoin the lymph node cortexnmunol. Rev.
1997;15611-24.

139. Fu YX, Chaplin DD. Development and maturatidrsecondary lymphoid tissueAnnu.
Rev. Immunol1999;17:399-433.

140. Cyster JG, Ansel KM, Reif K, Ekland EH, HymBL, H.L. Tang HL, Luther SA, and
Ngo VN. Follicular stromal cells and lymphocyte hiamto follicles.Immunol.
Revs2000;176181-93.

141. von Andrian UH, and Mempel TR. Homing and ueH traffic in lymph nodeNat. Rev.
Immunol.2003;3:867—78.

142. Katakai T, Suto H, Sugai M, Gonda H, TogawaSAematsu S, Ebisuno Y, Katagiri K,
Kinashi T, Shimizu A. Organizer-like reticular gtmal cell layer common to adult secondary
lymphoid organsJ. Immunol2008;181:6189-200.

143. Anderson AO, Anderson ND. Lymphocyte emigrafimm high endothelial venules in rat
lymph nodesimmunology1976;31:731-48.

144. Cueni LN, Detmar M. The lymphatic system iraltte and diseasd.ymphat. Res. Biol
2008;6:109-22.

142



Bibliografia

145. Mueller SN, Germain RN. Stromal cell contribos to the homeostasis and functionality
of the immune systemNat Rev ImmunoR009;9(9):618-29.

146. Bajénoff M, Egen JG, Koo LY, Laugier JP, BRGlaichenhaus N, Germain RN. Stromal
cell networks regulate lymphocyte entry, migratiangd territoriality in lymph node$mmunity.
2006;25: 989-1001.

147. Fletcher AL, Lukacs-Kornek V, Reynoso ED, RINSE, Bellemare-Pelletier A, Curry
MS, Collier AR, Boyd RL, Turley SJ. Lymph node fitnlastic reticular cells directly present
peripheral tissue antigen under steady-state ditatrimatory conditions. .JExp. Med 2010;
207(4):689-97.

148. Cyster JG. Chemokine and cell migration inoedary lymphoid organsScience 1999;
286:2098-102.

149. Gretz JE, Norbury CC, Anderson AO, Proudfolt,AShaw S. Lymph-borne chemokines
and other low molecular weight molecules reach higliothelial venules via specialized
conduits while a functional barrier limits accesghe lymphocyte microenvironments in lymph
node cortexJ. Exp. Med2000;1921425-40.

150. Link A, Vogt TK, Favre S, Britschgi MR, Achad@®a H, Hinz B, Cyster JG, Luther SA.
Fibroblastic reticular cells in lymph nodes regeldhe homeostasis of naive T celidat.
Immunol 2007;8:1255-65.

151. Anderson AO, Shaw S. T cell adhesion to erediotim: the FRC conduit system and other
anatomic and molecular features which facilitate #dhesion cascade in lymph no8emin.
Immunol.1993;5:271-82.

152. Nolte MA, Belién JA, Schadee-Eestermans Isdaw, Unger WW, van Rooijen N, Kraal
G, Mebius RE.A conduit system distributes chemokines and smialbdsborne molecules
through the splenic white pulp. Exp. Med2003;1983):505-12.

153. Katakai T, Hara T, Lee JH, Gonda H, Sugai M Shimizu A. A novel reticular stromal
structure in lymph node cortex: an immuno-platfdon interactions among dendritic cells, T
cells and B cellsint. Immunol 2004;16: 1133-42.

154. Cukierman E, Pankov R, Yamada KM. Cell inteoms with three- dimensional matrices.
Curr. Opin. Cell. Biol.2002;14:633-39.

155. Van Vliet E, Melis M, Foidart JM, Van Ewijk WReticular fibroblasts in peripheral
lymphoid organs identified by a monoclonal antibadlyHistochem. Cytocherh986;34:883—
90.

156. Farr AG, Berry ML, Kim A, Nelson AJ, Welch MRAruffo A. Characterization and
cloning of a novel glycoprotein expressed by stiocedls in T-dependent areas of peripheral
lymphoid tissues] Exp Med1992; 176(5):1477-82.

157. Gunn MD, Tangemann K, Tam C, Cyster JG, R&Bn Williams LT. A chemokine
expressed in lymphoid high endothelial venules mias the adhesion and chemotaxis of naive
T lymphocytesProc. Natl. Acad. Sci. U. S. A998; 95(1):258-63.

158. Gunn MD, Ngo VN, Ansel KM, Ekland EH, Cystgs,JWilliams LT. A B-cell-homing

chemokine made in lymphoid follicles activates Bit's lymphoma receptor-Nature 1998;
391(6669):799-03.

143



Bibliografia

159. Allen CD, Okada T, Cyster JG. Germinal-cerdgganization and cellular dynamics.
Immunity.2007;27:190-202.

160. Balogh P, Horvath G, Szakal AK. Immunoarchiiee of distinct reticular fibroblastic
domains in the white pulp of mouse splegrHistochem. Cytocher004;52:1287-98.

161. Mueller SN, Ahmed R. Lymphoid stroma in thetia#tion and control of immune
responsedmmunol.Rev2008;224:284-94.

162. Roozendaal R, Mempel TR, Pitcher LA, Gonz&&z Verschoor A, Mebius RE, von
Andrian UH, Carroll MC.Conduits mediate transport of low-molecular-weigimtigen to
lymph node folliclesimmunity 2009;30(2):264-76.

163. Willard-Mack CL. Normal structure, functionndh histology of lymph nodesToxicol.
Pathol.2006;34:409-24.

164. Hargreaves DC, Hyman PL, Lu TT, Ngo VN, Bidgh] Suzuki G, Zou YR, Littman
DR, Cyster JG. A coordinated change in chemokingpamlsiveness guides plasma cell
movementsJ. Exp. Med2001;194(1):45-56.

165. Randolph GJ, Angeli V, Swartz MA. Dendritidiceafficking to lymph nodes through
lymphatic vesselNat. Rev. ImmunoR005; 5:617-28.

166. Girard JP, Springer TA. High endothelial vesu(HEVS): specialized endothelium for
lymphocyte migrationlmmunol. Today1995;16:449-57.

167. Miller MJ, Wei SH, Parker |, Cahalan MD. Twbeton imaging of lymphocyte motility
and antigen response in intact lymph ndgigence2002 296 1869-73.

168. Mempel TR, Henrickson SE, Von Andrian UH. T-peiming by dendritic cells in lymph
nodes occurs in three distinct phadésture.2004;427.154-59.

169. Luther SA, Tang HL, Hyman PL, Farr AG, Cysi&. Coexpression of the chemokines
ELC and SLC by T zone stromal cells and deletiothefELC gene in thelt/plt mouse.Proc.
Natl Acad. Sci. USAR002;97:12694—-99.

170. Bajenoff M, Glaichenhaus N, Germain RN. Filtastic reticular cells guide T lymphocyte
entry into and migration within the splenic T cadine.J. Immunol2008;181:3947-54.

171. Okada T, Cyster JG. CC chemokine receptomiibates to Gi-dependent T cell motility
in the lymph nodel. Immunol2007;1782973-78.

172. Worbs T, Mempel TR, Bolter J, von Andrian UFrster R. CCR7 ligands stimulate the
intranodal motility of T lymphocyteis vivo. J. Exp. Med2007;204 489-95.

173. Cyster JG. Chemokines, sphingosine-1-phosplatd cell migration in secondary
lymphoid organsAnnu. Rev. Immundk005;23:127-59.

174. Schwab SR, Cyster JG. Finding a way out: lymopte egress from lymphoid organs.
Nature Immunol2007;8:1295-01.

144



Bibliografia

175. Schwab SR, Pereira JP, Matloubian M, Xu Y, rdua’, Cyster JG.Lymphocyte
sequestration through S1P lyase inhibition andugissn of S1P gradientsScience2005;
309(5741):1735-39.

176. Lo CG, Xu Y, Proia RL, and Cyster JG. Cyclioaddulation of sphingosine-1-phosphate
receptor 1 surface expression during lymphocyteraelation and relationship to lymphoid
organ transitl. Exp. Med2005;201:291-01.

177. Pham TH, Okada T, Matloubian M, Lo CG and €ysiG. S1P1 receptor signaling
overrides retention mediated byui&oupled receptors to promote T cell egrdssmunity
2008;28:122-33.

178. Matloubian M, Lo CG, Cinamon G, Lesneski M, X, Brinkmann V, Allende ML, Proia
RL, Cyster JGLymphocyte egress from thymus and peripheral lynigbloogans is dependent
on S1P receptor Nature 2004;427(6972):355-60.

179. Schluns KS, Kieper WC, Jameson SC, Lefrandoisinterleukin-7 mediates the
homeostasis of naive and memory CD8 T dallgvo. Nature Immunol2000;1:426-32.

180. Goldrath AW, Bogatzki LY, and Bevan MJ. Naiveells transiently acquire a memory-
like phenotype during homeostasis-driven prolifierat). Exp. Med2000;192557-64.

181. Dummer W, Ernst B, LeRoy E, Lee D, Surh C.oddagous regulation of naive T cell
homeostasis within the T cell compartmehtimmunol2001;1662460-68.

182. Zhou Y-W, Aritake S, Tri Endharti A, Wu J, H&kawa A, Nakashima |, Suzuki H. Murine
lymph node-derived stromal cells effectively supposurvival but induce no
activation/proliferation of peripheral resting Tllsén vitro. Immunology 2003;109 496—03.

183. Repass JF, Laurent MN, Carter C, Reizis Bf®@ddMT, Cardenas K, Narang P, Coles M,
Richie ER.IL7-hCD25 and IL7-Cre BAC transgenic mouse linemswrtools for analysis of IL-7
expressing cell$Genesis2009;47(4):281-87.

184. Katakai T, Hara T, Sugai M, Gonda H, Shimizugmph node fibroblastic reticular cells
construct the stromal reticulum via contact witmphocytesJ. Exp. Med2004; 200: 783—795.

185. Woodland RT, Schmidt MR, and Thompson CB. Blayfsl B cell homeostasiSemin.
Immunol.2006;18:318-26.

186. Sixt M, Kanazawa N, Selg M, Samson T, RoosR@nhardt DP, Pabst R, Lutz MB,
Sorokin L. The conduit system transports soluble antigens fitmenafferent lymph to resident
dendritic cells in the T cell area of the lymph addnmunity 2005;22(1):19-29.

187. Kissenpfennig A, Henri S, Dubois B, LaplaceHs@ C, Perrin P, Romani N, Tripp CH,
Douillard P, Leserman L, Kaiserlian D, Saeland @&yvdust J, Malissen BDynamics and
function of Langerhans cells in vivo: dermal detdrcells colonize lymph node areas distinct
from slower migrating Langerhans celisimunity 2005;22(5):643-54.

188. Flanagan K, Moroziewicz D, Kwak H, Horig H, ifeman HL. The lymphoid chemokine
CCL21 costimulates naive T cell expansion and Thathnzation of non-regulatory CD4+ T
cells.Cell. Immunol2004 231:75-84.

189. Friedman RS, Jacobelli J, Krummel MF. Surfagend chemokines capture and prime T
cells for synapse formatiohlature Immunol2006;7:1101-08.

145



Bibliografia

190. Marsland BJ, Battig P, Bauer M, Ruedl C, Liggdl, Beerli RR, Dietmeier K, Ivanova L,
Pfister T, Vogt L, Nakano H, Nembrini C, SaudanK®pf M, Bachmann MFCCL19 and
CCL21 induce a potent proinflammatory differentatiprogram in licensed dendritic cells.
Immunity.2005;22(4):493-05.

191. Yanagawa Y, Onoe K. CCRY7 ligands induce rapidocytosis in mature dendritic cells
with concomitant up-regulation of Cdc42 and Radviits. Blood.2003;101:4923-29.

192. Anderson AO, and Shaw S. Conduit for privittg@mmunications in the lymph node.
Immunity.2005;22:3-5.

193. Cinamon G, Zachariah MA, Lam OM, Foss FW Jstér JG. Follicular shuttling of
marginal zone B cells facilitates antigen transpéature Immunol2007;9:54—62.

194. Junt T, Moseman EA, lannacone M, Massberga8glPA, Boes M, Fink K, Henrickson
SE, Shayakhmetov DM, Di Paolo NC, van Rooijen Nndel TR, Whelan SP, von Andrian
UH. Subcapsular sinus macrophages in lymph nodes Iegoh-borne viruses and present
them to antiviral B celldNature 2007;450(7166):110-14.

195. Hall JG, Morris BThe immediate effect of antigens on the cell outpfua lymph node.
Br. J. Exp. Pathol1965;46(4):450-54.

196. Shiow LR, Rosen DB, Brdickova N, Xu Y, An J, Laniek, Cyster JG, Matloubian M.
CD69 acts downstream of interferon-alpha/beta tobih S1P1 and lymphocyte egress from
lymphoid organsNature 2006;440(7083):540-44.

197. Soderberg KA, Payne GW, Sato A, Medzhitov &b SS, lwasaki A. Innate control of
adaptive immunity via remodeling of lymph node festeriole.Proc. Natl. Acad. Sci. U. S.
A.2005;102(45):16315-20.

198. Anderson ND, Anderson AO, Wyllie RG. Microvak changes in lymph nodes draining
skin allograftsAm. J. Pathol1975;81:131-60.

199. Angeli V, Ginhoux F, Llodra J, Quemeneur Letatte PS, Skobe M, Jessberger R, Merad
M, Randolph GJB cell-driven lymphangiogenesis in inflamed lympddes enhances dendritic
cell mobilization.Immunity 2006;24(2):203-15.

200. Chyou S, Ekland EH, Carpenter AC, Tzeng T@nTs, Michaud M, Madri JA, Lu TT.
Fibroblast-type reticular stromal cells regulate thmph node vasculaturd. Immunol 2008;
181(6):3887-96.

201. Mueller SN, Hosiawa-Meagher KA, Konieczny B3ullivan BM, Bachmann MF,
Locksley RM, Ahmed R, Matloubian MRegulation of homeostatic chemokine expression and
cell trafficking during immune responsé&zience2007;3175838):670-44.

202. Villadangos JA, Schnorrer P. Intrinsic and psrative antigen-presenting functions of
dendritic-cell subset® vivo. Nature Rev. Immuno2007;7:543-55.

203. Gardner JM, Devoss JJ, Friedman RS, Wong 83,YX, Zhou X, Johannes KP, Su MA,

Chang HY, Krummel MF, Anderson M®eletional tolerance mediated by extrathymic Aire-
expressing cellsscience2008;321(5890):843-47.

146



Bibliografia

204. Lee JW, Epardaud M, Sun J, Becker JE, ChengYa@ekura AR, Heath JK, Turley SJ.
Peripheral antigen display by lymph node stromammtes T cell tolerance to intestinal self.
Nat. Immunal 2007;8(2):181-90.

205. Katunuma N, Kakegawa H, Matsunaga Y, Nikawa Kgminami E. Katunuma
N, Kakegawa H, Matsunaga Y, Nikawa T, Kominami Efdédent functional share of individual
lysosomal cathepsins in normal and pathologicalditmms. Agents Actions Supdl993;
42:195-10.

206. Reiser J, Adair B, Reinheckel $pecialized roles for cysteine cathepsins in heatith
diseasel. Clin. Invest2010;120(10):3421-31.

207. Rawlings ND, Morton FR, Kok CY, Kong J, Batra. MEROPS: the peptidase database.
Nucleic Acids Re<2008; 36:D320-25.

208. Jean D, Hermann J, Rodrigues-Lima F, BareBilbo M, Frade R. Identification on
melanoma cells of p39, a cysteine proteinase thedves C3, the third component of
complement: amino-acid-sequence identities withcgttiepsin L.Biochem J1995; 312 (Pt
3):961-69.

209. Turk B, Turk D, Turk V. Lysosomal cysteine f@ases: more than scaveng@mchim.
Biophys Acta2000;14771-2):98-111.

210. Roth W, Deussing J, Botchkarev VA, Pauly-EvigrsSaftig P, Hafner A, Schmidt P,
Schmahl W, Scherer J, Anton-Lamprecht I, Von FiglraPaus R, Peters C. Cathepsin L
deficiency as molecular defect of furless: hypeifaxation of keratinocytes and pertubation of
hair follicle cycling.FASEB J2000;14(13):2075-86.

211. Brix K, Dunkhorst A, Mayer K, Jordans S. Cys¢ecathepsins: cellular roadmap to
different functionsBiochimie 2008;90(2):194-07.

212. Mohamed MM, Sloane BF. Cysteine cathepsindtifimctional enzymes in cancelat
Rev Cancer2006;6(10):764—75.

213. Katunuma N. Mechanisms and regulation of lgswd proteolysis.Revisiones Sobre
Biologia Celular.1989;20:35-61.

214. Turk V, Bode W. The cystatins: protein inhiioit of cysteine proteinaseSEBS Lett
1991;2852):213-9.

215. Guncar G, Pungercic G, Klemencic |, Turk ViKTD. Crystal structure of MHC class II-
associated p41 i fragment bound to cathepsin kaksvthe structural basis for differentiation
between cathepsins L andEBSVIBO J 1999;18(4):793-03.

216. Lah TT, Hawley M, Rock KL, Goldberg AL. Gamrmerferon causes a selective
induction of the lysosomal proteases, cathepsiren@ L, in macrophage&EBS Lett1995;
3631-2):85-9.

217. Walz M, Kellermann S, Bylaite M, Andrée B, Rett U, Paus R, Kloepper JE, Ruzicka T.

Expression of the human Cathepsin L inhibitor huripi mice: skin alterations and increased
carcinogenesis. Experimental Dermatology. 20®{9):715-23.

147



Bibliografia

218. Stahl S, Reinders Y, Asan E, Mothes W, ConaelmE, Sickmann A, Felbor U. Proteomic
analysis of cathepsin B- and L-deficient mouse rbigsosomesBiochimica et. Biophysica
Acta.2007;177410):1237-46.

219. Yasothornsrikul, S., Greenbaum, D., MedzitzkgsK. F,, Toneff, T., Bundey, R., Miller,
R., Schilling, B., Petermann, I., Dehnert, J., Liogva, A., Goldsmith, P., Neveu, J. M., Lane,
W. S., Gibson, B., Reinheckel, T., Peters, C., Body., Hook, V. Cathepsin L in secretory
vesicles functions as a prohormone-processing eaZgmproduction of the enkephalin peptide
neurotransmitteiProc. Natl. Acad. Sci. U. S. 2003;100:9590-95.

220. Hook V, Funkelstein L, Toneff T, Mosier C, HwgaSR. Human pituitary contains dual
cathepsin L and prohormone convertase processihgvgag components involved in converting
POMC into the peptide hormones ACTH, alpha-MSH, areth-endorphinEndocrine 2009:
35:429-37.

221. Stypmann J, Glaser K, RothW, Tobin DJ, PetammaMatthias R, Monnig G, Haverkamp
W, Breithardt G, Schmahl W, Peters C, Reinheckdilated cardiomyopathy in mice deficient
for the lysosomal cysteine peptidase cathepsiBrbc. Natl. Acad. Sci. U.S.2002;99:6234—
39.

222. Petermann |, Mayer C, Stypmann J, Biniossek Wibin DJ, Engelen MA, Dandekar T,
Grune T, Schild L, Peters C, Reinheckel T. Lysodpmdoskeletal, and metabolic alterations
in cardiomyopathy of cathepsin L knockout miEASEB. J2006;20:1266—68.

223. Tang Q, Cai J, Shen D, Bian Z, Yan L, Wang Ya&n J, Zhuang GQ, Ma WZ, Wang W.
Lysosomal cysteine peptidase cathepsin L protegainat cardiac hypertrophy through
blocking AKT/GSK3beta signalingl.. Mol. Med 2009;87:249-60.

224. Urbich C, Heeschen C, Aicher A, Sasaki K, BfijhFarhadi MR, Vajkoczy P, Hofmann
WK, Peters C, Pennacchio LA, Abolmaali ND, Chavakis Reinheckel T, Zeiher AM,
Dimmeler S. Cathepsin L is required for endothgdraigenitor cell-induced neovascularization.
Nat. Med.2005;11:206-13.

225. Wright WW, Smith L, Kerr C, Charron M. Miceathexpress enzymatically inactive
cathepsin L exhibit abnormal spermatogendimogy of Reproduction2003;68(2):680-87.

226. Duncan EM, Muratore-Schroeder TL, Cook RG,c@aBA, Shabanowitz J, Hunt DF,
Allis CD. Cathepsin L proteolytically processestbige H3 during mouse embryonic stem cell
differentiation.Cell. 2008;1352):284-94.

227. Goulet B, Baruch A, Moon NS, Poirier M, Sagset LL, Erickson A, Bogyo M, Nepveu
A. A cathepsin L isoform that is devoid of a sigpalptide localizes to the nucleus in S phase
and processes the CDP/Cux transcription fasdot. Cell. 2004;14(2):207-19.

228. Skrzydlewska E, Sulkowska M, Koda M, SulkowSkiProteolytic-antiproteolytic balance
and its regulation in carcinogenedigorld Journal of Gastroenterolog2005;11(9):1251-66.

229. Maciewicz RA, Etherington DJ. A comparisorfafr cathepsins (B, L, N and S) with
collagenolytic activity from rabbit spleeBiochem. J1988;256(2):433-40.

230. Krieger NS, Sukhatme VP, Bushinsky DA. Comdidd medium from ras oncogene-

transformed NIH 3T3 cells induces bone resorptionvitro. J. Bone. Miner. Red990;
5(2):159-64.

148



Bibliografia

231. Hamilton RT, Bruns KA, Delgado MA, Shim JK,ngaY, Denhardt DT, Nilsen-Hamilton
M. Developmental expression of cathepsin L andstieain the mouse placentdol. Reprod.
Dev. 1991;30(4):285-92.

232. Burke MA, Hutter D, Reshamwala RP, KnepperQ&thepsin L plays an active role in
involution of the mouse mammary glanBev. Dyn 2003;227(3):315-22.

233. Dennemarker J, Lohmdiller T, Mayerle J, TackeLkrch MM, Coussens LM, Peters C,
Reinheckel T. Deficiency for the cysteine proteeathepsin L promotes tumor progression in
mouse epidermiOncogene2010;2911):1611-21.

234. Lankelma JM, Voorend DM, Barwari T, Koetsvé|d/an der Spek AH, De Porto AP, Van
Rooijen G, Van Noorden CJ. Cathepsin L, targetancer treatmentRife Sci 2010; 86(7-
8):225-33.

235. Nakagawa T, Roth W, Wong P, Nelson A, FarDAussing J, Villadangos JA, Ploegh
H, Peters C, Rudensky AY. Cathepsin L: criticakril li degradation and CD4 T cell selection
in the thymusScience1998;280450-453.

236. Hsieh CS, deRoos P, Honey K, Beers C, Rudef¥kyA role for cathepsin L and
cathepsin S in peptide generation for MHC classpiésentation.J. Immunal 2002;
1686):2618-25.

237. Honey K, Benlagha K, Beers C, Forbush K, Teyto Kleijmeer MJ, Rudensky AY,
Bendelac A. Thymocyte expression of cathepsin ésisential for NKT cell developmeriat.
Immunol 2002;3(11):1069-74.

238. Chapman HA. Endosomal proteolysis and MHC scldis function. Curr. Opin.
Immunol 1998;10(1):93-102.

239. Roche PA, Cresswell P. Invariant chain assiogiavith HLA-DR molecules inhibits
immunogenic peptide bindindlature 1990;3456276):615-18.

240. Lotteau V, Teyton L, Peleraux A, Nilsson T rlsaon L, Schmid SL, Quaranta V, Peterson
PA. Intracellular transport of class Il MHC moleesildirected by invariant chaiNature 1990;
3486302):600-05.

241. Cresswell P. Invariant chain structure and Metigss 1l functionCell. 1996;84(4):505-
07.

242. Viville S, Neefjes J, Lotteau V, Dierich A, loeur M, Ploegh H, Benoist C, Mathis D.
Mice lacking the MHC class ll-associated invariainain.Cell. 1993;72(4):635-48.

243. Bikoff EK, Huang LY, Episkopou V, van Meerwijd, Germain RN, Robertson EJ.
Defective major histocompatibility complex classaldsembly, transport, peptide acquisition,
and CD4+ T cell selection in mice lacking invariasitain expressionJ. Exp. Med1993;
1776):1699-12.

244. Nakagawa TY, Brissette WH, Lira PD, Griffiti®J, Petrushova N, Stock J, McNeish
JD, Eastman SE, Howard ED, Clarke SR, RosloniecEHiBtt EA, Rudensky AY. Impaired
invariant chain degradation and antigen presemaditd diminished collagen-induced arthritis
in cathepsin S null micémmunity 1999;10(2):207-17.

149



Bibliografia

245. Shi GP, Villadangos JA, Dranoff G, Small C, GuHaley KJ, Riese R, Ploegh HL,
Chapman HA. Cathepsin S required for normal MHG<I8 peptide loading and germinal
center developmenimmunity 1999;10(2):197-206.

246. Nepomnaschy I, Lombardi G, Bekinschtein P,gBer P, Francisco V, de Almeida J,
Buggiano V, Pasqualini CD, Piazzon |. Alterationgidg positive selection in the thymus of
nackt CD4-deficient micescand. J. ImmunoR000;52(6):555-62.

247. Nakagawa TY, Rudensky AY. The role of lysosbpnateinases in MHC class lI-mediated
antigen processing and presentatiommunol. Rev1999;172121-79.

248. Kovats S, Grubin CE, Eastman S, deRoos P, lBoAg Van Kaer L, Rudensky AY.
Invariant chain-independent function of H-2M in tfegmation of endogenous peptide-major
histocompatibility complex class Il complexes inaiJ. Exp. Med1998;187(2):245-51.

249. Tourne S, Miyazaki T, Wolf P, Ploegh H, Behds Mathis D. Functionality of major
histocompatibility complex class Il molecules incemidoubly deficient for invariant chain and
H-2M complexesProc. Natl. Acad. Sci. U. S. A997;94(17):9255-60.

250. Barton GM, Rudensky AY. Requirement for dieer®w-abundance peptides in positive
selection of T cellsScience1999;2835398):67-70.

251. Zhang T, Maekawa Y, Sakai T, Nakano Y, IshiHfsaeda H, Kominami E, Katunuma N,
Asao T, Himeno K. Splenic cathepsin L is maturdieen the proform by interferon-gamma
after immunization with exogenous antigerBiochem. Biophys. Res. Commu2001;
2832):499-506.

252. Benavides F, Giordano M, Fiette L, Bueno BalinAL, Martin Palenzuela N, Vanzulli S,
Baldi P, Schmidt R, Dosne Pasqualini C, GuénetatkN(nkt), a new hair loss mutation of the
mouse with associated CD4 deficienktymunogeneticsl999;49(5):413-19.

253. Benavides F, Venables A, Poetschke Klug Hssalack E, Rudensky A, Gbmez M, Martin
Palenzuela N, Guénet JL, Richie ER, Conti CJ. Thd T cell-deficient mouse mutation nackt
(nkt) involves a deletion in the cathepsin L (Ctghelmmunogenetic2001;53(3):233-42.

254. Chauhan SS, Popescu NC, Ray D, Fleischmar@oiesman MM, Troen BR. Cloning,
genomic organization, and chromosomal localizatioh human cathepsin LJ. Biol.
Chem 1993;2682):1039-45.

255. Lombardi G, Burzyn D, Mundifiano J, BerguerB&kinschtein P, Costa H, Castillo

LF, Goldman A, Meiss R, Piazzon |, Nepomnaschydth@psin-L influences the expression of
extracellular matrix in lymphoid organs and playsoke in the regulation of thymic output and
of peripheral T cell numbed. Immunal 2005;174(11):7022-32.

256. Dufour E. Sequence homologies, hydrophobidileso and secondary structures of
cathepsins B, H and L: comparison with papain atiehidin. Biochimie 1988;70(10):1335-42.

257. Smith SM, Gottesman MM. Activity and deleti@malysis of recombinant human
cathepsin L expressed in Escherichia cbIBiol. Chem1989;264(34):20487-95.

258. Zelenay S, Lopes-Carvalho T, Caramalho |, isifantes MF, Rebelo M and Demengeot
J. Foxp3+CD25-CD4 T cells constitute a reservoircommitted regulatory cells that regain
CD25 expression upon homeostatic expandtwoc. Natl. Acad. Sci. U.S.R005;1024091—
96.

150



Bibliografia

259. Fisson S, Darrasse-Jeze G, Litvinova E, Septi&latzmann D, Liblau R, Salomon BL.
Continuous activation of autoreactive CD4+ CD25gutatory T cells in the steady statk.
Exp. Med 2003;1985):737-46.

260. Sugita S, Horie S, Nakamura O, Futagami Y asakd, Keino H, Aburatani H, Katunuma
N, Ishidoh K, Yamamoto Y, Mochizuki M. Retinal pigmt epithelium-derived CTLA-2alpha
induces TGFbeta-producing T regulatory celldmmunol 2008;181(11):7525-36.

261. Kaldjian EP, Gretz JE, Anderson AO, Shi Y a&daw S. Spatial and molecular
organization of lymph node T cell cortex: a labgmine cavity bounded by an epithelium-like
monolayer of fibroblastic reticular cells anchored basement membrane-like extracellular
matrix. Int. Immunol 2001;13:1243-53.

262. LeBedis C, Chen K, Fallavollita L, Boutros Brodt P. Peripheral lymph node stromal
cells can promote growth and tumorigenicity of Btegarcinoma cells through the release of
IGF-1 and EGFInt. J. Cancer2002;100:2-8.

263.Surh CD, Sprent J. Homeostasis of naive and meihaslls.Immunity 2008;296):848-
62.

264. Marrack P, Kappler J. Control of T cell vidtlyil Annu. Rev. Immunc2004; 22: 765-87.

265. Pandiyan P, Lenardo MJ. The control of CD4+&8Rbxp3+ regulatory T cell survival.
Biol. Direct 2008;3:6.

266. Annacker O, Pimenta-Araujo R, Burlen-Defran@xBarbosa TC, Cumano A, Bandeira
A. CD25+ CD4+ T cells regulate the expansion ofigyesral CD4 T cells through the
production of IL-10.J. Immunal 2001;166(5):3008-18.

267. Maehr R, Mintern JD, Herman AE, Lennon-Duméhill, Mathis D, Benoist C, Ploegh
HL. Cathepsin L is essential for onset of autoimmutiabetes in NOD miced. Clin.
Invest 2005;11510):2934-43.

268. Hsing LC, Kirk EA, McMillen TS, Hsiao SH, Caléll M, Houston B, Rudensky AY,
LeBoeuf RC.Roles for cathepsins S, L, and B inlitistand diabetes in the NOD mousk.
Autoimmun2010;34(2):96-104.

269. Chauhan SS, Ray D, Kane SE, Willingham MC, Gatges MM. Involvement of
carboxy-terminal amino acids in secretion of hurhgmosomal protease cathepsin L.
Biochemistry1998;37: 8584-94.

270. Taipale J, Miyazono K, Heldin CH, and KeskaQj Latent transforming growth factor-1
associates to fibroblast extracellular matrix \ageht TGF-binding proteinl. Cell Biol. 1994;
124 171-81.

271. Bhat A, Boyadjiev SA, Senders CW, Leach JKfebential growth factor adsorption to
calvarial osteoblast-secreted extracellular magricestructs osteoblastic behavidtLoS One
2011; 6(10):e25990.

272 . Jones JI, Gockerman A, Busby WH Jr, Camaadhiorer C, Clemmons DR. Extracellular

matrix contains insulin-like growth factor bindipgotein-5: potentiation of the effects of IGF-I.
J. Cell. Biol 1993;121 679-87.

151



Bibliografia

273. Pelletier AJ, W. van der Laan LJ, HildbrandSign MA, Thompson DA, Dawson PE,
Torbett BE, and Salomon DR. Presentation of chen@kDF-1 by fibronectin mediates
directed migration of T cell8lood.2000; 96:2682—90.

274. Yanagawa Y, lwabuchi K, and Onoe” K. Enhancenoé stromal cellderived factor-1_-
induced chemotaxis for CD4/8 double-positive thygtes by fibronectin and laminin in mice.
Immunology2001;104:43-49.

275. Perandones CE, lllera VA, Peckham D, StunzAdhman RF. Regulation of apoptosis in
vitro in mature murine spleen T cells.Immunol 1993;151:3521-29.

276. Teague TK, Marrack P, Kappler JW, Vella AT-@lrescues resting mouse T cells from
apoptosisJ. Immunol 1997;158 5791-96.

277. Peng Y, Laouar Y, Li MO, Green EA, Flavell REGF-beta regulates in vivo expansion of
Foxp3-expressing CD4+CD25+ regulatory T cells resfime for protection against diabetes.
Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. 2004;101(13):4572-77.

278. Sugita S, Horie S, Nakamura O, Maruyama KasakH, Usui Y, Takeuchi M, Ishidoh K,
Koike M, Uchiyama Y, Peters C, Yamamoto Y, Mochizik Acquisition of T regulatory

function in cathepsin L-inhibited T cells by eyedgtled CTLA-2alpha during inflammatory
conditions.J. Immunaol 2009;1838):5013-22.

279. Lawrence DA, Pircher R, Krycéve-Martinerie Iijlien P. Normal embryo fibroblasts
release transforming growth factors in a latentnfat. Cell. Physial1984; 121(1184-88.

280. Koli K, Saharinen J, Hyytidinen M, Penttinen Keski-Oja J. Latency, activation, and
binding proteins of TGF-betMicrosc. Res. Tecl2001; 52(4):354-62.

281. Isogai Z, Ono RN, Ushiro S, Keene DR, CheM#zzieri R, Charbonneau NL, Reinhardt
DP, Rifkin DB, Sakai LY. Latent transforming growthctor beta-binding protein 1 interacts
with fibrillin and is a microfibril-associated pein. J. Biol. Chem2003;2784):2750-57.

282. Jenkins G. The role of proteases in transfogrgrowth factor-beta activationint. J.
Biochem Cell. Biol2008; 40(6-7):1068-78.

283. Murphy-Ullrich JE, Poczatek M. Activation oatént TGF-beta by thrombospondin-1:
mechanisms and physiologgytokine Growth Factor Re2000;11(1-2):59-69.

284. Sheppard D. Integrin-mediated activation tédriaitransforming growth factor betdancer
Metastasis Re\2005; 24(3):395-402.

285. Maldonado RA, von Andrian UH. How tolerogewiendritic cells induce regulatory T
cells.Adv. Immunal2010;108111-65.

286. Swiecki M, Colonna M. Unraveling the functioofsplasmacytoid dendritic cells during
viral infections, autoimmunity, and tolerantemunol. Rev2010;234(1):142-62.

287. Zhou X, Kong N, Zou H, Brand D, Li X, Liu Zh&ng SG. Therapeutic potential of TGF-

B-induced CD4(+) Foxp3(+) regulatory T cells in dotmune diseasegiutoimmunity 2011;
44(1):43-50.

152



	Resumen
	Abstract
	Agradecimientos
	Índice
	Abreviaturas
	Introducción
	Materiales y Métodos
	Resultados
	Discusión
	Bibliografía

