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Abreviaturas

AP1 Proteina activadora 1
APC Célula presentadora de antigenos
CaMK Proteina cinasa dependiente de calmodulina/Ca?*
CD Cluster de diferenciacion
Cdk Cinasa dependientes de ciclinas
CWID Muerte celular inducida por privacién de citocinas
Elf1 Factor de transcripcion tipo ETS 1
FcRy Receptor de Fc gamma
IFN Interferén
IL Interleucina

KLRG1 Marcador tipo lectina de células citotoxicas
KO Knockout
LEG Lupus Eritematoso Generalizado

MAPK Proteina cinasa activada por mitdgenos
MHC Complejo Principal de histocompatibilidad
MOMP Permeabilizacién de la membrana externa mitocondrial
MRNA RNA mensajero
MTOR Blanco mamifero de la rapamicina
NF-xB Factor nuclear-«B
NFAT Factor nuclear de células T activadas
OVA Ovoalbumina
P.I. Post-infeccion
PP2A Proteina Fosfatasa 2A
RICD Muerte celular inducida por re-estimulacion
RT-PCR Reaccién en cadena de la polimerasa en tiempo real

SFB Suero Fetal Bovino
SOCS Supresor de sefializacion de citocinas
STAT Sefial transductora y activadora de la transcripcion

Tcem Célula T de memoria central
TCR Receptor de célula T
Tem Célula T de memoria efectora
TGF-B Factor de crecimiento transformante beta



Th Célula T cooperadora
Tregs Células T reguladoras
Trvm Célula T residente de memoria



1. Resumen

PP2A es una fosfatasa de serinas y treoninas, altamente conservada, que participa
en la regulacién de diversos procesos celulares. Consta de tres subunidades:
estructural (PP2Aa), catalitica (PP2Ac) y reguladora (PP2Ab). Una amplia variedad
de proteinas, agrupadas en tres familias, pueden funcionar como subunidades
reguladoras de PP2A. Estas se asocian en forma mutuamente excluyente con el
heterodimero PP2Aa/c y determinan la especificidad de la enzima y su distribucion
intracelular. Una de ellas, la subunidad reguladora Bf (B558), codificada por el gen
PPP2R2B, se induce en células T humanas activadas en respuesta a la disminucién
en los niveles de IL-2. Su expresion es necesaria y suficiente para la iniciacion de
apoptosis en respuesta a la privacion de IL-2. La induccién de Bp es deficiente en
pacientes con la enfermedad autoinmune lupus eritematoso generalizado y este
defecto se asocia a resistencia a apoptosis. Las células T en reposo expresan
niveles bajos de Bf, lo que indica que esta subunidad podria participar en la
regulacion de la activacion de las células T. En objetivo de este proyecto fue analizar

si Bp juega un papel regulador durante la activacion de células T CD4.

Para interrogar la funcién de Bf, comparamos la activacion, la proliferacion, la
diferenciacion hacia subtipos efectores y la induccion de apoptosis en células T de
ratones normales (WT) y de ratones con deficiencia condicional de Bf3 en las células
T (KO).

Para conocer el efecto de la deficiencia de BB en ratones no manipulados,
analizamos el perfil de activacion de células T de ratones KO y WT. Observamos
gue la deficiencia de Bf se asocia a un incremento en la abundancia de células T
activadas (CD4* y CD8"). La ausencia de Bf no afecto la proliferacion de las células.
Sin embargo, la deficiencia de BB caus6 un incremento en la fosforilacion de Akt
(basal e inducida por activacion de CD3). Ademas se detecté mayor produccién de

interleucina 17 y, paraddjicamente, a mayor expresion de FoxP3 en cultivos de




diferenciacion a los linajes Thl7 y células T reguladoras, respectivamente. La
ausencia de B se asocioé a una menor tasa de apoptosis tanto en ensayos in vitro
como en un modelo in vivo de infeccidon aguda por Listeria monocytogenes. En este
ultimo pudimos observar que Bf es necesaria para la correcta contraccion del

sistema inmune, en particular de células T CD8* con fenotipo efector.

En conclusion, nuestros resultados indican que BB no esta involucrado en la
regulacion de la proliferacion celular, pero si juega un papel modulador en la
diferenciacion de células T CD4", probablemente a través de controlar la actividad
de Akt. Probablemente su papel mas importante sea la regulacion de la vida de las
células T activadas. Estos resultados refuerzan y amplian las observaciones hechas
en humanos, en donde se ha propuesto a Bf como un regulador de la apoptosis de

células T activadas y una molécula que evita el desarrollo de autoinmunidad.




2. Introduccién

2.1. Expansiény contraccion clonal

2.1.1. Activacion de células T y expansion clonal

El sistema inmune adaptativo esta formado por una gran cantidad de linfocitos T y
B que expresan receptores antigénicos Unicos, generados al azar. Esto permite al
sistema tener un repertorio de receptores sumamente amplio. Sin embargo, la
frecuencia de cada receptor es muy baja. Con el fin de montar respuestas inmunes
efectivas, el sistema depende de que las pocas células que reconocen a un antigeno
proliferen rapidamente. Este fenédmeno, llamado expansion clonal'?, permite que
células individuales generen poblaciones de células especificas activadas con la

capacidad de controlar un reto antigénico (Figura 1)3.
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Figura 1. Expansion clonal. Una célula presentadora de
antigeno (APC) presenta un antigeno en contexto de
moléculas de MHC a una célula T virgen, lo que origina la
expansion clonal de la célula T.




Las células T CD4 se activan a través de su receptor (receptor de células T, TCR)
por antigenos presentados en el contexto de moléculas del complejo principal de
histocompatibilidad (MHC) de clase Il en células presentadoras de antigenos (APC).
Las consecuencias funcionales de dicha activacién varian dependiendo de la
presencia de otras sefiales simultaneas. Asi, la activaciéon 6ptima de la célula T
requiere de la interaccién de moléculas de co-estimulacién (e.g. CD28) con ligandos
presentes en la APC (e.g. CD80 y CD86) y de la presencia de citocinas como la
interleucina (IL)-12, el interferon (IFN)-a y la IL-15 (Figura 2). La integracion de
dichos estimulos durante el reconocimiento antigénico permite a la célula T
diferenciarse en una célula con capacidades especificas capaz de llevar a cabo una

respuesta adecuada al patégeno que la desencadené*®.
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Figura 2. Presentacion antigénica. Una célula T reconoce a través de
su receptor (TCR) el antigeno presentado en contexto de moléculas
de MHC por una célula presentadora de antigeno (APC). Imagen de
Sharma, 2011

Tras su activacion, las células T CD4 virgenes se diferencian hacia diferentes
subtipos funcionales a través de un proceso finamente balanceado, controlado por
el TCR, las moléculas de co-estimulacion, y por el tipo de citocinas presentes en el
microambiente®. Diferentes citocinas inducen la expresion de factores de
transcripcion especificos que determinan el tipo de diferenciacion. Asi, T-bet, GATA-

3, ROR-yT y Foxp3 inducen programas genéticos mutuamente excluyentes que




conducen a fenotipos diferentes que se han llamado, respectivamente, Thl, Th2,

Th17 y células T reguladoras (Tregs)’2.

La activacion de las células T por antigenos especificos induce en ellas cambios
profundos en procesos celulares fundamentales como el ciclo celular y vias
metabdlicas. Estos se acompafian de cambios en la expresion de diversas
moléculas, por ejemplo en las tres cadenas del receptor de IL-2: IL-2Ra (CD25), IL-
2Rp (CD122) y yc (CD132) conocida también como cadena y comun. También se
observan cambios en la expresién de moléculas de adhesion lo que permite a las
células salir de tejidos linfoides y entrar en tejidos inflamados®. Los cambios en las
vias metabdlicas son marcados. Las células T virgenes producen energia
principalmente a través de la fosforilacion oxidativa y la B-oxidacion, pero la
activacion incrementa la entrada de nutrientes y la activacion de multiples vias
metabdlicas que tienen como meta cumplir con la demanda biosintética que ocurre

durante la expansioén clonal y funciones efectoras’.

2.1.2. Control de la expansion clonal

La magnitud de la expansion de clonas de células T activadas se regula a dos
niveles. En primer lugar se controla la cantidad de células que se producen durante
la expansion. En segundo, se controla la duracion de la expansion. Esto se logra a
través de dos mecanismos, la muerte celular inducida por re-estimulacién (RICD) y
la muerte celular inducida por privacion de citocinas (CWID). La RICD depende de
la cantidad de antigeno presente en el microambiente y del estado de activacion de
las células T. ElI segundo mecanismo se basa en la dependencia que tienen las
células T activadas en la presencia de citocinas (e.g. IL-2). La RICD controla la
amplitud de la expansion durante el pico de la respuesta inmune, mientras que la

CWID regula la duracién de la respuesta (Figura 3)°.




En la CWID participan las Treg que expresan Foxp3 (Foxp3*) Estas controlan la
respuesta al inducir apoptosis en las células activadas a través de regular la
produccion de citocinas y consumir los factores que promueven la supervivencia de

las células activadas'!.

La IL-2 es una citocina clave para la proliferacion y supervivencia de las células T.
Su interaccién con el receptor trimérico de IL-2 (IL-2Ray) activa diversas vias de
sefalizacion (e.g. JAK, STAT, MAPK 'y PI3K) que promueven la progresion del ciclo

celular y la expresion de proteinas anti-apoptoticas’?.
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Figura 3. La homeostasis de células T se mantiena mediante apoptosis. La
activacion de células T induce su expansion clonal temporal (linea negra).
Durante el periodo indicado por la sombra azul, el pico de la expansion clonal
se controla por la RICD. La desapancion del antigeno y la disminucion en la
produccidan de citocinas (zona roja) inducen la CWID que se manifiesta coma
la contraccion de celulas efectoras. Las lineas azules y rojas muestran la
cinética asociada a defectos en RICD v CWID. respectivamente. Snow. 2010,




La privacion de citocinas incrementa la expresion de moléculas pro-apoptoticas (e.g.
Bim) lo que altera el balance entre proteinas pro- y anti-apoptoticas. Esto induce la
despolarizacion de la membrana mitocondrial y la liberacién del citocromo-C, lo que
culmina con apoptosist®13,

Lenardo y colaboradores demostraron que la incubacion de células T activadas con
Tregs causaba desfosforilacion de Akt y apoptosis en las células activadas. Esto es
porque Akt fosforilado (activo) promueve la supervivencia celular al fosforilar e
inhibir a Bad!!. La falla en estos mecanismos que controlan la respuesta inmune y
aseguran el mantenimiento de la homeostasis puede conducir a la acumulacién de

células T activadas y al desarrollo de inmunopatologia y autoinmunidad?©.

La contraccion clonal elimina a la inmensa mayoria de las células producidas
durante la respuesta inmune. Sin embargo, tras la culminacion de la respuesta
inmune aguda sobreviven células que son especificas a los antigenos que
desencadenaron la respuesta. Estas células, llamadas de memoria, tienen la
capacidad de sobrevivir durante periodos de tiempo largos y de montar respuestas
inmunes rapidas y efectivas en caso de un nuevo encuentro con el mismo
antigeno*. Existen varios subtipos de células de memoria que difieren en sus
funciones y localizacion: células T de memoria central (Tcw), células T de memoria

efectora (Tewm), células T residentes (Trw)*®.

La poblacion Tem permanece en los ganglios linfaticos y, aunque tiene una funcion
efectora limitada, posee una gran capacidad de proliferar y dar lugar a células
efectoras cuando es activada. En contraste, las células Tem, que residen en tejidos
periféricos, tienen una capacidad efectora elevada, pero limitada capacidad
proliferatival®. Estas poblaciones se definen por la expresion de marcadores de
superficie: las células Tcm son CD44Meh CD62L* CCR7* CD127+ CD69, mientras
que las Tem presentan CD44Mdg" CD62L~ CCR7- CD127* CD69- CD103™ Y.




2.2. Fosfatasa PP2A

PP2A es la fosfatasa de serinas y treoninas mas abundante y mas ubicuamente
expresada en células eucariotas'®. Juega un papel importante en muchos procesos
celulares: controla el metabolismo al regular enzimas involucradas en la glucdlisis y
el metabolismo de lipidos. También regula el ciclo celular, la replicacion del DNA, la
transcripcion y traduccion, vias de sefializacion, la dinamica del citoesqueleto y la
apoptosis?®.

Se considera que PP2A actlia como supresor de tumores, ya que la administracion
de &cido ocadaico, un inhibidor de PP2A, a ratones provoco la aparicion de tumores.
De hecho, la capacidad oncogénica de varios virus se ha atribuido a su capacidad
de desplazar las subunidades reguladoras de la holoenzima?°. Asimismo, se ha
reportado que PP2A juega un papel dual en apoptosis, ya que dependiendo de las
subunidades que componen la holoenzima, puede tener efectos pro- o anti-

apoptoticos??.

2.2.1. Estructura

PP2A esta compuesta por un heterotrimero formada por una subunidad estructural
o de andamiaje (PP2Aa o0 A), una subunidad catalitica (PP2Ac o C) y una subunidad
reguladora (PP2Ab o B). El heterodimero A/C esta constitutivamente expresado,
pero la especificad de sustrato y actividad completa son conferidas por la subunidad

reguladora B (Figura 4)2*.




Figura 4. Estructura trimérica de PP2A. A: Subunidad Estructural, B: Subunidad
Reguladora, C: Subunidad Catalitica

2.2.2. Subunidades cataliticas

Estan codificadas por dos genes homdlogos, altamente conservados, que dan
origen a las isoformas a y B. Ambas tienen un peso molecular de 35 kDa y
comparten 97% de su secuencia primaria. Esta subunidad tiene un dominio
conservado que forma el sitio activo para la hidrolisis fosfo-ester. Tiene como blanco
grupos fosfato en residuos de serina o treonina. El reclutamiento de la subunidad
reguladora al nacleo de la holoenzima esta estrictamente regulado por patrones de

metilacion y fosforilacion en el extremo C-terminal de la subunidad catalitica 2°.




2.2.3. Subunidades estructurales

Estan codificadas por dos genes, que dan origen a dos isoformas: PR65a y PR65.
Después de la formacion del nucleo de la holoenzima, la subunidad estructural se

pliega formando una estructura tipo herradura que permite a la subunidad catalitica

tener acceso al substrato que es reclutado por la subunidad reguladora °.

2.2.4. Subunidades reguladoras

Existen pocas variantes para las subunidades cataliticas y estructural, pero en
humanos existen al menos 26 diferentes subtipos de la subunidad reguladora

(Figura 5). Dichas variantes son producto de transcritos de al menos 15 genes,

agrupados en cuatro familias:

B/B55/PR55
B'/B56/PR61
B”/B72/PR72
B/PR93

PR55

<=
PR65
=

PR 72, 130,
59, 48
PRgsfszeNA

PP2A¢ PR110/striatin

Figura 5. Estructura de PP2A. Diversas proteinas agrupadas en cuatro familias
pueden asociarse al heterodimero A/C en forma mutuamente excluyente.
Janssens & Goris, 2001




Los niveles de expresion de estas isoformas son altamente variables y dependen
del tipo celular y tejido. La seleccion de subunidad reguladora provee a la enzima
un nivel importante de regulacion, ya que determina la ubicacién celular y la

especificidad de sustrato!®21.22,

2.3. PP2AYLEG

Defectos en la expresion o funcion de PP2A se han asociado a diversas
enfermedades como cancer'®?3, recientemente se ha reportado defectos en la
expresion y funcion de PP2A, en las células T de pacientes con lupus eritematoso

generalizado (LEG)?4-28.

El LEG es una enfermedad autoinmune que afecta principalmente a mujeres en
edad reproductiva®®-3! siendo mas comln en afroamericanos, afrocaribefios,
asiaticos, e hispanos que en caucasicos®. Las células del sistema inmunol6gico de
pacientes con LEG presentan diversas anormalidades moleculares que contribuyen
a la patogenia de la enfermedad, entre las que se encuentran la presencia de
autoanticuerpos producidos por células B autorreactivas®. Las células T presentan
diversos anormalidades moleculares entre las que se encuentra defectos en la
expresion de la cadena ¢ de CD3 que es remplazada por el receptor de las
inmunoglobulinas (FcRy) resultando hiperactivacion de células T33. Las citocinas
contribuyen a la patogenia mediante diversos mecanismos, uno de estos es la
producciéon anormalmente baja de IL-2 en células T de pacientes con LEG3*
contribuyendo a la reduccion del numero de células T reguladoras observado en
esta enfermedad?®. Otra citocina es la IL-17, que se encuentra aumentada en el
suero de pacientes con LEG contribuyendo a la enfermedad a través de
mecanismos como la facilitacion de la respuesta inflamatoria en respuesta a

complejos inmunes y quiza la activacion de células B autorreactivas3637,
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PP2A contribuye a la patogenia del LEG mediante diversos mecanismos ya que se
han reportado diversos defectos en la funcion y expresion de las subunidades que

conforman a esta fosfatasa24-28,

Existe un incremento en los niveles de expresion de la subunidad catalitica (PP2Ac),
gue se ha asociado a diversos defectos en células T, entre los que se incluyen
anormalidades en la produccion de citocinas?®. Un andlisis del promotor de PP2Ac,
(que se encuentra regulado por metilacién de una isla CpG) realizado en pacientes
con LEG y controles sanos, encontrdé una disminucion en la metilacion del mismo
en las células de pacientes con LEG?'8. También existen defectos en la produccion
de una de una de las subunidades reguladoras, B55f lo cual se ha asociado con

defectos en la apoptosis de células T de pacientes con LEG?*.

La produccion de IL-2 esté regulada a nivel transcripcional por diversos factores
(NF-AT, AP-1, NF-kB, CREB)?2. En pacientes con LEG la actividad del promotor de
IL2 se encuentra anormalmente disminuida. Esto es causado por una disminucion
en la actividad de NF-kB y AP-1y por un incremento en la union del represor CREM
al sitio -180 del promotor de IL2. En células T sanas este sitio se encuentra
principalmente ocupado por pCREB lo cual incrementa la actividad del promotor.
PP2A es la fosfatasa principal que regula la desfosforilacion de pCREB. Se ha
propuesto que en células T de pacientes con LEG, el incremento anormal en la
concentracion y en la actividad de PP2Ac favorece la desfosforilacion (y por ende la

inactivacion) de pCREB y la disminucién en la transcripcion de IL-225.

Como ya se menciond, en LEG existen defectos en la sefializacion a través del TCR,
en particular, una diminucién en los niveles de expresiéon de CD3( y un aumento
reciproco en FcRy 2. La transcripcidn de la cadena CD3C esta regulada por un factor
de transcripcion de la familia Ets denominado Elf-1. La unién de este factor a la
regién promotora de CD247, el gen que codifica CD3(¢, favorece la transcripcion.
Andlisis del promotor de FCER1G, el gen que codifica para FcRy, demostré que ElIf-

1 también participa en la regulacion de dicho promotor, donde puede funcionar como
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potenciador o represor. Elf-1 se encuentra presente en dos formas, una de 80 y una
de 98kDa. La diferencia entre ellas es fosforilacion extensa. En LEG hay una
disminucion de la forma activa de Elf-1 (98kDa). Esto se ha asociado al incremento
en PP2A. Asi, el aumento anormal de PP2A se asocia a menor actividad

transcripcional de Elf-1 y a menor expresién de CD3?%¢.

La sobre-expresion transgénica de la subunidad catalitica (PP2Ac) en células T en
un modelo in vivo, demostré que el aumento en la actividad de PP2Ac altera el
fenotipo de las células T. Las células T del ratén transgénico mostraban un
incremento anormal en la produccion de IL-17A e IL-17F y mayor susceptibilidad al
dafio renal inmune en el contexto de glomerulonefritis inducida por anticuerpos 2.
Andlisis posteriores demostraron que el mecanismo a través del cual PP2Ac facilita
el incremento en la produccion de IL-17 es la facilitacion de su transcripcion ya que
induce cambios epigenéticos en el locus de 1117 que lo hacen mas permisivo a la

unién de factores de transcripcion?®,

24. PP2ABB

Una de las subunidades de PP2A que recientemente se han relacionado al LEG es
la subunidad BB (B55B), que pertenece a la familia B (PR55)%24, Un estudio
realizado en 2011, encontré que una de las subunidades reguladoras de PP2A
expresadas en células T, B mostraba una cinética peculiar. Sus niveles en células
T quiescentes son bajos y su expresion disminuye horas después de la activacion
celular. Ausente en células T activadas, se expresa a niveles altos durante la
privacion de IL-2. Analisis subsecuentes en donde su expresion se forzaba o
silenciaba, demostraron que la expresion de Bf es suficiente para inducir apoptosis
en células T activadas, mientras que su silenciamiento induce resistencia a la

apoptosis por privacion de IL-2 24,

Al analizar la cinética de apoptosis por privacion de IL-2 en células T de pacientes

con LEG se encontr6 que las células T de algunos pacientes eran resistentes a la
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apoptosis y que dicho defecto correlaciona con falta de inducciéon de BB?*. Estos
estudios indican que B es una molécula que regula la supervivencia de las células
T activadas en respuesta a las concentraciones de IL-2 y sugieren que defectos en

su expresion o funcién podria contribuir a la autoinmunidad.

2.5. PP2A BBy Akt

PP2A controla la actividad de diversas cinasas, incluyendo a la cinasa de proteinas
B (PKB o Akt), C (PKC), p70 S6, las cinasas dependientes de calmodulina (CaMK),
las cinasas activadas por mitdgenos (MAPK) y las ciclinas dependientes de cinasas
(Cdk)®°,

La activacion de Akt es regulada por fosforilacion en dos sitios: un residuo de
treonina en la posicion 308 (T308) y uno de serina en la posicion 473 (S473) (Lifen
Yang et al, 2011). Resultados no publicados de Crispin y colaboradores
demuestran que la privacion de IL-2 en células T activadas causa la desfosforilacion
de Akt en las posiciones T308 y S473. También demuestran que la desfosforilacién
de Akt, especificamente del residuo S473, es mediada por BB, ya que el
silenciamiento de B con shRNAs especificos bloquea la desfosforilacion de Akt
S473 inducida por privacion de IL-2. Por otro lado, se ha reportado que la
fosforilacion de Akt T308 es regulada por PP2A acoplada a la subunidad reguladora
B55a 4.

2.6. Modelo de estudio

Avances en ingenieria genética, en particular en la generacion de ratones con
deficiencias genéticas (knockout; KO), han ayudado a entender de una manera mas
detallada la forma en la que el sistema inmune funciona 4?. Cre es una recombinasa

de la familia de las integrasas, proveniente del Bacteridfago P1, que cataliza una
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recombinacion conservativa de DNA entre dos sitios de reconocimiento de 34 pb

(loxP) que no requiere de proteinas accesorias o cofactores (Figura 6)*3.

Se adquirié del proyecto KOMP (Knockout mouse Project) un ratén de la cepa
C57BL/6 con sitios loxP a los lados del 3er exdon del gen que codifica para Bf
(Ppp2r2b). Dicho raton, Ppp2r2b™ se cruzo con un raton que expresa en forma
transgénica la recombinasa Cre bajo el control del promotor del gen Cd4 (Cd4-Cre).
Todas las células T con receptor o progresan a través de una etapa en la que
expresan simultaneamente los co-receptores CD4 y CD8*. Por esta razon, la
expresion de Cre asociada al promotor de CD4 realiza la recombinacién en todas
las células T con TCR-ap. Asi, la cruza del raton Ppp2r2b™ y el ratén Cd4-Cre, que
carece de Bp especificamente en células T, se denomin6é C57BL/6.Ppp2r2b™.CD4-
Cre.

o:a
=<

IAI%LC['CI : r>

Figura 6. Proceso de recombinacién. La recombina-
sa Cre reconoce las secuencias alrededor del gen
blanco (B) (Circulos rosas) y lleva a cabo un
proceso de recombinacon conseravtiva escindien-
do el gen. Imagen de Lewandoski, 2001
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Hipotesis

La evidencia disponible indica que la subunidad reguladora de PP2A, BpB, se
expresa en niveles bajos en células T en reposo y en niveles altos cuando baja la
concentracion de factores de crecimiento, en particular IL-2. Su expresion es
necesaria y suficiente (cuando es en niveles altos) para la induccion de apoptosis.
La manera en la que induce apoptosis es a través de la modulacion de la actividad
de Akt. La importancia de este proceso esta ejemplificada por el hecho de que
defectos en su induccion y, por consiguiente, en la induccion de apoptosis en

respuesta a privacion de IL-2, se asocian a la presencia de LEG.

El hecho de que B3 sea capaz de regular la actividad de Akt, que se exprese en
células T en reposo y que la activacion celular disminuya sus niveles, representan

las bases de este trabajo cuya hipotesis es gue BB modula la activacion temprana

de células T vy qgue defectos en su expresion podrian alterar la capacidad de

proliferacion y/o diferenciaciéon de las células T.
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3. Objetivos

3.1.

3.2.

General

Determinar cuales son las funciones de BB durante la activacion,

proliferacion y apoptosis de células T murinas.

Particulares

Analizar si la ausencia de B afecta la activacion de células T murinas.
Determinar si la ausencia de B3 afecta la proliferaciéon de células T
murinas inducida por la activacién del TCR.

Investigar si la ausencia de B afecta la diferenciacién de células T
CD4* murinas.

Comprobar si BB modula la activacién de AKT durante la activacion de
Células T.

Comprobar si la ausencia de B afecta la apoptosis de células T
murinas en respuesta a la privacion de IL-2.

Comprobar si la ausencia B afecta la cinética de contraccion de la

respuesta inmune empleando un modelo in vivo.
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4. Materiales y métodos

4.1. Ratones

Se emplearon ratones C57BL/6.Ppp2r2b".CD4-Cre y C57BL/6.Ppp2r2b*'*.CD4-
Cre (como control). Para la infeccion con Listeria monocytogenes que expresa
ovoalbumina (rLM-OVA) se emplearon ratones OT-I, que expresan un TCR
transgénico dependiente de moléculas de MHC clase | y que reconoce un antigeno
presente en la OVA. Estos ratones se cruzaron con los ratones deficientes de Bf
para obtener ratones C57BL/6.Ppp2r2b™.CD4-Cre-OT-I. Todos los ratones que se

emplearon tenian entre 8 y 12 semanas de edad.

4.2. Aislamiento de RNAy PCR

Se aisl6 RNA total usando TRIzol (Sigma). El cDNA se sintetiz6 a partir de 1 ug de
RNA con el cDNA Synthesis Kit de Jena Bioscience. Los analisis de PCR de tiempo
real se realizaron empleando SYBR Green de Thermofisher empleando primers

especificos (Tabla 1).

Para determinar el nivel de expresion de los transcritos, se emple6 ACt como
medida de expresion, para calcularlo se empleé como gen de referencia la B-actina,
al obtener los Ct tanto de la actina como del gen a determinar se calculé de la

siguiente manera: ACt= Ctgen-Ctactina.
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Tabla 1. Lista de primers empleados para evaluar la diferenciacién de células CD4

Subtipo
Cooperador

ThO

Thl

Th2

Th17

iTregs

Gen Secuencia Sentido
112 GCTGTTGATGGACCTACAGGA +
TTCAATTCTGTGGCCTGCTT -
Thx21 CAACCAGCACCAGACAGAGA +
ACAAACATCCTGTAATGGCTTG -
Ifng GAGGTCAACAACCCACAGGT +
GGGACAATCTCTTCCCCACC -
Gata3 TTATCAAGCCCAAGCGAAG +
TGGTGGTGGTCTGACAGTTC S
14 AAACGTCCTCACAGCAACGA +
GCATCGAAAAGCCCGAAAGA -
113 TGCCATCTACAGGACCCAGA +
CTCATTAGAAGGGGCCGTGG =
Rorc ACCTCTTTTCACGGGAGGA +
TCCCACATCTCCCACATTG -
117a GGCTGACCCCTAAGAAACCC +
AAGCAGTTTGGGACCCCTTT -
N17f CCCAGGAAGACATACTTAGAAGAAA s
CAACAGTAGCAAAGACTTGACCAT -
Foxp3 TCAGGAGCCCACCAGTACA +
TCTGAAGGCAGAGTCAGGAGA S
1110 TAACTGCACCCACTTCCCAG +
AGGCTTGGCAACCCAAGTAA -
Tgfbl TGGAGCAACATGTGGAACTC +
GTCAGCAGCCGGTTACCA >
Tgfb3 GGACTTCGGCCACATCAAGA +
ATAGGGGACGTGGGTCATCA -
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4.3. Tinciones para citometria

Para tefir antigenos extracelulares se empleo una dilucion 1:100 de los anticuerpos
en PBS con 2% de suero bovino fetal (SFB). Las células se incubaron 30 minutos a
4°C en oscuridad. Para las tinciones intracelulares para factores de transcripcion y
citocinas se emplearon los kits: Foxp3/Transcription Factor Staining Buffer Set de
eBioscience y BD Cytofix/Cytoperm Plus Fixation/Permeabilization Kit (BD Golgi
Plug protein transport inhibitor) de BD respectivamente, siguiendo las instrucciones

indicadas por el fabricante.

4.4. Activacion de células T ex vivo

Para analizar el estado de activacion de células recién aisladas, se tifieron células
de bazo con anticuerpos anti-CD62L y CD44 como marcadores de activacion. Los
analisis se realizaron mediante citometria de flujo en un citbmetro BD Fortessa o

Life Technologies Attune NXxT.

45. Proliferaciéon celular

Células T de bazo y ganglios linfaticos inguinales y axilares se purificaron mediante
Kit MagniSort® Negative Selection, eBioscience (kits similares se emplearon para
aislar otras poblaciones celulares en experimentos sucesivos). Posteriormente las
células fueron tefiidas con Cell Trace Far Red y estimuladas con anti-CD3 (2 ug/mL)
y anti-CD28 (2 ug/mL) unidos a placa en RPMI completo a una concentracion de 2
millones de células/500uL. La proliferacion se analiz6 mediante citometria de flujo

analizando las poblaciones CD4 y CD8 a los dias 3,4y 5.

4.6. Diferenciacion hacia células T cooperadoras

Células T CD4 virgenes se diferenciaron hacia los diferentes subtipos cooperadores

agregando los cocteles de citocinas descritos en la Tabla 2.
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Tabla 2. Combinaciones de citocinas empleadas

para inducir diferenciacion

Subtipo Cooperador | Citocina | Concentracion

ThO IL-2 100 U/mL

IL-2 100 U/mL
Thl

IL-12 10 ng/mL
Th2 IL-4 10 ng/mL

IL-6 25 ng/mL
Th17

TGF-1 5 ng/mL

. TGF-B1 10 ng/mL
iITregs

IL-2 100 U/mL

Las células se sembraron en medio RPMI completo a una concentracién de 300 mil
células en 200 uL. A las 48 horas se suplementd el medio con las citocinas
indicadas. La diferenciacion se analizé al quinto dia mediante citometria de flujo y

cuantificacion de mRNA.

4.7. Fosforilacién de Akt

Las células T purificadas se estimularon con anti-CD3 (2 ug/mL) y con un anticuerpo
entrecruzador (cross-linker, anti-Fc; 5 ug/mL). Las células se lisaron en los
siguientes tiempos: basal, 10 y 30 minutos. Se analizé el estado de fosforilacién
mediante Western Blot, empleando anticuerpos anti-pAKT-S473 y anti-panAKT
(para medir cantidad total de Akt).
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4.8. Apoptosis celular

Células T purificadas se estimularon con anti-CD3 (2 ug/mL) y anti-CD28 (2 ug/mL)
unidos a placa en RPMI completo durante tres dias. Al dia 3 se triplicé el medio y
se agrego IL-2 (100 U/mL). Los dias 5, 7 y 9 se duplicé el medio y se agrego IL-2.
Al dia 10 las células se lavaron con PBS frio y se contaron. Posteriormente se
sembraron a una concentracion de 1 millén de células en 500 uL de RPMI sin afadir
IL-2, en presencia de un anticuerpo anti-IL-2 neutralizante (5 png/mL). La apoptosis

se cuantificé basalmente, 24 y 48 horas después empleando Anexina V y Sytox.

4.9. Infeccidn con Listeria monocytogenes-OVA

Se transfirid 1 millon de células CD8* OT-I (deficientes en B o control) en 200 pL
de PBS, por via intravenosa, a ratones B6. Al dia siguiente se infectaron los ratones
con 10 mil UFC (en 200 uL de PBS) de rLM-OVA. Los ratones se sacrificaron los
dias 7,14 y 30 post-infeccién. Para los analisis se obtuvieron células T de bazos y

se analiz6 la produccion de citocinas, activacion y apoptosis ex vivo.
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5. Resultados

5.1. Activacion de células T ex vivo

Para determinar si la deficiencia de B causa un incremento en la activacion de
células T en ratones en estado basal, analizamos el fenotipo de las poblaciones de
células T (células T totales: CD3*; células CD4: CD3* CD4*; células CD8: CD3*
CD8%), usando los marcadores de activacion y de memoria CD62L y CD44 en
ratones KO y control directamente ex vivo. Esto se hizo en ratones que tenian entre
8 y 12 semanas de edad, en células del bazo y ganglios linfaticos axilares e
inguinales. Con base en la expresion de los marcadores CD62L y CD44, definimos
las poblaciones de células T virgenes (CD44- CD62L"), Tcm (CD44MdhCD62L*) y Tem
(CD44Mish CD62L").
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Figura 7. Activacion ex vivo células CD3*. (a) Se muestran resultados acumulados de los
experimentos realizados, (b) Dot Plot representativos de tincion de CD62-L y CD44 en
células CD3*, Superior: KO, Inferior: WT. ***P=0.0004, n=5
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Como se muestra en la Figura 7, la deficiencia de B3 se asocié a una disminucion
moderada, pero estadisticamente significativa en la frecuencia de células T virgenes
(CD3* CD44 CD62L*) (KO 66.74 + 1.7 vs. Control 73.06 + 0.304, P=0.0004).
Asimismo, observamos un incremento no significativo, en los porcentajes de células
T de memoria efectora (KO 15.7 + 1.41 vs. Control 12.4 £ 0.389, P=0.0803) y central
(KO 15.4 £ 0.533 vs. Control 12.7 £ 0.45, P=0.1784).

El analisis de la poblacion CD8 mostré una tendencia similar al de las células T
totales (CD3*). Asi, observamos una disminucion en la frecuencia de células CD8
virgenes (KO 65.04 + 2.39 vs. Control 75.04 + 0.67, P=0.0004) y un incremento
reciproco en la abundancia de células Tcem (KO 21.9 £ 1.6 vs. Control 15.2 £ 1.39,
P=0.0180). Estos resultados indican que la deficiencia de BB podria contribuir a la
acumulacion de células T activadas (Figura 8). Resultados similares se observaron
en la poblacion CD4: disminucién en el porcentaje de células T virgenes (KO 61.9
1+ 2.803 vs. Control 71.9 + 2.909, P=0.0212) y aumento en el de células Tem (KO
27.5 £ 2.9 vs. Control 17.7 = 1.496, P=0.0250) en los ratones con deficiencia
condicional de Bp (Figura. 9).
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Figura 8. Activacion ex vivo células CD8*. (a) Se muestran resultados acumulados de los experimentos
realizados, (b) Dot Plot representativos de tincion de COB2L vy CD44 en células CD8Y, Superior: KO, Inferior:
WT. =*P=0.0004, *P=0.0180, n=5.
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Figura 9. Activacion ex vivo células CD4%*, (a) Se muestran resultados acumulados de los experimentos realizados, (b)
Dot Plot representativos de fincion de CDG2L y CD44 en células CD4*, Superior: KO, Inferior; WT. *P=0.0212, n=5

5.2. Proliferacion celular

La expresion de B3 se reduce horas después de la activacion celular y se induce
robustamente durante la privacion de IL-224. Para determinar si B juega algun
papel durante la proliferacion de células T, tefimos células T (del ratén con
deficiencia condicional de Bf y del control) con Cell Trace Far Red. Este reactivo
fluorescente entra a las células y reacciona con los grupos amino de las proteinas
uniéndose de forma irreversible a estas pero sin interferir con la funcién de las
mismas. Asi, las células comienzan el cultivo con niveles altos de fluorescencia que
van disminuyendo conforme proliferan y las células hijas diluyen el fluorocromo.
Indujimos la proliferacion de las células T al cultivarlas en placas recubiertas de anti-
CD3 y anti-CD28. A los 3, 4 y 5 dias cuantificamos la dilucion de la fluorescencia
del marcador Cell Trace Far Red mediante citometria de flujo, como marcador

subrogado de proliferacién celular. Nétese que a medida que una célula prolifera, la
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cantidad de Cell trace disminuye ~50% y en consecuencia la intensidad de

fluorescencia de las células que lo contienen.

Como se muestra en las Figuras 10 y 11, no observamos diferencias en la

proliferacion de células CD4* y CD8" al comparar células KO y WT. La Unica

diferencia evidente fue que las células CD8* proliferaron mas que las células CD4",

pero este fendmeno se observo tanto en ratones KO como en los WT.
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Figura 10. Proliferacion células CD8*. (a) Resultados acumulados experimentos prolif-
eracion celular CD8*. (b) Histogramas representativos de células KO y WT (Superior; KO,
Inferior: WT) notese como se va diluyendo la marca de Cell Trace conforme el avance del

tiempo, n=6.
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Figura 11. Proliferacion células CD4*. (a) Datos acumulados de los diferentes experimentos en la cual
se muestra el porcentaje de proliferacion de la poblacion CD4*, (b) Histogramas representativos de
células KO y WT (Superior: KO, Inferior: WT) nétese como se va diluyendo la marca de Cell Trace
conforme el avance del tiempo, n=6.

5.3. Diferenciacion hacia células T cooperadoras

Para determinar si la ausencia de la subunidad Bp afecta la diferenciacion hacia los
subtipos cooperadores de células T (Thl, Th2, Thl7, iTregs), analizamos la
diferenciacion de células T CD4 virgenes hacia los subtipos efectores mencionados.
Para este fin, aislamos células T CD4* virgenes de ratones KO y WT vy las
estimulamos con anti-CD3 y anti-CD28 en presencia de diferentes combinaciones
de citocinas: IL-2; IL-2 e IL-12; IL-4; IL-6 y TGF-B1, y IL-2 y TGF-B1 para
diferenciarlas hacia ThO, Thl, Th2, Th1l7 e iTregs respectivamente. Cuantificamos
la diferenciacion de acuerdo al porcentaje de células productoras de las citocinas
principales de cada subtipo y con base a la expresion de factores de transcripcion
especificos (citometria de flujo). Ademas, medimos los transcritos de citocinas y de

factores de transcripcion con RT-PCR en tiempo real.
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Para todos los analisis mediante citometria de flujo se selecciond la poblacién
celular CD4+ y posteriormente se determiné el porcentaje de diferenciacion
correspondiente. Para cuantificar la diferenciacién hacia ThO, que se empleé como
control, se cuantifico la produccién de IL-2. Como se muestra en la Figura 12, no

observamos diferencias significativas entre células WT y KO.
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Figura 12. Diferanciacion haca ThD. Se muastran los resultados de diferenciacion hacia Thi, empleada coma control. (a)
Parcentaje de celulas CDM* que expresan IL-2 detectado mediante citometria de flujo. (b) Expresién relativa, sefialada como
ACt para el aen 2. Cada circulo representa un ratén

Las células Th1 expresan el factor de transcripcion T-bet, codificado por Thx21, y
producen IFN-y (codificado por /fng)®. Cuando activamos a las células CD4 virgenes
en condiciones que favorecen la diferenciacién Th1, observamos que las células KO

producian mas IFN-y, tanto a nivel de proteina como mRNA. La diferencia fue, sin
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Figura 13. Diferenciacidn hacia Thi. Se muestran los resuliados de diferenciacion hacia Th1. {a) Porcentaje de célu-
las células CD4+ que expresan IFN-y detectado mediante citometria de flujo. (b) Expresidn relativa, sedialada como
ACH para los genes T-bet e Ifng. Cada circulo representa un ratan
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embargo, modesta y no alcanzé a ser estadisticamente significativa. La expresion
de Thx21 tampoco fue diferente entre WT y KO (Figura 13).

Para evaluar la diferenciacion a Th2 cuantificamos la induccion del factor de
transcripcion GATA-3, que se induce después la activacion a través del TCR por la
presencia de IL-4. Este factor guia la diferenciacion hacia este linaje celular al
promover la produccion de citocinas como IL-4, IL-15 e IL-13%. Cuantificamos la
produccion de IL-13 (//13) e IL-4 (/l4) y del factor de transcripcion GATA-3 (Gata3)
por medio de RT-PCR y citometria de flujo (IL-4). Como se muestra en la Figura 14,

no observamos ninguna diferencia en la expresion de GATA-3, IL-4 o IL-13.
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Figura 14. Diferenciacion hacia Th2. Se muestran los resultados de diferenciacion hacia Th2. (a) Porcentaje de célu-
las CD4* que expresan IL-4 detectado mediante citormetria de flujo. (b) Expresion relativa, sefialada como ACt para
los genes 113, 4 y Gata3 caracteristicos de la poblacién Th2. Cada circulo representa un ratén.

Una poblacién que tiene un papel importante en LEG es la Th17. Se ha propuesto
que estas células contribuyen a la enfermedad mediante la produccion de IL-17A,
que amplifica la respuesta inflamatoria®®. La poblacion celular Th17 se caracteriza
por la produccion de IL-17A, IL-17F, IL-21 e IL-22. Estas células se diferencian en
presencia de IL-6 y TGF-B, en forma dependiente del factor de transcripcion ROR-

vT que se ha definido como el regulador maestro de este linaje.

29




Al analizar la expresion, a nivel de mRNA, de las citocinas //17a e lI17f, Unicamente
observamos diferencias significativas en la produccion de IL-17A obteniendo
valores de ACt (KO 6.8 + 0.9 vs. Control 10.1 £ 1.4, P=0.049). Como se muestra en
la Figura 15, la produccién de esta citocina fue mayor en células derivadas del ratén
KO. Este efecto no se acompafio de diferencias en la expresion de ROR-yT (Rorc).
Al analizar la produccién de citocinas mediante citometria de flujo, observamos una
mayor produccion de IL-17A (KO 4.36 + 1.12 vs. Control 0.91 + 0.086, P=0.0204)

en células KO.

Th17

10+ I I
i ® WT
< g o 0 KO
a ¢
w -
_g e WT
® H *
5] — O KO
s 2
® Laget 4 o £

W ko S o %
+ H O ® WT B" ? %
=
%.zﬂ o KO !
e °
E 16 T T hl‘
e »
% L
* e o

0 T T

WT KO

Figura 15. Diferenciacidn hacia Th17. Se muestran los resultados de diferenciacion hacia Th17. (a) Porcentaje de
células CD4+ que expresan IL-17AT delectade mediante citometria de flujo. (b) Porcentaje de células CD4+ gue
expresan ROR-yT* detectado mediante citometria de flujo. (c) Expresion relativa, sefialada como ACt para los
genes Rore, 117a e 117 caracteristicos de la poblacidn Th17. IL17AP=0.0204, 17 7a*F=0.049, Cada circulo repre-
senta un raton.

Las células T reguladoras inducidas (iTregs), se caracterizan por la expresion
del factor de transcripcion Foxp3 y por la produccién de citocinas
inmunosupresoras como IL-10 y TGF-B. Al analizar la diferenciacion de células

CD4 hacia iTregs, no observamos diferencias en la expresion (MRNA) de Foxp3,
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Tgfb1, Tgfb3 e 1110. Sin embargo, cuando analizamos la expresion de FoxP3 a
nivel de proteina (citometria de flujo), si encontramos una mayor cantidad de
células positivas para dicho marcador entre las células obtenidas del ratén KO
(KO 12.97 £ 4.32 vs. Control 2.7 £ 0.7, P=0.047). (Figura 16).
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Figura 16. Diferenciacién hacia iTregs. Se muesiran |os resultados de diferenciacion hacia iTregs. (a) Porcentaje de
células CO4+ gue exprasan Foxp3t detactado mediante citormetria de flujo. (b) Expresitn relativa. sefialada como
ACKE para los genes Foxp?, 10, Tgfbt vy Tgfbd caracteristicos de la poblacidn iTregs. *P=0.047. Cada circulo repre-
senta un raton

5.4. Fosforilacion de Akt

Resultados no publicados del laboratorio indican que la privacion de IL-2 induce en
células T activadas la desfosforilacion de Akt en los residuos S473 y T308.
Experimentos de silenciamiento genético mostraron que este efecto es dependiente
de BpB. Por esa razoén, analizamos si la deficiencia de Bf3 causa cambios en la

fosforilacion de Akt en células T en reposo y tras la activacion a través del TCR.

Observamos que la fosforilacién de Akt (S473) era mayor en las células T derivadas
del ratén KO, tanto en estado basal como tras la activacion del TCR (10 y 30

minutos) (Figuras 17 y 18).
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Figura 17. Western Blot pAkt. Para determinar el nivel de fosforilacion de Akt (S473) al
estimular células T a través del TCR se emplearon tres condiciones (Basal, 10 y 30
minutos). Normalizado con Akt.
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Figura 18. pAkt Resultados acumulados de la delerminacién del Figura 19. pakt. Para determinar el nivel de fosforilacion de Akt (S473)
estado de fosforilacion fras estimular celulas T a ftraves del TCR, al estimular células T a fravés dal TCR se emplearcn fres condicionas
cuaniificado mediante Westem Blot, {Basal, 10 y 30 minutos). Determinado mediante citometria de flujo

Para confirmar el resultado anterior, analizamos la fosforilacion de Akt por medio de
citometria de flujo. Como su muestra en la Figura 19, la intensidad media de

fluorescencia (gMFI) de pAKT S473 fue mayor en las células del raton deficiente de

Bp.
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5.5. Apoptosis

En células T humanas activadas, la reduccion en la expresion de BB causa
resistencia a la apoptosis inducida por privacion de IL-2 ?4. Para determinar si en el
sistema murino B tiene el mismo efecto, activamos y expandimos células T de
ratones KO y WT en presencia de IL-2. A los 10 dias de cultivo, indujimos apoptosis
al cultivar las células T en RPMI libre de IL-2, en presencia de un anticuerpo que
bloquea IL-2. Cuantificamos la frecuencia de células apoptéticas antes de la

privacion de IL-2, asi como a las 24 y 48 horas.
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Figura 20. Apoptosis in vitro. Se muestran los resultados acumulados de la cantidad de
células apoptdticas para diferentes poblaciones. (a) Células T CD3* (b) Células T CD4*
(c) Células T CD8*. (d), (e) y (f) Muestran histogramas representativos del nimero de
células apoptéticas durante los tiempos analizados. n=6 p<0.05
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Como se muestra en la Figura 20, la cinética de apoptosis inducida por privacion de
IL-2 fue mas lenta en las células T derivadas del ratbn KO que en las células T
provenientes de un raton WT (a las 24 horas: KO 3.93 £+ 2.0% vs. Control 13.41 +
5.0; alas 48 horas: KO 24.43 + 3.4% vs. Control 39.23 + 12.3). Cuando se analiz6
la cinética de apoptosis en células T CD4* y CD8* por separado, no observamos
diferencias en la apoptosis de células CD4* (a las 24 horas: KO 3.54 + 2.1% vs.
Control 7.7 £ 1.9; a las 48 horas: KO 40.47 + 26.3% vs. Control 38.9 * 27.2), pero
si en la apoptosis de células CD8* (a las 24 horas: KO 3.6 + 1.8% vs. Control 13.4
+5.7; a las 48 horas: KO 22.3 £ 3.6% vs. Control 37.83 + 10.0).

5.6. Infeccidn con Listeria monocytogenes-OVA

En los experimentos in vitro, la ausencia de BB causé una disminucion en la cinética
de apoptosis inducida por privacion de IL-2 especificamente en células CD8* (Figura
20c). Para determinar la relevancia de BB en la induccién de apoptosis y en
particular en el control de la contraccion de la respuesta inmune, utilizamos un
sistema in vivo. Generamos ratones C57BL/6.Ppp2r2b/f.CD4-Cre que expresan un
TCR que reconoce un péptido derivado de la ovoalbumina (OVA), presentado en el
contexto de MHC de clase | (OT-I). Transferimos células OT-I (deficientes de B o
control) a ratones B6 y los infectamos con una cepa de Listeria monocytogenes que
expresa constitutivamente OVA. Este modelo de infeccion aguda permite analizar
la expansion y contraccion de células T CD8* especificas al antigeno durante el
desarrollo de una respuesta inmune aguda mediante el uso de anticuerpos que
reconocen el TCR OT-I (TCRaV2* TCRB5").

En la infeccion por L. monocytogenes, la respuesta inmune alcanza el maximo el
dia 7 y después comienza la contraccion de las clonas activadas “6. Por esta razén
analizamos la frecuencia y el fenotipo de las células CD8 transferidas los dias 7, 14

y 30 post-infeccion (p.i.).
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Figura 21. Numero de células OT-I. Se muestra el nimero total de células
OT-1 (KO y WT) a lo largo de los diferentes dias post-infeccion con Listeria
monocytogenes. "P=0.0094

Como se muestra en la Figura 21, las células T CD8* se activaron y proliferaron en
respuesta a la infeccion por L. monocytogenes. No observamos diferencias en la
expansion de las células al dia 7. Como era esperable, al dia 14 p.i. la cantidad de
células CD8 especificas a OVA habia disminuido. Sin embargo, la magnitud de la
disminucion fue significativamente mayor en el raton WT que en el deficiente de B
(KO 3.29 £ 0.45 vs. Control 1.36 + 0.27, P=0.0094). Al dia 30 p.i. no observamos

diferencias.
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Como experimento complementario, analizamos la frecuencia de células
apoptéticas durante el curso de la infeccion. Para este fin, empleamos Anexina V' y
Sytox como marcadores de apoptosis y muerte celular. Como se muestra en la
Figura 22, observamos una mayor cantidad de células vivas (Ann V- Sytox’) en las
células de ratones KO el dia 14 p.i (KO 65.6 + 2.1 vs. Control 56.8 + 1.3, P=0.013).
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Imagen 22. Viabilidad Celular. (a) Resultados acumulados en donde se muestra el porcentaje de células OT-l
(TCRaV2+ TCRBVST) vivas (Anexina V- Sytox™) a lo largo de la cinética de infeccidn. (b) Contour Plot de tincidn Anexina
V vy Sytox Orange en Ceélulas OT-l, superior: KO, inferior: WT. Resultados representativos del dia 14 post-infeccion.
*P=0.013

Para determinar el estado de activacién de las células a lo largo de la infeccion,
empleamos los marcadores CD62L y CD44, ademas del marcador tipo lectina de

células citotoxicas (KLRG1); este ultimo permite identificar a las células efectoras

totales*’ 48,
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Observamos que la deficiencia de Bf indujo la acumulacion células Tem al dia 14 p.i
(Figura 23) (KO 70.7 £ 1.9 vs. Control 61.3 £ 0.43, P=0.0099). Al observar el numero
de células KLRG1*, se observé mayor numero de estas al dia 14 p.i. en ratones que
habian recibido células KO (Figura 24) (KO 15.21 £ 3.05 vs. Control 4.2 + 0.0646,

P=0.012).
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Figura 23, Células T de memona. (a) (b) (c) Se muestran los resultados acumulados, en donde se indica el porcen-
taje de células OT-| (TCRaV2* TCRVS*), con fenotipo Tela), Tem (B) y Tvirgen{c) con base en la expresion de
los marcadores CD44 y CD62-L. (d) Dot Plot de tincion de CDE2L y CD44 en células OT-l. Superior. KO, Inferior.
WT. Resultados representativos del dia 14 post-infeccion, *P=0.0099
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Finalmente, analizamos la produccion de las citocinas IFN-y e IL-2. Para esto se
obtuvieron las células del bazo y se estimularon ex vivo con el péptido SIINFEKL,
que es el antigeno derivado de OVA que reconocen las células OT-I.

Observamos una mayor produccion de IFN-y al dia 14 p.i. en las células KO (Figura
25) (KO 14.83 + 3.52 vs. Control 4.6 £ 0.47, P=0.01). No observamos diferencias en
la produccién de IL-2 (Figura 26).
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Figura 24, Células KLRG1. (a) Se muastran los resultados acumulados de la cantidad de células KLRG1+ alos
diferentes dias analizados, (b) Contour Plot de la tincion KLRG1, en células OT-| (TCRaV2* TCRAVE®),
Superior KO, Inferior; WT. Dalos reprasentativos del dia 14 post-inffeccion, *P=0.012
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Figura 25. Produccion de IFN-y. (a) Se muestra los resultados acumulados para la produccion de IFN-y la cual se deter-
mind mediante citometria de flujo. (b) Contour Plot de tincion de IL-2 e IFN-y en células OT-| (TCRaV2+ TCRBVSH).
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Figura 26. Produccion IL-2. Grafica donde se muesfran los resulta-
dos acumulados de produccion de IL-2 de las células OT-|
(TCRaVZ2* TCREVE*) a diferentes tiempos post-infeccion.
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6. Discusion

En este trabajo analizamos la funciéon de Bf, una subunidad reguladora de la
fosfatasa PP2A, en la activacion de células T y durante la contraccion clonal en

sistemas in vitro e in vivo.

Nuestros resultados indican que B regula la diferenciacion hacia los subtipos
cooperadores de células T CD4*, ademas, nuestros resultados indican que Bf3 juega
un papel importante en la induccién de apoptosis en células CD8* en respuesta a la
privacion de IL-2 e, in vivo, en la contraccion de la respuesta inmune. Asi como
regular el estado de fosforilacion de Akt tras su estimulacién a través del TCR, lo
cual podria contribuir a las diferencias observadas en la diferenciacion de los

subtipos cooperadores de células T CD4*.

Las respuestas inmunes agudas inducen la expansion de clonas especificas de
células TY. Esta respuesta depende de que las células entren al ciclo celular, un
proceso finamente controlado por diversas proteinas entre las que se encuentran
ciclinas y cinasas dependientes de ciclinas (Cdk)“°. La estimulaciéon del TCR y de
moléculas de co-estimulacion, asi como la presencia de citocinas como IL-2 e IL-4,
inducen proliferacién en las células T#°. Nuestros resultados indican que BB no
participa en la regulacién de la proliferacion celular, ya que la deficiencia de B3 no
afectd la cinética de proliferacion de células T CD4* o CD8*. Estos resultados
contrastan con lo reportado en otros sistemas. Un estudio realizado en células de
cancer colorrectal encontré que la hipermetilacion del gen que codifica para Bf3
(PPP2R2B) se asocia a la desregulacién de vias oncogénicas requeridas para la
supervivencia y proliferacion celular?®. Otro estudio realizado en lineas celulares
derivadas de cancer de mama demostré que la expresion incrementada de Bfg
promueve la estabilizacién de la ciclina E1 y la proliferacion celular®°. Las diferencias
en nuestros resultados podrian reflejar diferencias metodoldgicas, o podrian indicar

gue en diferentes linajes celulares B tiene distintos blancos y funciones.

La fosforilacion de Akt en células T, inducida por estimulos a través del TCR y de

moléculas de co-estimulacién/citocinas, desencadena la activacion de diversas vias
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importantes en el control de proliferacién, metabolismo y apoptosis4?:51:52
Observamos que la fosforilacion de Akt era mayor en las células T derivadas del
ratdn KO en estado basal y tras la activacion del TCR. Estos resultados son acordes
a resultados no publicados de nuestro grupo en donde se ha observado que Bf
regula la fosforilacion de Akt S473. Un trabajo publicado muestra que Ba, que
pertenece a la misma familia de Bp, regula el estado de fosforilacion del residuo
T308 de Akt en lineas celulares hematopoyéticas y fibroblastos#!. Lo cual podria
indicar que PP2A controla el estado de fosforilacién de Akt, y que los residuos que
determinan el estado de activacion (S473 y T308) estan regulados por diferentes

subunidades reguladoras que se unen al dimero A/C de PP2A.

La expresion de una forma constitutivamente activa de Akt incrementa la
diferenciacion hacia diferentes subtipos cooperadores de células T, entre ellos las
células Th17°3. Asi, el incremento en la actividad de Akt tiene efectos en diversas
vias, por ejemplo en la diferenciacion hacia Thl7 a través del eje mTORC2-Akt-
Fox01/3a, ya que FoxO1/3a regula positivamente la diferenciacion hacia Tregs pero
impide la diferenciacion a Thl7 y Akt inhibe la actividad transcripcional de
Fox01/3a%1%2 ya que al fosforilarlo permite su asociacion y secuestro citoplasmico
por las proteinas 14-3-3%. Los factores de transcripcion FoxO regulan diversos
procesos entre los que se encuentran la apoptosis y la diferenciacion hacia
Tregs®>°6, Nosotros observamos que durante la diferenciacion de células CD4*

virgenes, la ausencia de Bp facilitaba la produccion de IL-17A.

Encontramos que la ausencia B se asociaba a un mayor porcentaje de células
FoxP3* en los cultivos de diferenciacion hacia Tregs. Es poco probable que la
ausencia de Bp facilite la diferenciacion hacia Tregs, porque las células deficientes
en B tienen mayor fosforilacion de Akt, que es un inhibidor de la diferenciacion
hacia iTregs®®®°’. Otro resultado que apoya que la ausencia de BB no facilita la
diferenciacion hacia iTregs es que no encontramos mas expresion de genes
asociados a Tregs (I110, Tgfbl, Tgfb3, Foxp3) en los cultivos de diferenciacion. Es

posible que la Bp influya en la supervivencia de las células durante el cultivo y que
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en su ausencia mueran menos células. Este fendmeno seria particularmente
importante en los cultivos con TGF- ya que esta citocina ejerce efectos negativos
en la proliferacién y supervivencia de las células®®. Es posible que la falta de Bj
favorezca la supervivencia celular de tal manera que al final del cultivo mas células
expresen FoxP3. Mas experimentos encaminados a analizar los efectos de Bf en
la supervivencia, proliferacion y diferenciacion celular en cultivos con TGF-B

permitiran entender mejor estos resultados.

Alternativamente, otra explicacion podria radicar en la relacion PP2A-Pim. La cinasa
Pim es un blanco de la fosfatasa PP2A. La inhibicion de PP2A provoca la
estabilizacion de Pim. Esta, a su vez, fosforila a SOCS1, lo que resulta en su
activacion®®. SOCS1 promueve la diferenciacién hacia Th17 al suprimir los efectos
antagoénicos que el IFN-y ejerce en STAT3 y Smad®. SOCS1 también promueve la
diferenciaciéon hacia Tregs ya que mantiene la expresion de Foxp3%l. Se puede
plantear la hipotesis de que la deficiencia de Bf provoca la estabilizacion de la
cinasa Pim que esta a su vez activa a SOCS1, teniendo como resultado un
incremento en la diferenciacion de iTregs y Thl7, futuros experimentos

determinaran si existe relacion entre el eje PP2A:BB-Pim-SOCS1.

Durante la diferenciacion se emplearon las condiciones empleadas por Sokratis y
colaboradores?®, sin embargo al analizar mediante citometria de flujo la frecuencia
de células positivas para las citocinas de los diferentes subtipos cooperadores de
células T CD4+ no se observo gran produccion de citocinas, futuros experimentos

determinaran la causa que origina este resultado.

La duracion de la respuesta inmune aguda se limita por apoptosis de la gran
mayoria de las células T producidos durante la expansion clonal. Durante esa fase
de contraccién, se eliminan las células activadas y perduran las células T de
memorial®. Esto permite que, de existir un nuevo encuentro con el patégeno que
origind la respuesta, el sistema inmune responda mas rapido y mejor en la llamada
respuesta secundarial®. Asi también las células Tregs al participar en la CWID

reducen la intensidad de la respuesta inmune lo que puede prevenir autoinmunidad

42



y asi mantener la homeostasis'®. Los ratones que se analizaron durante los
experimentos se mantienen en condiciones libres de patégenos especificos. Lo
anterior implica que las células T activadas presentes en los ratones se han activado
por encuentros con antigenos derivados de microorganismos comensales o0 con
autoantigenos. La presencia de un namero anormalmente alto de células T de
memoria (Tem y Tem) en los ratones KO sugiere la presencia de clonas

autorreactivas (Figura 8A y 9A) inadecuadamente controladas.

El proceso de apoptosis que elimina a las células T efectoras al final de la respuesta
inmune se desencadena por diferentes estimulos (e.g. ausencia de antigeno) que
se coordinan de una manera que no comprendemos completamente. Uno de los
elementos que se considera importante para iniciar la apoptosis de las células T
activadas es la concentracion de citocinas, en particular IL-2. Asi, la reduccion en
los niveles de esta citocina provoca un desequilibrio en los niveles de moléculas
pro- y anti- apoptoticas que desencadena la apoptosis a través de un proceso que

se ha denominado la via intrinseca?l3.

La apoptosis por la via intrinseca se regula principalmente a nivel mitocondrial. El
incremento relativo en la abundancia de moléculas pro-apoptéticas (e.g. Bax, Bak,
Bim) conlleva a la permeabilizacién de la membrana externa mitocondrial (MOMP)
lo que permite la liberacion del citocromo C. La presencia de esta molécula en el

citosol inicia una cascada de proteasas (caspasas) que culmina en la apoptosis*3©2,

Resultados previos del laboratorio, realizados en células humanas, sugieren que Bf
es una molécula clave para la iniciacién de la apoptosis inducida por privacion de
IL-224, En experimentos in vitro activamos y expandimos células T de ratones KO y
WTy les indujimos apoptosis. Pudimos observar que en el sistema murino, Bf juega
un papel andlogo ya que las células de los ratones KO murieron con una cinética
significativamente mas lenta (Figura 20). Cuando analizamos por separado a
células CD4 y CD8, observamos que solo las CD8 dependen de Bf para iniciar la

apoptosis en respuesta a privacion de IL-2.
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La infeccion aguda por la bacteria L. monocytogenes representa un modelo que
permite evaluar in vivo la cinética de una respuesta inmune aguda®. A la dosis
empleada, la infeccidén por L. monocytogenes dura aproximadamente una semana.
Después, la bacteria es eliminada por el sistema inmune. Para los fines de este
trabajo, empleamos una cepa de L. monocytogenes que expresa constitutivamente
ovoalbumina. Esto nos permitié analizar la conducta de una poblacién monoclonal
de células T especificas a ovoalbimina, la OT-I. Después de infectar a los ratones
por via intravenosa, analizamos la cantidad y el fenotipo de las células T OT-l en un
rango de tiempo que nos permitié abarcar las etapas de expansion y contraccion de

la respuesta inmune.

Primero, evaluamos la activacion de las células OT-I (CD8*) al dia 7 de la infeccion.
No observamos diferencias en la cantidad de células, ni en caracteristicas
fenotipicas que indican activacion y capacidad efectora. Estos resultados son
congruentes con los experimentos realizados in vitro, en los que se demostro que

la proliferacion celular no se altera por la ausencia de Bf.

Al dia 14 después de la infeccidn, cuando la respuesta inmune aguda ha concluido
y la bacteria ha sido eliminada, observamos diferencias grandes en la cantidad de
células Tewm, en las células efectoras KLRG1* y en las células productoras de IFN-
y. Elempleo de otros marcadores como CD127 (IL7Ra) conjuntamente con KLRG1,
nos permitiria clasificar a las células en los diferentes subtipos para la generacion

de células efectoras o0 memoria“*é64,

En los ratones que habian recibido células OT-I deficientes en B, la cantidad de
estas células, tanto en numeros absolutos como porcentuales, se encontraba

significativamente elevada.

En el dltimo punto de tiempo que evaluamos, el dia 30 post-infeccién, nos
encontramos con un problema técnico. La frecuencia de la poblacion OT-I en los
ratones receptores era ya muy baja, por lo que era dificil de distinguir de la poblacion
enddgena que expresa receptores de células T conformados por las cadenas alfa 'y

beta de la misma familia que el OT-I (reconocidas por los mismos anticuerpos). Por
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esta razdn, de existir alguna diferencia entre la frecuencia y/o fenotipo de las células
OT-I suficientes y deficientes en Bf, no fuimos capaces de detectarla, experimentos
similares empleando ratones CD45.1 nos permitiran distinguir las poblaciones

celulares transferidas a dia 30.

La presencia de una mayor cantidad células KLRG1* en los ratones que recibieron
células KO sugiere que la deficiencia de Bf fomenta la acumulacion de células T

CD8* con un fenotipo efector.

Lareduccién en la expresion de Bim permite la supervivencia de células de memoria
CD8*%, Dado que la expresién de Bim esta controlada por FoxO3a®®, una mayor
fosforilacion de FoxO (secundaria a una mayor actividad de Akt en las células
deficientes en BB) podria contribuir a la mayor abundancia de células con un
fenotipo efector (entre las que se encuentran células Tem y KLRG1*) en los ratones
KO.
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7. Conclusiones

En este trabajo analizamos la funciéon de Bf, una subunidad reguladora de la
fosfatasa PP2A, durante la activacion de células T y durante la induccion de

apoptosis por privacion de IL-2.

Los resultados que presentamos indican que B modula la actividad de Akt a través
de regular su fosforilacion en el residuo S473. La deficiencia de B3 provoca cambios
en las frecuencias de las poblaciones celulares al analizar el estado de activacion
ex vivo de las células. Asi mismo se presentaron cambios modestos en la
diferenciacion de células T CD4 virgenes (por ejemplo, mayor produccién de IL-17A

en condiciones de polarizacion hacia Th17).

Los efectos mas marcados de la falta de B3 se observaron durante la induccion de
apoptosis de células T CD8*, tanto en un sistema in vitro como en un sistema in
vivo. En este ultimo, la deficiencia de B causo la acumulacién de células T con
fenotipo efector (KLRG1* e IFN-y*) lo que indica que B representa una molécula
muy importante para que suceda la contraccion de las células T activadas al término

de las respuestas inmunes agudas.
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