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RESUMEN

El Lupus Eritematoso Sistémico (LES) es una enfermedad autoinmune
caracterizada por una hiperactividad de linfocitos T (LT) y linfocitos B (LB), los que
generan autoanticuerpos que forman complejos inmunes que se depositan en el rifidn
generando glomeruloneftitis y finalmente dafio renal. Existen multiples factores, tanto
ambientales como genéticos que gatillan su desarrollo. Diversos estudios tanto en
pacientes como en modelos murinos del lupus han permitido identificar multiples loci de
susceptibilidad. La regioén telomérica del cromosoma 1q en humanos y su homélogo 1
en ratones contiene el locus Sle1/Nba2 el cual ha sido relacionado con el quiebre de [a
tolerancia y la produccién de autoanticuerpos. Este locus se ha correlacionado con el
inicio de la enfermedad en el modelo murino (NZB/MW)F1, el cual desarrolla lupus
espontaneamente. Dicho locus contiene entre otros, los genes que codifican para los
nueve miembros de los receptores de la familia SLAM, expresados tanto en células del
sistema inmune innato como adaptable. Los receptores SLAM tienen funciones co-
estimulatorias y actian mediante interacciones homotipicas o heterotipicas. Resuitados
previos de nuestro laboratorio demuesiran que LT CD4+ y linfocitos B de bazo de
ratones lipicos de la cepa (NZBMW)F1 expresan enddégenamente altos niveles de

SLAM F1 y SLAM F6 en comparacion a ratones pre-lupicos y controles.

En este seminario de titulo analizamos el efecto de células presentadoras de
antigeno (APCs), tal como las células dendriticas (DCs) y los linfocitos B, sobre el nivel
de expresion de los receptores SLAM F1 y SLAM F6 en LT CD4+. Por otro lado la

sefalizacién a través de los receptores SLAM requiere de las proteinas adaptadoras




asociadas a estos, SAP y EAT-2. Estas proteinas fueron evaluadas durante el
transcurso de la enfermedad mediante Western blot en LB, LT y distintas sub-

poblaciones de DCs provenientes del bazo de ratones (NZB/W)F1.

Los resultados mas significativos obtenidos en este trabajo muestran que la
activacion policlonal de LTv en presencia de APCs aumenta la expresion de SLAM F6
y disminuye la expresién de SLAM F1i en LT CD4+ de bazo de ratones lipicos. Por otra
parte, los LT CD4+ de ratones lUpicos inducen la proliferacion de LB e inducen un
aumento de la expresion de SLAM F1 y SLAM F6 en LB. Analisis de Western blot de
las proteinas adaptadoras de SLAM en las diferentes sub-poblaciones celulares
presentes en el bazo de ratones llpicos, pre-lUpicos y controles demuestra un

incremento significativo de SAP y EAT-2 sélo en LB de ratones IUpicos.

Por lo tanto, el conjunto de estos resultados sugiere que durante el desarrollo
del lupus en el modelo murino (NZB/W)F1, la activacién de los LT CD4+ mediante
APCs induciria la proliferacion de los LB y un aumento de la expresion de los
receptores SLAM. Esto promoveria las interacciones entre LT y LB contribuyendo asi a
la activacién anormal de los LB observada durante el lupus. Asi, los linfocitos de
ratones lipicos presentan una expresion alterada de los receptores SLAM indicando

una posible contribucion de estos al desarrollo y mantencién de le enfermedad en

ratones (NZB/MNF 1.




ABSTRACT

Systemic Lupus Erythematosus (SLE) is an autoimmune disease characterized
by hyperactive T lymphocytes and auto reactive B cells which give rise to the
production of autoantibodies which latter form immune complexes that are deposited
mainly in the kidney generating glomerulonephritis and kidney damage. The ethioloy of
this disease is multifactorial, and both environmental and genetic phenomena trigger its
development. Diverse studies in human patients and murine lupic models have allowed
the identification of multiple susceptibility loci. Located on the telomeric region of human
chromosome 1q and its homologue 1 in mice, Sle1/Nba2 locus has been implicated
with the loss of tolerance and the production of autoantibodies. This locus has been
correlated with the initiation of the disease in the spontaneous lupus murine model
{(NZB/MW)F1. This locus contains the genes that codify for the receptors of the SLAM
family, of which nine members have been identified, and are expressed in both innate
and adaptive immune cells. SLAM receptors have costimulatory functions and are
involved in homotypic or heterotypic interactions between immune cells through their
extracellular domain. Previous results from our laboratory demonsirated an
endogenous increase in the expression of SLAM F1 and SLAM F6 in splenic B and
CDA4+ T cells during the development of lupus in the (NZB/MW)}F1 strain in comparison to

control and pre-lupic mice.

The objective of the following thesis seminar was to analyze the effect of splenic
antigen presenting cells (APCs), such as dendritic cells (DCs) and B lymphocytes, on

the expression of SLAM F1 and SLAM F6 receptors on CD4+ T cells. On the other



hand, signaling through SLAM receptors requires the participation of the adaptor
proteins, SAP and EAT-2. These proteins were evaluated throughout the course of the
disease by Western blot in splenic B and T cells, and in two subsets of splenic DCs

from (NZBMW)F1 mice.

The most significant results obtained during this work show that polyclonal
activation of naive T cells in the presence of APCs increases SLAM F6 expression and
decreases SLAM F1 expression on splenic CD4+ T lymphocytes from [upic mice. On
the other hand CD4+ T cells from lupic mice induce the proliferation of B cells and
induce an increase of SLAM F1 and SLAM F6 expression on B cells. Western blot
analyses of the SLAM adaptor proteins in different splenic subpopulations present in
lupic, pre-lupic and confrol mice show a significant increase of SAP and EAT-2

expression only in B cells from lupic mice.

Taken together these results suggest that during the development of lupus in the
rurine model (NZBMW)F1, APC activation of CD4+ T cells induces the proliferation of B
lymphocytes and increases their SLAM receptor expression. This promotes T cell to B
cell interactions which contribute to the abnormal activation observed in B cells under
lupus. We conclude that lupic inmune cells present an altered expression SLAM
receptors indicating a possible contribution of these proteins to the development and

maintenance of SLE in (NZB/W)F1 mice.



1.

INTRODUCCION

1.1. Sistema Inmune

El sistema inmune tiene como funcién mantener la integridad de los individuos
siendo capaz de orquestar la defensa contra una amplia variedad de agentes
infecciosos y a la vez promover la tolerancia a las células propias y a los agentes
extrafios que no representen un peligro para la salud del individuo. Los mecanismos
de defensa se componen de una reaccion temprana llevada a cabo por la inmunidad
innata y una respuesta tardia, donde participa la inmunidad adaptable. La inmunidad
innata comprende todos los mecanismos bioquimicos y celulares que existen antes
y durante la infeccion, con lo que se obtiene una respuesta oportuna y répida ante
una potencial amenaza, generando una primera linea de defensa frente a
microorganismos. Por otro lado la inmunidad adaptable corresponde a mecanismos
que se gatillan como respuesta ante una infeccién y que son capaces de aumentar
en magnitud y capacidad de defensa ante exposiciones sucesivas a dicha infeccion,

fenomeno conocido como la memoria inmune (Abbas y Lichtman, 2004).

1.2. Tolerancia Inmune y Autoinmunidad

La capacidad del sistema inmune de poder diferenciar lo patogénico o peligroso
de lo no patogénico o inocuo, le permite ser tolerante con las células propias y
rechazar de forma especifica a aquellos agentes que representen un peligro para el
organismo. La incapacidad de generar una respuesta inmune produce
inmunodeficiencia, mientras que una respuesta inapropiada o excesiva, genera
autoinmunidad o alergia, resultando en una condicién fisiopatolégica que

generalmente se manifiesta como una enfermedad (Kyewski & Ludger, 2006).

are .



La tolerancia inmune se define como la falta de respuesta a un antigeno luego
de la exposicion a éste. Durante la interaccién de un linfocito con una célula
presentadora de antigeno (APC), el linfocito puede activarse originando una
respuesta inmune o inactivarse/eliminarse lo que produce tolerancia hacia ese
antigeno. Aquellos antigenos que generan una respuesta inmune son conocidos
como inmunoégenos, a diferencia de los antigenos que generan tolerancia que se
llaman tolerdégenos. La tolerancia ante los antigenos propios o autoantigenos es una
propiedad fundamental del sistema inmune, sin la cual se desarrollan enfermedades
del tipo autoinmunes. La tolerancia contra autoantigenos es mantenida mediante
varios mecanismos diferentes que logran impedir la maduracion y activacion de
aquellos linfocitos autorreactivos potencialmente perjudiciales (Abbas y Lichtman,

2004).

La tolerancia puede ser definida como central o periférica. La tolerancia central
se produce en los érganos linfoides primarios como resultado de la interaccion entre
antigenos y linfocitos autorreactivos inmaduros mientras que la tolerancia periférica
es aquella producida en los tejidos periféricos. La tolerancia central permite que el
repertorio linfocitario esté conformado por linfocitos maduros no autorreactivos. En
los 6rganos linfoides primarios, los linfocitos T (en el timo) y los linfocitos B (en la
médula osea) pasan por un estadio en el que el encuentro con el antigeno provoca
tolerancia en lugar de activacién. Los antigenos presentes en los organos Iinfoidhes
primarios son principalmente autoantigenos, mientras que los antigenos presentes
en los érganos linfoides periféricos son de diferente naturaleza, los cuales son
capturados y transportados a los odrganos linfoides secundarios por células

presentadoras de antigenos (APC). La eliminacion de los linfocitos autorreactivos



ocurre mediante tres mecanismos principales: la eliminacion a través de la muerte
celutar por apoptosis, anergia o inactivacion funcional sin muerte celular, y la
supresion funcional de las funciones efectoras de los linfocitos mediante la accidn
de linfocitos T reguladores. La tolerancia central ocupa principalmente los
mecanismos de eliminacién, mientras que en la tolerancia periférica se producen los

tres tipos de mecanismos (Abbas y Lichtman, 2004).

El fenémeno de autoinmunidad se genera ante la insuficiencia o pérdida de los
mecanismos que normalmente mantienen la folerancia en las poblaciones
linfocitarias. La autoinmunidad puede surgir como consecuencia de una seleccion o
regulacién incorrecta de los linfocitos autorreactivos o por la presentacion de
autoantigenos en un contexto inflamatorio o la produccién de neoantigenos. Tanto la
susceptibilidad genética como factores ambientales se han visto involucrados en el

desarrollo de autoinmunidad (Rioux y Abbas, 2005).

1.3. Lupus Eritematoso Sistémico

Aquellas enfermedades autoinmunes, donde las células efectoras de la
enfermedad son los linfocitos B, se caracterizan por la produccion de
autoanticuerpos que forman inmunocomplejos los cuales son los causantes de la
patologia. Los inmunocomplejos se depositan y aglomeran en diferentes tejidos, sin
importar la procedencia celular de los antigenos. La enfermedad se produce porque
en la medida que los inmunocomplejos se depositan en los tejidos, éstos producen
inflamacién y atraen células fagociticas que producen dafio en los tejidos. Esto

hace que las enfermedades autoinmunes generadas por la acumulacién de




inmunocomplejos sean sistémicas, teniendo una escasa especiﬁcidad hacia tejidos
u érganos (Yanaba y col., 2008).

Una enfermedad autocinmune caracierizada por la presencia de
inmunocomplejos es el lupus eritematoso sistémico (LES). El LES es una
enfermedad autoinmune cronica que afecta a multiples orgarnos y que se caracteriza
por la presencia de linfocitos T hiperactivados y linfocitos Bjautorreactivos. En esta
enfermedad se producen autoanticuerpos contra nucleoprotiainas y ADN los cuales
se depositan principalmente en el rifién, activan la cascada del complemento,
reclutan neutréfilos, y producen un proceso inflamatorio que culmina con el dafio
renal (Carroll, 2004). El lupus afecta aproximadamente al 0,1% de la poblacion
mundial, principaimente mujeres en edad fértil. En Chile, |hasta el afic 2012 se
estimaba que habfan entre 12.000 y 16.000 pacientes con algin tipo de lupus,
estableciendose una prevalencia de la enfermedad de 70 a 91 casos por cada
100.000 habitantes. La susceptibilidad al lupus esta dada ipor factores genéticos,
ambientales y hormonales. La prevalencia de la enfermedad en gemelos
monocigoéticos (24%) comparado con gemelos dicigc’:ticds (2%) demuestra la
existencia de una componente genética en esta enfermedad (Strober y Gottesman,
2009). En humanos el lupus surge por un desorden poligénico donde las distintas
combinaciones de los genes defectuosos darian origen a las diferentes
manifestaciones de la enfermedad. Se atribuye un papel irhportante a los factores
ambientales en el desarrollo del lupus ya que es necesario L;n evento gatillante para
iniciar la enfermedad. A pesar que aun no se ha identiﬁc.ado con claridad dicho
factor, existen varios candidatos como [a luz UV, drogaé, infecciones y estrés
{(Rahman & Isenberg, 2008). Por ofro lado la gran diferéncia que existe en la

prevalencia del lupus entre hombres y mujeres (una razén de 9:1) sugiere la activa




1.4.

participacion de hormonas sexuales en la patogenesis de la
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entre 6 a 10 meses de edad, una enfermedad autoinmune caracterizada por la alta
produccién de anticuerpos antinucleares (ANAs) en el suero (incluyendo anti-dsADN
IgG cuya mayoria es 19G2a e IgG3) y por el desarrollo de una glomerulonefritis fatal
mediada por complejos inmunes que deriva finalmente en una falla renal y muerte a
los 10-12 meses de edad (Perry y col., 2011). Se considera que la cepa (NZB/W)F1
es el modelo que mejor replica los sintomas observados dusante la enfermedad del
lupus en humanos. Sin embargo, a diferencia de los pacientes con LES y los
modelos MRL/Ipr y BXSB/Yaa, los ratones (NZB/W)F1 carecen de autoanticuerpos

contra ARN (Perry y col., 2011).
1.5. Factores genéticos asociados al desarrollo del lupus.

1.5.1. Los receptores SLAM y las proteinas adaptadoras asociadas a SLAM.

A pesar que la etiologia de LES es desconocida, numerosos estfudios han
demostrado la existencia de distintos factores genéticos que contribuyen al riesgo
de desarrollar la enfermedad (Wakeland y col., 2001, Fairhurst y col., 2006). En la

region telomérica del cromosoma 1 de ratones y su equivalente 1q en humanos se

ubica el locus Sle1/Nba2. Este locus es responsable del quiebre en la tolerancia
hacia nucleosomas, de la produccidn de anticuerpos antinucleares y ha sido
implicado en la iniciaciéon de la enfermedad en el modelo murino (NZB/W)F1. Dicho
locus contiene una familia de genes que codifican para' los receptores SLAM
(Signaling Lymphocyte Activation Molecule), proteinas de superficie involucradas en

interacciones célula-céfula (Calpe y col., 2008).
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La familia de genes SLAM estd compuesta por nueve receptores, denominados
SLAM F1 (CD150), SLAM F2 (CD48), SLAM F3 (CD229 o Ly9), SLAM F4 (CD244 o
2B4), SLAM F5 (CD84), SLAM F6 (NTB-A o Ly108), SLAM F7 (CD319 o CRACC),
SLAM F8 (BLAME) y SLAM F9 (SF2001). Los receptores de la familia SLAM se
expresan en distintas células del sistema inmune, incluyendo LT activados, LB,
macréfagos y células dendriticas (DCs) y se encuentran relacionados con la
regulacion tanto de la inmunidad innata como la adaptable. Ademas cada tipo
celular es capaz de expresar uno o méas receptor(es) SLAM. Los receptores SLAM
producen interacciones homotipicas y heterotipicas de una gran variedad de
afinidades (Kd~0,5-200uM) lo que podria contribuir a la regulacién del sistema
inmune (Chan y col.,, 20086; Veillette y col,, 2006 a; Calpe y col., 2008). Los
receptores SLAM estédn compuestos de dos o cuatro dominios tipo inmunoglobulinas
en su regién extracelular, un segmento de transmembrana y un dominio
citoplasmatico con mdltiples motivos ITSMs (fmmune receptor Tyrosine based

switch motifs) (Calpe y col., 2008).

Los receptores SLAM se asocian a proteinas de la familia SAP, moleculas
adaptadoras intracelulares responsables de la transduccién de sefiales. Esta familia
estéd compuesta por SAP (SLAM Associated Protein), EAT-2 (Ewing’s sarcoma-
associated transcript-2) y ERT (EAT-2-related transducer). Los genes que codifican
para EAT-2 y ERT se localizan en tdndem en el cromosoma 1, vecino al locus
SLAM, mientras que el gen que codifica para la proteina SAP se localiza en el
cromosoma X (Vilar y col., 2011). Estas moléculas adaptadoras representan a una
familia de proteinas citoplasmaticas compuestas por un (nico dominio de homologia

SH2, y una pequefia region carboxi-terminal. El gen SAP se expresa en una gran
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variedad de células hematopoyéticas como LT, NK, células NKT, LB, eosindfilos y
plaquetas (Calpe y col.,, 2008). En contraste, EAT-2 se expresa en NK, DCs y
macréfagos, mientras que ERT solo se expresa en células NK murinas (Calpe y col.,
2008). Durante la activacion celular de LT mediada por células dendriticas, los
receptores SLAM en la superficie de cada celula interaccionan gatillando el
reclutamiento de proteinas adaptadoras las cuales en el caso de los LT activan la
tirosina quinasa Fyn, la cual a su vez fosforila SLAM activando el factor de
transcripcion nuclear NF-kB dependiente de la proteina quinasa C-theta (PKC-8) lo
cual conlleva un incremento de citoquinas tipo TH2 y una disminucién de IFN-y

gracias a la activacion del factor de transcripcion GATA-3 (Fig. 1) (Vilar y col., 2011).

Linfocito T

Figura 1. Via de sefalizacion SLAM/SAP en el LT. Luego de la activacién mediante el
receptor de LT (TCR), SAP se une a la cola citoplasmatica de SLAM e induce el
reclutamiento y activacién de la tirosina quinasa Fyn. Por su parte Fyn fosforila a SLAM lo
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que gatilla el reclutamiento de un complejo sefializador que transloca al nicleo y activa al
factor de transcripcion GATA-3. Esta via de sefializacién inhibe selectivamente la
produccion de [FN-y y aumenta la produccion de IL-4, en linfocitos T activados.

1.5.2. Aspectos funcionales de los receptores SLAM.

Los receptores de la familia SLAM y sus adaptadores intracelulares han sido
implicados en importantes aspectos de la regulacién inmune como la proliferacion
de los LT y LB, produccién de citoquinas, activacion de LB, polarizacion de LT hacia
TH2 (Calpe y col., 2008), cambio de isotipo de los LB, mantencion de células
plasmaticas, formacion de los centros germinales entre otras funciones (Veilleite,

2006 b; Wang y col., 2004; Rethi y col., 2006).

Las distintas funciones de los receptores SLAM han sido elucidadas gracias a la
generacion de ratones knock-out para miembros individuales de la familia SLAM.
Ratones knock-out para SLAM F1 presentan una disminucién en la produccion de
citoguinas tipo TH2, aumento de citoquinas tipo TH1, como IFN-y y una disminucion
de TNF-a. Por otro lado la falta de SLAM F6 en LT produce una disminucién del

fenotipo TH2 y un aumento de las citoquinas TNF-a e IL-6 (Veillette y col., 2006 b).

Por otra parte, resultados previos de nuestro laboratorio demostraron que LT y
LB de bazo de ratones IGpicos de la cepa (NZBM)F1 presentan una mayor
expresion de los receptores SLAM F1 y SLAM F6 en comparacion a ratones pre-
lipicos y controles (Tesis Doctoral Alejandra Gleisner, 2013).

Por otro lado, mutaciones del gen SAP en humanos produce un sindrome

linfoproliferativo ligado al cromosoma X (XLP) (Cannons y col., 2004; Nichols y col.,
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2005) que se caracteriza por una mononucleosis fulminante causada por el virus
Epstein-Barr (EBV), disgamaglobulemia y desérdenes linfoproliferativos (Nichols y
col., 2005). La generacion de ratones knock-out para SAP han permitido estudiar los
mecanismos moleculares involucrados en el sindrome XLP. Ratones SAP-/- exhiben
una respuesta exagerada de tipo TH1 (Hron y col. 2004), una disminucién en la
respuesta citotoxica mediada por células NK (Bloch-Queyrat y col., 2005} y la
inhabilidad de generar linfocitos B de memoria, debido a la disfuncion de los LT
(Hron y col. 2004). Por otra parte, los LB de pacientes con XLP presentan una falla
en el cambio de clase de IgM a IgG que tiene como consecuencia una disminucion
en la respuesta contra EBV (Strober & Gottesman, 2009). La proteina adaptadora
SAP también ha sido estudiada en el LES murino donde al disminuir o eliminarse
por completo dicha proteina se disminuyen ciertos sintomas del lupus (Detre y col.,

2010).

En conclusién, existen evidencias que muestran que los miembros de las
familias SLAM y SAP se encuentran involucrados en el control de [a auteinmunidad
durante el desarrollo de LES. Estos resultados son congruentes con la idea que el
cluster génico SLAM contribuye al desarrollo del lupus participando en la pérdida de
tolerancia de los LB hacia antigenos nucleares, aunqgue el mecanismo involucrado

no ha sido aun elucidado (Wakeland y col., 2001; Tangye y cal., 2007).
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2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

21. HIPOTESIS
La expresion alterada de los receptores SLAM F1 y SLAM F6 contribuye
al estado de hiperactivacién en los linfocitos T y B durante el desarrollo del

lupus.

2.2, OBJETIVO GENERAL

Investigar la participacion de los receptores SLAM y las vias de

transduccion de sefiales de estos receptores en el desarrollo del lupus.

2.3. OBJETIVOS ESPECIFICOS

2.3.1. Evaluar in vitro la expresion de los receptores SLAM F1 y SLAM F6 en LT

activados en presencia de DCs y LB provenientes de ratones controles y [Upicos.

2.3.2. Evaluar in vitro la expresién de los receptores SLAM F1 y F6 en LB durante su

interaccién con DCs y LT provenientes de ratones controles y Iupicos.

2.3.3. Estudiar mediante Western blot la expresion de las proteinas adaptadoras para
la sefializacién a través de SLAM en linfocitos T, B y sub-poblaciones de células

dendriticas de bazo de ratones l(ipicos, pre-lipicos y.control.

16




3.1.

3.1

31

MATERIALES Y METODOS

MATERIALES

1. Animales

Se utilizaron ratones (NZB/W)F1 hembra provenientes de la cruza de las cepas
New Zealand Black (NZB) y New Zealand White (NZW), a los cuales llamamos
ratones pre-lupicos (2 meses) y ratones lipicos (10 meses). La enfermedad en
ratones lUpicos fue evaluada mediante analisis de proteinuria (2500 mg/dl proteina
en la orina) medida de forma semi-cuantitativa utilizando tiras reactivas Combur Test
N (Roche Diagnostics, Alemania) en conjunto con un andlisis de anticuerpos contra
ADN de doble hebra en el suero mediante un ensayo convencional de ELISA como

ha sido descrito previamente (Gleisner y col., 2013).

Como conirol se utilizaron ratones de la cepa BALB/c pareados por sexo y
edad. Los ratones (NZBW)F1 se adquirieron en Jackson Laboratory (Bar Harbor,
ME, EEUU). Los animales utilizados en este trabajo fueron mantenidos en el bioterio
de la Fundacién Ciencia & Vida (Santiago, Chile). Los animales fueron sacrificados
mediante una camara de CO,. El proyecto se realizé en acuerdo con las normas de

bioética de |la Facultad de Ciencias.

.2. Anticuerpos

Se utilizaron los siguientes anticuerpos monoclonales para citometria de flujo:
Adquiridos en eBioscience: anti-SLAM F6 (clon eBio1363-19D) conjugado a PE,

anti-CD25 (clon PC61.5) conjugade a APC, anti-CD25 (clon PC61.5) conjugado a

16



PE, anti-CD11c¢ (clon N418), anti-CD16/32 (Fc Block) {clon 93), anti-CD3e (clon 145-
2C11). Adquiridos en BD Pharmingen: anti-CD4 (clon GK1.5) conjugado a APCH7,
anti-CD79b (clon HM79b) conjugado a FITC. Adquiridos en BioLegend: anti-CD4
{clon GK1.5) conjugado a PeCy7, anti-CD4 (clon GK1.5) conjugado a FITC, anti-
B220 (clon RA3-6B2) conjugado a Pecy7, anti-SLAM F1 (clon TC15-12F12.2)

conjugado a APC.

Para depletar las muestras de LB y/o LT se utilizaron los siguientes anticuerpos
monoclonales: adquiridos en BD Pharmingen: anti-CD79b (clon HM739b) conjugado
a FITC, anti-Armenian Hamster 1gG2/3 (clon G70-204) conjugado a FITC, anti-CD3

(clon 17A2) conjugado a FITC.

Para Western blot se utilizaron los siguientes anticuerpos: anticuerpo
monoclonal anti-SAP (clon 10C4.2) (eBioscience) y el anticuerpo policlonal anti-
EAT-2 (abcam). Como anticuerpos secundarios se utilizé anti-lgs de conejo
conjugado a peroxidasa de rabano y anti-lgs de ratén conjugado a peroxidasa de
rabano (Dako). Ademas se utilizé el anticuerpo policlonal anti-actina de conejo

(Sigma) para obtener los controles de carga.

3.1.3. Reactivos

Cultivo Celular: RPMI, IMDM, B-mercaptoetanol, Fungizona; PBS.

Bioquimica: Pierce BCA Protein ASsay Kit (Thermo Scientific); Acrilamida: Bis-
Acrilamida (Winkler); SDS (Bio-Rad}); Metanol (TCL); TRIS (Bio-Rad); Glicina (Bio-

Rad); TEMED (Bio-Rad); 2-Mercaptoetanol (Sigma); Azul de Bromofeno! (Sigma);
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PMSF; APS (Bio-Rad); Ponceau S (Sigma); Acido Tricloroacético (Merck); Protease
Inhibitor Cocktail Set lil, EDTA-Free (Calbiochem); Tween 20 (Merck); ortovanadato
de sodio (Fisher Scientific); BenchMark™ Pre-Stained Protein Ladder (Invitrogen);
Glicerol (GIBCO); BSA (Calbiochem); SuperSignal West Pico Chemiluminescent
Substrate (Thermo Scientific); Revelador D-76 (Jamarca), Fijador U-3 (Jamarca),
Hyperfilm ECL (Amersham), Cytometric Bead Array (CBA) Mouse Inflammation Kit
(BD Biosciences), Cytofix/Cytoperm (BD Biosciences), Perm/Wash (BD

Biosciences).

Generales: DNAsa-l recombinante (Roche), Colagenasa D (Roche}, agua

bidestilada (Sanderson); RBC Lysis Buffer (BioLegend).

Otros: Urine Combur 4 Test N (Roche), Dynabeads Sheep-anti rat 1gG

(Invitrogen), Dynabeads Goat-anti mouse IgG (Invitrogen).

3.1.4. Equipos

= Citémetro de flujo FACSCanto Il, BD Biosciences
+ Espectrofotémetro Lambda Ez 201, PelkinElmer
» BD FACSAria lll cell sorter, BD Biosciences

» Centrifuga 5804 R, Eppendorf

« Centrifuga 5402, Eppendorf

3.1.5. Programas

+ BD FACSDiva v. 6.1.3, BD Biosciences, California USA
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* FlowlJo v7.6.5 32bit para Macintosh, Tree Star, Inc., Trustees of Leland
Stanford, Oregon USA, http://iwww flowjo.com

* GraphPad Prism 5.00 para Windows, GraphPad Software, San Diego
California USA, www.graphpad.com

* Imaged 1.45s (Java 1.6.0_20 (32-bit)), Bethesda, Maryland, USA,

htip:/frsbweb.nih.gov/ij/

3.2. METODOS
3.2.1. Citometria de Flujo

Se utilizaron aproximadamente 0,5x10° células por punto experimental. La
unién inespecifica de anticuerpos se bloqued incubando las célutas durante 15 min ‘
a 4°C con el anticuerpo CD16/32 (Fc Block) diluido en PBS + 2% FCS. Para
detectar las moléculas de superficie las células fueron incubadas con los
anticuerpos correspondientes diluidos en PBS + 2% FCS durante 20 min a 4°C.
Posteriormente fueron lavadas con PBS+ 2% FCS y centrifugadas a 600 x g por §
min a 4°C. Finalmente las células se resuspendieron en PBS + 2% FCS a una
concentracion de 2x10° células/mL para luego ser analizadas en un citémetro de
flujo FACSCanto Il (BD Biosciences). Las células muertas fueron descartadas

utilizando yoduro de propidio (1,5 ng/uL por cada 0,5x10° células).

Los datos obtenidos fueron posteriormente analizados mediante el software

FACSDiva (BD Biosciences) y/o el software FlowJo (Tree Star, Inc.)




3.2.2. Aislamiento por cell sorter de diferentes sub-poblaciones celulares en

ratones liipicos, pre-lipicos y controles.

Las diferentes sub-poblaciones linfocitarias se aislaron a partir de bazo de
ratones controles, pre-lUpicos y lupicos. Para esto, los bazos fueron disgregados y
luego digeridos en presencia de 1 mg/mbL de Colagenasa D (Roche) y 20 U/mL de
DNAsa-| (Roche) en medio PBS + 2% FCS por 45 min a 37°C con agitacién suave.
Posteriormente las suspensiones celulares fueron pasadas por una malla metalica
de 90 pm, llevando a 10 mL con medio RPMI + 10% FCS. Luego se centrifugd a 470
x g por 7 min a 4°C, el pellet obtenido fue resuspendido en 2 mL de tampén RBC
(BioLegend) e incubado durante 5 min a temperatura ambiente para lisar globulos
rojos. Las células fueron posteriormente lavadas con RPMI + 10% FCS y finalmente

resuspendidas en medio RPMI + 10% FCS.

Para los experimentos de co-cultivos se aislaron LT virgenes (LTv), LB y DCs
totales a partir de bazo de ratones lUpicos y controles. Para esto se marcaron los
esplenocitos obtenidos con los anticuerpos anti-CD11c, anti-B220, anti-CD25 y anti-
CD4 mediante el protocolo de marcaje exiracelular con anticuerpos conjugados a
diferentes fluoréforos. Las diferentes sub-poblaciones se aislaron mediante cell
sorter segun el siguiente fenotipo: LTv (CD11c-B220-CD25-CD4+), LB (CD11c-
B220+CD25-CD4-), DCs (CD11c+CD25-CD4-). La pureza obtenida para los LTv y
LB fue consistentemente superior al 90%, por otro lado hubo un enriquecimiento de
DCs hasta un 80%. Las principales células contaminantes presentes en las

muestras de DCs purificadas son linfocitos By T.
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Para los experimentos de Western blot se aislaron LT CD4+, LB, cDCs y pDCs
a partir de bazo de ratones llpicos, pre-lapicos y confroles. Para esto se marcaron
los esplenocitos con los anticuerpos anti-CD79b, anti-CD11¢, anti-B220 y anti-CD4.
Las diferentes sub-poblaciones se aislaron mediante celf sorter segun el siguiente
fenotipo: LT (CD79b-CD11¢c-B220-CD4+), LB (CD79b+CD11¢-B220+CD4-), cDC
(CD79b-CD11¢+B220-) y pDC (CD79b-CD11c+B220+). Dado que [as sub-
poblaciones de células dendriticas se encuentran en un bajo porcentaje
(aproximadamente 1-2%) las células totales de bazo utilizadas para purificar estas
subpoblaciones fueron depletadas previamente de LT y LB. Para depletar de LB se
incubd el exiracto de células totales con el anticuerpo anti-CD78b FITC (clon
HM79b) durante 15 min a 4°C en agitacion. Las células luego fueron lavadas y
posteriormente incubadas durante 15 min a 4°C, en oscuridad y agitacion con el
anticuerpo secundario anti- Armenian Hamster 19G2/3 FITC. Luego las ceélulas
fueron lavadas y resuspendidas a una concentracion final de 20x10° cel/mL en
medio PBS + 2mM EDTA + 0,1%BSA. Las células marcadas fueron incubadas con
Dynabeads Goat anti-Mouse |gG durante 30 min a 4°C en oscuridad y agitacion.
Pasado el tiempo de incubacion el tubo con las células fue puesto en contacto con
un magneto y se recuperd la fraccion negativa. Posteriormente la fraccidén negativa
fue depletada de LT. Para esto 1as células se incubaron con el anticuerpo anti-CD3
FITC (clon 17A2)} durante 15 min a 4°C en agitacién y oscuridad. Luego las células
fueron lavadas y resuspendidas a una concentracién final de 20x10° cel/mL con
medio PBS1X + 2mM EDTA + 0,1%BSA. Las células marcadas fueron incubadas
con Dynabeads Sheep anti-Rat IgG durante 30 min a 4°C en oscuridad y agitacion.
Pasado el tiempo de incubacion el tubo con las células fue puesto en contacto con

un magneto y se recuperé la fraccion negativa, la cual fue posteriormente marcada
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con los anticuerpos anti-CD79b FITC, anti-CD11c PE y anti-B220 PeCy7, para lograr
separar mediante cell sorter las células dendriticas convencionales (cDC) y
plasmocitoides (pDC). La pureza de las poblaciones obtenidas fue siempre mayor a
97% para LT y 98% para LB. Por otro lado las sub-poblaciones de DCs obtuvieron

un grado de enriquecimiento superior al 80% tanto para las ¢cDC como las pDC.

3.2.3. Co-cultivo de linfocitos T, B y DCs (controles y lipicos)

LT virgenes (CD11c-B220-CD25-CD4+), LB (CD11¢-B220+CD25-CD4-), y DCs
(CD11c+CD25-CD4-) de bazo de ratones control y llpicos fueron obtenidos
mediante cell sorting. LTv virgenes de un ratén control o ltipico fueron co-cultivados
con DCs y/o LB provenientes de un ratén control o lipico a una razéon de 2:1:5
respectivamente, con 1pg/mL de anti-CD3 soluble. Los ensayos se realizaron en
placas de 96 pocillos de fondo redondo en medio IMDM con 10% FCS, 0,5ug/mL
Fungizona y 0,05 yM B-mercaptoetanol. Las células fueron cultivadas durante 5
dias a 37°C en un incubador con 5% CO, para luego medir la expresion de los

receptores SLAM mediante citometria de flujo.

3.2.4. Determinacion de [a expresién de SAP y EAT-2.

La expresion de las proteinas adaptadoras EAT-2 y SAP fue analizada
mediante Western blot. Linfocitos T v B, ¢DC y pDC (de ratones controles, pre-
llipicos y lupicos) purificadas mediante cefl sorting fueron lisados con tampdn de lisis
(SDS 7,5%; PMSF 7,5 mM; Na;VQ,4 7,5 mM; Tris-Cl 75 mM pH 7,4; coctail inhibidor
de proteasas) y centrifugadas a 14000 x g por 15 min a 4°C. Las proteinas totales
fueron recuperadas del sobrenadante y almacenadas a -20°C hasta su utilizacién.

Los extractos de proteinas fueron cuantificados mediante un ensayo BCA (Pierce
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Thermo Scientific) de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Las proteinas
fueron separadas en geles de poliacrilamida al 12% en condiciones denaturantes
(SDS-PAGE). Para esto, 20 pg de proteina total fueron mezcladas con tampodn de
carga e incubadas durante 5 min a 100°C. La electroforesis se realizd a 50 V hasta
que las muestras alcanzaran el gel concentrador y luege a 100 V. Transcurrido el
tiempo de electroforesis las protelnas fueron transferidas a una membrana de
nitrocelulosa, la cual se bloqueé durante 16 hrs a 4°C en una solucion de PBS-
Tween 20 0,1% + 3% de BSA. Las proteinas adaptadoras asociadas a SLAM fueron
detectadas con el anticuerpo monoclonal anti-SAP (eBioscience) y el anticuerpo
policlonal anti-EAT-2 {abcam) ambos diluidos a 1:250 en PBS-Tween 0,1%. La
incubacién con el anticuerpo primario se llevé a cabo durante 2 hrs a temperatura
ambiente y en agitacion. Luego se incubo durante 1 hr a temperatura ambiente con
el anticuerpo secundario anti-lgs de ratén HRP-Pxd diluido 1:5.000 en PBS-Tween

20 0,1%.

Como control positivo de la presencia de la proteina SAP se utiliz6 un lisado de
la linea celular Jurkat mientras que para la expresion de EAT-2 se utilizé como
control positivo un lisado de la linea celular Devernelle. Como control de carga se
evaluod la expresion de actina utilizando un anticuerpo anti-actina diluide 1:250 en
PBS-Tween 20 0,1%, el cual se revelé con el anticuerpo secundario anti-lgs de

conejo conjugado a HRP-Pxd diluido 1:5.000 en PBS-Tween 20 0,1%.

Para Ia estimacion del peso molecular de las proteinas se ocupé el estandar

BenchMark Prestained Protein Ladder (Invitrogen). Las membranas de nitrocelulosa
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fueron reveladas en oscuridad utilizando el kit SuperSignal West Pico

Chemiluminescent Substrate, segtin las instrucciones del fabricante.

El analisis de la densidad relativa de las bandas obtenidas mediante Western
blot se realiz6 con el programa ImageJ. La intensidad de las bandas fue cuantificada
densitométricamente, normalizando con la intensidad cuantificada de las bandas de

actina.

3.2.5. Analisis Estadistico

Los datos son presentados como el promedio + error estandar. Todos los
experimentos fueron repetidos al menos tres veces. Los experimentos de co-cultivo
fueron evaluados mediante un test no paramétrico de Kruskall-Wallis con post test
de Dunn. Los experimentos de expresion relativa proteica fueron analizados
estadisticamente mediante el test no paramétrico Wilcoxon-Mann-Whitney. Los
resultados fueron considerados estadisticamente significativos si p<0.05. En los
graficos ilustrados los asteriscos indican * p<0.05; ** p<0.01, *™* p<0.001. Para el
analisis estadistico y la confeccion de los graficos se utilizo el software GraphPad

PRISM 5 (GraphPad Software Inc., EE.UU).

24




4. RESULTADOS

4.1. Expresion de los receptores SLAM y proteinas adaptadoras en LT durante

el desarrolio del lupus.

Resultados previos del laboratorio demostraron un incremento significativo en la
expresion endégena de los receptores SLAM F1 y F6 en los LT del bazo de ratones
[iipicos en comparacién a LT de ratones controles (Fig. 2A, 3A). Por otro lado, la
activacién policlonal de LT CD4+ del bazo de ratones lupicos, con anti-CD3 y anti-
CD28, induce la expresidon del receptor SLAM F6, observandose un incremento
significativo en comparacién a LT CD4+ del bazo de ratones controles (Tesis
Doctoral Alejandra Gleisner, 2013).

Sin embargo, durante la respuesta inmune, los linfocitos T son activados por
células presentadoras de antigenos las cuales proveen de co-estimulacion vy
factores solubles, variables ausentes en los experimentos mencionados con
anterioridad. Por lo tanto nos preguntamos si la activacién policlonal de linfocitos T
CD4+ en presencia de células presentadoras de antigeno (APC), tales como células
dendriticas o LB, afecta la expresién de SLAM F1 y SLAM F6 en los LT CD4+. Por
otro lado, este disefio experimental permitira dilucidar si la alta expresion enddgena
de los receptores SLAM en ratones llpicos se debe a su activacion mediada por
APCs. Para esto, LT virgenes (LTv) obtenidos del bazo de un ratdn [Upico se
activaron con anti-CD3 por 5 dias a 37°C en presencia de DCs o DCs y LB
provenientes del bazo de ratones llipicos y se evalud la expresion de SLAM F1 y F6

en la poblacién de LT CD4+.
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El analisis de citometria de flujo de la Fig 2B muestra que la expresién de SLAM
F1 en los LT CD4+ cultivados en presencia de anti-CD3 es idéntica a los LT no
tratados. Cuando se agregan células dendriticas con o sin LB, SLAM F1 aumenta en
los LT CD4+, tanto de ratones controles como lupicos (Fig. 2B, C). Sin embargo el
aumento de SLAM F1 en LT CD4+ provenientes de ratones lUpicos es
significativamente menor (p<0,05) comparado a LT CD4+ de ratones control (Figura

2C).

SLAM F1
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Figura 2. Expresion de SLAM F1 en LT CD4+ activados con anti-CD3 en presencia de
DCs y/o LB. LTv, DCs y LB de bazo de raupicos (L) y controles (C) se purificaron por cell

sorting y se cultivaron durante 5 dias en una razén de 1 DC : 2 LT : 5 LB en presencia de
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anti-CD3. (A) El grafico de barras muestra la intensidad media de fluorescencia (IMF)
endogena de SLAM F1 en LT CD4+ del bazo de ratones controles, pre-ltpicos y llpicos. *
p<0,05; ** p<0,01. (B) Analisis de citometria de flujo representativo de la expresion de SLAM
F1 en LT CD4+ activados con o sin anti-CD3, DCs y DCs/LB, en gris se muestra el control
FMO. (C) Grafico de barras muestra [a IMF de SLAM F1 en LT CD4+ de ratones controles
{C) vy lupicos (L) activados en presencia de anti-CD3 y células presentadoras de antigeno.
Letras distintas indican diferencias significativas {a-b p<0,001, a-¢ p<0,05, ¢-d p<0,05, b-d
p=<0,05). Los datos se grafican como el promedio * error estandar y son representativos de al

menos tres experimentos independientes.

Para determinar si la baja expresion de SLAM F1 en LT CD4+ de ratones
[ipicos era debido a la accién de APCs del mismo ratén, se activaron LT CD4+ de
ratones controles con APCs obtenidas del bazo de ratones lipicos para observar su
posible efecto sobre la expresion de SLAM F1 en un contexto control. El analisis de
citometria de flujo muestra (Fig. 2C) que Ia expresion de SLAM F1 en los LT CD4+
de ratones controles activados con anti-CD3 y APCs de ratones Itpicos no varia en
comparacion a la utilizacion de APCs de ratones controles. Dicho resultado indica
gue tanto APCs de ratones lipicos como control presentan la misma capacidad para
activar e inducir la expresion de SLAM F1 en LT CD4+. A su vez esto indicaria que
la baja expresion de SLAM F1 en LT CD4+ de bazo de ratones lupicos activados
policlonalmente seria consecuencia de un fenotipo aberrante por parte de LT CD4+
mas que por la interaccion con las APC 6 debido a la falta de otros factores
involucrados no evaluados mediante esta estrategia experimental. £n conjunto estos
experimenios indicarian que el aumento en la expresiéon de SLAM F1 observada
enddgenamente en los ratones lUpicos no se debe a la activacion por parte de DCs

o LB.
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Por otro lado se observé que la expresién de SLAM F6 aumenta en los LT
CD4+, sean estos de ratones control (p<0,001) o lupicos (p<0,01), luego de ser
activados en presencia de anti-CD3 y sus respectivas APCs (Fig. 3B). Sin embargo,
la expresién de SLAM F6 en LT CD4+ de ratones ltipicos activados en presencia de
DCs y LB es mayor (p<0,05) comparado a LT CD4+ de ratones controles (Fig. 3B).
Para determinar si el aumento de expresién de SLAM F6 observada en LT CD4+ de
ratones ltpicos activados en presencia de anti-CD3 y APCs era generada por la
directa interaccién con las APC de ratones lupicos, se activaron LT CD4+ de ratones
controles con APCs obtenidas del bazo de ratones Illpicos. El analisis de citometria
de flujo muestra que la expresiéon de SLAM F6 en los LT CD4+ de ratones controles
activados en presencia de anti-CD3 con DCs en presencia o ausencia de LB ”de
ratones lupicos no varia en comparacién a LT CD4+ de ratones controles activados
en presencia de anti-CD3 con APCs de ratones controles. Dicho resultado indicaria
que APCs de ratones lpicos no serfan responsables del incremento en la expresion
de SLAM F6 en LT CD4+ de ratones llpicos en comparaciéon a ratones controles.
Finalmente, la interaccién de APCs con LTv no logra explicar el aumento en SLAM

F6 encontrado en LT CD4+ de ratones lapicos.

Puesto que la expresion de algunos de los receptores SLAM estad aumentada
enddgenamente en los linfocitos T CD4+ de ratones lupicos y dado que éstos
sefializan a través de las proteinas adaptadoras SAP, evaluamos la expresion
mediante Western blot de esta proteina en LT CD4+ obtenidos del bazo de raiones
controles y (NZB/W)F1 que han desarrollado lupus. Como se muestra en la Fig. 4, el
analisis densitométrico revelé que no existen diferencias de expresién de SAP en LT

de ratones l(picos, pre-lipicos y controles. La proteina adaptadora EAT-2 fue
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también analizada en los LT y encontramos que éstos no expresan dicha proteina

(datos no mostrados).
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Figura 3. Expresion de SLAM F6 en LT CD4+ activados con anti-CD3 en presencia de
DCs ylo LB. LTv, DCs y LB de bazo de ratones lupicos (L) y controles (C) se purificaron por
cell sorting y se cultivaron durante 5 dias en una razénde 1 DC : 2 LT : 5 LB en presencia de
anti-CD3. (A) El grafico de barras muestra la intensidad media de fluorescencia (IMF)
endogena de SLAM F6 en LT CD4+ del bazo de ratones controles, pre-lupicos y IUpicos. ***
p<0,001. (B) Grafico de barras muestra la IMF de SLAM F6 en LT CD4+ de ratones
controles (C) y lupicos (L) activados en presencia de anti-CD3 y células presentadoras de
antigeno. Letras distintas indican diferencias significativas a p<0,05. Los datos se grafican
como el promedio * error estandar y son representativos de al menos tres experimentos

independientes.
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Figura 4. Expresion de SAP en linfocitos T de bazo de ratones controles, pre-lipicos y
lupicos. LT de bazo de ratones controles, pre-lupicos y lupicos se purificaron mediante cell
sorting de acuerdo a la expresion de CD4, luego las células fueron lisadas y 20 ug de
proteinas totales de LT y de lisado celular de células Jurkat (control positivo) fueron
separados por SDS-PAGE al 12%. Las proteinas fueron transferidas a una membrana de
nitrocelulosa donde la proteina SAP se detectd utilizando un anticuerpo monoclonal anti-
SAP. Como control de carga se empleé el anticuerpo anti-actina. (A) Imagen representativa
de al menos 3 experimentos de Western Blot, que ilustra los carriles correspondientes a SAP
y actina (control de carga) en LT de bazo de ratones controles, pre-lupicos y lupicos. (B)
Analisis cuantitativo de la expresion relativa de SAP observada mediante Western Blot. n=3
para controles, n=3 para pre-llipicos, y n=8 para lupicos. La linea horizontal indica el
promedio. Los resultados fueron normalizados a la expresion de actina y son presentados

relativos a la expresion de SAP en ratones controles. ns: no significativo.
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4.2. Expresion de los receptores SLAM y proteinas adaptadoras en LB durante

el desarrollo del lupus.

Resultados previos del laboratorio demostraron que LB de bazo de ratones
lipicos expresan elevados niveles de los receptores SLAM de forma endégena en
comparacién a ratones controles, especificamente SLAM F1 (Figura 5A). /n vivo los
linfocitos B junio con las células dendriticas interactian con LT proporcionando co-
estimulacién y factores solubles. Por otra parte los LT son capaces de estimular a
LB para iniciar la produccién de anticuerpos, fendmeno interesante de estudiar en el
contexto del lupus. Por lo tanto nos preguntamos si la interaccion de LT y DCs con
LB tendria un efecto en la expresién de los receptores SLAM F1 y SLAM F6 en
estos Ultimos. A partir del mismo co-cultivo de LTv con APCs presentado en la
seccion anterior se evalud la expresion de SLAM F1 y SLAM F6 en LB B220+

pasado 5 dias post-cultivo.

El analisis de citometria de flujo muesira que el nivel de expresiéon (IMF) de
SLAM F1 en LB, tanto de ratones coniroles como lGpicos, aumenta luego de
interactuar con LT CD4+ activados en presencia de anti-CD3 y DCs provenientes
del mismo ratén (Figura 5B). Sin embargo, dicho aumentc es mayor en LB de
ratones controles en comparacién a aquellos provenientes de raiones lipicos
(Figura 5C). Para determinar si dicho déficit en el aumento de la expresion de SLAM
F1 en LB de ratones ldpicos provenia de la interaccién con LTv y DCs de ratones
IUpicos, se analizd la expresién de este recepior en LB de ratones controles en
.aquellas condiciones donde se agregaron LTv y DCs de ratones lapicos. El analisis

por citometria de flujo determiné que LTv y DCs de ratones lupicos no generan una

31




disminucion significativa en el nivel de expresion (IMF) de SLAM F1 en LB de
ratones controles (Figura 5C, grafico a la izquierda), lo que indicaria que LB de
ratones l(picos intrinsecamente presentan una disminucién en la induccién de [a
expresion de SLAM F1 en un contexto de co-estimulacion o que existirian otros
factores involucrados no presentes en este montaje experimental, por ejemplo,
citoquinas secretadas por otros tipos celulares. Sin embargo, cabe mencionar que
en estas condiciones la variabilidad de los datos fue mayor, por lo que no se
encontraron diferencias significativas con la expresién de SLAM F1 en LB de
ratones lUpicos cultivados en presencia de LTv y DCs de ratones lUpicos. Esto
sugiere parcialmente que si existiria un efecto por parte de los LTv o0 DCs de ratones

lupicos sobre la induccion de la expresion de SLAM F1 en LB.

Por otro lado el andlisis del nivel de expresién (IMF) de SLAM F6 no arrojo
diferencias entre LB provenientes de ratones controles en comparacion a ratones
lapicos luego de 5 dias de co-cultivo (Figura 5D, gréfico a la izquierda). Al co-cultivar
LB de ratones controles con LTv y DCs de ratones lapicos no se observaron

variaciones en la expresion de SLAM F6.
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Figura 5. Expresion de SLAM F1 y SLAM Fé en LB cultivados en presencia de DCs y
LT CD4+ activados. LB, DCs y LTv de bazo de ratones ltpicos (L) y controles (C) se
purificaron por cell sorting y se cultivaron durante 5 dias en unarazénde 1 DC:2 LT:5LB
en presencia de anti-CD3. (A) Graficos de barras que muestran la intensidad media de
fluorescencia (IMF) endégena de SLAM F1y SLAM F6 en LB del bazo de ratones controles,
pre-lupicos y lupicos. * p<0,05 (B) Analisis de citometria de flujo representativo de la
expresion de SLAM F1 en LB en presencia o ausencia de DCs y LT CD4" activados con anti-
CD3, en gris se muestra el control FMO. (C) Graficos de barras muestra la IMF de SLAM F1
(izquierda) y SLAM F6 (derecha) en LB de ratones controles y Itpicos co-cultivados con DCs
y LT CD4+ activados en presencia de anti-CD3. Los datos se grafican como el promedio +
error estandar y son representativos de al menos tres experimentos independientes. Letras

distintas indican diferencias significativas a p<0,05.
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Andlisis del porcentaje y numero absoluto de LB de ratones controles y Iupicos
posterior a los 5 dias de co-cultivo muestran un aumento de la poblacién de LB,
tanto de ratones lupicos y controles, en todas aquellas condiciones donde se
incubaron LTv de bazo de ratones Iupicos en presencia de anti-CD3 y DCs (Fig. 6).
Ya que estos cultivos se realizaron con el mismo numero de LB tanto de ratones
controles como lUpicos, este resultado sugiere que LT CD4+ de bazo de ratones
lupicos inducen la proliferacion o sobrevida de LB. Dado que la poblacién de LB
expresan en su totalidad SLAM F1y SLAM F6, solo observandose diferencias en la
intensidad de dicha expresion (IMF), el aumento del porcentaje de LB totales en los
cultivos indica que en dichas condiciones existe un aumento de la poblacion SLAM

F1y F6+. Lo que sugiere una compensacion en cuanto a la disminucion de la IMF.
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Figura 6. LTv CD4+ de ratones lupicos promueven la proliferacion de LB. LB, DCs y
LTv de bazo de ratones lupicos (L) y controles (C) se purificaron por cell sorting y se
cultivaron durante 5 dias en una razén de 1 DC : 2 LT : 5 LB en presencia de anti-CD3. Los
graficos de barras muestran el porcentaje y numero absoluto de LB (B220+) cultivados en
presencia de LTv CD4+ y DCs. Los datos se grafican como el promedio + error estandar y

son representativos de al menos tres experimentos independientes. * p<0,05; ** p<0,01.
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Debido a que la expresion de algunos de los receptores SLAM se encuentra
aumentada enddgenamente en los linfocitos B provenientes de ratones lupicos (Fig.
5A) y dado que éstos sefializan a través de las proteinas adaptadoras SAP,
evaluamos la expresion mediante Western blot de las proteinas adaptadoras SAP y
EAT-2 en LB obtenidos del bazo de ratones I[upicos, pre-lipicos y controles. Los
datos obtenidos a fravés del analisis densitométrico de las bandas de expresion
revelaron un aumento significativo (p<0,05) de 2,7 veces los niveles de EAT-2 en
linfocitos B provenientes del bazo de ratones lupicos (2,7+0,6 vs. 1,0+0,1 expresion
relativa) en comparacién con los controles y un aumento significativo de 2,3 veces
(2,3+0,6 vs. 1,210,1 expresion relativa) en comparacién con ratones pre-lupicos
(Figura 7). No hubo diferencias significativas en la expresion de EAT-2 en LB entre

ratones pre-llpicos y controles.
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Figura 7. LB de bazo de ratones lupicos sobreexpresan EAT-2 respecto a ratones pre-
lupicos y controles. LB de bazo de ratones lupicos, pre-lupicos y controles se purificaron
mediante cell sorting de acuerdo a la expresion de B220 y CD79b, luego las células fueron
lisadas y 20 pg de proteinas totales de LB y de lisado celular de células Devernelle (control
positivo) fueron separados por SDS-PAGE al 12%. Las proteinas fueron transferidas a una
membrana de nitrocelulosa donde la proteina EAT-2 se detecté utilizando un anticuerpo
policlonal anti-EAT-2. Como control de carga se empleo el anticuerpo anti-actina. (A) Imagen
representativa de al menos 3 experimentos de Western Blot, que ilustra los carriles
correspondientes a EAT-2 y actina (control de carga) en LB de bazo de ratones controles,
pre-lupicos y lupicos. (B) Analisis cuantitativo de la expresion relativa de EAT-2 observada
mediante Western Blot. n=6 para controles, n=3 para pre-lupicos, y n=6 para lupicos. La
linea horizontal indica el promedio. Los resultados fueron normalizados a la expresion de
actina y son presentados relativos a la expresion de EAT-2 en ratones controles. * p<0,05;

ns: no significativo.
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Por ofro lado, |la proteina adaptadora SAP, caracterizada ampliamente en LT y
células NK ha sido también identificada en pequefias poblaciones de LB. Debido a
esto, evaluamos la expresion de esta proteina en LB de ratones sanos y enfermos
con lupus. Los datos obtenidos a través del analisis densitométrico de las bandas de
expresién revelaron un aumento significative (p<0,05) 2,5 veces mayor en los
niveles de SAP en linfocitos B provenienies del bazo de ratones lupicos (2,510,8 vs.
1,0£0,2 expresién relativa) en comparacién con los controles y un aumento
significativo de 1,8 veces mas (2,491+0,797 vs. 1,376+0,282 expresién relativa) en
comparacion con ratones pre-lipicos (Figura 8). No hubo diferencias significativas
en la expresion de SAP en LB entre ratones pre-lapicos y controles. Estos
resultados sugieren un aumento en la actividad de la via SLAM/SAP lo que podria a
su vez generar un incremento de las interacciones entre LB y otras células inmunes,
especificamente LT que también expresan moléculas de la familia SLAM, lo que
finalmente contribuiria a la induccion de la activacion y proliferacion de LB

autorreactivos.

Tanto el aumento de SAP como de EAT-2 en LB lupicos sugiere un rol

determinante de estas moléculas en la activacion y funcién de LB autorreactivos.
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Figura 8. LB de bazo de ratones llpicos sobreexpresan SAP en comparacién a ratones
pre-lupicos y controles. LB de bazo de ratones Iupicos, pre-lupicos vy controles se
purificaron mediante cell sorting de acuerdo a la expresion de B220 y CD79b, luego las
células fueron lisadas y 20 ug de proteinas totales de LB y de lisado celular de celulas Jurkat
(control positivo) fueron separados por SDS-PAGE al 12%. Las proteinas fueron transferidas
a una membrana de nitrocelulosa donde la proteina SAP se detecté utilizando un anticuerpo
monoclonal anti-SAP. Como control de carga se empled el anticuerpo anti-actina. (A)
Imagen representativa de al menos 3 experimentos de Western Blot, que ilustra los carriles
correspondientes a SAP y actina (control de carga) en LB de bazo de ratones controles, pre-
lipicos y lupicos. (B) Analisis cuantitativo de la expresion relativa de SAP observada
mediante Western Blot. n=8 para controles, n=4 para pre-lipicos, y n=6 para lupicos. La
linea horizontal indica el promedio. Los resultados fueron normalizados a la expresion de
actina y son presentados relativos a la expresion de SAP en ratones controles. * p<0,05; ns:

no significativo.
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4.3, Expresion de proteinas adaptadoras asociadas a SLAM en células

dendriticas durante el desarrollo del lupus.

Las células dendriticas cumplen un importante rol en la respuesta inmune vy
también en procesos de auteinmunidad. Cambios en el fenotipo y nimero de las
distintas sub-poblaciones de DCs han sido implicados en la patogénesis del lupus.
Resultados previos de nuestro laboratorio han demostrado que durante el desarrollo
del lupus en el modelo murino (NZW/B)F1 existe una desregulacién en la
composicion de distintas sub-poblaciones de DCs en el bazo, produciéndose un
incremento en el nimero de DCs plasmacitoides (pDC) en el bazo de ratones
lupicos. Analisis de los niveles de expresion de los distintos receptores SLAM, ta;lto
en DC convencionales {cDC) como pDC, demostraron que cDC de bazo de ratones
fupicos sobreexpresan SLAM F1 en comparaciéon a ratones pre-lupicos o control
(Tesis Doctoral Alejandra Gleisner, 2013). Por otro lado pDC de bazo de ratones
lipicos presentan una mayor expresion de SLAM F6 en comparacién a ratones pre-
lupicos (Tesis Doctoral Alejandra Gleisner, 2013). Dado que SLAM sefaliza
medianie los adaptadores SAP, nos preguntamos si la expresion de dichas
proteinas rio abajo de la cascada de sefializacién podrian verse afectadas durante
el desarrollo del lupus. Se analizé mediante Western blot la expresién de la proteina

adaptadora EAT-2 en lisado de cDC y pDC purificadas mediante cell sorter de bazo

de ratones controles, pre-lipicos y lupicos.

La intensidad relativa de EAT-2 en la sub-poblacién de céluias dendriticas

convencionales se muestra en la Figura 9A. Los niveles de la proteina adaptadora
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se encontraron aumentados significativamente 2,6 veces en cDC provenientes de
ratones lupicos (2,6+0,7 vs. 1,0£0,3 expresidn relativa) en comparacion a ratones
control y un aumento significativo de 2,5 veces en cDC de ratones pre-lUpicos
(2,5+0,5 vs. 1,0+0,3 expresion relativa) en comparacién con ratones controles. No
se encontraron diferencias de expresion de EAT-2 entre cDC de ratones lupicos y
pre-ltpicos, lo cual sugiere que las diferencias observadas en la expresién de EAT-2
en ¢DC no esta relacionado con el desarrollo de la enfermedad. El patrén de
expresién de EAT-2 en células dendriticas plasmacitoides no fue significativamente
diferente entre los distintos grupos de ratones analizados (Figura 9B). La expresién
de SAP fue ademas evaluada en cDC y pDC, encontrandose que ninguna de éstas
sub-poblaciones de DCs lo expresa (datos no mostrados), lo cual concuerda con lo

establecido en la literatura.

40




> O & > g
FHLS FEES
S & T B F & F &
EAT2 | ma s w0 | — 15KD2 EAT-2 |®ww s sssn aw | — 15kDa
Acting | oy e e @ | — 22402 UL [SS——
EAT-2 en cDC AT s phe
ns
I 1
® ns
r ! ns
i ns R
5 —— 25- .
L) I~
s i oW
g2 . at =9 204 "
T g | — | § I A
@ § 34 g s 1.5+ s
5% 5% o .
S B8 10 —e—
£ 5 ® m : £5 . -
81 —— S8 05 . .
0 T T T 0.0 Y ; -
> o o S o
& O O & &F \c.
& R R W W
R
c? Q@ A C? Q@

Figura 9. Expresion de EAT-2 en ¢cDC y pDC de bazo de ratones controles, pre-lipicos
y lapicos. cDC (B220CD11c") y pDC (B22'CD11c’) de bazo de ratones controles, pre-
lupicos y lupicos se purificaron mediante cell sorting, luego las células fueron lisadas y 20 ug
de proteinas totales de cDC y pDC y de lisado celular de células Devernelle (control positivo)
fueron separados por SDS-PAGE al 12%. Las proteinas fueron transferidas a una
membrana de nitrocelulosa donde la proteina EAT-2 se detectd utilizando un anticuerpo
policlonal anti-EAT-2. Como control de carga se empleé el anticuerpo anti-actina. (A) Imagen
representativa de al menos 3 experimentos de Western Blot, que ilustra los carriles
correspondientes a EAT-2 y actina (control de carga) en cDC (izquierda) y pDC (derecha) de
bazo de ratones llpicos, pre-lupicos y controles. (B) Analisis cuantitativo de la expresion
relativa de EAT-2 en cDC y pDC observada mediante Western Blot. n=3 para controles, n=3
para pre-llpicos, y n=4 para lupicos. La linea horizontal indica el promedio. Los resultados
fueron normalizados a la expresién de actina y son presentados relativos a la expresion de

EAT-2 en ratones controles. * p<0,05; ns: no significativo.
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5.

DISCUSION

El lupus eritematoso sistémico (LES) es una enfermedad autoinmune
muitifactorial de etiologia alin desconocida. Diversos estudios en pacientes con
lupus y en cepas congénicas murinas han identificado mas de 100 loci asociados
con alguna de las manifestaciones observadas en la enfermedad (Morel y col.,
2001). El locus Sle1b, localizado en el cromosoma 1 murino y humano, codifica para
proteinas receptoras de la familia SLAM. Los receptores SLAM son expresados en
una amplia gama de células del sistema inmune, ademas cada tipo celular expresa
uno o mas de los 9 receptor(es) lo que contribuye en la generacion de multiples
interacciones célula-célula. Durante la sinapsis inmunolégica la familia de receptores
de supeificie SLAM cumple funciones co-estimulatorias entre linfocitos y células
presentadoras de antigeno (APC) u otras células del sistema inmune. En el caso de
los LT, la interaccion entre receptores SLAM gatilla el reclutamiento de proteinas
adaptadoras de la familia SAP, las cuales reclutan tirosinas quinasas que fosforilan
SLAM iniciandose la sefializacion que culmina con la transcripcion de IL-4.
Evidencias recientes han sugerido un rol crucial de estos receptores en el desarrollo

de autoinmunidad (Chan y col., 2006).

En el presente seminario de titulo se evalud la expresioén de ciertos receptores
SLAM y sus proteinas adaptadoras en linfocitos T, linfocitos B y dos sub-
poblaciones especificas de células dendriticas en ratones de la cepa (NZBMW)F1,

durante el desarrollo de la enfermedad.
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5.1. Expresion alterada de los receptores SLAM F1 y SLAM F6 en los LT de

ratones llpicos.

Los linfocitos T comprenden un componente crucial del sistema inmune
adaptable y proveen de mudiltiples funciones tanto efectoras como regulatorias. La
activacion de un LT gatilla multiples cascadas de sefializacidon que generan la
activacion y reclutamiento de células del sistema inmune, liberacién de citoquinas,
modulacion de la respuesta humoral por parte de los LB, enfre otras funciones
efectoras. Anormalidades funcionales en LT son capaces de generar amplias
desregulaciones en el sistema inmune, dando origen a distintas patologias. Variados
estudios y analisis tanto en pacientes con lupus como en modelos murinos de la
enfermedad sugieren un gran protagonismo de los LT en la patogénesis del LES,
especificamente debido a la interaccién positiva que tendrian con LB autorreactivos
{(Kamperschroer y col., 2008). A la fecha existe una gran cantidad de estudios en los
cuales se han identificado diferentes defectos en la funcionalidad de LT en el lupus
(Moulton & Tsokos, 2011). La disfuncionalidad de los LT en esta enfermedad se
encuentra determinada por un conjunto de anormalidades tanto moleculares como
celulares, donde se han descrito desregulaciones en la produccion de ciertas
citoquinas, observandose un aumento de TNF-a, IFN-y, IL-6, IL-21, {L-17 y una
disminucion de IL-2 y TGF-B (Ohl & Tenbrock, 2011; Dean y col. 2000). Por otra
parie se ha observado una disminucién en la expresion de la cadena CD3Z del TCR
en varios pacientes con lupus (Moulton & Tsokos, 2011). Resultados previos de
nuestro laboratorio demostraron que LT CD4+ de ratones lipicos sobre-expresan

SLAM F1 y SLAM F6 de forma enddégena. Por otra parte, se ha demostrado que la

activacion de LT aumenta la expresién de los receptores SLAM en éstos, lo que




sugiere que la via SLAM/SAP modula funciones efectoras (Engel y col., 2003;
Mehrle y col., 2005). Los resultados de este trabajo concuerdan con lo anterior dado
gue observamos un aumento de SLAM F1 en LTv activados de manera policlonal en
presencia de APCs. Sin embargo, los LT CD4+ de ratones IUpicos presentan una
menor induccién de SLAM F1 comparado a LT CD4+ de ratones controles, [o cual
se correlaciona con resultados anteriores del laboratorio obtenidos mediante

activacion con a-CD3/28 en ausencia de APCs (Tesis Doctoral Alejandra Gleisner).

SLAM F1 regula la diferenciacion TH2 modulando la producciéon de IL-4 en LT e
inhibiendo la via que conduce hacia la producciéon de IFN-y, citoquina caracteristica
de linfocitos TH1 (Howie D. y cols., 2002 a). Debido a esto, ratones knock-out para
SLAM F1 o SAP muestran un aumento en la produccién de IFN-y y una deficien;:ia
en IL-4 por parte de linfocitos T (Czar y col., 2001; Hron y col., 2004). Resultados
previos de nuestro laboratorio demostraron que LT CD4+ de ratones llpicos
producen significativamente mas IFN-y en comparacion a LT CD4+ de ratones pre-
lupicos o controles (Gleisner y col.,, 2013), lo cual podria estar directamente
relacionado con la menor capacidad de inducir SLAM F1 enconirado en LT CD4+de
ratones lipicos activados. Sin embargo, la expresion endogena de SLAM F1 ‘en
ratones llpicos es mayor que en ratones controles, lo que sugiere que otros
receptores estarian involucrados en el aumento de IFN- vy, por ejemplo SLAM F6.
Por otra parte, la baja expresion de este receptor SLAM en LT CD4+ activados de
ratones lipicos podria deberse a que ésfos ultimos se encontrasen exhaustos,
condicién que conlleva a una falta de funcionalidad y pérdida de la actividad inmune

tal como se ha observado en LT posterior a una infeccién crénica (Wherry 2011).

Sin embargo se requieren nuevos experimentos para determinar el nivel de
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desregulacion de la via SLAM F1 en LT de ratones lUipicos debido a que Ia falta de
expresion de uno de los receptores no implica que toda la via se vea afectada. Se
ha determinado que la falta individual de ciertos receptores SLAM en células del
sistema inmune murino genera fenotipos patoldégicos mas leves, indicando la
presencia de una redundancia funcional entre distintos receptores de esta familia
(Dong & Veillette, 2010). En concordancia con esto encontramos que LTv de
ratones lupicos activados policlonalmente en presencia de DCs aumentan
significativamente la expresion de SLAM F6 en comparacién a LT de ratones

controles,

El receptor SLAM F8 ha sido implicado en la generacion de citoquinas tipo TH1,
como [FN-y, molécula que se encuentra aumeniada en pacientes con [upus o
modelos murinos de LES (Ohl & Tenbrock, 2011). Los experimentos realizados
muestran un aumento considerable del receptor SLAM F6 en LT CD4+ de ratones
lipicos posterior a la activacion por DCs y anti-CD3, lo que podria correlacionarse
directamente con el aumento de IFN-y encontrado previamente en estos ratones
(Gleisner y col. 2013). Estudios recientes en humanos han corroborado los
resultados obtenidos en el modelo murino aqui estudiado, donde se encontré una
expresién aumentada de los receptores SLAM F3 y SLAM F6 en la superficie de
linfocitos T de pacientes con lupus en comparacién con células de donantes sanos
(Chatterjee y col. 2012). Por otro lado se ha observado que SLAM F6 en LT CD4+
podria tener una capacidad co-estimulatoria mayor en comparacién a la activacion
por anti-CD28, especificamente durante la interaccion con LT CD8+ (Chatterjee y
col. 2012). El aumento de expresion de SLAM F6 en LT CD4+ de ratones [Upicos

activados con anti-CD3 en presencia de DCs indica un posible rol de este receptor
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en la hiperactividad descrita en LT de ratones lUpicos y por ende en [a patogénesis

de la enfermedad.

Se ha descrito que interacciones homotipicas entre LT son capaces de generar
sefiales secundarias mediadas por las interacciones homofilicas del receptor SLAM
F6 y el reclutamiento rio abajo de las proieinas adaptadoras SAP gatillando la
expansion y diferenciacion del linaje celular de linfocitos T Natural Kifler (NKT)
(Griewank K y col., 2007). Las células NKT son un grupo heterogéneo de linfocitos T
gue comparten propiedades tanto de LT como de células Nafural Killer (NK). En el
modelo murino (NZB/MW)F1 la progresién de la enfermedad ha sido correlacionada
con una elevada frecuencia de linfocitos NKT y con un aumento en la preduccién de
IFN-y por parte de estas células (Rymarchyk y col, 2008). El hallazgo de un
aumenio superior de la expresién de SLAM F6 en LT CD4+ de ratones Itpicos
activados en comparacién a LT CD4+ de ratones controles podria explicar el
incremento en NKT observado durante el desarrollo de lupus en el modelo murino

utilizado.

Con la finalidad de determinar el rol de las DCs y LB de fenotipo [Upico en la
expresion de SLAM F1 y SLAM F6 en LT CD4+, se activé LTv de ratones controles
con APCs de ratones llpicos. Observamos que las APCs de ratones lupicos no
producen una disminucién de SLAM F1 o aumento de SLAM F6 como observamos
en LT CD4+ de ratones llipicos. Este resultado sugiere que las diferencias
encontradas en ratones lapicos serlan intrinseca a los LT CD4+ de ratones [Upicos y

no a las interacciones con las principales células presentadoras de antigeno. Estos
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resultados también sugieren que el microambiente del bazo podria tener un rol

impariante en la expresién de los receptores SLAM.

La familia de receptores SLAM cumple funciones co-estimulatorias cuya
actividad se encuentra mediada en parte por las proteinas adaptadoras SAP y EAT-
2 asociadas a éstas. Los analisis densitomeétricos de las bandas obtenidas mediante
Western blot indican que no existen diferencias significativas de la expresion de la
proteina SAP entre LT provenientes del bazo de ratones lipicos, pre-lupicos y
controles. Dicho resultado sugiere que la desregulacion encontrada en los
receptores SLAM en LT de ratones lupicos podria ser independiente de la
sefializacion via SAP. Sin embargo cabe resaltar que SAP fue analizado en LT
CD4+ totales no activados, por lo que se requiere evaluar dicha expresién en LT
CD4+ bajo condiciones de activacion, para observar si existen o no diferencias en la
regulacién de la expresion de dicho adaptador en LT CD4+ de ratones ldpicos.
Ademas de esto, la via de sefalizacion SLAM/SAP en LT CD4+ consiste de varios
pasos donde uno de los importantes actores consta de proteinas quinasas tipo Sre,
como Fyn y Lck, cuyo rol es fosforilar residuos de tirosina encontrados en la cola
citoplasmatica de SLAM luego de las interacciones homotipicas o heterotipicas de
los receptores SLAM (Howie y col. 2002 b). Para determinar el rol de la via
SLAM/SAP se hace necesario estudiar la expresion de ofras proteinas clave de esta
ruta. En acuerdo con otros estudios (Cannons y col., 2011) no se observd expresion
de la proteina EAT-2 en LT CD4+ de ratones ltpicos, pre-lupicos y controles (datos

no mostrados).
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En resumen, el aumento de SLAM F6 como la disminucion de SLAM F1 en LT
de ratones lupicos activados policlonalmente en presencia de APCs, sugieren que la
via de sefializacion SLAM estaria involucrada en los procesos de autoinmunidad

observadas en lupus.

5.2. LT de ratones lupicos aumentan la expresién de SLAM F6 y SLAM F1 en LB

e inducen su proliferacion.

Los linfocitos B cumplen un rol vital en el sistema inmune debido a sus multiples
funciones, tales como produccién de anticuerpos, presentacién de antigenos,
activacion de LT, inhibicion de LT reguladores, secrecién de citoquinas vy
quimioguinas, enire otras (Dérner y col., 2009). Debido a esto, la desregulacién o
disfuncionalidad de LB puede conllevar a la generacion y/o amplificacion de
respuestas autoinmunes (Sanz & Lee, 2010; Dérner y col., 2011). Dicha poblacion
linfocitaria ha side implicada como la principal causante de los sintomas observados
durante LES debido a su rol durante el quiebre de la tolerancia y la produccion de
autoanticuerpos. Diversos estudios sugieren la existencia de anormalidades
intrinsecas en LB asociados a esta enfermedad, como la baja expresién del receptor
inhibitorio FcyRIIB, cuya pérdida induce autoinmunidad (Dorner y col., 2011). En el
presente seminario estudiamos la participacion de las moléculas perienecientes a la

familia SLAM y sus adaptadores en LB durante el desarrollo del lupus.

La activacion de LB CD19+ humanos con acetato de forbol miristato (PMA)

induce una alta expresion del receptor SLAM F1 (Romero y col., 2004). Otros

métodos de activacién, como el uso de anticuerpos anti-lg o anti-CD40 también




gatillan la expresion de SLAM F1 en linfocitos B humanos y murinos (Mikhalap y col.
2004; Punnonen y col. 1997). Nuestros resultados indican que la estimulacién de LB
con LT CD4+ activados con anti-CD3 y DCs induce un aumento en la expresién de
SLAM F1. Sin embargo LB de ratones lupicos muestran un nivel de expresién menor
de SLAM F1, lo cual podria sugerir que LB de ratones [Upicos presentarian defectos
en la via de sefalizacién mediante SLAM F1. Sin embargo, cabe recalcar que el
porcentaje de LB totales es mayor en ratones lupicos cultivados con LT y DCs en
comparacion a LB de ratones controles bajo las mismas condiciones de cultivo. De
este modo a pesar de la menor expresion de SLAM F1, al haber un mayor numero
de LB totales existiria una mayor probabilidad de contacto entre LT y LB a través de

los receptores SLAM.

Un estudio reciente caracterizé la expresién del receptor SLAM F1 en distintas
sub-poblaciones de linfocitos B humanos, seglin su 6rgano de procedencia y su
estado de maduracion (De Salort y col., 2010). De Salort y col. enconiraron que
células plasmaticas del bazo presentan una significativa reduccién de la expresion
de SLAM F1 en comparacion a linfocitos B virgenes. La disminucion del nivel de
expresion, medido a través de la IMF, de este receptor observada en LB de ratones
ldpicos podria correlacionarse con los hallazgos de De Salort y col., lo cual indicaria
que LB provenientes de un ratén lipico se encontrarian en un estado de maduracién
final, dada su baja expresion de SLAM F1, correlacionado con la hiperactividad y

amplio rol de estas células en la patogénesis del lupus.

El locus de susceptibilidad del cromosoma 1 del raton, en donde se encuentra

el gen que codifica para el receptor SLAM F6, ha sido asociado con la produccién

49



de autoanticuerpos contra cromatina y como consecuencia la pérdida de tolerancia
de LB a autoantigenos sub-nucleosomales (Kumar y col., 2006). En este trabajo se
encontrd que la expresiéon de SLAM F1 y SLAM F6 en los LB aumenta en presencia
de LT. Dicho resultado sugiere fuertemente que los LT CD4+ durante el lupus
inducen la expresion de receptores SLAM en LB, posibilitando ast una mayor
interaccion célula-célula. Ademas de esto se encontrd un aumenio en el porcentaje
de LB totales, tanto lipicos como controles, cuando éstos fueron estimulados con
LT CD4+ de bazo de ratones lapicos. Por lo tanto los LT de ratones lupicos
producirian la activaciéon y proliferacion de LB. En concordancia con esto, [a
produccion de anticuerpos antigeno especifico por parte de LB es LT-dependiente.
La principal sefial co-estimulatoria en dicha interaccién estd mediada por la union de
CD40L en la supetficie de LT con CD40 en [a superficie de LB. Se ha descrito que
pacientes con lupus presentan LT con altos niveles de expresidén de la molécula
CD40L, lo que generaria un efecto hiperestimulatorio en los LB (Desai-Mehta y col.,

1996).

El estudio de la via de sefializacion SLAM se ha enfocado especificamente en
determinar su rol durante la activacién de LT y células NK. Sin embargo, se ha
descrito que la generacion y mantencién de la inmunidad humoral de largo plazo, la
cual esta mediada por LB, requiere de la participacion activa de sefiales via SLAM
(Schwartzberg y col.,, 2009). Por otra parte, Hron y col. demosfraron que la
deficiencia de SAP en ratones les otorgaba proteccién ante la induccion de lupus
mediante inyeccién de pristano (Hron y col. 2004). En dicho estudio se determiné
que la falta de SAP inducia una deficiencia en la respuesta inmune humoral

mediada por LT, determinando asi que ciertos miembros de la familia SLAM/SAP
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estaban involucrados en la patogénesis de enfermedades autoinmunes mediadas
por anticuerpos. En este frabajo determinamos que LB de ratones itipicos poseen un
aumento en la expresién de SAP y EAT-2 enddgena en comparacion con LB de
ratones pre-llpicos y controles. El aumento de la expresién de ambas proteinas en
LB de ratones IGpicos y no en LB de ratones pre-lipicos sugiere una real
participacion de las moléculas adaptadoras de SLAM durante el desarrollo de la
enfermedad. El aumento de ambos adaptadores podria estar modulando las
interacciones célula-célula entre LT-LB y DC-LB lo que se correlacionaria con la
hiperactividad de LT y LB obhservados en esta enfermedad. Ademas de esto,
Aldhamen y col. confirmaron que la sobre-expresion de EAT-2 en células
presentadoras de antigeno gatilla la induccién de los marcadores de co-estimulacién
CD40, CD80, CD86 y MHC-II, lo que como consecuencia conlleva a un aumento en

la activacion de LT (Aldhamen y col., 2011).

Tanto el aumento de SLAM F6, como el de las proteinas adaptadoras SAP y
EAT-2 sugieren que éstas se encontrarian involucradas en el aumento de la

proliferacién y diferenciacién de LB autorreactivos durante el desarrollo del lupus.

Cabe resaltar la importancia de evaluar aquella condicion donde se activaron
LTv CD4+ de ratones lipicos con DCs y LB de ratones IUpicos, dado que se emula
un contexto fisioloégico respecto a las células que se encuentran interactuando en el
bazo de un ratén lapico. Tomando esto en consideracion podemos inferir que
durante el desarrollo del LES en el modelo murino (NZB/W)F1, la activacion de LT
CD4+ genera un aumento en la expresion de SLAM F8 y a la vez una disminucion

de SLAM F1, induciendo posiblemente una diferenciacién tipo TH1. Por otro lado la
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interaccién de LT CD4+ con LB inducirfa en éstos ultimos su proliferacion. A su vez,
la induccién de SLAM F6 en ambas poblaciones aumentaria las interacciones
heterotipicas entre éstas generando una mayor estimulacién retroactiva que podria
culminar en una mayor poblacion de LB autorreactivos, aumentando asi los

fenémenos de autoinmunidad observados en el lupus.

5.3. Proteinas adaptadoras de SLAM, SAP y EAT-2, en DCs no contribuyen al

desarrollo del lupus.

Las células dendriticas (DCs) son otro gran componente del sistema inmune el
cual se ha visto implicado en el desarrollo del LES. Ademas de su rol central en la
respuesta inmune como principal célula presentadora de antigeno, las DCs
participan activamente en la mantencion de la tolerancia periférica. Dicha funcidn ha
sido corroborada al observar que la deplecién de DCs interrumpe el fino equilibrio
entre inmunidad y tolerancia generando autoinmunidad espontanea (Fransen y col.,
2010). Las DCs pueden ser subdivididas principalmente en dos subgrupos segun su
fenotipo y funciones especificas, las células dendriticas plasmacitoides (pDC) y
convencionales (cDC). Las pDC han sido relacionadas con la inmunopatogénesis
del LES debido a su capacidad de producir IFN-c, una citoquina pleiotropica que se
encuentra en altos niveles en pacientes con lupus y modelos murinos de la
enfermedad (Niewold y col.,, 2010). Resultados previos de nuestro laboratorio
demostraron la existencia de un aumento significativo de la sub-poblacién de pDC
en ratones ltpicos de la cepa (NZB/W)F1 (Jorgensen y col., 2010) ademas de un

incremento en la expresion de SLAM F3 y SLAM F6 en estas células en condiciones

basales (Tesis Doctoral Alejandra Gleisner). Teniendo como antecedente dichos




datos se decidio inquirir en la expresion de proteinas rio abajo de la via de
sefalizacion de SLAM tanto en pDC y cDC. EAT-2 es una proteina adaptadora de la
via SLAM que ha sido descrita anteriormente en macréfagos, LB y DCs (Veillette,
2006 b). Mediante analisis de Western blot se determind por primera vez la
expresion de EAT-2 en sub-poblaciones de DCs murinas, indicando que tanto pDC y
cDC expresan dicha proteina. Dichos resultados no han sido descritos
anteriormente en la literatura y permiten corroborar que la via SLAM en ambas sub-
poblaciones de DCs podria estar mediada por EAT-2. Al analizar la expresién de
esta proteina en pPC de ratones lipicos, pre-lipicos y controles no se encontraron
diferencias significativas que pudieran indicar un rol de EAT-2 en pDC durante el
desarrollo de la enfermedad. Por otro lado las diferencias significativas encontradas
en la expresidén de EAT-2 entre ¢cDC de ratones controles con cDC de ratones pre-
lipicos y ldpicos sugiere diferencias intrinsecas al modelo murino (NZB/W)F1. A
pesar de no haber encontrado diferencias significativas en la expresion de EAT-2
durante el desarrollo de la enfermedad, el aumento de la expresién de ciertos
receptores SLAM encontrado anteriormente (Tesis Doctoral Alejandra Gleisner)
sugiere que las DCs de ratones I0picos podrian estar involucradas en Ia
hiperactividad de LT al generar una sobre estimulacién gracias a estos receptores,
lo que a su vez generaria interacciones mas fuertes entre LT y LB gatillando la

produccién de autoanticuerpos.

La falta de nuevas terapias para tratar el LES demuestra la falta de informacién
y conocimientos respecto a esta enfermedad. Las terapias focalizadas en tratar
componenies especificos del sistema inmune involucrados han sido limitadas dada

la complejidad de esta patologia, debido a esto la gran mayoria de las terapias
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utilizan drogas inmunosupresoras de amplio espectro. El descubrimiento de nuevas
moléculas, proteinas o incluso vias de sefalizacién que estén involucradas en el
desarrollo del lupus proveen nuevos conocimientos que constituyen una gran

oportunidad para la creacion de terapias especificas o de bio-marcadores para

monitorear la actividad de la enfermedad.




6.

RESUMEN Y CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos durante el desarrollo de este seminario de titulo
permitieron esclarecer 'y corroborar el rol de ciertos miembros de la familia de
receptores SLAM vy las proieinas adaptadoras asociadas a éstos durante el
desarrollo del Lupus Eritematoso Sistémico en el modelo murino (NZB/W)F1. En
este trabajo se demostré la presencia de una desregulacion de la expresion de los
receptores SLAM F1y SLAM F6, en linfocitos T y B provenientes de ratones Ilpicos
de la cepa (NZB/W)F1. Ademas se logré determinar la presencia de una elevada
expresion de los adaptadores EAT-2 y SAP en linfocitos B provenientes de bazo de
ratones lUpicos. Ambos resultados cumplen con los objetivos planteados, con lo cual
se demuestra en parte la hipétesis. De esta manera se determina que el aumento de
expresion de proteinas involucradas en la via de sefializacion de co-estimulacion
SLAM/SAP cumple un posible rol durante el desarrollo y mantencién del fenotipo
lipico en ratones (NZB/W)F1. Como corolaric de lo anterior, los resultados sugieren
que ratones lUpicos aumentan la sefializacion via SLAM, lo que le otorgaria a las
células del sistema inmune una mayor capacidad de interaccién, aumentando asi la
estimulacion, proliferacién, diferenciacién e hiperactividad de ciertos linfocitos
autorreactivos. A su vez, se generan nuevas interrogantes respecto al nivel de
desregulacidn de esta via de sefalizacion en células del sistema inmune durante el

desarrollo del lupus.

En resumen los resultados mas importantes de este seminario de titulo son:




LT CD4+ de ratones lapicos activados con anti-CD3 en presencia de APCs
presentan una baja expresion de SLAM F1 en comparacion a LT CD4+ de
ratones controles.

LT CD4+ de ratones lipicos sobre-expresan SLAM F6 luego de ser activados con
anti-CD3 en presencia de APCs.

APCs de ratones IUpicos y control presentan la misma capacidad para activar e
inducir la expresién de SLAM F1 y SLAM F6 en LT CD4+ de ratones controles.
LT CD4+ de ratones [upicos inducen una mayor proliferacién y expresion de
SLAM F6 y SLAM F1 en LB de ratones lapicos y controles.

LB de ratones lipicos sobre-expresan SAP y EAT-2 en comparacion a LB de

ratones pre-lipicos o controles.
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