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I. INTRODUCCION

El organismo esta continuamente expuesto a multiples agentes externos responsables de
producir diferentes enfermedades. La defensa frente a estos agentes externos estd mediada por
un sistema formado por distintos tipos de células, capaces de reconocer situaciones de peligro y
establecer interacciones entre ellas para dar lugar a una respuesta eficaz y especifica frente a un
determinado agente agresor, sin afectar al propio organismo. A este sistema se le conoce como

sistema inmunitario (SI).

El SI ejerce su funcién mediante la accion combinada de dos compartimentos celulares y
moleculares diferentes conocidos como respuesta inmune innata (RIl) y respuesta inmune
adaptativa (RIA). Mientras que la RIl actia como primera linea de defensa rapida pero
inespecifica, la RIA proporciona una respuesta mas especifica, ademas de proteccion frente a una

nueva exposicion.

La RIl estd formada por diferentes poblaciones celulares que se activan mediante el
reconocimiento de patrones moleculares altamente conservados en patégenos y de diferentes
sefiales de peligro relacionadas con dafio celular. Son respuestas rapidas, poco especificas, y
recientemente se ha descrito que tienen capacidad de aumentar su respuesta ante una segunda
exposicion al patdgeno, proceso denominado como memoria inmune innata (Netea et al., 2016).
Las funciones de estas células son tanto combatir al agente invasor, mediante una accion
fagocitica (macréfagos y neutrdfilos) y otra accidn citotdxica [basdfilos, mastocitos, eosindfilos y
células natural killer (NK)], como activar a la RIA mediante la presentacién antigénica

[macréfagos y células dendriticas (DC)].

La RIA es llevada a cabo por linfocitos que tienen la capacidad de reconocer de manera
especifica cualquier antigeno (Ag) gracias a la amplia variabilidad en el receptor antigénico que
estas células expresan. Esta enorme variabilidad en el reconocimiento de los Ags condiciona la
aparicion de un sofisticado sistema de control que impida la activacion de aquellos clones
celulares que reconozcan Ags propios. Por otro lado, los linfocitos en su activaciéon, ademas del
contacto con el Ag a través de su receptor antigénico, requieren recibir sefiales coestimuladoras
proporcionadas por células especializadas. Tras la activaciéon se produce una expansién clonal de
los linfocitos especificos del Ag, llevandose a cabo una respuesta adaptada al patégeno en
cuestion y la generacion de memoria inmunoldgica, que permitird montar una respuesta mds

rapida y eficaz ante posteriores exposiciones. La RIA emplea dos brazos efectores en la defensa
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del organismo, por un lado ejerce una respuesta celular o citotdxica, mediada por linfocitos T, y

por otro una respuesta humoral, mediada por linfocitos B.
1. Linfocitos T.

Los linfocitos T son células generadas en el timo caracterizadas por la expresiéon de un
receptor antigénico (TCR) que es capaz de reconocer diferentes determinantes antigénicos
presentados en moléculas del complejo mayor de histocompatibiidad (MHC). Existen dos grandes
poblaciones de linfocitos T con funciones muy diferentes en la respuesta inmune y caracterizadas

por la expresion del correceptor CD4 o del correceptor CDS8.
1.1. Linfocitos T CD8".

Los linfocitos T CD8" son las células encargadas de llevar a cabo la respuesta celular de la
RIA mediante mecanismos de citotoxicidad, permitiendo la eliminacion de células infectadas por
microorganismos intracelulares y de células tumorales. Se caracterizan por reconocer Ags
citosolicos presentados en MHC de tipo | (MHC-1), de modo que cuando se encuentran con
células infectadas que presentan en su superficie moléculas MHC-I unidas al Ag especifico que

reconocen, los linfocitos T CD8" son capaces de detectarlas y de eliminarlas.

Su activacion requiere la interaccién con una célula presentadora de Ag (CPA), la cual
ademads de presentarle el Ag en una molécula MHC-I, le proporciona las sefales coestimuladoras
necesarias a través de la interaccién de CD80 (B7-1) y CD86 (B7-2) presentes en las CPAs con la
molécula CD28 en el linfocito T CD8" y mediante la secrecién de diversas citocinas necesarias
para su activacién y proliferacién como la IL-2, IL-6, IL-12 o IFNy. La necesidad de ser activadas
por una CPA a través de MHC-I (presentacion de Ags intracelulares) podria plantear un problema
ante un patdgeno que no infecta a las CPA o ante un Ag tumoral no expresado en estas CPA.
Estas situaciones son resueltas gracias a la capacidad de las DCs de fagocitar estas células
infectadas y llevar los Ags ingeridos hacia la via citosélica de presentacidon de antigénica. Este
proceso se conoce como presentacion cruzada (Albert et al., 1998). En ocasiones la presentacion
antigénica por parte de la CPA no es tan eficiente y por tanto, se requiere de la participacién de
los linfocitos T CD4". Esta implicacién de los linfocitos T CD4" se puede producir de dos maneras
diferentes, por una parte pueden secretar citocinas necesarias para la activacién de los linfocitos
T CD8" como IL-2 o IFNy, y por otra parte pueden aumentar la eficacia de las CPA a la hora de

activar a los linfocitos T CD8" mediante la unién CD40-CD40L, que produce aumento de expresidn
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de moléculas coestimuladoras y secrecion de citocinas que favorecen la diferenciacion de los
linfocitos T CD8" como la IL-12 (Zhang et al., 2009). Este fendmeno se conoce como autorizaciéon

de la CPA (Lanzavecchia, 1998).

Una vez activadas, las células T CD8" se unen a las células diana mediante interaccion
entre su TCR y el Ag presentado en MHC-I, provocando una reorientacion del citoesqueleto que
permite que los granulos liticos, donde se encuentran las moléculas citotdxicas, se orienten hacia
la zona donde est3 la célula diana (Anikeeva and Sykulev, 2011). El contenido de estos granulos
son proteinas que una vez liberadas van a provocar efectos citotdxicos en la célula diana. Por un
lado estan las granzimas, que son unas serina-proteasas que ponen en marcha diferentes
programas de muerte celular activando directamente a caspasa 3 o a través de la unién a la
molécula proapoptdtica Bid (Sutton and Trapani, 2010). Las granzimas se translocan a las células
diana gracias a la accidn de otro tipo de proteina contenida en los granulos, como es la perforina.
Esta proteina forma un complejo junto con granzimas y serglicinas, el cual penetra en la célula
diana por endocitosis. Una vez dentro, la perforina facilita la liberaciéon de las granzimas al
citoplasma de la célula diana (Metkar et al., 2002). Otra manera de inducir muerte celular es
mediante la expresidon de FasL, el cual es capaz de activar la cascada de caspasas e inducir

apoptosis en la célula diana al unirse a Fas (Shresta et al., 1998).
1.2. Linfocitos T CD4".

Los linfocitos T CD4" o colaboradores (Th) son células que tienen la capacidad de
organizar y dirigir la respuesta inmunolégica mas eficaz frente al tipo de patdgeno que la
desencadena. Esto es posible debido a que durante su activacidon por parte de una CPA, estas
células van a sufrir un proceso de diferenciacién funcional dando lugar a distintas subpoblaciones
caracterizadas por la produccién y secrecion de un patrén de citocinas caracteristico. En este
proceso, las CPA, ademas de presentar el Ag a las células T CD4" naive, en este caso en moléculas
MHC-II, y de suministrar las sefales coestimuladoras necesarias para su activacion, van a producir
citocinas que regulan el programa de diferenciacién funcional del linfocito T CD4". Cada una de
las subpoblaciones funcionales de linfocitos T CD4" va a estar especializada en combatir un tipo

particular de patdgenos, como comentaremos a continuacion (Figura 1).
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Figura 1. Diferenciacion funcional de las células T CD4" naive tras el contacto con el antigeno. En funcién del
ambiente de citocinas presente durante el momento de la activacién por parte del Ag, las células T CD4" naive se
diferencian hacia células Thl, Th2, Thl17, Th9, Treg y T¢.. Estas subpoblaciones tienen un patrén de expresién de
citocinas caracteristico que les permite desarrollar sus funciones en la respuesta inmune.

1.2.1. Células Th1.

Se encargan de neutralizar infecciones por bacterias intracelulares y virus mediante la
secrecion de IFNy, TNFa e IL-2. Estas citocinas participan en la activacion de células fagociticas y
citotéxicas como macréfagos, células NK y células T CD8", que se encargaran de eliminar a las
células infectadas (Nathan et al., 1983; Britton et al., 1998; Trinchieri, 2003; Zhang et al., 2009).
Por el contrario, la activacién aberrante de las células Thl puede contribuir al desarrollo de
enfermedades inflamatorias y autoinmunes como la enfermedad de Crohn, diabetes tipo 1y

esclerosis multiple (Lazarevic and Glimcher, 2011).

La diferenciacién hacia células Th1l esta regulada por el factor de transcripcion T-bet,
siendo necesaria la presencia de IFNy e IL-12 durante la activacién de la célula T CD4" naive para
su expresién (Wenner et al.,, 1996). La IL-12 producida por las CPAs tras el contacto con el

patégeno induce la secrecion de IFNy por parte de las células NK (Orange and Biron, 1996). La
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célula T CD4" naive es estimulada a través del TCR en presencia de este IFNY, el cual sefaliza a
través de IFNYR y STAT-1, generando una primera induccién del factor de transcripcidon T-bet
independiente de IL-12, la cual induce la expresion de IFNY. Esta induccion de T-bet junto con el
cese de la estimulacion antigénica a través del TCR y el efecto de la IL-2 via STAT-5, producen un
aumento en la expresion de la subunidad especifica del receptor de la IL-12 (IL-12R[3,), haciendo
sensible a la célula a los efectos de la IL-12. La seiializacién de la IL-12 via STAT-4 origina una
segunda induccion de T-bet, lo cual es requerido para la estabilizacion del fenotipo (Thieu et al.,

2008; Schulz et al., 2009; Liao et al., 2011; Lazarevic et al., 2013) (Figura 2).
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Figura 2. Diferenciacion Thl. La IL-12 producida por las CPAs tras el contacto con bacterias intracelulares y virus
induce la produccién de IFNY por parte de las células NK. La estimulacién de la célula T CD4" naive a través del TCRy la
sefializacion de IFNy via IFNYR y STAT-1 induce una primera induccién de T-bet que da inicio a la diferenciacién Thl
mediante la produccién de IFNy. Ademads T-bet junto con la sefializacion de la IL-2 via STAT-5, induce la expresion de
IL-12RPB, haciendo sensible a la célula a los efectos de la IL-12, que a través de STAT-4 produce una segunda induccion
de T-bet que da lugar a la estabilizaciéon del fenotipo.
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1.2.2. Células Th2.

Son células implicadas en combatir infecciones por helmintos mediante la secrecién de
citocinas como la IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13. Tradicionalmente se han asociado a una respuesta de
tipo humoral, aunque se ha descrito que son las células T foliculares (Tg4) y no las células Th2 las
encargadas de entrar al foliculo y ayudar a las células B en la formacion de los centros germinales

(Breitfeld et al., 2000).

La diferenciacion de las células Th2 requiere la interaccidon con poblaciones especificas de
DCs que favorecen su diferenciacion. Estas DCs expuestas a Ags helminticos y a alarminas como la
linfopoyetina estromal timica (TSLP) sufren un aumento en la expresién de los factores de
transcripcién STAT-5 e IRF4, responsables de la regulaciéon de la expresion de diferentes
moléculas en las DCs con el fin de favorecer la diferenciacidon Th2. Se produce un aumento en la
expresion de CD40, que conduce a un aumento en la expresién de OX40L, se induce una
disminucion de la expresiéon de moléculas coestimuladoras, que provoca una estimulacion mas
débil del TCR, y también se inhibe la secrecidon de IL-12, la cual induce diferenciacion Thl. Todas
estas sefales provenientes de las DCs favorecen la diferenciacion Th2 (Hussaarts et al., 2014;
Tjota and Sperling, 2014). Durante la activacién por parte de la DC también es importante la
presencia de las citocinas IL-4 e IL-2 (Le Gros et al., 1990; Swain et al., 1990). La IL-4 a través de la
fosforilacién de STAT-6, permite la expresién del factor de transcripciéon GATA-3, el cual es
indispensable para la generacion de estas células Th2 y la produccién de su patrén de citocinas
caracteristico (Zhou and Ouyang, 2003). La fuente inicial de IL-4 son basdfilos activados que van a
los ganglios linfaticos y producen grandes cantidades de esta citocina (Sokol et al., 2008), aunque
también se ha visto que células T CD4" naive pueden producir IL-4 tras estimulacién antigénica en
ausencia de sefalizacidn a través del receptor de la IL-4 (IL-4R) (Noben-Trauth et al., 2000). La IL-
2 ejerce sus efectos a través de la activacidon de STAT-5, necesario también para la diferenciacién

hacia esta poblacion (Zhu et al., 2003) (Figura 3).
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Figura 3. Diferenciacién Th2. La estimulacién de una célula T CD4" naive a través del TCR por una CPA que ha estado
en contacto con Ags helminticos junto con la IL-4 producida por basdfilos activados, que sefializa a través de IL-4R-
STAT-6, dan lugar a la expresién del factor de transcripcion GATA-3, el cual induce la sintesis del patrén de citocinas
caracteristico de las células Th2. La IL-2 también induce la produccion de IL-4 a través de STAT-5.

En el transcurso de una respuesta polarizada hacia el tipo Th2, la IL-4 induce el cambio de
isotipo en las células B hacia 1gG1 e IgE (Zhu, 2015). La IgE unida a antigenos polivalentes es
reconocida por receptores FceRl de baséfilos y mastocitos, produciendo entrecruzamientos de
estos receptores y llevando a la activacién de estas células, las cuales liberan citocinas como IL-4,
IL-5 e IL-13, histamina y otros mediadores vasoactivos contenidos en sus granulos. La
degranulacion de estas células provoca un aumento del flujo sanguineo y un aumento de la
permeabilidad vascular que va a facilitar el reclutamiento de células inflamatorias, también se
produce un aumento de la producciéon de moco por parte de las células epiteliales que favorece
la inmovilizacién del pardsito y la proteccién del tejido, y por Ultimo se produce contraccidn del
musculo liso, que permite la expulsién del parasito (Urb and Sheppard, 2012). La produccion de
IL-5 favorece el reclutamiento, supervivencia y funcién efectora de los eosinéfilos (Yamaguchi et
al., 1988). Por el contrario, una actividad excesiva de estas células Th2 se relaciona con la

aparicidon de enfermedades alérgicas (Barrett and Austen, 2009).
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1.2.3. Células Th17.

Son células que se caracterizan por la secrecion de IL-17A, IL-17F, IL-21, I1L-22, IL-10 y GM-
CSF, que les permite actuar frente a infecciones por bacterias extracelulares y hongos. Por un
lado, inducen la produccién de citocinas proinflamatorias como TNF-o., IL-6 o G-CSF por parte de
células residentes en los tejidos, como fibroblastos y células endoteliales (Martinez et al., 2008), y
por otro lado, favorecen la proliferacién y reclutamiento de neutrdfilos al foco inflamatorio
(Mantovani et al., 2011). Un exceso de respuesta de estas células Th17 se asocia con la aparicion
enfermedades inflamatorias autoinmunes como artritis reumatoide, esclerosis multiple,
enfermedad inflamatoria intestinal y psoriasis (Toh and Miossec, 2007; Aranami and Yamamura,

2008; Di Cesare et al., 2009; Neurath, 2014).

Recientemente se ha demostrado la existencia de diferentes subpoblaciones de células
Th17 en funcién del ambiente de citocinas en el que se generan y de la capacidad para inducir
inflamacién (Lee and Kuchroo, 2015). Por un lado, estan las células generadas en presencia de
TGFB1 e IL-6, denominadas células Th17 no patogénicas, las cuales no producen inflamacién e
incluso inhiben el desarrollo de autoinmunidad mediante la produccién de IL-10 (McGeachy et
al., 2007), y por otro lado estan las células Th17 patogénicas, las cuales se generan en presencia
de IL-23, donde se inhibe la produccién de IL-10 y se induce la secrecién de GM-CSF e IL-22
(Kreymborg et al., 2007; Codarri et al., 2011; Lee and Kuchroo, 2015).

La diferenciacion hacia células Th17 requiere durante el reconocimiento antigénico inicial
la presencia de TGFB1 e IL-6 (Veldhoen et al., 2006). Ademds de su capacidad para inducir la
expresion de Foxp3 y su papel en la diferenciacion de células T reguladoras (Tregs, ver mas
adelante), TGFB1 induce la expresiéon de RORyt, factor de transcripcién caracteristico de esta
poblaciéon (Zhou et al.,, 2008). Por su parte la IL-6 mediante la activacién del factor de
transcripcién STAT-3, participa en la inducciéon de la expresién de RORyt e inhibe la expresidn de
Foxp3 inducida por TGFB1 (Yang et al., 2007; Yang et al., 2008). El TGF31 también actua de
manera indirecta impidiendo la diferenciacién hacia células Thl y Th2 mediante la inhibicion de
los factores de transcripcion STAT-4 y GATA-3 respectivamente (Das et al.,, 2009). La IL-21,
producida en gran cantidad por las células Th1l7, es capaz de inducir la diferenciacidn hacia
células Th17 en ausencia de IL-6, evidenciando un papel en la amplificacion de esta poblacién
(Korn et al., 2007). Recientemente se ha discutido el papel del TGFP1 en la diferenciacion a

células Th17 debido a que se puede inducir esta poblacion en ausencia de TGF1 y en presencia
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bien de IL-1[B, IL-6 e IL-23 o de TGFP3 e IL-6. En estas dos ultimas condiciones de diferenciacion
las células Th17 que se generan presentan un incremento en su potencial patogénico en
asociacion con la expresidon de un perfil de expresion génico diferente (Ghoreschi et al., 2010; Lee
et al., 2012). La activacién de STAT-3 por parte de la IL-6, IL-1f e IL-21 induce la expresidn del
receptor de la IL-23 (IL-23R), citocina clave para la expansién, mantenimiento y como se dijo
anteriormente, la adquisicion de un fenotipo mas patogénico (Ghoreschi et al., 2010). La IL-23 a
través de la activacion de STAT-3 y de la produccion de TGFP3, provoca un aumento en la
expresion de IL-23R, creando un bucle de amplificacion que permite el mantenimiento de la

poblacién (Ghoreschi et al., 2010; Lee et al., 2012) (Figura 4).
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Figura 4. Diferenciacidon Th17. Tras el contacto de las CPAs con bacterias extracelulares y hongos, las células T CD4
naive son activadas en presencia de TGFJ e IL-6 dando lugar a la diferenciacién a células Th17. La sefializacion a través
de TGFP y la activacién de STAT-3 por parte de la IL-6 induce la expresion del factor de transcripcion RORYt, el cual
promueve la expresién de las citocinas caracteristicas de esta subpoblacion. La activacion de STAT-3 induce la
expresion de IL-23R, haciendo a la célula sensible a los efectos de la IL-23 y permitiendo la estabilizacion del fenotipo.
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1.2.4. Células Th9.

Es una poblacion celular descrita recientemente y caracterizada por la produccién de IL-9.
Estd implicada en la eliminacién de parasitos (Veldhoen et al., 2008). La secrecién de IL-9 por
parte de estas células induce la producciéon de citocinas tipo Th2 como la IL-5 y la IL-13 lo que
promueve un aumento en el nimero de basdfilos y de mastocitos (Licona-Limon et al., 2013). Se
ha descrito también una actividad protectora frente a tumores sélidos por parte de estas células
Th9, principalmente en melanoma, mediante la activacion de mastocitos y el reclutamiento al
tejido tumoral de DCs que permiten la activaciéon de células T CD8" citotdxicas (Lu et al., 2012;
Purwar et al., 2012). Como contrapunto, esta células se han visto implicadas en el desarrollo de
enfermedades atépicas, enfermedad inflamatoria intestinal y esclerosis multiple (Kaplan et al.,

2015).

La diferenciacion hacia esta poblacién requiere la presencia de IL-4, TGFJ e IL-2. La IL-4
actla a través de la fosforilacion del factor de transcripcidon STAT-6, el cual por un lado inhibe a
los factores de transcripcion Foxp3 y T-bet, inhibidores de la produccion de IL-9, y por otro lado
induce la expresion de IRF4 , BATF y GATA-3, factores de transcripcidon implicados en la expresidn
de IL-9 (Dardalhon et al., 2008; Staudt et al., 2010; Goswami et al., 2012; Jabeen et al., 2013). El
TGFp favorece la diferenciacion a células Th9 mediante la activacidn de las proteinas Smad2/3,
las cuales forman un complejo con IRF4 en el promotor de la IL-9, necesario para su expresion
(Tamiya et al., 2013). TGFP también actua mediante la induccidn de PU.1, que es un factor de
transcripcién que induce la expresién de IL-9 (Chang et al., 2010). El efecto de la IL-2 sobre la
diferenciaciéon a esta poblacion celular es dependiente de STAT-5, el cual es capaz de unirse al
promotor de la IL-9 y activarlo compitiendo ademas por la unidn al promotor con Bcl-6, inhibidor

de la expresion de IL-9 (Liao et al., 2014).
1.2.5. Células T reguladoras.

El SI en su lucha constante frente a todo tipo de agentes externos puede dar lugar a
situaciones potencialmente peligrosas en las que es necesario regular su respuesta. Para ello el Sl
cuenta con diversos mecanismos reguladores englobados bajo el término de tolerancia
inmunoldgica. Estos mecanismos son necesarios para el control de la respuesta frente a
elementos contra los que no nos interesa actuar como antigenos propios, antigenos ambientales,
antigenos alimentarios o microorganismos comensales, previniendo estados de autoinmunidad,

inflamacién y dafio tisular. Uno de estos mecanismos es la existencia de células con actividad
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supresora entre las que se encuentran las células Tregs, caracterizadas por la expresion del factor
de transcripciéon Foxp3 y de la cadena o del receptor de la IL-2, el CD25 (Sakaguchi et al., 1995;
Fontenot et al., 2003; Hori et al., 2003; Khattri et al., 2003).

La actividad supresora de estas células tiene lugar a través de distintos mecanismos que
implican a diferentes moléculas. La expresién de altos niveles de CD25 provoca un alto consumo
de IL-2, citocina necesaria para la supervivencia y proliferacion de células T efectoras (Pandiyan
et al., 2007). CD39 y CD73 son ectoenzimas que se encargan de hidrolizar ATP a adenosina, la
cual tiene efectos inhibitorios en células T activadas (Deaglio et al., 2007). La modulacién de la
actividad de las CPAs es otro mecanismo de supresion de las células Tregs, el cual requiere la
expresion de diferentes moléculas. CTLA-4 es una molécula de superficie expresada por las
células Tregs que estd implicada en su funcidn supresora debido a que produce una disminucién
de la expresién de las moléculas coestimuladoras CD80 y CD86 en las DCs mediante endocitosis
(Qureshi et al., 2011). Asi mismo, la interaccidon entre CTLA-4 y CD80 y CD86 promueve la
produccidn en las DCs de indolamina 2,3-dioxigenasa (IDO), la cual interviene en el catabolismo
del triptéfano produciendo kinureninas y otros metabolitos con un potente efecto
inmunosupresor en las células de su entorno (Fallarino et al., 2003; Fallarino et al., 2006). LAG-3
es una molécula expresada en la superficie de las células Tregs que se une al MHC-II de las DCs
suprimiendo su maduracion y sus efectos coestimuladores (Liang et al., 2008), mientras que la
neuropilina-1 facilita el establecimiento de contactos de larga duracién con la CPA permitiendo
la ejecucion de sus funciones supresoras (Sarris et al., 2008) y su interaccidn con sus receptores
especificos incrementa la estabilidad fenotipica de las células Tregs (Delgoffe et al., 2013). La
secrecidon de citocinas inmunosupresoras como IL-10, IL-35 o TGFf, es otro mecanismo de
actuacién de las células Tregs (von Boehmer, 2005; Collison et al., 2007). Por ultimo, otro
mecanismo por el cual las células Tregs regulan la respuesta inmunolédgica es mediante la
induccion de muerte en las células efectoras a través de la liberacion de granzima B (Gondek et

al., 2005).

Las células Tregs en funcion del lugar donde se generen se pueden clasificar en células
Tregs timicas (tTregs) y en células Tregs periféricas (pTregs), poblaciones con diferentes funciones
en el mantenimiento de la tolerancia inmunoldgica. Las células tTregs se generan en el timo
recibiendo una senal a través del TCR de mayor afinidad que la requerida para la diferenciacion
de las células T convencionales. Esta autorreactividad controlada les permite prevenir estados de

autoinmunidad, suprimiendo la respuesta frente a Ags propios (Jordan et al., 2001; Samy et al.,
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2006). Se ha descrito que las sefales a través del TCR llevan a un aumento en la expresion de
CD25, lo que conlleva un incremento en la sefalizacion por IL-2 y la induccién del factor de
transcripcién Foxp3, clave para la funcién de las células Tregs (Lio and Hsieh, 2008). La
coestimulacién a través del CD28 también tiene relevancia en la generacién de esta poblacidn, ya
gue la ausencia de CD28 produce una reduccidén considerable de las mismas (Salomon et al.,
2000) y su activacion induce la expresion de Foxp3 en timocitos (Tai et al., 2005). El TGFJ3 no tiene
un papel tan importante como en la generacidn de células Tregs en la periferia, pero si se ha visto
gue contribuye a la supervivencia de los timocitos tras el fuerte reconocimiento del Ag regulando

la expresién de proteinas de la familia Bcl-2 (Ouyang et al., 2010).

Las células pTregs son generadas en la periferia con el objetivo de inducir tolerancia
frente a Ags externos (Curotto de Lafaille and Lafaille, 2009; Lee et al., 2011), aunque también
funcionan como una segunda oportunidad de las células T autorreactivas que escapan de la
seleccion timica de convertirse en células Tregs (Lathrop et al., 2008). La diferenciacion hacia esta
poblacién se ve favorecida con la estimulacidon a través del TCR con Ags de alta afinidad a bajas
dosis (Gottschalk et al., 2010) y en condiciones de exposicién continuada al Ag (Apostolou and
von Boehmer, 2004). La presencia de las citocinas TGFf e IL-2 inducen su diferenciacion mediante
la induccién de Foxp3 (Chen et al., 2003; Davidson et al., 2007) (Figura 5). TGFf} induce la
fosforilacién de las proteinas Smad2/3, las cuales se unen a la secuencia conservada no
codificante CNS1, cuya eliminaciéon produce provoca la pérdida selectiva de estas células pTregs,
demostrando la importancia del TGFB en la induccion de esta poblacién (Zheng et al., 2010). La
estabilidad del fenotipo se ve favorecida por la hipometilacion de la secuencia conservada no
codificante CNS2, lugar de unidon para factores de transcripcion importantes en esta poblacion

como son STAT-5 y el propio Foxp3 (Kanamori et al., 2016).
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Figura 5. Diferenciacién a células pTregs. Las células T CD4" naive tras el contacto con un Ag en la periferia en
presencia de TGFf e IL-2 se diferencia a células pTregs. TGFf a través de la ruta candnica Smad dependiente e IL-2
mediante la activacion de STAT-5 inducen la expresidn del factor de transcripcién Foxp3, el cual va a promover la
produccion del patrén de citocinas caracteristico de esta poblacidn.

1.2.6. Células T foliculares (T¢n).

Es una poblacién de células T CD4" especializada en proveer ayuda a las células B,
permitiéndoles llevar a cabo la formacién de centros germinales (CGs), estructuras
microanatémicas situadas en los foliculos de los drganos linfoides secundarios donde las células B
sufren los procesos de hipermutacién somatica (HMS), maduracidn de la afinidad y cambio de

isotipo, necesarios para la formacién de anticuerpos (Acs) de alta afinidad.

La existencia de ayuda de las células T CD4" a las células B en la produccién de Acs fue
descubierta en los afilos 60 al observarse que para producir Acs tras una inmunizacidon con
eritrocitos de oveja era necesaria la presencia tanto de células derivadas de la médula 6sea como
del timo. En este escenario, las células que provenian del timo no eran capaces de producir Acs
pero eran necesarias para inducir la produccion de Acs por parte de las células derivadas de la
médula dsea (Miller and Mitchell, 1968; Mitchell and Miller, 1968). Afios mas tarde se descubrid
el papel de la IL-4 como factor de crecimiento para las células B (Howard et al., 1982) y tras el
descubrimiento de las células T CD4" Th1-Th2, se asigné a las células Th2 productoras de IL-4 el
papel de células que ayudan a las células B a producir Acs (Mosmann et al., 1986). Con el tiempo

fueron apareciendo estudios que ponian en duda esta funcién de las células Th2 ya que la



16 ‘ Introduccion

deficiencia en IL-4 no reducia la generacion de CGs (Kopf et al., 1995). El descubrimiento de la
importancia de las interacciones entre CD40 en la célula B y CD40L en la célula T CD4" en la
formacion de CGs evidencio la necesidad de un contacto directo entre ambas poblaciones (Foy et
al.,, 1994). En este sentido se definid también la importancia de la expresidn de las moléculas
ICOS y SAP en las células T CD4" para la formacién de los CGs (Dong et al., 2001; Crotty et al.,
2003). En el afio 2000 aparecieron estudios proponiendo la existencia de una subpoblacion de
células T CD4" especializada en proveer ayuda a las células B en la produccién de Acs,
denominadas células T CD4" foliculares (Tru), caracterizadas por la expresiéon del receptor de
guimiocinas CXCRS5, el cual se une a CXCL13 permitiendo su localizacidn en el foliculo, ademas de
altos niveles de CD40L e ICOS (Breitfeld et al., 2000; Schaerli et al., 2000; Kim et al., 2001). Mas
tarde se describié la presencia de PD-1 en las células T CD4" del CG, definiéndose como un
marcador adicional de esta poblacion (Iwai et al., 2002; Haynes et al., 2007). La existencia de las
células Try como poblacién T CD4" independiente no fue totalmente aceptada hasta el afio 2009
con el descubrimiento del factor de transcripcion Bcl-6 necesario y suficiente para su

diferenciacién (Johnston et al., 2009; Nurieva et al., 2009; Yu et al., 2009).

La generacion de células Try es un proceso secuencial en la que intervienen distintos tipos
celulares y que tiene lugar en diferentes zonas de los érganos linfoides secundarios (Crotty,
2014). Esta diferenciaciéon a Try y la consecuente migracién hacia el foliculo, en lugar de
completar otros programas de diferenciacién que determinan salir del tejido linfoide hacia focos
de infeccion e inflamacién, es decidida en las primeras rondas de division tras el encuentro con el
antigeno (Choi et al., 2013). Se inicia en las regiones T del érgano linfoide secundario con la
activacion de las células T CD4" naive por parte de las DCs en presencia de citocinas como la IL-6 y
la IL-21 y de diferentes moléculas de coestimulacion. La IL-6 producida por las DCs en respuesta a
estimulos microbianos es uno de los factores iniciadores de la diferenciacién a células Tey (Qi,
2016). Este efecto estd mediado por la induccidn de Bcl-6 a través de la activacion de los factores
de transcripcion STAT-3 y STAT-1 (Nurieva et al., 2008; Choi et al., 2013) y de la induccién de la
expresion de IL-21, otra citocina implicada en la diferenciacion y mantenimiento de esta
poblacién (Eto et al., 2011). En la diferenciacidn de las células Try la IL-21, producida de manera
autocrina, promueve la expresion de Bcl-6 a través de la activaciéon de STAT-3 (Nurieva et al.,
2008; Vogelzang et al., 2008) (Figura 6). Estudios en humanos han demostrado que aparte de las
citocinas mencionadas anteriormente, la IL-12, IL-23 e incluso TGFJ, el cual en ratones tiene un
efecto inhibidor, estan también implicadas en la diferenciacién a células Try (Vinuesa et al., 2016).

La seializacidn a través de diferentes moléculas de coestimulacidon también es importante en el
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inicio de la diferenciacion a células Tey. La interaccidn entre ICOS en la célula T CD4" naive e ICOSL
en la DC induce la expresidn de Bcl-6 (Choi et al., 2011), la cual es mediada por la activacion de la
via fosfoinositol 3-kinasa (PI3K) que reprime la expresion del factor de transcripcién Foxo-1, un
inhibidor de la expresién de Bcl-6 (Stone et al., 2015). La sefializacion a través de CD28 en la
célula T CD4" y de CD40 en la DC es necesaria para la migraciéon de las células T CD4" hacia el
foliculo, permitiendo la interaccidon entre OX40 y OX40L, lo cual induce la expresion de CXCR5 en

la célula T CD4" (Walker et al., 1999; Fillatreau and Gray, 2003; Boettler et al., 2012).

Las citocinas e interacciones mencionadas anteriormente conducen a la expresidon de Bcl-
6, el factor de transcripcidon caracteristico de las células Try. Las funciones de Bcl-6 en la
diferenciacién a esta poblacién estan relacionadas con la regulacién de moléculas implicadas en
la migracion hacia el foliculo y con la represidén de otros destinos de diferenciacién (Qi, 2016). Bcl-
6 reprime la expresion de moléculas relacionadas con el posicionamiento fuera del foliculo, como
son CCR6, CCR7, PSGL1, EBI2 y S1P1 (Hatzi et al., 2015), mientras que induce la expresién de
CXCR5, receptor de quimiocinas necesario para la migracion hacia el foliculo (Yu et al., 2009)
(Figura 6). Existe una relacién de antagonismo reciproco entre Bcl-6 y Blimp-1, factor de
transcripcién inducido por la IL-2 e implicado en la diferenciacion hacia las poblaciones efectoras
Th1, Th2 y Th17 (Johnston et al., 2009; Crotty et al., 2010; Johnston et al., 2012). Ademas Bcl-6
reprime directamente la expresidon o funcidn de mediadores de la diferenciacién hacia estas
poblaciones efectoras como IFNyR1, T-bet y STAT-4 (Th1), GATA-3 (Th2) y RORyt, RORa e IL-17
(Th17) (Kusam et al., 2003; Nurieva et al., 2009; Yu et al., 2009; Hatzi et al., 2015). Se han descrito
otros factores de transcripcién implicados en la diferenciaciéon a células Try mediante la induccién
de Bcl-6 (BATF, TCF-1, LEF-1, EGR2 y EGR3), ICOS (TCF-1 y LEF-1), CXCR5 (ASCL2) e IL-21 (c-MAF y
BATF) (Vinuesa et al., 2016). A nivel postranscripcional también existe una regulacién de la
diferenciacién a esta poblacién a través de proteinas de unién a RNA y de microRNAs, que actlan
tanto potenciandola (miR-17~92 y miR-155) como reprimiéndola (Roquin y miR-146a) (Vinuesa

et al., 2016) (Figura 6).
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Figura 6. Inicio de la diferenciacién a célula T, En la zona T de los drganos linfoides secundarios las células T CD4"
naive activadas por las DCs en presencia de IL-6 e interacciones ICOS-ICOSL comienzan su diferenciacidn hacia células
Ten- La IL-6 producida por las DCs induce la sintesion de IL-21 y el factor de transcripcidn Bcl-6, a través de la activacion
de STAT-1y STAT-3. Bcl-6 activa la expresion de CXCR5, que en respuesta a la quimiocina CXCL13 provoca la migracién
de las células hacia la zona T-B. La produccion autocrina de IL-21 permite la estabilizacion del fenotipo mediante la
activacion de STAT-3.

Una vez las células T CD4" expresan el receptor de quimiocinas CXCR5 tras el contacto con
la DC, adquieren un fenotipo de células pre-Try y entre las 24 y 48 horas posteriores empiezan a
migrar hacia el foliculo. En la frontera entre la zona T y el foliculo (frontera T-B), los linfocitos pre-
Try se encuentran con las células B activadas por el antigeno, las cuales se localizan en esta zona
tras inducirse en ellas la expresién del receptor de quimiocinas CCR7, lo que les permite
abandonar la regién folicular (Reif et al., 2002; Kerfoot et al., 2011). Se establecen interacciones
T-B antigeno especificas de larga duracidon que permiten la completa diferenciacion a células Tg
(Okada et al., 2005; Haynes et al., 2007). La interaccion entre las células pre-Tgy y las células B es
estabilizada por la presencia de la proteina adaptadora SAP, presente en las células T CD4"y en
las células B, siendo su expresion en las células T CD4" imprescindible para la formacién de los
CGs (Crotty et al., 2003; Qi et al., 2008). SAP se une a proteinas de la familia SLAM (CD84, Ly108),
receptores expresados por las células T y B, que mediante asociaciones homofilicas cooperan en
la estabilizacion de los conjugados T-B. SAP actla tanto promoviendo sefiales positivas en la
célula T CD4" mediante la unién a CD84 que permiten la adhesién T-B, como evitando sefiales
negativas desencadenadas por Ly108 en la célula T CD4", compitiendo con la fosfatasa SHP-1 por
la unién a la misma (Cannons et al., 2010; Kageyama et al., 2012). La interaccion de las células

pre-Tey con células B antigeno especificas promueve la producciéon de IL-21 y una segunda
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induccion de Bcl-6 que permite la expansion y estabilizacion de la poblacidon (Baumjohann et al.,
2011; Goenka et al.,, 2011) (Figura 7). La sefalizacion a través de ICOS ademas de tener
importancia en favorecer la diferenciacion hacia célula Ty, se ha visto que tiene un papel en la
migracion de las células Tgy hacia el foliculo, promoviendo la motilidad de las células mediante la
generacidon coordinada de pseudépodos. Esta funcion de ICOS requiere la uniéon con ICOSL

procedente de células B antigeno inespecificas (Xu et al., 2013).

Las células Try en la frontera T-B inducen la proliferacién extrafolicular de las células B
antigeno especificas con las que interaccionan, las cuales pueden seguir una ruta extrafolicular,
productoras de Ac de baja afinidad y vida media corta, o folicular, dando lugar a la formacién de
los CGs, donde se convertiran en células productoras de Ac de alta afinidad y vida media larga
(De Silva and Klein, 2015). Las células Ty migran hacia el foliculo junto con las células B con
destino folicular pasando a formar parte del CG, donde van a adquirir un fenotipo mdas maduro
con los niveles de expresiéon mas altos de Bcl-6, CXCR5, PD-1, ICOS y SAP, asi como la secrecidn de

moléculas como CXCL13, IL-21 e IL-4 principalmente (Crotty, 2014) (Figura 7).

Una vez en el CG, las células T siguen requiriendo contacto con las células B del centro
germinal (B CG) para el mantenimiento del fenotipo, estando la frecuencia de ambas poblaciones
positivamente correlacionada (Rolf et al.,, 2010). En esta fase sigue siendo imprescindible Ia
expresion de SAP, necesaria para el reclutamiento y mantenimiento en el CG de las células T4 (Qi
et al., 2008). Al contrario que en la frontera T-B, las interacciones entre la célula Ty vy la célula B
CG son de corta duracién (Allen et al., 2007). Sin embargo presentan un darea de contacto
elevado, proporcional al nivel de presentacion antigénica y a la coestimulacién mediada por
ICOSL, que producen un aumento en la liberacion de calcio intracelular en la célula Tey (Shulman
et al., 2014; Liu et al., 2015). La interaccién ICOS-ICOSL ademas de permitir estos contactos
funcionales también induce la movilizacién de CD40L a la superficie de la célula Tgy, sefial de
supervivencia para las células B CG y que a su vez induce mas expresion de ICOSL en las mismas,

estableciéndose una retroalimentacion positiva entre ambas poblaciones (Liu et al., 2015).
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Figura 7. Diferenciacion secuencial de las células T;. En la zona T de los OLS las DCs activan a las células T CD4" naive,
las cuales en presencia de IL-6 y de interacciones entre diferentes moléculas coestimuladoras como ICOS-ICOSL,
expresan el factor de transcripcion Bcl-6 y el receptor de quimiocinas CXCR5, que les permite migrar hacia la zona T-B,
denominandose células pre-Tey. En la frontera T-B las células pre-Tyy se encuentran con células B activadas por el
mismo Ag que han migrado desde el foliculo, produciéndose una interaccion Ag especifica, la cual es estabilizada
mediante interacciones entre proteinas de la familia SLAM. La produccién de IL-21 por las células T CD4* por un lado
induce la diferenciacion de las células B a células B CG, y por otro lado promueve una segunda induccién de Bcl-6 en
las células pre-Tyy que permite la estabilizacidon del fenotipo y la migracidn junto con estas células B CG al foliculo,
donde se formara el CG. Una vez alli, las células Tgy proporcionan sefiales de supervivencia a las células B CG con
mayor afinidad por el Ag, mediante interacciones CD40-CD40L y la secrecién de I1L-4 e IL-21.

Las células Try se situan en la zona clara del CG con la funcidn de seleccionar aquellas
células B CG que tras haber sufrido mutaciones en las regiones variables de su receptor
antigénico (HMS), presenten mayor afinidad por el Ag frente al que se estad desarrollando la
respuesta, proceso que se conoce como maduracién de la afinidad. La seleccién consiste en
proveer sefiales de supervivencia a aquellas células B CG que consigan interaccionar con ellas, las
cuales seran las de mayor afinidad por el Ag. Esto es debido a que las células B CG de mayor
afinidad tienen ventaja a la hora de captar el Ag presente en las células dendriticas foliculares
(FDCs) y por tanto expresan mayor cantidad de moléculas MHC-II presentando el Ag a las células
Tew, las cuales actian como factor limitante (Victora et al., 2010). Las interacciones de corta
duracidn entre las células Try y las células B CG permiten a las células Try poder interaccionar con
muchas células B CG y asi seleccionar aquellas con mayor afinidad. PD-1 tiene un papel
importante en la funcidn de las células Try. Por una parte actua limitando la proliferacién de las

células Try, permitiendo que actuen como factor limitante, y por otro lado actia favoreciendo las
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interacciones de corta duracién mediante la inhibicién de las sefales de restriccién del
movimiento inducidas tras la estimulacion del TCR (Sage and Sharpe, 2016). Las sefiales de
supervivencia estan mediadas por CD40L, IL-4 e IL-21, necesarias para la supervivencia de las
células B CG y su diferenciacion a células plasmaticas productoras de Ac de alta afinidad y células
B memoria de vida media larga o para recircular hacia la zona oscura y sufrir mas rondas de
proliferacién e HMS (Crotty, 2011; Vinuesa et al., 2016). Las células Try también participan en el
cambio de isotipo de las inmunoglobulinas, proceso que determina su funcién efectora, mediante
la expresion de CD40L y la secrecidn de diferentes citocinas que dirigen el cambio a un
determinado subtipo (Reinhardt et al., 2009). De este modo, la IL-4 secretada por las células Tgy
induce preferentemente el cambio a I1gG1 e IgE, IFNy a 1gG2a y TGFf} a 1gG2b e IgA (Bossie and
Vitetta, 1991; Mclintyre et al., 1993; Cerutti, 2008; Reinhardt et al., 2009; Kashiwada et al., 2010).

Recientemente se ha descrito la existencia de diferentes poblaciones o estadios de células
Ten con funciones y localizaciones diferentes dentro del CG en funcién de la secrecion de IL-21 o
IL-4. De este modo las células Try secretoras de IL-21 tienen una localizacién mas préxima a la
zona oscura, participando en la seleccion de las células B CG de mayor afinidad e induciéndoles la
expresion de Bcl-6. Por su parte las células Try secretoras de IL-4 se encuentran en una zona mas
alejada de la zona oscura participando en la induccién del cambio de isotipo, de acuerdo a la
mayor expresion de CD40L, y en la diferenciacion de las células B CG a células plasmaticas

mediante la induccion del factor de transcripcién Blimp-1 (Weinstein et al., 2016).

Una vez que las células Try han seleccionado a las células B CG de mayor afinidad, estas
no se quedan confinadas en el CG. Pueden salir del CG y entrar en otros CGs diferentes,
favoreciendo de esta forma la diversificacién de la respuesta humoral (Shulman et al., 2013).
Otro destino posible es convertirse en células Try memoria regulando negativamente la expresiéon
de Bcl-6, CXCR5 y PD-1. Estas células recuperan rdpidamente el fenotipo ante una re-exposicion

al Ag (Weber et al., 2012).

La desregulacién de las células Try esta relacionada con el desarrollo de diferentes
enfermedades. Las células Tr4 son inducidas tras procesos infecciosos, siendo importantes para el
desarrollo de Acs y el aclaramiento del patdgeno. Por tanto, una disminucién de la frecuencia de
esta poblacién estd relacionada con fallos en el control de la infeccién (Harker et al., 2011). En la
infeccidn por el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) las células Try estan relacionadas con
la generacién de Acs neutralizantes (Locci et al., 2013). Sin embargo, no siempre existe una fuerte

correlacién entre estos parametros, esto es debido a que las células Try de los pacientes con VIH
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tienen un defecto la produccién de IL-21, importante para la seleccién de células B CG de alta
afinidad (Cubas et al., 2013). La importancia de las células Try en procesos infecciosos las ha
llevado a convertirse en una diana a estudiar para la mejora de la eficacia de las vacunas,
mediante el aumento de su frecuencia o de su funcién (Linterman and Hill, 2016). Por el
contrario, un aumento descontrolado en el nimero de células Try estd asociado con la aparicion
de enfermedades autoinmunes mediadas por Acs tales como el lupus eritematoso sistémico, la
dermatomiositis juvenil, el sindrome de Sjogren y la diabetes tipo 1, cuyos pacientes presentan
niveles aumentados de células Try y de IL-21 (Scherm et al., 2016). La implicacion de las células
Try en autoinmunidad fue demostrada por primera vez en el ratédn sanroque, el cual tiene una
mutacion en la proteina de unién a RNA roquin que le impide inhibir la expresiéon de ICOS,
causando un exceso en la generacion de células Tgy y en la produccién de IL-21 (Vinuesa et al.,

2005; Linterman et al., 2009).
1.2.7. Células T foliculares reguladoras (Tg).

Recientemente se ha descrito la existencia de una subpoblacion de células T reguladoras
presente en el CG especializada en suprimir respuestas mediadas por células B, denominada
células Trr (Chung et al., 2011; Linterman et al., 2011; Wollenberg et al., 2011). Se caracterizan
tanto por la expresidn de moléculas caracteristicas de células Tregs (Foxp3, CD25, GITR y CTLA-4)
como de células Try (Bcl-6, CXCR5, PD-1 y ICOS) (Linterman et al., 2011). Su origen son células
Tregs de origen timico que tras la presentacién antigénica por parte de las DCs en los érganos
linfoides secundarios expresan moléculas que les permiten migrar hacia el foliculo, donde
adquieren el fenotipo completo de células Ty tras interaccionar con células B CG de manera muy

similar a las células Try (Sage and Sharpe, 2016).

Las células Trz ejercen su funcidn de supresion tanto sobre las células Tgy como sobre las
células B CG. En las células Tgy inhiben la secrecion de citocinas como IL-21 e IL-4 ademas de
impedir su expansidon mediante la inhibicidn de Ki67, aunque sin afectar a la expresién de Bcl-6 y
CXCRS5 (Sage et al., 2014). En las células B CG disminuyen la expresion de GL7 y de CD80, ademds
de inhibir la HMS y el cambio de isotipo (Sage et al., 2014; Sage and Sharpe, 2016). Estos efectos
sobre las células Try y B CG estdn mediados por la expresién de CTLA-4 ya que su ausencia en las

células T les hace perder su capacidad de supresion (Sage et al., 2014).
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2. Linfocitos B.

Las células B son los linfocitos responsables de la produccién de Acs durante la respuesta
humoral. Reconocen Ags en su forma nativa a través de su receptor antigénico (BCR), lo que les
permite activarse y producir Acs frente a ese mismo Ag. Existen diferentes tipos de células B en

funcién de su origen, localizacion y funcién.
2.1 Células B-1.

Es una poblacién con caracteristicas tanto de células de la respuesta inmune adaptativa
como de la innata que se encarga de responder rdpidamente a infecciones, estando limitada a un
determinado rango de Ags timo-independientes (Tls) (Montecino-Rodriguez and Dorshkind,
2006). Esta situada principalmente en la cavidad peritoneal y pleural, siendo minoritaria en los
drganos linfoides secundarios (Kantor and Herzenberg, 1993). Su origen y desarrollo tiene lugar
de manera temprana en el higado fetal principalmente, aunque también se ha visto que pueden
ser generadas minoritariamente en la médula odsea del adulto (Montecino-Rodriguez and
Dorshkind, 2006). Por este motivo, su principal mecanismo de mantenimiento es la
autorrenovacién. Estas células tienen una proliferacién limitada para reemplazar a las células que

se mueren y asi poder mantener una poblacidn estable en el tiempo (Baumgarth, 2011).

Se distinguen dos poblaciones de células B-1 (B2207°CD19°CD43*IgM") en funcién de la
expresion de CD5: las células B-1a (CD5%) y las células B-1b (CD5) (Kantor and Herzenberg, 1993).
Las células B-1a estan implicadas en la generacidn de Acs naturales, generados sin necesidad de
haber estado expuesto al patégeno, que son importantes en los estadios tempranos de la
infeccién (Haas et al., 2005). Estos Acs naturales se unen también a Ags propios, por lo que estas
células estdn asociadas al desarrollo de patologias autoinmunes (Viau and Zouali, 2005). En
cambio, las células B-1b producen Acs de tipo IgM tras exposiciéon al patégeno y también son
responsables de la generacion de células B memoria de vida media larga de tipo Tl, confiriendo

proteccion de larga duracién (Alugupalli et al., 2004; Haas et al., 2005).
2.2 Células B-2.

Son denominadas también como células B convencionales, siendo la poblacién de células
B mayoritaria en los érganos linfoides secundarios y sangre. Se empiezan a desarrollar al final del

periodo neonatal en la médula désea (Herzenberg and Tung, 2006). Dentro de las células B
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convencionales se distinguen dos poblaciones con funcién y localizacién diferente, las células B

de la zona marginal (B ZM) y las células B foliculares.
2.2.1. Células B ZM.

Esta poblacién estd localizada en el bazo, mas concretamente en la zona marginal, situada
entre el tejido linfoide de la pulpa blanca y la circulacién sanguinea, lo que le permite estar
expuesta a una gran cantidad de Ags procedentes de la sangre, y por tanto ser la primera linea de
defensa frente a patogenos circulantes (Cerutti et al.,, 2013). Gran parte de estas células se
caracterizan por presentar menor diversidad de reconocimiento antigénico, expresando BCRs
polirreactivos que son capaces de unirse a multiples patrones moleculares microbianos. Ademas,
tienen una elevada expresién de TLRs, por lo que el reconocimiento a través del BCR y de los TLRs
de moléculas microbianas permite la activacion y produccién de Acs de baja afinidad de manera
temprana que confieren protecciéon cuando adn no se han generado respuestas de alta afinidad
(Cerutti et al., 2013). Al igual que las células B-1, las células B ZM también se caracterizan por la
produccién de Acs naturales en condiciones homeostaticas (Martin and Kearney, 2002). Aunque
tradicionalmente han estado asociadas a respuestas innatas, las células B ZM también responden
frente a Ags timo-dependientes (TDs), siendo capaces de presentar Ags y activar a células T CD4"
naive (Attanavanich and Kearney, 2004). Forman parte tanto de la respuesta extrafolicular,
dando lugar a plasmablastos de vida media corta que secretan Acs de baja afinidad (Chappell et
al., 2012), como de la formacién de CGs, sometiéndose a HMS y cambio de isotipo, y dando lugar
a plasmablastos de vida media larga productores de Acs de alta afinidad y a células B memoria
(Song and Cerny, 2003). Otra manera de favorecer la respuesta folicular es mediante el depdsito
de Ags sanguineos en las FDCs del foliculo, mediante la disminucion de la expresion de los
receptores S1P1 y S1P3, responsables de su localizacién en la zona marginal, haciendo que
predominen las sefiales provenientes de CXCR5, que favorece la migracidn al foliculo (Cinamon et

al., 2008).
2.2.2. Células B foliculares.

Es la poblacién de células B mas importante y mayoritaria en los érganos linfoides
secundarios y en la sangre. Se caracteriza por poseer una gran diversidad de BCRs capaces de
reconocer de manera especifica un amplio repertorio de Ags, estando especializada en la
respuesta frente a Ags TDs, dando lugar a células de vida media larga productoras de Acs de alta

afinidad y a células B memoria. Al contrario que las células B ZM, se encuentran continuamente
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recirculando a través de la circulacion sanguinea a los foliculos de los diferentes érganos linfoides

secundarios en constante busqueda de Ag (Allman and Pillai, 2008).
2.3 Células B reguladoras.

Es una poblacion heterogénea que se caracteriza por poseer una actividad supresora
importante en el freno de la inflamacion proveniente de procesos autoinmunes o infecciones sin
resolver (Mauri and Bosma, 2012). Ejercen su actividad supresora principalmente mediante la
secrecion de IL-10 y TGFB. La secrecidon de estas citocinas tiene efectos inhibitorios sobre
poblaciones efectoras como las células Thl y Th17 (Carter et al.,, 2012), y favorece la
diferenciaciéon de las células T CD4" hacia células Tregs (Amu et al., 2010). Las células B
reguladoras controlan también la respuesta inmune mediante la expresidon de ligandos que

inducen apoptosis en las células diana como FasL, TRAIL o PD-1L (Berthelot et al., 2013).
2.4 Ontogenia de las células B convencionales.

Las células B convencionales se desarrollan primero en la médula 6sea donde adquieren
la capacidad de expresar un BCR funcional, migrando posteriormente al bazo, donde completan
su diferenciacion y maduracién. Durante este proceso atraviesan una serie de estadios definidos
por los reordenamientos génicos de las inmunoglobulinas (Ig) del BCR y por la expresién de

diferentes moléculas en su superficie.

En la médula dsea se encuentran las células madre hematopoyéticas pluripotentes,
donde residen a lo largo de toda la vida del organismo dando lugar al progenitor linfoide comun,
a partir del cual se genera la célula pro-B (Melchers, 2015). La célula pro-B se caracteriza por la
expresion de moléculas especificas de las células B como el B220 y el CD19 (Hardy et al., 2007),
ademas de por el reordenamiento de las regiones variables de la cadena pesada de las Igs (lgy).
Se denomina célula pro-B temprana cuando ha reordenado Dy-Jy y célula B tardia cuando realiza
el reordenamiento Vy-DJy (Busslinger, 2004). Cuando el reordenamiento ha sido productivo, la Igy
con una regién constante p se asocia a una pseudo cadena ligera (VpB 0 A5), formando el
denominado pre-BCR, el cual se expresa en la superficie junto con las moléculas de sefializacion
Iga e IgP. Este estadio de desarrollo, denominado célula pre-B grande constituye un punto de
control en el desarrollo de las células B, ya que si no hay sefializacién a través del pre-BCR las
células sufren apoptosis al no recibir sefiales de supervivencia (Herzog et al., 2009). Esta
sefializacion a través del pre-BCR impide que se reordene el segundo alelo de la Igy (exclusién

alélica) mediante la inhibicién de la expresion de la maquinaria de recombinacién (RAG1-RAG2),
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asegurando la expresidn de una Igy Unica (Grawunder et al.,, 1995). Por otra parte, también
induce proliferacion celular y el paso a célula pre-B pequena donde ya no hay expresion del pre-
BCR y se produce el reordenamiento de la cadena ligera (Ig.) (Geier and Schlissel, 2006). Cuando
la célula B reordena de manera productiva la Ig, y expresa en su superficie una Ig completa (BCR),
en este caso una IgM, se le denomina célula B inmadura. En caso de no conseguir
reordenamientos productivos y ser incapaz de formar un BCR, las células mueren mediante

apoptosis (Lu and Osmond, 2000) (Figura 8).

La recombinacion aleatoria que sufren los genes de las Igs conduce a la creacion de un
amplio repertorio de células B con gran diversidad de reconocimiento antigénico. Sin embargo,
esta aleatoriedad puede desencadenar la generacion de células B con BCRs que reconocen Ags
del propio organismo. Con el objetivo de evitar la presencia de células B autorreactivas, los
precursores B inmaduros son sometidos en la médula 6sea a un proceso de selecciéon negativa
donde van a ser seleccionados en funcién de la ausencia de reconocimiento de Ags propios. En
este punto, aquellas células que reconocen Ags propios pueden tener diferentes destinos en
funcidon de la fuerza de reconocimiento. Cuando una célula B reconoce un Ag con gran avidez, se
le da la oportunidad de volver a reordenar las regiones variables de la Ig,, proceso que se conoce
como edicién del receptor, con el objetivo de producir un BCR no autorreactivo (Tiegs et al.,
1993). Sin embargo, si esta célula agota todas sus posibilidades de recombinacién sin haber
podido generar un BCR no autorreactivo va a sufrir eliminacién clonal, mediante apoptosis
(Nemazee and Burki, 1989; Pelanda and Torres, 2012). Cuando el reconocimiento del Ag es débil,
las células B entran en un estado de no respuesta denominado anergia. Estas células disminuyen
la expresion de IgM, migran a la periferia y sufren un acortamiento de su vida media (Goodnow
et al., 1988; Benschop et al., 2001), aunque también se ha visto que pueden sufrir edicion del BCR
(Hippen et al., 2005). Por ultimo, las células B que no reconocen Ags propios contindan con el
proceso de maduracién, aunque para ello necesitan tener una sefalizacién a través del BCR
independiente de Ag, conocida como sefalizacion tdénica, con el objetivo de probar la
funcionalidad del receptor ante un futuro encuentro con un Ag en la periferia (Wang et al., 2004;
Pelanda and Torres, 2012). También se ha visto la importancia de la sefializacién a través de
BAFFR en la seleccidon de estas células B inmaduras mediante la aportaciéon de sefiales de
supervivencia (Rowland et al.,, 2010). Finalmente estas células B inmaduras seleccionadas
positivamente en la médula d6sea se dirigen al bazo donde van a completar el proceso de

maduracion.
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Figura 8. Desarrollo de los linfocitos B. En la médula ésea el progenitor linfoide comun (PLC) da lugar a las células

@

pro-B, las cuales reordenan la Igy dando lugar a la expresidn del pre-BCR (células pre-B). Las células pre-B pequefias
reordenan la Ig_ permitiendo la expresion del BCR completo y convirtiéndose en células B inmaduras. Estas células se
dirigen al bazo, donde pasan por unos estadios de maduracidon denominados transicionales (B T1 y B T2) que dan
lugar a las células B de la zona marginal (B ZM) y a las células B foliculares (B FOL), pudiendo estas ultimas recircular
hacia otros 6rganos linfoides secundarios (OLS).

Las células B inmaduras en el bazo pasan por unos estadios de maduracion donde se
denominan como células transicionales y donde van a seguir sufriendo mecanismos de selecciéon
negativa y positiva antes de dar lugar a las células B foliculares y a las células B ZM. Las células en
el primer estadio (T1) se caracterizan por ser IthiCD21'CD23', localizarse fuera del foliculo y ser
susceptibles a sufrir seleccion negativa, ya que estas células tras la uniéon de un Ag al BCR no
proliferan y son eliminadas mediante apoptosis (Monroe and Dorshkind, 2007). Las células que
no son eliminadas sufren un aumento de la sefializacién ténica a través del BCR, que provoca un
aumento en la expresion de BAFFR y de correceptores del BCR permitiendo la diferenciacion a
células T2 (Khan, 2009). Estas células son IthiCD21+CD23+, se localizan en el foliculo y tras la
estimulacion a través del BCR pueden sufrir apoptosis o pueden ser rescatados mediante la
expresion de moléculas antiapoptdticas como BCL2A1 o BCLX, o mediante sefiales de
supervivencia a través de BAFFR (Chung et al.,, 2002; Su and Rawlings, 2002; Khan, 2009). Las
células T2 dan lugar a las células B foliculares y a las células B ZM. La diferenciacién hacia una u

otra poblacidn esta determinada por la fuerza de la sefial a través del BCR y por la sefializacién a
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través del receptor Notch2. La diferenciacidn hacia las células B foliculares se ve favorecida por
una senalizacion fuerte a través del BCR dependiente de BTK, la cual inhibe la diferenciacién
hacia las células B ZM mediada por Notch2. En cambio ante una estimulacidon débil a través del
BCR, las sefiales procedentes de BTK son insuficientes para bloquear la seializacién de Notch2

permitiendo de este modo la diferenciacion hacia células B ZM (Cerutti et al., 2013) (Figura 8).
3. Respuesta humoral.

Es la respuesta del sistema inmune basada en la produccién de Acs, moléculas solubles
capaces de reconocer de manera especifica a un Ag, encargandose de neutralizar y marcar a
agentes potencialmente peligrosos para que sean eliminados. En funcién de la naturaleza del Ag
y del tipo de activacién del linfocito B se pueden diferenciar dos tipos de respuesta, timo-

independiente (Tl) y timo-dependiente (TD).
3.1 Respuesta Tl.

La respuesta Tl es aquella en la que el linfocito B es capaz de activarse sin necesidad de
interaccionar con una célula T CD4". Dentro de la respuesta Tl se distinguen dos tipos de Ags, los
de tipo 1 (TI-1), como el LPS, el DNA bacteriano o el RNA viral, y los de tipo 2 (TI-2), polisacaridos

multivalentes de alto peso molecular.

Los Ags TI-1 son capaces de activar tanto a células B maduras como inmaduras mediante
la unién a BCRs y TLRs, siendo incluso capaces de activar a células B de manera policlonal
prescindiendo de la unidn a los BCRs (Mosier et al., 1977; Vinuesa and Chang, 2013). Existe
controversia con respecto a la generacién de memoria en la respuesta frente a este tipo de Ags,
ya que hay estudios donde la reinmunizacién con DNP-KLH en ratones previamente inmunizados
con DNP-LPS no genera aumento de la respuesta (Braley-Mullen, 1978), en cambio en otros
estudios si se ha observado un aumento de la producciéon de Acs anti-TNP tras una segunda
reinmunizacién con TNP-LPS estando implicadas en esta tarea las células B ZM vy las células B-1b

(Zzhang et al., 1988; Alugupalli et al., 2004).

Los Ags TI-2 gracias a su estructura altamente repetitiva activan a las células B maduras
mediante la unién a multiples BCRs provocando el entrecruzamiento de los mismos, siendo esta
activacion dependiente de BTK (Vinuesa and Chang, 2013). Al contrario que los de tipo 1,
requieren de cierta ayuda proveniente de células T CD4" en forma de citocinas como la IL-2 o el

IFNy (Mond et al., 1980; Griffioen et al., 1992). La respuesta frente a este tipo de Ags también es
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capaz de inducir memoria inmunoldgica y cambio de isotipo (Mond et al., 1995; Obukhanych and

Nussenzweig, 2006).
3.2 Respuesta TD.

Las respuestas TDs son llevadas a cabo principalmente por las células B foliculares frente
a Ags proteicos, dando lugar a la formacién de los CGs, donde se seleccionan las células B de
mayor afinidad que dan lugar a células B memoria de vida media larga y células plasmaticas

productoras de Acs (CPs).

En los dérganos linfoides secundarios los linfocitos se encuentran organizados en
compartimentos donde existen zonas ricas en células T y zonas ricas en células B, denominadas
estas ultimas foliculos. Por lo tanto, la activacion de las células B requiere que el Ag se localice en
el foliculo. Los Ags solubles de bajo peso molecular difunden a través de poros para llegar al
foliculo (Pape et al., 2007). En cambio los Ags de mayor de tamafio precisan de otros mecanismos
para poder acceder a dicha localizacion. Existe una poblacién de macréfagos que se localizan en
el seno subcapsular de los ganglios linfaticos o en el seno marginal del bazo que tienen una
capacidad fagocitica limitada, siendo capaces de unir Ags opsonizados por el complemento a
través del receptor CR3 y presentarlos en su forma nativa a las células B en el foliculo (Szakal et
al., 1983; Phan et al., 2007). Las DCs ademas de presentar el Ag procesado en moléculas MHC-II a
las células T CD4" también se encargan de presentar Ags a las células B (Qi et al., 2006). Para ello
capturan el Ag en forma de inmunocomplejo a través de receptores FcyRIIB y lo internalizan hacia
un compartimento intracelular no degradativo, pudiendo de esta manera presentar el Ag intacto

a las células B (Bergtold et al., 2005).

Una vez la célula B ha sido activada por el Ag sufre un aumento en la expresion del
receptor de quimiocinas CCR7, que hace que migren hacia la zona T, donde estan sus ligandos
CCL19 y CCL21 (Reif et al., 2002). En la frontera T-B se encuentran con las células pre-Tgy
previamente mencionadas, donde tras el contacto Ag especifico sufren procesos de proliferacion
y diferenciacién pudiendo tomar un destino extrafolicular o folicular. Esta decision estd
determinada por la fuerza de reconocimiento antigénico por parte del BCR. De este modo, las
células B de mayor afinidad siguen la ruta extrafolicular, donde se diferencian a CPs tempranas
gue actuan en el inicio de la respuesta. En cambio aquellas con menor afinidad pasan a formar

parte de los CGs, donde se someteran a los procesos de HMS y maduracién de la afinidad con el
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fin de generar y seleccionar los clones con una afinidad adin mayor que actuaran en las fases mas

avanzadas de la respuesta (O'Connor et al., 2006; Paus et al., 2006) (Figura 9).

Como se menciona anteriormente, el destino extrafolicular del linfocito B supone su
diferenciacion a CPs de vida media corta que producen Acs de una relativa baja afinidad, las
cuales se encargan de combatir las primeras fases de la infeccidn, siendo posteriormente
reemplazadas de manera progresiva por las CPs productoras de Acs de mayor afinidad generadas
en los CGs (Zhang et al., 2016). Estas células al no haber formado parte del CG se caracterizan por
tener bajos niveles de mutaciones en las regiones variables del BCR, aunque si se ha visto que
pueden llevar a cabo cambio de isotipo de sus Igs (Toellner et al., 2002; Pape et al., 2003).
También se ha descrito la existencia de una poblacién de células B memoria independiente del
CG que aparece de manera temprana y que son capaces de generarse en ausencia de células Try

(Kaji et al., 2012).
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Figura 9. Activacion de los linfocitos B en una respuesta frente a un Ag TD. Las células B naive son activadas tras el
reconocimiento de un Ag, induciendo su migracidn hacia la zona T-B donde van a interactuar con células pre-Tgy
activadas por el mismo Ag. Dicha interaccion induce un foco de proliferacién fuera del foliculo, donde las células B
pueden tomar un destino extrafolicular, diferenciandose a CPs de vida media corta secretoras de Acs de baja afinidad
0 a células B memoria de baja afinidad. También pueden volver al foliculo para formar un CG.
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Las células B que no van a seguir la ruta extrafolicular van a comenzar su diferenciacion
hacia células B CG. Durante la interaccién con las células pre-Try en la frontera T-B, la presencia
de la IL-21 producida por las células pre-Try promueve el inicio de la diferenciacién hacia célula B
CG mediante la induccién de Bcl-6, factor de transcripcién necesario para el desarrollo de esta
poblacién (Nurieva et al., 2009; Linterman et al., 2010). Asimismo, la expresion de Bcl-6 en las
células B favorece una interaccion de larga duracion con estas células pre-Try (Kitano et al., 2011).
Por otro lado, se ha visto que la IL-21 también promueve la diferenciacidon hacia CP mediante la
induccion de Blimp-1, ejerciendo por tanto un papel dual en la diferenciacion de las células B

(Ozaki et al., 2004).

La expresién de Bcl-6 en las células B de la frontera T-B va a promover la migracién de
estas células hacia el foliculo donde van a empezar a dar lugar al CG. Esta migracion tiene lugar
mediante la pérdida de la expresién de CCR7 y EBI2 y la induccién de CXCR4, CXCR5 y S1P2 (Gatto
et al., 2009; Pereira et al., 2010; Kitano et al., 2011; Zhang et al., 2016). Una vez en el foliculo, las
células B se diferencian hacia células B bldsticas, que se empiezan a dividirse alrededor de la red
de FDCs desplazando a las células B foliculares, las cuales van a formar la zona del manto
alrededor del CG. Este CG no estarda completamente establecido o maduro hasta que se puedan

diferenciar dos zonas, la zona clara y la zona oscura (De Silva and Klein, 2015) (Figura 10).

La zona oscura estd formada por células B en proliferacién, también denominadas
centroblastos, situadas dentro de una red de células reticulares productoras de la quimiocina
CXCL12. Esta quimiocina es reconocida por el receptor de quimiocinas CXCR4, expresado por los
centroblastos, reteniéndolos de esta manera en la zona oscura (Bannard et al., 2013). Las células
B en la zona oscura son sometidas al proceso de HMS, que consiste en la introduccion de
mutaciones puntuales aleatorias en regiones hipervariables de las Igs, dando lugar a cambios en
la especificidad del BCR hacia el Ag (Figura 10). Estas mutaciones se producen debido a la acciéon
de la enzima desaminasa inducida tras activacién (AID), la cual retira un grupo amino en citosinas
presentes en el DNA convirtiéndolas en uracilos, generando de esta forma desapareamientos
U:G. Estos desapareamientos son reconocidos por proteinas implicadas en la reparacién del DNA
y reparados por polimerasas propensas a error, dando lugar a estas mutaciones (Maul and

Gearhart, 2010; Mesin et al., 2016).

Los diferentes clones con distintas afinidades por el Ag generados tras las rondas de
proliferacién y mutacién en la zona oscura del CG tienen que ser seleccionados de acuerdo a su

afinidad por el Ag, proceso conocido como maduracién de la afinidad. Para ello migran a la zona
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clara del CG mediante la disminucién de la expresién de CXCR4, siendo atraidos ahora por la
guimiocina CXCL13 producida por las FDCs de la zona clara en base a la expresién de CXCR5 (Allen
et al., 2004). Las células B CG en la zona clara, denominadas también centrocitos, captan el Ag
presente en la superficie de las FDCs, de manera que aquellas que reconocen el Ag con mayor
afinidad unen mayor cantidad de Ag y por tanto procesan y expresan mayor cantidad de
moléculas MHC-II cargadas con el Ag (MHC-1I-Ag). El nivel de expresion de MHC-1I-Ag es clave a la
hora de competir por establecer contacto con las células Ty y recibir sefiales de supervivencia
(Victora et al., 2010). En este contexto, las células B CG con menor afinidad por el Ag, y que por
tanto tienen una menor probabilidad de interaccionar con las células T, sufren apoptosis y son
eliminadas por los macréfagos presentes en la zona clara del CG (Victora and Nussenzweig,
2012). En cambio, las células B CG de mayor afinidad recibiran por parte de las células T4 seiiales
de supervivencia a través de CD40L, BAFF, IL-4 e IL-21 (Goenka et al.,, 2014; Liu et al., 2015;
Vinuesa et al., 2016) (Figura 10).

Las células B CG seleccionadas positivamente en la zona clara por las células Tgy vuelven a
expresar el receptor CXCR4 para retornar a la zona oscura y sufrir diversas rondas de
proliferacién e HMS (Allen et al., 2007; Schwickert et al., 2007). Ademas se ha visto que la tasa de
proliferacién de las células B CG que vuelven a la zona oscura es proporcional a la densidad de
MHC-Ag que fueron capaces expresar y por tanto del nivel de interaccidon con las células Ty,
permitiendo asi que los clones de mayor afinidad tengan una ventaja proliferativa que permite su
expansiéon en el CG (Gitlin et al., 2014). Las células B CG son sometidas a repetitivos ciclos de
proliferacién, mutacién y seleccion, donde la afinidad por el Ag va aumentando progresivamente
(De Silva and Klein, 2015). Durante la reentrada de las células B CG a la zona oscura, todas sus
moléculas MHC-II son degradadas para evitar interferencias en la posterior seleccién en base a su
afinidad (Bannard et al., 2016). Otro mecanismo que participa en el aumento de afinidad de las
células B CG es la entrada de Acs producidos previamente por CPs, los cuales unen el Ag
depositado en las FDCs. En el transcurso de la respuesta estos Acs van a ser cada vez de mayor
afinidad, lo que exige a su vez una mayor afinidad de los nuevos clones de células B CG que se

estan generando (Zhang et al., 2013).

Durante los ciclos de recirculacién entre la zona clara y la zona oscura las células B CG
pueden ser sometidas a cambios en el isotipo de sus Igs. Este proceso ocurre en la zona clara,
siendo inducido tras el contacto con las células Try e influenciado por el ambiente de citocinas

presente en el medio (apartado 1.2.6 Células Ty).
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Figura 10. Centro germinal. Las células B que retornan al foliculo sufren un proceso de proliferacion donde tiene lugar
la HMS, produciendo cambios aleatorios en la especificidad de reconocimiento del BCR. Los diferentes clones con
diferentes afinidades por el Ag migran hacia la zona clara, donde serdn seleccionados en base a su afinidad mediante
la competicidn por la union al Ag presente sobre las FDCs. Los clones con menor afinidad por el Ag no son capaces de
captarlo y presentarlo en moléculas MHC-II a las células Ty, por lo que no reciben las sefiales de supervivencia
suministradas por estas células y sufren apoptosis. Las células con mayor afinidad captan el Ag e interaccionan con las
células Ty, recibiendo asi estas sefiales de supervivencia. Las células seleccionadas positivamente pueden recircular a
la zona oscura para sufrir mas rondas de proliferacién, HMS y seleccion, produciéndose asi un aumento progresivo en
la afinidad. Finalmente las células B CG seleccionadas se diferencian hacia CPs de vida media larga productoras de Acs
de alta afinidad o hacia células B memoria de alta afinidad.

El destino final de las células B CG seleccionadas positivamente en la zona clara del CG es
salir de esta estructura como CPs productoras de Acs de alta afinidad o como células B memoria,
las cuales ante una reexposicion al Ag se convierten rapidamente en células productoras de Acs
de alta afinidad (Figura 10). No estan muy claros los mecanismos que definen el destino hacia un
fenotipo u otro aunque si se ha visto que las células B CG de mayor afinidad se diferencian
preferencialmente a CPs (Smith et al., 1997; Phan et al., 2006). En cambio los clones con menor
afinidad son mas proclives a recircular hacia la zona oscura o a diferenciarse a célula B memoria
(Victora and Nussenzweig, 2012; Shinnakasu et al., 2016). También se ha descrito una separacion
temporal en la generacién de estos dos tipos celulares, siendo las células B memoria generadas

en el inicio de la reaccidn del CG y las CPs generadas en fases mds tardias (Weisel et al., 2016), lo
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cual va en concordancia con la mayor afinidad de las CPs por los mecanismos expuestos
anteriormente. A nivel molecular la diferenciacidon hacia CPs se induce mediante la expresion del
factor de transcripcién Blimp-1 (Shaffer et al., 2002). Ademas las interacciones CD40-CD40L
inducen a través de NFkB la expresion de IRF4, el cual inhibe la expresidon de Bcl-6, represor a su
vez de Blimp-1 (Saito et al., 2007). En el caso de las células B memoria no se conoce un factor de
transcripcién en su diferenciaciéon tan claro como Blimp-1 en las CPs, pero se ha observado una
mayor expresion del factor de transcripcidén Bach2 en las células B memoria de baja afinidad, las

cuales desaparecen en ausencia del mismo (Shinnakasu et al., 2016).
4. Superfamilia del TGFp.

La superfamilia del TGFP esta compuesta por un conjunto de proteinas secretadas con
estructura y forma de sefializacidon andlogas, entre las que se encuentran los propios TGFfs, los
BMPs (Bone Morphogenetic Protein), las activinas y distintos factores de diferenciaciéon y
crecimiento (Chen and Ten Dijke, 2016). Regulan procesos de proliferacién, diferenciacién,
migracion, adhesion y muerte celular. En base a esto, estas proteinas juegan un papel
importante en procesos bioldgicos como el desarrollo embrionario, la cicatrizacion y la respuesta
inmune, siendo su desregulacion responsable de la aparicion de enfermedades como el cancer, la
fibrosis y enfermedades vasculares e inmunolégicas (Letterio and Roberts, 1998; Gordon and
Blobe, 2008; Chen and Ten Dijke, 2016). Los diferentes miembros de la superfamilia pueden
tener funciones superpuestas, otras mas especificas e incluso antagdnicas, en funcion del

ambiente y de la diana celular (Massague, 2012).
4.1. Sintesis.

Los miembros de la superfamilia del TGF son sintetizados en forma de grandes
precursores homodiméricos, los cuales son procesados por la familia de proteinas PCSK
(Proprotein convertase subtilisin/kesin), dando lugar a un fragmento N terminal de gran tamafio
(pro-dominio) y a un pequefio fragmento C terminal que constituye la forma activa de la proteina
(Harrison et al., 2011). Las formas activas forman un dimero unido por enlaces disulfuro, el cual
se une de forma no covalente al homodimero formado por los pro-dominios, en el caso del
TGFB1 denominados LAP (Latency associated peptide), formando el complejo SLC (Small latent
complex), el cual impide la unién de la forma activa a sus receptores (Travis and Sheppard, 2014).
En el caso del TGFP1 el complejo SLC se une a través de LAP a proteinas LTBP (Latent TGFf

binding protein), formando el complejo LLC (Large latent complex), el cual por un lado mejora la
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secrecion del TGFB (Miyazono et al., 1991), y por otro lado se une a través de LTBP a proteinas de
la matriz extracelular que actian como depdsito regulando su biodisponiblidad (Shi et al., 2011).
Otros miembros de la familia como algunos BMPs o factores de diferenciacién y crecimiento
también se unen a unas proteinas homaélogas a LTBP, denominadas fibrilinas, que forman parte

de la matriz extracelular (Sengle et al., 2008).

La activacién de los complejos SLC o LLC es un paso importante en la regulacién de la
actividad de las proteinas de esta familia, teniendo que escindirse la forma activa de su pro-
dominio para poder unirse a sus receptores. Esta escision puede llevarse a cabo de diferentes
maneras. Una forma es mediante la unién de integrinas presentes en superficies celulares, las
cuales se unen a LAP y mediante un movimiento de traccidn entre la matriz extracelular y la
célula se produce la liberaciéon del TGFf activo (Wipff and Hinz, 2008). Por otra parte estudios in
vitro han demostrado la intervencion de proteasas como la plasmina, la catepsina-D, la calpaina o

diferentes metaloproteasas en la liberacién del TGFf3 (Robertson and Rifkin, 2016).
4.2. Unidn a sus receptores.

Los miembros de la superfamilia del TGFf} sefializan a través de la unién a un complejo
heterotetramérico formado por receptores con actividad serina treonina kinasa, de los cuales dos
son de tipo |, también denominados ALK, responsables de la propagacion de la sefial y dos son de
tipo Il, responsables de la activaciéon del tipo |. Existen varios tipos de estos receptores tipo |1 y I,
encargados de unir a los diferentes miembros de la superfamilia. De este modo, TGFf3 sefializa a
través de TGFBRI (ALK5) y TGFBRII, las activinas sefializan a través de ACTRIb (ALK4) y ACTRII y
ACTRIlb, y los BMPs a través de BMPRI, ALK1, ALK2, ALK3 y ALK6 como tipo | y a través de BMPRII
y ACTRII como tipo Il (Chen and Ten Dijke, 2016). Con la excepcion de BMP2 y BMP4, los cuales se
unen al receptor de tipo | y sefalizan a través del tipo Il (Wang et al., 2014), el resto de miembros
se unen a un homodimero del receptor de tipo Il constitutivamente activo, el cual se
autofosforila y recluta a un homodimero del receptor de tipo I. Este receptor tipo | tiene una
regidon rica en glicina y serina (dominio GS) donde es fosforilado por el receptor de tipo II,
permitiéndole transducir la sefal al interior de la célula (Chen and Weinberg, 1995; Wakefield
and Hill, 2013). Algunos ligandos precisan de la presencia de un correceptor que regula su
afinidad por el complejo de receptores tipo I-ll, como es el caso del TGFf2, el cual necesita la

presencia del TGFBRIII o betaglicano para transducir la sefial (Cheifetz et al., 1990).
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4.3. Seializacion.

La sefalizacién ejercida por los miembros de la superfamilia del TGF puede ser
transducida a través de la ruta candnica, mediada por las proteinas Smad, y a través de rutas no

candnicas (Figura 11).

Figura 11. Esquema de la sefializacion a través de los miembros de la superfamilia de TGF. La union de TGFf3, BMPs
y activinas a los receptores de tipo Il (RTIl), conlleva la formacién del complejo heterotetramérico junto con el
receptor de tipo | (RTI), donde el RTIl fosforila al RTI, transduciendo la sefial a través de rutas candnicas y no
candnicas. En la ruta candnica, los R-Smad son fosforilados por el RTI, formando un complejo con un Co-Smad, el cual
va al nucleo para unirse a los SBE, regulando asi la expresién de sus genes diana. La activacion de las rutas no
canonicas conlleva la activacion de las MAPK ERK, p38 y JNK, estando mediada la activacion de las dos ultimas a través
de TAK1, implicada también en la activacién de NFkB. El complejo de receptores también induce por un lado la
activacion de AKT a través de la unién de PI3K y por otro lado una activacion rapida de RhoA, siendo posteriormente
inhibida a través del complejo Par6-Smurf1l.

4.3.1. Ruta candnica: Sefalizacién por Smads (SMA/MAD).

Esta familia de proteinas se encarga de transducir sefiales procedentes de los receptores
de la superfamilia del TGF} desde la membrana hacia el nucleo donde regulan la transcripcidn

génica. En base a su funcién las proteinas Smad se pueden dividir en tres subtipos. Los R-Smads
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(Smadi, 2, 3, 5y 8) son los encargados de interaccionar con los receptores tipo |. Por regla
general TGFPs y activinas sefializan a través de Smad2 y 3 mientras que los BMPs lo hacen a
través de Smadl, 5y 8 (Feng and Derynck, 2005), aunque también se ha visto que en algunas
células los TGFPs también sefializan a través de Smadl y 5 (Daly et al., 2008). Los R-Smads son
fosforilados por el receptor de tipo 1 en dos residuos de serina en el extremo C terminal que
provoca el cese de la interaccién entre los dominios MH1 y MH2 de los R-Smads, permitiendo la
union a través de estos dominios MH2 al siguiente subtipo de la familia, los co-Smads. Los co-
Smads (Smad4 y 10) como se menciona anteriormente forman un complejo trimérico con dos R-
Smads, permitiendo su translocacidn al ntcleo donde van a regular la trascripcion génica (Chen
and Ten Dijke, 2016). Esta regulacion pueden llevarla a cabo directamente mediante la unioén a
secuencias especificas de DNA denominadas Smad binding element (SBE), aunque estas uniones
son generalmente de baja afinidad, requiriendo la unién a otros factores de transcripcién que van
a aumentar la afinidad de unién al DNA, pudiendo ser a su vez activadores o represores de la
expresion del gen diana (Ross and Hill, 2008). Por ultimo el tercer subtipo de la familia son los I-
Smads (Smad6 y 7), los cuales tienen una funcidn inhibitoria que ejercen mediante competicién
con los R-Smads por la unién a los receptores de tipo | y a los co-Smads (Hayashi et al., 1997;
Imamura et al., 1997). También inhiben la sefial de TGFBs mediante la asociacién a la ubiquitin

ligasa Smurfl, la cual degrada a los receptores de tipo | (Ebisawa et al., 2001).
4.3.2. Rutas no canonicas.

Ademas de la ruta mediada por las proteinas Smad, la superfamilia de TGFp también
transduce la sefial a través de otras rutas independientes de Smad, pudiendo tener importancia a
la hora de ejercer diferentes efectos bioldgicos en funcidon del contexto celular (Weiss and
Attisano, 2013). Entre estas rutas no candnicas se encuentran la via de las MAP Kinasas (MAPKs)

(ERK y JNK/p38), la via de las GTPasas tipo Rho y la via PI3K/AKT.
4.3.2.1. Senalizacidén a través de ERK.

Los receptores TGFBRI y Il se caracterizan por su actividad serina treonina kinasa, sin
embargo se ha descrito que también pueden ser autofosforilados en residuos de tirosina tras la
union de TGFf, aunque a menor nivel que en los residuos de serina y treonina. Esto permite el
reclutamiento en residuos de tirosina y serina de la proteina Shc-A, encargada a su vez de
reclutar al complejo Grb2-SOS que permite la activacién de Ras en la membrana citoplasmatica.

Esto conlleva la activacion secuencial de c-Raf, MEK y ERK (Lee et al., 2007). La activacion de esta
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ruta tiene importancia en la transicion epitelio mesénquima (EMT), una de la funciones del TGFf3
importante en el desarrollo embrionario pero que también estd asociado al desarrollo de
metastasis y fibrosis (Zhang, 2009). Otro efecto de la activacion de ERK es la inhibicién de Smad2
y 3 mediante la fosforilacion en sitios diferentes a donde acttia el TGFBRI (Kretzschmar et al.,

1999).
4.3.2.2. Sefializacion a través de JNK/p38.

JNK y p38 son activadas por las MAP kinase kinases (MKKs) MKK4 y MKK3/6
respectivamente, las cuales a su vez son activadas por las MAP3Ks, siendo una de estas
transforming growth factor beta activated kinase 1 (TAK1). La importancia de TAK1 en esta
activacion mediada por TGF[3 queda reflejada por el defecto en la activacion de JNK y NFkB en
ausencia de TAK1 (Shim et al., 2005). La activaciéon de TAK1 por el TGFP estd mediada por la
proteina TRAF6, la cual se une al complejo activado de receptores de TGFf. Esta interaccion
induce una poliubiquitinacién de TRAF6, permitiéndola asociarse con TAK1l y mediar la

poliubiquitinacidon y activacion de la misma (Sorrentino et al., 2008).

La sefializacién a través de esta ruta, junto con la sefializacién Smad dependiente,
participa en la induccién de apoptosis mediada por el TGFB, importante en la supresién de
tumores mediada por TGFp. La activacion de esta ruta por TGF3 también tiene importancia en la

EMT (Zhang, 2009).

Como se menciona anteriormente la activacion de TAK1 ademads de activar la sefializacion
a través JNK/p38 también participa en la activacion de NFkB. Este efecto es mediado a través de
la fosforilacién del complejo IKK, el cual a su vez fosforila e induce la degradacién de IkBa,
permitiendo la translocacion al nucleo de NFkB (Arsura et al., 2003). Se ha descrito que esta
activacién de NFkB mediada por TGFp induce proliferacidn celular en el carcinoma de células
escamosas de cabeza y cuello, efecto contrario al observado a través de la ruta candnica de TGFf3
(Freudlsperger et al., 2013). También se ha observado una cooperacién entre esta via y la ruta

candnica en la supervivencia de osteoclastos libres de células estromales (Gingery et al., 2008).
4.3.2.3. Seinalizacidn a través de GTPasas tipo Rho.

Las GTPasas tipo Rho, incluyendo RhoA, Rac y Cdc42, juegan un papel importante en la
organizacién del citoesqueleto y en la motilidad celular. Ademas RhoA esta implicada en el efecto

de TGFp sobre la EMT. La activacién rdpida de RhoA por parte de TGFp induce la formacién de
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fibras de estrés y caracteristicas mesenquimales en células epiteliales (Bhowmick et al., 2001).
Por otra parte, la disolucién de las uniones estrechas necesaria para la EMT requiere de la
disminucién de los niveles de RhoA en las mismas. Par6, que es una proteina de andamiaje,
interacciona con el complejo de receptores activos de TGFP y es fosforilada en un residuo de
serina. Tras la fosforilacion recluta a Smurfl, mediando este complejo la ubiquitinacion de RhoA 'y

permitiendo asi la disolucién de las uniones estrechas (Ozdamar et al., 2005).
4.3.2.4. Seializacion a través de PI3K/AKT.

TGFp induce la activacion de PI3K 'y de su efector AKT. Esta activacion precisa de la unién
de la subunidad p85 de PI3K al complejo activo de receptores de TGFp (Yi et al., 2005). De
manera indirecta TGFf3 también activa esta ruta mediante la induccién de la expresién de TGFa,
el cual activa a los receptores EGF con la consecuente activacion de PI3K y AKT (Vinals and
Pouyssegur, 2001). Por otro lado, TGFB también puede inhibir esta sefializacidn por un
mecanismo Smad dependiente mediante la activacion de la fosfatasa SHIP1 (Valderrama-Carvajal

et al., 2002).

La sefializacién PI3K/AKT participa en la EMT mediada por TGF3 mediante su implicacién
en la reorganizacién de filamentos de actina y en la migracién celular. Estos efectos sobre la EMT
estdan mediados por la activacion de mTOR (Lamouille and Derynck, 2007). Por otra parte,
PI3K/AKT también estan implicados en antagonizar respuestas mediadas por la ruta Smad
dependiente como son la apoptosis y la inhibicion de la proliferaciéon. Estos efectos estan
mediados por la capacidad de AKT de unirse a Smad3 e impedir su translocacidn al nucleo, asi
como por su capacidad de fosforilar al factor de transcripcién Foxo inhibiendo su localizacién
nuclear, y por tanto impidiendo el efecto anti-proliferativo del complejo Smad3-Smad4-Foxo

ink4b

mediado por la induccién de p15 % p21Cipl (Conery et al., 2004; Seoane et al., 2004).

4.4. Superfamilia del TGFf en el sistema inmune.

Los diferentes miembros de la superfamilia del TGF[3 ejercen multiples efectos sobre los
diferentes componentes del SI. En este apartado nos vamos a centrar en el papel de TGF3, BMPs

y activinas sobre las células de la RIA.
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4.4.1. TGFp.

Los TGFB desempefian multiples funciones en el control de la RIA tanto a nivel de los
linfocitos T como de los B. Estd descrito el efecto anti-proliferativo del TGFf sobre las células T
mediante la supresién de la produccién de la IL-2, la disminucién de la expresién de c-Myc o la
induccion de inhibidores de kinasas dependientes de ciclinas como p15, p21 o p27 (Brabletz et
al., 1993; Li et al., 2006). Sin embargo, se ha visto que en células T activadas hay un bloqueo de
esta inhibicion mediada por TGFf} a través de la coestimulacion ejercida por CD28 (Sung et al.,

2003).

Como se traté anteriormente (apartado 1.2. Linfocitos T CD4") TGFP participa en la
diferenciacién de los linfocitos T CD4" hacia distintas subpoblaciones funcionales. Asi, promueve
el desarrollo y diferenciacion de las células Tregs, las células Th17 y las células Th9, ademas de
controlar la actividad supresora de las células Tregs (Fahlen et al., 2005). Por el contrario, TGFf3
ejerce un papel inhibidor de la diferenciacion de las células Thl y Th2 mediante la disminucion de

la expresién del IL-12R[3; y de GATA-3 respectivamente (Gorham et al., 1998; Gorelik et al., 2000).

En las células T CD8" ademds de su efecto sobre la proliferacién celular, TGFJ también
estd implicado en la supresion de las funciones efectoras de estas células a través de la inhibicién
de la expresion de perforina e IFNy (Smyth et al., 1991; Bonig et al., 1999). Por otra parte, TGFf3
promueve el desarrollo en el timo y mantenimiento de las células T CD8" a través de la induccién
de la expresion de IL-7R (Ouyang et al., 2013). Asi mismo, TGF3 promueve la induccién de
apoptosis con el objetivo de limitar la expansién de células T CD8" mediante la disminucién de la
expresion de Bcl-2 o el aumento de Bim (Sanjabi et al.,, 2009; Tinoco et al., 2009). En otros
contextos, se ha visto que TGFP reduce la muerte tras activacidn mediante el bloqueo de
apoptosis a través de FasL (Cerwenka et al., 1996), y se ha descrito que la ausencia de TGFj
provoca un aumento en la apoptosis de células T tanto en el timo como en la periferia (Chen et

al., 2001).

En las células B TGFp inhibe la proliferacién de sus precursores en la médula dsea asi
como la produccion de IL-7 por parte de las células estromales, la cual promueve la proliferacién
y supervivencia de los mismos (Tang et al., 1997). También inhibe la expresién de la cadena k en
las células pre-B impidiendo su progresién al estadio de células B inmadura (Lebman and
Edmiston, 1999) y en las células B maduras actia como inhibidor de la proliferacién celular

mediante la disminucidon de la expresién de c-Myc y ciclina A y el aumento de la expresion de p21



Introduccidn | 41

y p27 (Li et al., 2006). En términos de supervivencia TGFJ es un inductor de apoptosis en células
B inmaduras y maduras en reposo mediante la induccién de Bim y la disminucién de c-Myc y

NFkB (Li et al., 2006).

TGFB es un regulador de la activacidn y diferenciacion de las células B, con un perfil
inhibidor de la produccidn de Acs por parte de las mismas con la excepcién de los de isotipo IgA.
Por un lado, se ha visto que atenua los efectos activadores mediados por la IL-4 disminuyendo la
fosforilacién de STAT-6, y promueve la expresion de las moléculas CD72 y SHIP-1, las cuales
forman un complejo que inhibe la activacion de la célula B a través del BCR (Roes et al., 2003).
Por otro lado, TGFf actda inhibiendo el cambio de isotipo hacia la mayoria de las subclases de
IgG, mientras que promueve el cambio hacia IgA e 1gG2b, siendo esta funcion fundamental en la

prevencion de infecciones a nivel de mucosas (Li et al., 2006).

Por dltimo destacar que la deficiencia en TGFB1 provoca un sindrome inflamatorio
multifocal con manifestaciones autoinmunes que incluyen la producciéon de autoanticuerpos
(autoAcs) (Shull et al., 1992; Yaswen et al., 1996). La eliminacién del TGFBRII en los linfocitos T
produce un fenotipo similar aunque menos severo mientras que en los linfocitos B produce un
aumento en la produccion de Acs con la excepcion de la IgA, indicando que la funcidn principal de

TGFp en el Sl es la inhibicidn (Cazac and Roes, 2000; Gorelik and Flavell, 2000).
4.4.2. BMPs.

Se han implicado a los BMPs, y en particular a BMP2 y BMP4, en los procesos de
diferenciacién de los linfocitos T en el timo. Asi se ha descrito que estos factores favorecen el
desarrollo de un tamaiio correcto asi como la colonizacion del mismo por los precursores T (Bleul
and Boehm, 2005; Gordon et al., 2010). Asi mismo, BMP2 y BMP4 regulan negativamente la
diferenciacién de los timocitos impidiendo su transicién desde el estadio doble negativo (DN) a

doble positivo (DP) (Hager-Theodorides et al., 2002).

A nivel de las células T CD4" maduras la sefializacién a través de BMPs también afecta a la
diferenciacion funcional de las mismas. En este sentido, utilizando dosomorfina, un inhibidor de
la sefializacion de BMPs, se observé un efecto positivo de los BMPs en la diferenciaciéon hacia
células Th17 y Tregs, ademas de inducir un aumento en la produccion de IL-2 por las células T

CD4" naive mediante la fosforilaciéon de RUNX1 (Yoshioka et al., 2012).
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Por ultimo, se ha observado que in vitro los BMPs tiene un efecto inhibitorio sobre la
produccién de Acs de tipo IgM, 1gG e IgA, en asociacidén con la disminucién de la expresion del
factor de transcripcidon XBP1, el cual es inducido en presencia de CD40L e IL-21 favoreciendo la

diferenciacién a CPs (Huse et al., 2011).
4.4.3. Activinas.

Al igual que los BMPs, las activinas participan en el desarrollo de las células T en el timo,
siendo expresados sus receptores en el estadio de DN promoviendo la transicidn desde el estadio
DN3 al DN4 ademas de favorecer la diferenciacién a células SP CD8" (Licona-Limon et al., 2009).
Asi mismo, se ha descrito que activina A favorece la diferenciacién de los linfocitos T CD4" hacia
células Th9 de manera similar al TGFP (Jones et al., 2012). Ademas, sinergiza con el TGFP en la
diferenciacién hacia células Tregs, aunque en ausencia de este Ultimo activina A no promueve la

diferenciacién de esta poblacién (Huber et al., 2009).

En los linfocitos B la activina A regula el desarrollo de estas células en la médula dsea
debido al antagonismo que ejerce sobre la IL-6, inhibiendo asi la proliferacién celular vy
promoviendo la apoptosis (Zipori and Barda-Saad, 2001). De esta forma actiia como una sefial de
freno al desarrollo y diferenciacidn de las células B mientras que en situaciones de inflamacion, el
IFNy o el LPS disminuyen su expresién en la médula dsea permitiendo la expansion y
diferenciacion de las células B (Aleman-Muench and Soldevila, 2012). Por otro lado, también se
ha visto que la activina A promueve el cambio de isotipo hacia IgG1, 1gG2a, I1gG2b, 1gG3 e IgA
(Ogawa et al., 2008; Lee and Kim, 2009).

4.5. Moduladores de la sefializacion de la superfamilia de TGFf.

La sefializaciédn a través de los miembros de la superfamilia de TGFP3 estd altamente
regulada a distintos niveles. A nivel extracelular la disponibilidad del ligando se ve influenciada
por el nivel de escisién de la forma activa de su prodominio a través de proteasas e integrinas
(Gordon and Blobe, 2008). Una vez liberada la forma activa existen moléculas solubles que se
encargan de inhibir a los ligandos mediante su unidn a los mismos o por competicidn por la unién
a los receptores. Entre las proteinas de unién a ligando encargadas de antagonizar a los BMPs se
encuentran noggin, chordin, gremlin o twisted gastrulation, inhibiendo al TGF[3 actian decorin 'y
a2-macroglobulina, mientras que como inhibidor de activinas encontramos a follistatin
(Miyazono, 2000; Shi and Massague, 2003). Algunos moduladores actian mediante competicion

por la unién a los receptores entre los que encontramos a dos inhibidores de activinas: inhibinas
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y lefty (Miyazono, 2000; Shi and Massague, 2003). En la membrana se encuentran correceptores
o pseudo-receptores que se encargan de modular la intensidad de la sefializacién. El betaglicano
o TGFBRIIl como se menciond anteriormente, aumenta la afinidad del ligando por el complejo de
receptores, siendo especialmente importante en el caso del TGFB2 (Cheifetz et al., 1990). Como
regulador negativo de la sefializacion por TGF3, BMPs y activinas nos encontramos al pseudo-
receptor BAMBI (BMP and Activin Membrane Bound Inhibitor), el cual serd descrito en el
siguiente apartado. A nivel intracelular también estan presentes diferentes moléculas implicadas
en la regulacién de la sefalizacién. Como regulador positivo nos encontramos a la proteina
adaptadora SARA (Smad anchor for receptor activation), la cual se encarga de facilitar la unién
entre los receptores de tipo | y los R-Smads favoreciendo la fosforilacién de estos ultimos
(Tsukazaki et al., 1998). Por el contrario, existen distintos reguladores negativos como es el caso
de la molécula FKBP12, que se une al dominio GS de los receptores tipo | impidiendo la
fosforilaciéon mediada por el tipo Il (Chen et al., 1997). Los I-Smads, mencionados anteriormente,
también inhiben la sefializacion mediante competicién con los R-Smads por la unidn tanto a los
receptores tipo | como a los co-Smads (Hayashi et al., 1997; Imamura et al., 1997), y mediante el
reclutamiento de las proteinas Smurf, las cuales ubiquitinizan a los receptores de tipo induciendo

su degradacion (Ebisawa et al., 2001).
4.6. BAMBI.

BAMBI es una proteina transmembrana de 260 aminodcidos con un dominio extracelular
similar al de los receptores de la superfamilia del TGFp tipo | pero con un dominio intracelular sin
actividad serina treonina kinasa. BAMBI interacciona con los receptores de la superfamilia TGF,
tanto con los de tipo | como con los de tipo Il, impidiendo por lo tanto la unién de estos con sus
respectivos ligandos. De este modo, BAMBI actia como un pseudorreceptor incapaz de
transducir la sefial, ejerciendo asi un papel inhibidor de la sefializacidn a través de los miembros
de esta superfamilia (Onichtchouk et al., 1999). Ademas de interferir en la formacién del
complejo de receptores-ligando, BAMBI también es capaz de formar un complejo ternario con
Smad7 y con el receptor de tipo | impidiendo la fosforilacion de los R-Smads (Yan et al., 2009).
BMP4 y TGFJ inducen la expresion de BAMBI durante el desarrollo embrionario de diferentes
especies (Onichtchouk et al., 1999; Tsang et al., 2000; Grotewold et al., 2001) y en células de
carcinoma hepatico (Sekiya et al., 2004), respectivamente, sugiriendo la existencia de un
mecanismo de autorregulacion. Por otra parte, también se ha descrito una regulacién negativa

de la expresién de BAMBI en presencia de TGF3 en odontoblastos, indicando que en funcidn del
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contexto TGFP puede inducir o inhibir la expresidon de este pseudorreceptor (Gonzales et al.,

2010).

Ademas de modular la sefalizacion de los miembros de la superfamilia de TGFp, se ha
observado que BAMBI es capaz de activar la ruta de transduccién de Wnt/B-catenina, la cual es
importante en procesos de embriogénesis y proliferacion celular, ademds de estar desregulada
en la mayoria de cdnceres colorrectales. BAMBI activa esta ruta mediante la unidén al receptor
Frizzled5 y a la proteina Dishevelled, facilitando la interaccidon entre ambas, lo que conduce a la
liberacién de B-catenina (Lin et al., 2008). BAMBI a su vez también es inducido por 3-catenina en
células de cancer colorrectal (Sekiya et al., 2004). En base a esto en este tipo de cancer BAMBI
podria estar por un lado bloqueando los efectos anti-proliferativos de TGFf, y por otro lado
induciendo la proliferacién celular a través de la activacion de Wnt/B-catenina (Togo et al., 2008).
También se le ha atribuido a BAMBI un papel como inhibidor de la adipogénesis mediante la
activacion de esta ruta, observandose una disminucién de la expresion de BAMBI en la
diferenciacién de los adipocitos asi como una disminucidn de la acumulacién de lipidos en células

gue sobreexpresan BAMBI (Mai et al., 2014).

Se ha descrito la implicacion de BAMBI en numerosos procesos fisioldgicos y patoldgicos.
La deficiencia en BAMBI provoca una menor sensibilidad al dolor mediada por un aumento de la
liberacion de péptidos opioides enddgenos, cuya transcripcion esta regulada por la superfamilia
del TGF (Lantero et al., 2012). BAMBI también protege frente al efecto profibrético del TGFj3 en
el remodelado ventricular en respuesta a sobrecarga de presién y en la piel, protegiendo asi de
fallo cardiaco y del desarrollo de queloides respectivamente (Villar et al., 2013; Lin et al., 2015).
En el cancer de pulmén la disminucidn de BAMBI se correlaciona con una mayor capacidad de
invasion debido al aumento en la EMT mediada por TGFf (Marwitz et al., 2016). En un modelo
experimental de fibrosis hepdatica inducido por LPS, se ha observado que la sefializacion por TLR4
produce una disminucién de la expresién de BAMBI causando un aumento en las sefales
profibréticas mediadas por TGF[ (Seki et al., 2007). Asi mismo, la disminucién de la expresion de
BAMBI se ha asociado con un aumento en la EMT mediada por TGFf en las células epiteliales de

la préstata, favoreciendo el desarrollo de hiperplasia prostatica benigna (He et al., 2016).

En los Ultimos afios en nuestro laboratorio hemos comenzado a caracterizar el posible
papel de BAMBI en la regulacion del SI. Nuestros resultados muestran que la expresion de BAMBI

se induce en células T CD4" tras su activacion in vitro con Acs anti-CD3 y anti-CD28, siendo esta
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expresién mayor en presencia de TGFP. La ausencia de BAMBI en los linfocitos T CD4" potencia
las rutas de sefializacién por TGF} dependientes e independientes de Smads, indicando que este
pseudorreceptor actia como un regulador de la intensidad de sefalizaciéon de TGFf} en estas
células. En consonancia con estas observaciones, BAMBI juega un papel preponderante en los
procesos de diferenciacién funcional de los linfocitos T CD4" tanto in vitro como in vivo. Asi, la
deficiencia en BAMBI o su inhibicion con un anticuerpo monoclonal (AcM) anti-BAMBI
desarrollado en nuestro laboratorio, en linfocitos T CD4" procedentes de ratones BAMBI-KO o
normales, respectivamente, incrementa la diferenciacion a células Tregs mientras que inhibe la
diferenciacion hacia células Thl7, ademas de no modificar la diferenciacion a Thl y Th2. Los
efectos sobre la diferenciacién CD4" mencionados anteriormente estan mediados a través de la
potenciacion de la sefializacién por IL-2. La deficiencia en BAMBI o su inhibicién con AcMs
incrementa la expresidon de CD25 en linfocitos T CD4" tras su activacién y en células Tregs, por un
mecanismo dependiente de Smad3, e incrementa la sefalizacidn por la IL-2 en estas células. En
correlacién con estos hallazgos, los ratones BAMBI-KO estan protegidos frente al desarrollo de
artritis inducida por coldgeno (CIA) por un mecanismo dependiente de linfocitos Treg y de TGFj3
(Postigo et al., 2016). Todo esto nos ha permitido postular que BAMBI juega un papel de redstato
molecular de la sefalizacién por TGFP en los linfocitos T CD4" durante su diferenciacion
funcional. Recientemente, otros autores han visto un incremento en la expresion de BAMBI en
células T CD4" humanas de pacientes con enfermedad pulmonar obstructiva crénica, en
correlacion con un aumento del ratio Th17/Treg en la sangre de estos pacientes (Zhang et al.,

2016).

Los estudios sobre BAMBI en la biologia de los linfocitos T CD4", nos han llevado a ampliar
la caracterizacion del papel de este pseudorreceptor en otras poblaciones de la RIA y constituyen

la base del presente trabajo de Tesis Doctoral.
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Il. OBJETIVOS

Estudios previos en nuestro laboratorio demuestran el papel de BAMBI en la regulacion
de la diferenciacién funcional de los linfocitos T CD4" y en el desarrollo de autoinmunidad
(Postigo et al., 2016). Como se ha comentado anteriormente, BAMBI es un regulador negativo de
la sefializaciéon de TGF[3, BMPs y activinas, los cuales ejercen diversos efectos sobre los linfocitos
B, centrados principalmente en inhibir la proliferacién celular y en regular de distinta forma la
produccidn de las diferentes subclases de Acs (Li et al., 2006; Chen and Ten Dijke, 2016). Por este
motivo, en este trabajo planteamos el estudio de la implicacion de BAMBI en el control de la

respuesta inmune humoral.

Los objetivos concretos de este trabajo son los siguientes:
1. Analizar la expresiéon de BAMBI en los linfocitos B tanto en reposo como tras activacion.

2. Caracterizar las diferentes poblaciones de linfocitos B en los ratones deficientes en

BAMBI.
3. Estudiar el papel de BAMBI en la respuesta frente a Ags de tipo TI-1y TI-2.

4. Evaluar el efecto de la deficiencia en BAMBI sobre la respuesta humoral frente a
diferentes Ags de tipo TDs administrados a través de diferentes vias y en presencia o

ausencia de adyuvante.

5. Determinar la frecuencia de las poblaciones celulares implicadas en la respuesta humoral

de tipo TD (células Try, Ter Y B CG) en ausencia y presencia de BAMBI.

6. Analizar el origen celular y los mecanismos moleculares implicados en las alteraciones en

las respuestas inmunes humorales en ausencia de BAMBI.
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lIl. MATERIAL Y METODOS

1. Ratones.

Para la realizacidn del presente trabajo se emplearon las siguientes estirpes de ratones:

1.1. Ratones consanguineos:

e (57BL/6 (WT). Harlan-Olac (Barcelona). Utilizados como controles, con fondo genético no
predispuesto al desarrollo de autoinmunidad. El alotipo de sus Igs (Igh) es Ighb.

o B6.SJL-Ptprc® Pepc’/Boy) (WT.CD45.1). Son ratones congénicos a los C57BL/6
diferenciados en la expresién del antigeno panleucocitario CD45. Los ratones WT

expresan la variante alélica Ptprcb (CD45.2) mientras que los ratones WT.CD45.1 expresan

Ptprc® (CD45.1).

1.2. Ratones deficientes (gene knock-out):

e (57BL/6 deficientes en BAMBI (BAMBI-KO). Cedidos generosamente por el Dr. Juan
Carlos Izpisua-Belmonte en el Salk Institute for Biological Studies (La Jolla, California,
USA). Los ratones fueron generados por recombinacion homodloga en células madre
embrionarias para crear la linea 129Sv) x C57BL/6 en la que los exones 2 y 3 del gen
BAMBI fueron eliminados y sustituidos con un marcador de resistencia a neomicina. El
exon 1 restante contiene la regidon 5" no traducida y los primeros 14 aminoacidos que son
parte del péptido sefial caracteristico de proteinas de membrana o solubles. Los ratones
mutantes fueron cruzados con C57BL/6 durante mas de 12 generaciones para transferir
la mutacién a este fondo genético. (Tramullas et al., 2010). En estos ratones BAMBI-KO

se mantuvo el Igh caracteristico de los ratones 129SvJ, el Igh®.

= —_ Figura 1. Disrupcién dirigida del gen Bambi por
recombinacion homdloga. Arriba el locus WT de
[ BAMBI con los 3 exones (recuadros 1-3). Abajo,
vector en el que se han reemplazado los exones 2 y
3 con el marcador de resistencia a neomicina (neo).
Las flechas indican la posicion de los primers
usados para el genotipado. Imagen tomada de
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C57BL/6 deficientes en CD3& (CD3-KO). Cedidos generosamente por el Dr. Balbino Alarcon
en el Centro de Biologia Molecular Severo Ochoa (Madrid, Espafia). Tienen eliminado el
exén 5 del gen de Cd3g, el cual estd sustituido por un marcador de resistencia a
neomicina (Malissen et al., 1995). Esta modificacion provoca la ausencia total de células T

en estos ratones.

1.3. Ratones transgénicos:

B6.Cg-Tg(TcraTcrb)425Cbn/J) (WT.OT-1l). Cedidos generosamente por el Dr. Balbino
Alarcon en el Centro de Biologia Molecular Severo Ochoa (Madrid, Espaina). Estos ratones
transgénicos se caracterizan por la expresién en todas sus células T CD4" de un TCR

especifico que reconoce el péptido 323-339 de ovoalbimina (OVA).

1.4. Ratones hibridos generados en el animalario de la Universidad de Cantabria:

C57BL/6 deficientes en BAMBI y en CD3¢ (BAMBI-KO.CD3-KO). Se generaron en nuestro
laboratorio mediante el cruce de ratones BAMBI-KO y ratones CD3-KO. Los ratones
heterocigotos para BAMBI y CD3e se usaron para obtener los dobles mutantes

caracterizados por ser deficientes en BAMBI y no tener células T.

C57BL/6 deficientes en BAMBI y que sobreexpresan el TCR especifico de OVA (BAMBI-
KO.OT-ll). Se generaron en nuestro laboratorio mediante el cruce de ratones BAMBI-KO
y ratones WT.OT-Il. Los ratones heterocigotos para BAMBI y transgénicos para el TCR
especifico de OVA se cruzaron para obtener ratones deficientes en BAMBI en el que todas

sus células T CD4" reconocian el péptido 323-339 de OVA.

C57BL/6 de Igh® (WT?). Se generaron en nuestro laboratorio mediante el cruce de ratones
WT y BAMBI-KO. Los ratones heterocigotos BAMBI* de Igha/b se cruzaron hasta obtener

ratones WT de Igh®.

1.5. Otros ratones:

Nu/Nu: denominados Nude. Portan una mutacién que afecta al desarrollo del epitelio

cortical del timo, por lo que no generan linfocitos T.
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2. Mantenimiento y manipulacion de los animales.

Todos los animales empleados en el presente trabajo fueron mantenidos y manipulados
en instalaciones del animalario de la Facultad de Medicina de la Universidad de Cantabria. Las
cepas convencionales de ratones se mantuvieron en cuartos con sistemas de ventilacién y
renovacion de aire no estéril. Los animales inmunodeficientes (por ej. CD3-KO) se alojaron en
cuartos libres de patdgenos, con agua y comida esterilizados. La manipulacién se realizd
siguiendo en todo momento la normativa del Real Decreto 53/2013, recogida en el BOE n234, de
8 de febrero de 2013. Cuando fue necesaria una anestesia ligera, los ratones fueron introducidos

en una cdmara con éter dietilico (Panreac), dentro de una campana de extraccidn de gases.
3. Caracterizacion fenotipica y genotipica.

3.1. Caracterizacion fenotipica mediante citometria de flujo.

La identificacion de los ratones transgénicos para el TCR especifico de OVA (WT.OT-Il y
BAMBI-KO.OT-II) asi como el Igh de los ratones WT® se realizé mediante citometria de flujo de

linfocitos de sangre periférica.
3.1.1. Ratones OT-II.

A las 5-6 semanas de vida de los animales, se extrajeron 100 pl de sangre en tubos que
contenian 100 pl de heparina sddica (Heparina Mayne 5%, 50 mg/ml, Mayne Pharma) diluida a 1
mg/ml en PBS (ver apartado 18.1). Las células (aprox. 10°) se lavaron con PBS a 2000 rpm, 3’y
4°C, y se incubaron con 30 ul de una dilucién 1:100 del sobrenadante de cultivo 1gG2b de rata
anti-FcyRIl (hibridoma H2B4, clon 2.4G2) diluido 1/100 en medio RPMI incompleto para bloquear
uniones inespecificas a receptores Fc (FcRs). Posteriormente, sin lavar, se afiadieron los
siguientes Acs monoclonales (AcM). 1gG2b de rata anti-CD4-PerCp (peridin-clorofila a-proteina)
para marcar los linfocitos T CD4" e 1gG2a de rata anti-Va.2-FITC (fluoresceina isotiocianato) e 1gG1
de ratén anti-VPB5-PE (ficoeritrina) que reconocen las cadenas a2 y 5, respectivamente,
presentes en el TCR sobreexpresado (Tabla 3). Tras una incubacién de 30" a 4°Cy oscuridad, y dos
lavados con PBS para eliminar el exceso de Ac, se procedié a la fijacién de los linfocitos y lisis de
los glébulos rojos mediante la adicién a la suspension celular de paraformaldehido (PFA) a una
concentracion final del 1% durante 8’ a temperatura ambiente (RT), y posterior lavado con PBS-
0.03% saponina (Sigma). Finalmente las células fueron resuspendidas en 250 pl de PBS para ser

analizadas en un citémetro de flujo FacsCanto, utilizando el FacsDiva como programa de andlisis
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(Beckton-Dickinson, Palo alto, CA, USA). Durante el analisis, las células muertas se excluyeron
siguiendo los parametros de tamafio y granularidad, y la expresién de las cadenas a2 y 35
constituyentes del TCR especifico de OVA se determind por comparacion de la senal de
fluorescencia obtenida en los linfocitos T CD4" de un ratén control WT tal y como se muestra en

la Figura 2.

WT OT-1l
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Figura 2. Anilisis de la expresién de las subunidades Va2 y VB5 que componen el TCR de las células T CD4" de los
ratones OT-Il en leucocitos sanguineos por citometria de flujo. En los histogramas se muestra la expresién de Va2 y
VB5 en linfocitos T CD4" de sangre. El panel de la izquierda corresponde a un ratén WT y el de la derecha a un ratén
OT-Il.

3.1.2. Ratones WT®.

A las 5-6 semanas de vida de los animales, se extrajeron 100 pl de sangre en tubos que
contenian 100 pl de heparina sddica (Heparina Mayne 5%, 50 mg/ml, Mayne Pharma) diluida a 1
mg/ml en PBS. Las células, (aprox. 10°) se lavaron con PBS a 2000 rpm, 3’y 4 °C, y se incubaron
con 30 pl de una dilucién 1:100 del sobrenadante de cultivo 1gG2b de rata anti-FcyRIl (hibridoma
H2B4, clon 2.4G2) diluido 1/100 en medio RPMI incompleto para bloquear uniones inespecificas
a FcRs. Posteriormente, sin lavar, se afiadieron los siguientes AcMs. IgG2a de rata anti-B220-
PerCp para marcar los linfocitos B, IgG1 de ratén anti-lgM-Igh®-Biotina que reconoce las IgM de
Ilgh® e IgG1l de ratdn anti—IgM—Ighb—FITC gue reconoce las IgM de Ighb (Tabla 3). Tras una
incubacién de 30’ a 4°C y oscuridad, y dos lavados con PBS para eliminar el exceso de Ac, se
procedid al marcaje con estreptavidina-APC (Tabla 3), que reconoce la biotina conjugada al anti-
IlgM-Igh®, también durante 30’ a 4°C y oscuridad. Tras realizar dos lavados con PBS se procedi6 a
la fijacion de los linfocitos v lisis de los gldbulos rojos mediante la adicién a la suspensién celular
de PFA a una concentracion final del 1% durante 8 a RT, y posterior lavado con PBS-0.03%
saponina (Sigma). Finalmente las células fueron resuspendidas en 250 pl de PBS para ser
analizadas en un citémetro de flujo FacsCanto, utilizando el FacsDiva como programa de analisis

(Beckton-Dickinson, Palo alto, CA, USA). Durante el analisis, las células muertas se excluyeron
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siguiendo los parametros de tamafio y granularidad, y la expresién de IgM de Igh® o Ighb se
determind por comparacion de la sefial de fluorescencia obtenida en los linfocitos B de un ratén

control WT (Ighb) y un ratén control BAMBI-KO (Igh®) tal y se muestra en la Figura 3.
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Figura 3. Analisis de la expresion del Igh de los linfocitos B de la sangre por citometria de flujo. En la figura se
muestra la expresion del Igh® y Igh® en las células B220" de ratones WT (izquierda), BAMBI-KO (centro) y WT?
(derecha).

3.2. Caracterizacidn genotipica mediante PCR.

Para identificar los ratones deficientes en BAMBI y en CD3¢ se utilizé la reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR) a partir de DNA gendmico, el cual se extrajo de una muestra de
0.3-0.5 cm de la cola de los ratones anestesiados de 4-5 semanas de edad utilizando el protocolo

del “High Pure PCR Template preparation kit” (Roche).

3.2.1. Ratones BAMBI-KO.

Se utilizaron 2 pl de DNA por reaccion en un volumen final de 25 ul, y las siguientes
concentraciones finales de reactivos: 0.02 U de Biotaqg DNA pol (Bioline), 2 mM de MgCl, (Bioline),
0.2 mM dNTPs (Bioline) y 1 uM de cada uno de los cuatro primers cuya secuencia se muestra en
la Tabla 1. Las muestras se sometieron al siguiente protocolo de amplificacion: 94°C-3’; los
primers 1y 2, 40 ciclos (95°C-30"’; 62°C-30"’; 72°C-30") y los primers 3 y 4, 40 ciclos (95°C-30"’;
58°C-30"’; 72°C-30"); 72°C-10’ y mantenerlo a 42C. Posteriormente se realizd una electroforesis
en gel de agarosa al 1.5% [diluida en TBE-0,5% que contenia un volumen 1:20.000 de una
solucion marcadora de acidos nucleicos (RedSafe, Intron Biotechnology)] en presencia de un
marcador de peso molecular (GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder, ThermoFisher scientific). Al
someter al gel a radiacidn ultravioleta (UV) en un equipo documentador de imagenes (Gel Doc,
BioRad), en los ratones WT se observé una banda de 398 pares de bases (pb) y en los BAMBI-KO
una de 524 pb (Figura 4).
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Primers 1+ 2 Primers 3+ 4
_
-
500 pb —> . —

400pb —> W -
W WT KO HO WT KO H,0

Figura 4. Caracterizacion de los ratones BAMBI-KO (KO). Calle 1: marcador de peso molecular (GeneRuler 1 kb Plus
DNA Ladder, ThermoFisher scientific); calles 2-4: PCR con primers 1y 2; calles 5-7: PCR con primers 3 y 4. El orden de
los DNAs se indica en la figura.

3.2.2. Ratones CD3-KO.

Se utilizd 1 pul de DNA por reaccion en un volumen final de 25 pl, y las siguientes
concentraciones finales de reactivos: 1 U de Biotag DNA pol (Bioline), 1.5 mM de MgCl, (Bioline),
0.2 mM dNTPs (Bioline), 0.15 uM de los primers 1y 2 y 0.08 uM de los primers 3 y 4, cuya
secuencia se muestra en la Tabla 1. Las muestras se sometieron al siguiente protocolo de
amplificacion: 94°C-5’; 35 ciclos (94°C-1’; 57°C-1’; 72°C-2’); 72°C-5’ y mantenerlo a 4°C.
Posteriormente se realizé una electroforesis en gel de agarosa al 1,5% [diluida en TBE-0,5% que
contenia un volumen 1:20.000 de una solucién marcadora de acidos nucleicos (RedSafe, Intron
Biotechnology)] en presencia de un marcador de peso molecular (GeneRuler 1 kb Plus DNA
Ladder, ThermoFisher scientific). Al someter al gel a radiacién UV en un equipo documentador de
imagenes (Gel Doc, BioRad), en los ratones WT se observd una banda de 693 pb y en los CD3-KO

una de 411 pb (Figura 5).

."‘
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Figura 5. Caracterizacion de los ratones CD3-KO (KO). Calle 1: marcador de peso molecular (GeneRuler 1 kb Plus DNA
Ladder, ThermoFisher scientific); calle 2: PCR con DNA de un ratédn WT; calle 3: PCR con DNA de un ratén KO; calle 4:
PCR control sin DNA.
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Primer Secuencia
1 5-TGTGATAGCGGTTCCCATTGC-3’
2 5’-CCAGATAAAAGTGCTCCTGTCAGC-3’
BAMBI
3 5’-TTCGCCAATGACAAGACGCTGG-3’
4 5’-GGACACAAAGAACCCTGGGAAAG-3’
1 5’-GGCTACTACGCTTGCTACACACCAGCC-3’
2 5’-CCCCAGGCCCTTGGTATCTGAGGCATGT-3’
CD3¢
3 5’-CCTGCCGAGAAAGTATCCA-3’
4 5’-ACCGTAAAGCACGAGGAA-3’

Tabla 1. Secuencias de los diferentes primers utilizados en PCR para identificar regiones especificas de la mutacion
de cada ratdn a caracterizar. En la PCR utilizada para genotipar a los ratones BAMBI-KO, los primers 1y 2 reconocen
una region especifica del DNA eliminada en el ratén BAMBI-KO, amplificando un fragmento de 398 pb, mientras que
el 3y 4 se utilizan para identificar una regién del casette de resistencia a neomicina que reemplaza a los exones 2y 3
del gen Bambi, y amplifican un fragmento de 524 pb. En el caso de la PCR para identificar los ratones CD3-KO, los
primers 1y 2 amplifican un fragmento de 693 pb especifico del DNA eliminado en el ratén CD3-KO, mientras que los
primers 3y 4 amplifican un fragmento de 411 pb que reconoce el casette de resistencia a neomicina que reemplaza al
exon 5 del gen Cd3e.

4. Obtencion de muestras sanguineas y suspensiones celulares.
4.1. Suero.

Tras anestesiar a los ratones con éter dietilico (Panreac) se extrajeron unos 200 ul de
sangre mediante la puncién con un capilar en el seno retroorbitario. Esta sangre se mantuvo
durante toda la noche a 4°C, o durante unas horas a RT para permitir la retraccion del coagulo,
obteniendo posteriormente el suero por centrifugacion de la misma durante 5’ a 6500 rpm. Las

muestras se almacenaron a -80°C hasta el momento de su uso.
4.2. Sangre.

Para estudios de citometria de flujo en sangre, se recogieron aproximadamente unos 200
ul en tubos que contenian 100 pl de heparina sédica (Heparina Mayne 5%, 50 mg/ml, Mayne
Pharma) a una concentracion de 1 mg/ml. Tras un lavado con 2 ml PBS/tubo, se descarté el
sobrenadante y se tomaron 75 pl del pellet de células (aprox. 10° cls) para pasarlos a tubos de

citometria.
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4.3. Suspensiones celulares.

Cuando se realizaron estudios de citometria de flujo o cultivos celulares de érganos
linfoides (bazo, ganglios y médula dsea), se utilizaron suspensiones celulares de los mismos

obtenidas siguiendo el protocolo descrito a continuacion:

Tras sacrificar al ratéon por dislocacion cervical, los bazos y los ganglios fueron extraidos y
sumergidos en PBS a 4°C. A continuacién se procedié a su maceracidon en PBS y las suspensiones
celulares se lavaron en PBS mediante centrifugacion a 2000 rpm, 3’ y 4°C. En el caso de
suspensiones obtenidas del bazo, se lisaron los eritrocitos mediante su tratamiento con una
soluciéon de lisis Tris-NH4Cl pH 7.5 (ver apartado 18.1) durante 5’ a RT, y tras dos lavados, las

células se resuspendieron en PBS para su recuento.

Para la obtencion de suspensiones celulares de la médula désea, primeramente se
extrajeron las tibias y fémures del ratdn, seccionando el extremo distal de las epifisis para
trabajar con la diéfisis. Con ayuda de una jeringa de 5 ml (BD Plastipack™) y una aguja de 25G (BD
Microlance™ 3) se extrajo la médula dsea perfundiendo PBS frio a presién por la cavidad
medular. La médula dsea se disgregd con la jeringa y las células se recogieron en tubos Falcon de

15 ml en hielo para ser contadas.

Finalmente se contaron las células vivas con una camara de Neubauer, descartando las

muertas por tincidon con Azul Tripan (Sigma).

5. Purificacion de linfocitos B del bazo.

La purificacidon de linfocitos B se llevd a cabo a partir de una suspension celular obtenida
del bazo. Para ello, las suspensiones fueron incubadas durante 30’ a 4°C con 25 ul/lO7 células de
sobrenadante de cultivo del AcM AT-83 que reconoce la molécula Thyl.2 (CD90.2) presente en
todos los linfocitos T. Tras un lavado con PBS, las células fueron resuspendidas en medio c-kill
(ver apartado 18.3) en una proporcién de 1 ml/20x10° células e incubadas con complemento (low
Tox-M rabbit complement, CEDARLANE) en relacidn 1:15 con el volumen de medio c-kill durante
30’ a 37°C. Tras la incubacidn se realizaron dos lavados con PBS. La eficacia del tratamiento fue

verificada mediante citometria de flujo.
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6. Cultivos celulares.

6.1. Cultivos de activacion de linfocitos B.

En los estudios de expresion de BAMBI por gPCR, de expresion de moléculas de superficie
por citometria de flujo y de produccion de Acs frente a Ags TI-1 mediante ELISA, se cultivaron
linfocitos B purificados segun el apartado 5 en condiciones de esterilidad, utilizando medio
DMEM suplementado (ver apartado 18.3) en un incubador a 37°C con una atmodsfera controlada

de 5% de CO,. Las condiciones en cada estudio fueron las siguientes:

e Expresion de BAMBI.

- 15x10° células/ml en placa de 12 pocillos.

- 10 pg/ml de IgG1 de rata anti-IgM (clon B7.6, purificado en el laboratorio) y 10
pug/ml de 1gG2a de rata anti-CD40 murino (clon 3/23, BD Pharmingen) en
presencia o ausencia de 3 ng/ml de TGF3 humano (Peprotech).

- Duracién de 24 y 48 horas.

e Expresion de moléculas de superficie.

- 1x10° células/ml en placa de 48 pocillos.

- 10 pg/ml de anti-lgM y 10 ug/ml de anti-CD40 o solamente 10 ug/ml de anti-
CDA40.

- Duracién de 24 horas.

o  Produccion de Acs frente a Ags TI-2.
- 0.05x10° células/ml en placa de 96 pocillos.
- 10 pg/ml de LPS (Sigma).

- Duracién de 6 dias.

6.2. Cultivos de proliferacion de linfocitos B.

Los estudios de proliferacion de linfocitos B purificados se realizaron sembrando en
placas de 96 pocillos (CytoOne) 0.15x10° células por pocillo en 250 ul de medio DMEM
suplementado, en presencia de 10 pug/ml anti-IgM y anti-CD40 o de 10 pg/ml de LPS (Sigma). Las
células se cultivaron durante 4 dias en un incubador a 37°C y 5% de CO,, afiadiendo las ultimas 16
horas 1 uCi/ml de *H-TdR [(metil-*H)-timidina, Amersham, GE Healthcare].

Para determinar la proliferacién de los linfocitos B, se evalué la incorporacion de *H-TdR.
Al finalizar los 4 dias de cultivo, las células fueron recogidas sobre un filtro especial (Printed

Filtermat A, 90x120 mm, PerkinElmer) con ayuda del equipo FilterMate Harvester (PerkinElmer),
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haciendo varios lavados para descartar la *H-TdR no adquirida; y a continuacién se empapé el
mismo con liquido de centelleo (Optiphase superMix, PerkinElmer), y se determind la emisién de
radiacion utilizando el equipo 1450 LSC & Luminiscence counter, MicroBeta TriLux, (PerkinElmer)
que proporciond los datos en cuentas por minuto (c.p.m.), cuyo ndmero fue proporcional a la

proliferacidn celular en cada una de las condiciones.

7. Estudio de la expresion de BAMBI por qPCR.

El estudio de la expresion de BAMBI en linfocitos B fue realizado mediante gPCR. Se
extrajo RNA a partir de 15x10° linfocitos B purificados en reposo o estimulados como se describe
en el apartado 6.1. Para ello, se lisaron las células mediante sonicacién (80% de amplitud, pulso
ciclo 0.9, 3 pulsos), realizandose la extraccion del RNA siguiendo el protocolo recomendado en el
kit de Qiagen “RNeasy Plus Mini Kit”. Su concentracion se determiné midiendo la densidad dptica
a 230 nm con un espectrofotémetro (Nanodrop 2000, Thermo Scientific).

El RNA se utilizdé como molde para conversién en cDNA mediante retrotranscripcion
inversa siguiendo el protocolo aconsejado en el kit de Bio Rad “iScript cDNA Synthesis kit”.

A partir del cDNA obtenido se realizd el estudio de expresién de BAMBI mediante qPCR.
Para llevar a cabo el andlisis, se utilizaron primers disefiados para amplificar un fragmento entre
los exones 2 y 3 de Bambi, como control se amplificé el gen del 18s ribosémico. Se utilizaron, por
reaccién, en un volumen final de 22 pl: 1 pl de cDNA (50 ng), 11 ul de SYBR Premix Ex Taq, 1 pl
de primers (0.5 mM; ver Tabla 2) alcanzando los 22 ul con H,O miliQ estéril. A partir de este pool,
se cargaron duplicados de 10 ul en placas de 96 pocillos (Thermo-Fast® 96 Semi-Skirted plates,
Thermo Scientific) que se cubrieron con una cubierta adhesiva transparente (ABsolute QPCR Seal,
Thermo Scientific). Utilizando un equipo detector de fluorescencia para qPCR (StepOnePlus,
Applied Biosystem) se sometieron al siguiente protocolo de amplificacién: 15’-95°C; 40 ciclos
(307-95°C, 457-63°C, 30"-72°C); 1 ciclo (15”-95°C, 1’-60°C, 15”-95°C). Los resultados se
analizaron utilizando el programa StepOne Software v2.1 con el método del AACt, representando

la expresiodn génica relativa de Bambi, normalizada con la del 18s.
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Gen Secuencia

F: CCACTCCAGCTACTTCTTCATC
Bambi
R: GTAGCATCTGATCTCTCCTTTGG

F: GTAACCCGTTGAACCCCATT
18s
R: CCATCCAATCGGTAGCG

Tabla 2. Secuencias de los diferentes primers utilizados en la gPCR para el estudio de la expresion de BAMBI.

8. Caracterizacion de las poblaciones linfocitarias en los organos linfoides.

Las poblaciones linfocitarias en los drganos linfoides de ratones de todas las estirpes
estudiadas se analizaron mediante citometria de flujo. 10° células de las diferentes suspensiones
celulares (ver apartado 4.2) fueron incubadas durante 10’ a RT con 30 ul de una dilucién 1:100
del sobrenadante de cultivo 1gG2b de rata anti-FcyRIl (hibridoma H2B4, clon 2.4G2), con el
objetivo de bloquear los FcRs. Posteriormente, sin lavar, se aifadieron 50 ul de las diluciones
apropiadas (en PBS) de los diferentes AcMs que reconocian moléculas de la superficie celular
(Tabla 3) conjugados a biotina o a diferentes fluorocromos: FITC (fluoresceina isotiocianato), PE
(ficoeritrina), PerCP (peridin-clorofila a-proteina), APC (aloficocianina), APC-Cy7 (aloficocianina-
cianina 7), Alexa Fluor 647 o PB (azul pacifico). Tras una incubacién de 30’ a 4°C en oscuridad, las
células se lavaron dos veces con PBS a 2000 rpm durante 3’. En los casos donde se utilizaron
AcMs conjugados a biotina, se realizd una segunda incubacién con estreptavidina conjugada a
APC o a APC-Cy7 diluida en PBS durante 30’ a 4°C en oscuridad. En el caso del marcaje de
proteinas intracelulares (Foxp3), las células, tras el marcaje de superficie, fueron incubadas con
200 pl de una solucidon fijadora/permeabilizadora [(mezcla de diluyente y concentrado
(Fixation/permeabilization diluent and concentrate, eBioscience) en relacién 3:1] a 4°C durante
30’ o durante toda la noche (o/n). Tras un lavado con 2ml de buffer de permeabilizacion (10X
permeabilization buffer, eBioscience; diluido a 1X en dH,0) las suspensiones celulares fueron
incubadas con 25 pl del AcM anti-Foxp3 diluido en buffer de permeabilizacién durante 30" a 4°C.

Después del marcaje (extracelular, intracelular o ambos), las células fueron resuspendidas
en 250 pl de PBS y conservadas a 4°C hasta el momento de su andlisis, que fue realizado con un
citdmetro de flujo FACScanto (Becton-Dickinson, Palo Alto, CA, USA). En general se adquirieron 3-
4x10" células en la regién de células mononucleares viables acotada en base a los pardmetros de

tamafio (FSC) y complejidad (SSC). El estudio fenotipico de las poblaciones linfocitarias se realiz
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utilizando el programa FACS Diva, en base al perfil de expresién simultanea de un conjunto de

marcadores.
Las poblaciones analizadas fueron las siguientes:

e Médula dsea:

Células Pro-B (B220"°IgM'CD43")

- Células Pre-B (B220"°IgM CD43)

- Células B inmaduras (B220'IgM*IgD")
- Células B maduras (B220°IgM‘IgD")

- Células BT1 (B220'1gM'CD23°CD21)
- Células B T2 (B220'1gM"CcD23*CD21")
- Células BZM (B220°IgM*CD23°CD21")
- Células B Foliculares (B220'lgM™cD23"cD21™)
- Células plasmaticas (B2207°CcD138")
- Células B Memoria (B220*IgMIgD'CD138))
- Células B-1a (B2207°CD19*CD43"IgM*CD5")
- Células B-1b (B2207°CD19°CD43*IgM*CD5")
- Células Try (CD4'CXCR5'PD-17)
- Células B CG (B220'PNA'FAS")
e Cavidad peritoneal:
- Células B-1a (B2207°CD19*IgM*CD5")
- Células B-1b (B2207°CD19*IgM*CD5")
e Ganglios popliteos:
- Células Try (CD4'CXCR5'PD-17)
- Células B CG (B220"PNA'FAS")
- Células T (CD4'CXCR5'PD-1"Foxp3’)

Cuando fue necesario determinar el numero total de células de una determinada
subpoblacién de un drgano concreto, se calculd extrapolando el porcentaje de dicha poblacién,
obtenido mediante citometria de flujo, al nimero total de células viables contadas en dicho

drgano utilizando una cdmara de Neubauer.
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La citometria de flujo también nos permitié realizar el estudio del nivel de expresién de

B (células B220").

diferentes moléculas de superficie (IgM, IgD, MHC-1I, CD80, CD86, ICOSL y BAFFR) en los linfocitos

AcM Isotipo Clon Fluorocromo Laboratorio
Anti-CD3e murino IgG1, k de hamster | 145-2C11 APC Tonbo
Anti-CD4 murino 1gG2a, k de rata RM4-5 PerCp Biolegend

Anti-CD4 (L3T4) murino 1gG2b, k de rata GK1.5 PE BD Pharmingen
Anti-CD5 murino 1gG2a, k de rata 53-7.3 PE BD Pharmingen
Anti-CD8 murino IgG2a, k de rata 53-6.7 PE BD Pharmingen

Anti-CD11b murino 1gG2b, k de rata M1/70 PE eBioscence

Anti-CD11c murino IgG de hamster N418 PE Biolegend
1D3 FITC BD Pharmingen
Anti-CD19 murino 1gG2a, k de rata
6D5 APC Biolegend
Anti-CD21/CD35 murino 1gG2b, k de rata 7G6 FITC BD Pharmingen
Anti-CD23 murino 1gG2a, k de rata B3B4 PE BD Pharmingen
Anti-CD43 murino 1gG2a, k de rata 1B11 FITC Biolegend
Anti-CD45R/B220 .
nt . / IgG2a, k de rata RA3-6B2 PE/PerCp Biolegend
murino/humano
Anti-CD45.1 murino 1gG2a, k de rata A20 PB Biolegend
Anti-CD45.2 murino 1gG2a, k de ratdn 104 APC-Cy7 Biolegend
PE Tonbo
Anti-CD80 murino IgG de hamster 16-10A1
APC eBioscence
FITC Biolegend
Anti-CD86 murino 1gG2a, k de rata GL-1
PE BD Pharmingen
Anti-CD95/FAS murino 862,22 de Jo2 PE BD Pharmingen

hamster
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AcM Isotipo Clon Fluorocromo Laboratorio
Anti-CD138 murino IgG2a, k de rata 281-2 PE BD Pharmingen
Anti-CD268/BAFFR murino IgG1, k de rata 7H22-E16 Alexa Fluor 647 Biolegend
Anti-CD275/ICOSL murino IgG2a, k de rata HK5.3 Biotina Biolegend
Anti-CD279/PD-1 murino IgG2a, k de rata 29F.1A12 FITC Biolegend
Anti-CXCR5 murino IgG2a, k de rata 2G8 Biotina BD Pharmingen
Estreptavidina APC/APC-Cy7 Biolegend
Anti-Foxp3 de raton IgG1, k de ratdn 3G3 PE Tonbo
FITC BD Pharmingen
Anti-la® murino 1gG2a, k de raton 25-9-17
Biotina Biolegend
FITC BD Pharmingen
Anti-IgD murina IgG2a, k de rata 11-26c.2a
PB Biolegend
Anti-IgM Igh® murina IgG1 de raton DS-1 Biotina BD Pharmingen
Anti-IgM Ighb murina 1gG1 de raton AF6-78 FITC BD Pharmingen
R6-60.2 Biotina BD Pharmingen
Anti-lgM murina IgG2a, k de rata
RMM-1 APC-Cy7 Biolegend
PNA Fluoresceina Vector
Anti-Va2 murino IgG2a, A de rata B20.1 FITC Biolegend
Anti-VB5 murino IgG1 de raton MR9-4 PE Biolegend
Anti-Ly6G/Ly-6C (Gr-1) IgG2b, k de rata RB6—8C5 FITC Biolegend

Tabla 3. AcMs utilizados para fenotipado, caracterizacion de poblaciones linfocitarias y expresion de moléculas de
superficie por citometria de flujo.

9. Inmunizaciones.

El estudio de los diferentes aspectos de la respuesta humoral se llevé a cabo mediante la
inmunizacion de los ratones con diferentes Ags, en presencia o ausencia de adyuvante y a través

de diferentes vias de administracion.
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9.1. TNP-Ficoll (trinitrofenol conjugado a aminoetil carboximetil-Ficoll).

En la caracterizacion de las respuesta frente a Ags TI-2 se inmunizaron a los ratones por
via intravenosa con 2.5 ug de TNP-Ficoll (Sigma) disueltos en 200 ul de PBS. Se obtuvo suero de
los ratones antes de la inmunizacién y 7 y 14 dias después, donde se cuantificaron los Acs IgM

anti-TNP.
9.2. HSA (seroalbimina humana).

Este Ag fue utilizado en el estudio tanto de la produccién de Acs anti-HSA como de la
expansién de las células implicadas en la respuesta humoral (células Try, Trr Y B CG). Para ello, se
prepard una emulsién fria elaborada con HSA (Grifols) disuelta en salino (2 mg/ml) y adyuvante
completo de Freund (CFA; 1 mg/ml; Sigma) en proporcién 1:1. Los ratones fueron inmunizados en
las almohadillas plantares de las patas traseras con 50 pl de la emulsién (50 pg de HSA) en cada
pata. 7 y 14 dias después de la inmunizacién se obtuvieron sueros para la determinacion de Acs
IgG, 1gG1 e IgG2a anti-HSA y se extrajeron los ganglios popliteos para el estudio de la frecuencia
de las células Tgy, Trr ¥ B CG. A los 14 dias también se extrajo el bazo de los ratones para el

estudio histolégico de los CGs.
9.3. OVA-TNP4, (ovoalbumina conjugada a 11 moléculas de TNP).

En el estudio de respuestas de alta y baja afinidad los ratones fueron inmunizados con
una emulsion que contenia el Ag OVA-TNP4; (Biosearch Technologies) disuelto en PBS (1 mg/ml) y
CFA en proporcién 1:1. Los ratones fueron inmunizados por via intraperitoneal con 100 pl de la
emulsién (50 ug de OVA-TNPy;) obteniéndose sueros de estos ratones antes y 10, 20 y 30 dias

después para la valoracién de los Acs IgG1 e IgG2a anti-TNP de alta y baja afinidad.
9.4. AHGG (gamma globulina humana agregada por calor).

Este Ag fue utilizado en el estudio de la respuesta humoral TD en ausencia de adyuvante,
administrandose por via intravenosa 400 pg de AHGG disueltos en PBS. La AHGG se obtuvo
calentando la gamma globulina humana (Grifols) a 63°C durante 25’. Como control positivo se
inmunizaron ratones con 100 pl de una emulsidn preparada a partes iguales con AHGG disuelta
en PBS (20 mg/ml) y CFA, administrando 1 mg de AHGG por ratdn. Los ratones fueron sangrados
antes y 10, 20 y 30 dias después de dicha inmunizaciéon para la obtencion de suero donde

cuantificar los Acs IgG anti-AHGG.
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9.5. OVA (ovoalbumina).

Este Ag fue utilizado en los estudios de inmunizacidén en la mucosa nasal, en los estudios
de transferencia celular y en la inmunizaciéon para la determinacién del niumero de CPs secretoras
de Acs. En el primer caso se realizaron 3 inmunizaciones (dias 0, 21 y 35) con 10 pug de OVA
(Sigma) y 1 ug de LTk63 (cedida por el Dr. Giuseppe del Giudice) disuelto en 30 ul de PBS,
administrando 15 pl en cada fosa nasal. Los ratones fueron sangrados los dias 0, 20, 34 y 57,
siendo éste ultimo el dia del sacrificio, donde se realizé un lavado intranasal con 500 ul de PBS.
En los sueros de estos ratones se cuantificaron los Acs IgG e IgA anti-OVA mientras que en el PBS

de los lavados intranasales fueron cuantificados los de isotipo IgA.

En los estudios de transferencia celular y en la determinacién de CPs secretoras de Acs se
prepard una emulsidn fria a partir de OVA disuelta en PBS (1 mg/ml) y CFA en proporcion 1:1,
siendo inmunizados los ratones por via intraperitoneal con 100 pl de esta emulsién (50 ug de
OVA). A los 14 dias, en el caso de la transferencia celular los ratones fueron sacrificados para el
estudio de la expansién de células Ty y B CG en bazo mediante citometria de flujo, la presencia
de Acs anti-OVA en suero por ELISA y la aparicion de CGs en el bazo por histologia. En el estudio
de la presencia de CPs secretoras de Acs los ratones fueron reinmunizados con 50 ug de OVA en
una emulsidon con adyuvante incompleto de Freund (IFA; Sigma), siendo sacrificados 14 dias

después para la realizacidn del ELISPOT a partir de células del bazo.

10. Cuantificacidon de Acs mediante ELISA (ensayo por inmunoadsorcion ligado

a enzimas).

La valoracion de los niveles de Acs presentes en suero, en sobrenadantes de cultivo o en
el PBS procedente de lavados intranasales se realizd mediante la técnica de ELISA. Para ello,
placas de ELISA (Maxisorb; Nunc, Wiesbaden, Germany) fueron incubadas o/n a 4°C con un
coating especifico en funcion de la determinacion (Tabla 4). Tras realizar 3 lavados con PBS, las
placas fueron incubadas durante al menos 1 hora con 100 pl de solucién de bloqueo (PBT) para
saturar los sitios de uniones inespecificas. A continuacién se afiadieron las muestras
experimentales (50 pl/pocillo) que fueron testados por duplicado en un rango de diluciones
apropiado. Como control positivo y para la realizaciéon de la curva patrdén se utilizé un pool de
sueros testado previamente con niveles elevados de los Acs sometidos a estudio. Tras una
incubacion a 4°C o/n, las placas, previamente lavadas, fueron incubadas durante 3 horas a RT u

o/n a 4°C con Acs especificos frente a los distintos tipos de Igs murinas conjugados a fosfatasa
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alcalina (AP) (Tabla 4). La reaccion enzimatica se valord tras afiadir 50 ul/pocillo de una diluciéon
de pNPP (4-nitrophenyl phosphate disodium salt hexahydrate, Sigma) como sustrato para la
fosfatasa alcalina (ver apartado 18.1) utilizando un equipo Multiskan® FC (Thermo Scientific) con
un filtro de 405 nm. Los datos obtenidos, a los que se les restd el blanco, fueron representados
en unidades de titulacion en referencia a la curva estandar elaborada con sueros con valores

positivos de Ac o en unidades de densidad dptica (D.O.).

Coating Concentracion Buffer Muestra Ac secundario
. IgG de cabra anti-IgM murina
LPS (Sigma) 10 pg/ml PBS Sobrenadante conjugado a AP (Sigma)
IgG de cabra anti- . .
IgM murina (Jackson 10 pg/ml BBS Sobrenadante lgG de.cabra antl-IgM murina
conjugado a AP (Sigma)
ImmunoResearch)
BSA-TNPy5 (Biosearch IgG de cabra anti-lgM murina
. BBS S . .
Technologies) 10 pg/ml uero conjugado a AP (Sigma)
IgG de conejo anti-lgG1 murina
conjugado a AP (Sigma)
IgG1 de rata anti-lgG2a murina
conjugado a AP (BD Pharmingen)
Anti-IgG murino producido en
cabray conjugado a AP (Sigma)
HSA (Grifol | BBS S
(Grifols) > ug/m uero Anti-lgG2a Ighb murino producido
en raton y conjugado a AP
(cedido por el Dr. Shozo lzuiy
conjugado a AP en el laboratorio)
Anti-lgG2a murino producido en
cabra y conjugado a AP (Jackson
ImmunoRresearch)(no reconoce
Ighb)
IgG de conejo anti-IgG1 murina
BSA-TNP;y BSA- conjugado a AP (Sigma)
TNP45 (Biosearch 10 pg/ml BBS Suero
Technologies) IgG1 de rata anti-lgG2a murina
conjugado a AP (BD Pharmingen)
. Anti-IgG murino producido en
AH fol BB
GG (Grifols) 10 pg/ml > suero cabra y conjugado a AP (Sigma)
IgG de cabra anti-IgA murina
OVA (Sigma) 60 pg/ml BBS Lavado intranasal conjugado a AP
(SouthernBiotech)
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Coating Concentracion Buffer Muestra Ac secundario

IgG de cabra anti-IgA murina
conjugado a AP
(SouthernBiotech)

OVA (Sigma) 60 ug/ml BBS Suero Anti-1gG murino producido en
cabra y conjugado a AP (Sigma)

IgG1 de rata anti-lgG2a murina
conjugado a AP (BD Pharmingen)

Anti-IgG murino producido en
cabra y conjugado a AP (Sigma)
ssDNA
(Worthington)

50 pg/ml BBS suero IgG de cabra anti-IlgA murina

conjugado a AP
(SouthernBiotech)

Tabla 4. Diferentes coatings y Acs secundarios utilizados en las distintas determinaciones realizadas mediante
ELISA.

11. Determinacion del nimero de CPs secretoras de Acs por ELISPOT.

El estudio de la presencia de CPs secretoras de Acs frente a un Ag determinado se realizé
mediante el ensayo de inmunospot conjugado a actividad enzimatica (ELISPOT), una variante de
la técnica de ELISA que estd disefiada para cuantificar células individuales que estan secretando

una proteina concreta in vitro.

Con el objetivo de determinar el nimero de CPs secretoras de Acs IgG anti-OVA, se
inmunizaron ratones como se describe en el apartado 9.5. A partir del bazo de estos ratones se
obtuvieron suspensiones celulares (ver apartado 4.3), a partir de las cuales se realizd6 una
citometria de flujo para determinar el nimero de células B totales (células B220"). Finalmente las
células fueron resuspendidas en medio DMEM suplementado a una concentracion de 10x10°
células/ml para su cultivo en placas de microtitulacion Multiscreen HA de nitrocelulosa (Milipore,

Bedford, MA).

El dia anterior al ensayo, se afiadieron en estas placas de microtitulacién 50 pl de una
solucion de OVA en PBS estéril a una concentracidon de 60 ug/ml, dejandose incubar toda la
noche a 37°C. Pasado este tiempo, las placas fueron lavadas 3 veces con PBS estéril, y se
saturaron afiadiendo 200 pl de la solucién de bloqueo (medio DMEM suplementado). Tras una

hora a 372C se agregaron, por duplicado, diluciones seriadas de cada suspensién celular,
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partiendo de una concentracion celular de 10° células/pocillo. Adicionalmente, se utilizaron como
controles negativos 2 pocillos sin suspensién celular. Transcurridas 5 horas de incubacion a 37°C,
se descartaron las células del cultivo y se realizaron 5 lavados con PBS-0.1%Tween-20.
Posteriormente, se afiadieron 50 pl de 1gG de cabra anti-IgG murina conjugado a AP (Southern
Biotech) diluido en PBS-0.1%Tween-20. Tras la incubacion o/n a 4°C, y el lavado de las placas para
eliminar el conjugado no unido a las Igs, se revelaron afiadiendo 100 pl/pocillo de una soluciéon
sustrato compuesta de 5-Bromo-4-cloro-3-indolil fosfato (BCIP; Promega, Madison, WI) vy
nitroazul tetrazolium (NBT; Promega, Madison, WI) en un buffer 100 mM Tris-HCI (pH 9), 150 mM
NaCl y 1 mM Cl;Mg. El sustrato, al ser metabolizado por la enzima AP produjo un cambio de
color, de forma que, cada punto azul correspondié al lugar donde una célula individual habia
producido Acs IgG anti-OVA. Transcurridos 30’, la reaccion colorimétrica se detuvo mediante su
lavado con agua destilada y, finalmente, las placas se dejaron secar al aire y en oscuridad hasta su
lectura. Los puntos, que representan CPs secretoras de Acs IgG anti-OVA, se contaron con la
ayuda del equipo “AID EliSpot Reader classic”. Los resultados se expresaron como numero de

CPs secretoras de Acs por cada 10° de linfocitos B.
12. Procesamiento y estudio histolagico de los tejidos.

Para el andlisis tanto de la presencia de lesiones glomerulares como de la aparicion de
CGs en el bazo de ratones inmunizados se realizaron estudios histoldgicos de rifidn y bazo. Estos
organos se fijaron en formol tamponado al 4% (ver apartado 18.1) durante 24 horas a RT. A
continuacion fueron deshidratados en bafios de alcoholes y xiloles a concentraciones crecientes
del 70% al 100%, y finalmente se incluyeron en parafina. A partir de estos bloques se realizaron
secciones de 3-4 um, que fueron procesadas para tincién con hematoxilina y eosina. Para valorar
el estado de los glomérulos, dichas secciones fueron analizadas con un microscopio 6ptico
(Nikon, Eclipse E400), tomando fotografias con el objetivo de 20X. En el estudio de los CGs del
bazo, las muestras fueron escaneadas en el equipo Zeiss Axio Scan.Z1, procediendo a la medida
del area de los mismos con el programa ImageJ. Los resultados se muestran como porcentaje de

area ocupado por los CGs sobre el area total de bazo analizado.
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13. Estudios de transferencia celular.

Para la purificacién de células T CD4" procedentes de ratones WT.OT-Il y BAMBI-KO.OT-lI
se obtuvieron suspensiones celulares de ganglios segun lo descrito en el apartado 4.3 en
condiciones estériles. Estas células fueron incubadas con los AcMs anti-B220-PE, anti-CD11b-PE,
anti-CD11c-PE, anti-CD8-PE y anti-GR1-FITC (Tabla 3) durante 30’ a 4°C con el objetivo de marcar
todas las poblaciones a excepcién de las células T CD4". Posteriormente se realizé un lavado con
PBS para eliminar el exceso de Ac y se resuspendié el pellet en PBS a una concentracion
aproximada de 20x10° células/ml. A continuacién se procedid a la separacion de la poblaciéon
negativa con ayuda de un citémetro y separador celular FACSaria (Becton Dickinson, Palo Alto,
CA, USA), siendo recogidas en medio RPMI suplementado (ver apartado 18.3) para evitar su
muerte durante el proceso de purificacion. Finalmente se comprobé la eficacia de la separacién
mediante citometria de flujo, donde tal y como se muestra en la Figura 6, el porcentaje de células

T CD4" en ambos casos fue superior al 95%.

WT.OT-II BAMBI-KO.OT-II
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Figura 6. Eficacia de la purificacion de células T CD4" de ganglios de ratones WT.OT-1l y BAMBI-KO.OT-II. Tras la
separacion, 0.5x10° células de ambos origenes fueron marcadas con un AcM anti-CD4-PerCp. Como se observa en los
histogramas, la mayoria de las células son CD4".

A continuacién, las células T CD4" purificadas (WT.OT-Il y BAMBI-KO.OT-II) se pusieron a
una concentracion de 0.25x10° células/ml de medio RPMI suplementado, inyectandose 200 pl
(0.05x10° células T CD4%) a los ratones WT.CD3-KO y BAMBI-KO.CD3-KO previamente
anestesiados con éter dietilico a través del seno retroorbitario. Finalmente, 24 horas mdas tarde

estos ratones fueron inmunizados con OVA-CFA, tal y como se describe en el apartado 9.5.
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14. Generacion de ratones quiméricos.

A partir de los ratones donantes se obtuvieron suspensiones celulares de médula ésea tal
y como se describe en el apartado 4.3, dejando las células resuspendidas en medio RPMI
suplementado a 42C. A continuacion, se procedid a la irradiacidon de los ratones receptores en el
servicio de radioterapia del Hospital Universitario Marqués de Valdecilla con el objetivo de
eliminar todas las células del SI, recibiendo una dosis de 950 rads. Antes de la reconstitucién de
los ratones receptores, las células de los donantes fueron centrifugadas a 1500 rpm durante 5’
para resuspenderlas en PBS a una concentracién de 50x10° células/ml, inyectdndose 200 pl
(10x10° células) a través del seno retroorbitario. Los ratones se alojaron durante dos meses en
cuartos libres de patdgenos con comida y agua esterilizada suplementada con antibiéticos [10%
soltrim (Almofarma), 2% ciprofloxacino (Normon) y 5% gentamicina (Normon)]. Pasados estos
dos meses, los ratones con el Sl regenerado a partir de las células donantes, fueron inmunizados

con HSA-CFA segln se describe en el apartado 9.2.
15. Produccidn y Purificacion de AcMs.

Se produjeron y purificaron AcMs a partir de las siguientes lineas de hibridomas

secretores: 1B7.11 (IgG1 murino anti-TNP) y 1D11 (IgG1 murino anti-TGFB1, 2 y 3 murino).

15.1. Produccion.

Las células se expandieron mediante cultivo en DMEM suplementado (ver apartado 18.3).
En ratones atimicos Nude, previamente estimulados con pristano (2, 6, 10, 14-tetrametil-
pentadecano, Sigma), se inyectaron las células del hibridoma por via intraperitoneal, a razén de
5-10x10° células/ratén. Cuando fue evidente la existencia de ascitis, por observacion del volumen
abdominal, se extrajo mediante puncidn peritoneal bajo anestesia. Se hizo un pool con la ascitis
recogida, se centrifugé a 3000 rpm durante 10’, se filtré y se conservé a -20°C hasta el momento

de su purificacion y uso.

15.2. Purificacion de ascitis. Método del acido caprilico.

El protocolo se inicié afiadiendo tampdn acetato-acético 60 mM, pH 4 (ver apartado 18.1)
en un volumen 4:1 en relacidn a la cantidad de ascitis de la que se partia y se ajusté el pH a 4.5. A
continuacion se afiadié goteando acido caprilico (Octanoic acid, Sigma) a razén de 25 pl por cada

ml de la solucidn anterior y se sometid a agitacién magnética 30’ a RT, consiguiendo de esta
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forma que se rompiese la emulsidn de los lipidos (la solucién tomd un aspecto blanquecino con
micelas). Tras centrifugar 30’ a 12000 rpm y 4°C, se recogié el sobrenadante en un vaso de
precipitados, se afiadio sobre este PBS 10X en relacién 1:9 y se ajusto el pH a 7.4. En este punto
se procedio a precipitar el Ac afiadiendo lentamente y en agitacién el mismo volumen de sulfato
amonico saturado (SAS) filtrado a pH 7 (ver apartado 18.2) agitando durante 30’-0/n a 4°C. Tras
una centrifugaciéon de 30’ a 12000 rpm y 4°C se desechd el sobrenadante y el precipitado fue
resuspendido en PBS en el volumen deseado. Dicha disolucion fue dializada contra PBS en
membranas de didlisis (Dialysis tubing, high retention, 40 mm x 25 mm; Sigma) durante 3 dias.
Finalmente se determind la concentracién de Ac calculando la densidad éptica a 260 nm con un
espectrofotémetro (Nanodrop 2000, Thermo Scientific), y se almacend a -20°C hasta el momento

de su uso.
16. Tratamiento con Acs.

Para bloquear in vivo la accién del TGFB, se administré el AcM IgG1l murino anti-TGFB
(1D11) murino, utilizando como isotipo control el AcM 1gG1 murino anti-TNP (1B7.11). Se
inyectaron por via intraperitoneal 1 mg/ratén/semana divididos en 3 dosis en dias alternos desde

un mes antes de la inmunizacion hasta el momento del sacrificio.
17. Tratamiento con 5Z-7-oxozeanol (5Z0X).

En los experimentos de inhibicién de TAK1 los ratones fueron tratados con 5ZOX (Sigma).
Dicho compuesto fue resuspendido en DMSO al 5% (Sigma) y en salino quedando a una
concentracién de 50 pg/ml. Se administraron 30 pg/ratén/semana repartidos en 3 dosis de 200

pl por via intraperitoneal. Los ratones controles fueron tratados con la misma cantidad de DMSO.

18. Reactivos.

18.1. Tampones.

e PBS-1X (PBS): Tampodn fosfato salino al 1X, y pH 7.2. Contiene por litro de dH,0: 0.8 g de
NaCl (Panreac), 0.2 g de KCI (Panreac), 0.2 g de KH,PO, (Panreac), 1.15 g de Na,HPO,
(Panreac).

e PBS-10X: Contiene por litro de dH,0: 8 g de NaCl, 2 g de KCl, 2 g de KH,PO,4, 11.5 g de
Na,HPO,.

e PBT: PBS con 2% BSA y 0.05% Tween 20.
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e TBE 5X. Para 1l: 54 g de Tris, 27.5 g de acido bdrico, 0.5M de EDTA pH 8, y enrasar con
dH,0.

e Solucion de lisis de Eritrocitos: Es un tampdn de Tris-NH,4Cl a pH 7.5. Estd compuesto por
un volumen de una solucién de Trizma base y nueve voliumenes de Cloruro amdnico
disuelto al 0.83% (peso/volumen) en agua destilada. La primera solucion contiene Tris-
hidroximetil-aminometano (2.06 g en 100 ml de agua destilada, a pH 7.5).

e Tampdn borato salino (BBS). Para 1l: 6.18 g de acido bdrico, 4.38 g NaCl, 9.54 g Bédrax,
completando hasta 1| con dH,0 y llevando a pH 8.3-8.5.

e Tampdn sustrato para el ELISA convencional: constituye el medio de reaccién para la
fosfatasa alcalina, y estd compuesto por una disolucién acuosa de 9.7% en volumen de
dietanolamina (Panreac), 0.1 mg/ml de MgCl hexahidratado (Serva) y 0.2 mg/ml de azida
sédica (Merk). El pH fue ajustado a 9.8 y el tampdn fue conservado a oscuridad a
temperatura ambiente. En el momento de uso se mezclaron 5 ml de este buffer con 5 mg
de pNPP (4-nitrophenyl phosphate disodium salt hexahydrate, Sigma).

e Tampdn Acetato-acético 60mM, pH 4. Para 100 ml: mezclar 18 ml de acetato sédico 60
mM y 82 ml de acido acético 60 mM.

e Formol tamponado al 4%. Para 1l: 100 ml de Formaldehido 37% (Scharlau), 900 ml de
dH,0, 6.5 g de Na,HPO, (Panreac) y 4 g de NaH,P04.H20 (Merk). Llevar a pH 7-7.2.

18.2. Soluciones.

e PFA 2%: Contiene 2 g de paraformaldehido (Serva) disueltos con calor (652 aprox.), hasta
un volumen total de 100 ml, en 5 ml de PBS-10X, agua destilada y 3 ul de NaOH. Esta
solucion fue filtrada y conservada a 49C o a temperatura ambiente.

e Saponina 3%. Para utilizarla como agente permeabilizante de membranas tisulares, se
empled Saponina al 0.03% en PBS. Esta disolucion se preparé en el momento de uso,
partiendo de un stock de saponina (Sigma) al 3% en PBS, conservado a 42C un maximo de
una semana.

e Sulfato Amonico Saturado (SAS). Disolucién de 540 g de sulfato de amonio ((NH4),SO,,
Sigma) en 600 ml de dH,0.

18.3. Medios de cultivo.

e Medio de cultivo Eagle de Dulbecco Modificado (DMEM, Gibco) suplementado. Se

suplementé el medio DMEM con Hepes 10 mM, L-glutamina 2 mM, penicilina-
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estreptomicina 10 pg/ml, B-mercaptoetanol 10 uM y 10% de suero fetal bovino (FBS)
descomplementado por calor. Todos estos uUltimos reactivos fueron comprados a Sigma,
St. Louis, MO.

e Medio de cultivo RPMI 1640 (Gibco) suplementado. Se suplementd el medio RPMI 1640
con Hepes 10 mM, L-glutamina 2 mM, penicilina-streptomicina 10 pg/ml, B-
mercaptoetanol 10 uM, piruvato sédico 1% (v/v) (Lonza) y 10% suero fetal bovino (FBS)
descomplementado por calor. Todos estos Ultimos reactivos fueron comprados a Sigma,
St. Louis, MO.

e Medio c-kill. Compuesto por medio RPMI 1640 suplementado con 0.3% BSA y Hepes 2
mM.

19. Analisis Estadistico

En general, en el estudio de los titulos de Acs y el nimero de las diferentes poblaciones
de células B, el grupo experimental fue comparado con el grupo control correspondiente
mediante un test no paramétrico de Mann Whitney. Para comparar las variaciones en el
porcentaje de diferentes poblaciones linfocitarias, la expresion de BAMBI y las diferentes
moléculas de activacidn, se utilizé la t de Student, aplicando la correccién de Welch en caso de
haber diferencias significativas entre las varianzas. Las diferencias fueron consideradas no
significativas cuando p=0,05 (ns), significativas cuando p<0,05 (*), muy significativas si p<0,01
(**) y altamente significativas cuando p<0,001 (***). Estos analisis se llevaron a cabo empleando

el programa informatico GraphPad Prism® 5.0.
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IV. RESULTADOS

1. Expresion e induccion de BAMBI en los linfocitos B.

El primer objetivo de este trabajo fue caracterizar la expresién de BAMBI en los
linfocitos B tras la estimulacién in vitro con Acs anti-lgM y anti-CD40 en presencia o
ausencia de TGF[. Ante la imposibilidad de detectar la proteina mediante citometria de
flujo se analizo su expresidon mediante RT-PCR cuantitativa (QPCR). Como control negativo
se utilizaron linfocitos B de ratones deficientes en BAMBI (BAMBI-KO). En la Figura 1 se
observa una cierta expresion basal de mRNA de BAMBI, la cual esta claramente potenciada
tras 48 horas de estimulacién in vitro. Sin embargo y a diferencia de lo descrito en los
linfocitos T CD4" (Postigo et al., 2016), la expresién de BAMBI disminuye significativamente

a las 48 horas tras la adicién al cultivo de TGFf3.
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Figura 1. Expresion de mRNA de BAMBI en linfocitos B. 25 ng de cDNA procedentes de mRNA extraido de
linfocitos B en reposo o activados con anti-CD40 (10 pg/ml) y anti-IgM (10 pug/ml) en presencia o ausencia de
2ng/ml de TGFp fueron amplificados mediante gPCR utlizando primers especificos del gen que codifica para
BAMBI. En la grafica se muestra la mediaxSD (desviacion estandar) de la expresidn relativa de mRNA de
BAMBI normalizado respecto a la expresion del gen del 18s. Como controles negativos se utilizaron linfocitos
B del raton BAMBI-KO, que no expresa la proteina. Se muestran los resultados de un experimento

representativo sobre un total de 3 experimentos. Las diferencias estadisticas resultantes de un test t de
student se indican como: *(p<0.05) y **(p<0.01).
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2. Caracterizacion de las subpoblaciones de linfocitos B en el raton

BAMBI-KO.

Para comenzar a estudiar el posible papel de BAMBI en la funcionalidad de los
linfocitos B se analizd si su deficiencia producia cambios en la distribucién de las diferentes
subpoblaciones de los mismos en la médula 6sea, bazo y cavidad peritoneal. Para ello, se
caracterizaron las distintas subpoblaciones B en ratones C57BL/6 silvestres (WT) y en
ratones BAMBI-KO de 2-3 meses de edad mediante citometria de flujo. En la médula ésea
no se encontraron diferencias ni en el nimero total de células del linaje B ni en la
distribucién de las distintas subpoblaciones inmaduras y maduras (Figura 2A). En el bazo,
el nimero de linfocitos B220" totales fue similar en ambas cepas de ratones aunque en el
ratén BAMBI-KO se observd un aumento del nimero de células B en el estadio T2 y de
células B memoria sin estar afectadas el resto de subpoblaciones de células B-2
convencionales (Figura 2B). En cambio, los ratones BAMBI-KO mostraron un incremento
notable en la poblacién de las células B-1, tanto B-1a como B-1b, en el bazo y la cavidad

peritoneal (Figura 2C).
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Figura 2. Estudio de las subpoblaciones de linfocitos B en médula dsea, bazo y cavidad peritoneal en
ratones WT y BAMBI-KO. Numero de células de médula dsea y bazo y de las subpoblaciones de linfocitos B
analizadas con diferentes AcMs mediante citometria de flujo. La identificacién de las diferentes
subpoblaciones se realizé de la siguiente manera: A) B220 (B220"), pro-B (B220"°igM CD43"), pre-B (B220°IgM
CD43), células B inmaduras (B Inm) (B220"IgM’IgD’) y células B maduras (B Mad) (B220°IgM*IgD"). B) B220
(B220%), B T1 (B220'IgM*CD23'CD21), B T2 (B220'IgM"CD23*CD21%), B ZM (B220'IgM*CD23°CD21"), células B
foliculares (B Fol) (B220'IgM™CD23*CD21™), CP (B2207°CD138") y células B memoria (B Mem) (B220'IgM IgD’
CD138). C) B-1a (B2207°CD19*IgM*CD5") y B-1b (B2207°CD19*IgM*CD5). El numero de células de cada
subpoblacién se obtuvo extrapolando el porcentaje de cada poblacién al nimero total de células de su
localizacion. Los resultados se expresan como mediatSD (n=20 ratones/grupo). Las diferencias estadisticas
calculadas mediante un test de Mann Whitney se indican como: *(p<0.05), **(p<0.01) y ***(p<0.001).

3. El raton BAMBI-KO presenta una respuesta potenciada frente a Ags de

tipo Tl.

Como se describe en el apartado anterior, las células B-1a y B-1b se encuentran
expandidas en el ratén BAMBI-KO, siendo estas células parte importante de la respuesta
de tipo Tl, especialmente las células B-1b. Por este motivo, se estudiaron las respuestas de

tipo Tl en los ratones BAMBI-KO.

Como se menciona en la introduccion, existen dos tipos de Ags Tls, los TI-1, los
cuales activan al linfocito B tanto a través del BCR como de los TLRs, siendo el LPS el
ejemplo mas caracteristico, y los TI-2, donde se incluyen a los polisacaridos de alto peso
molecular que activan al linfocito B debido a su estructura altamente repetitiva mediante

entrecruzamiento de los BCRs.

Con el objetivo de evaluar la respuesta frente a un Ag TI-1 como el LPS se realiz6 el

siguiente abordaje. Se purificaron linfocitos B del bazo de ratones WT y BAMBI-KO y se
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estimularon in vitro con LPS, a los 6 dias se recogio el sobrenadante donde se determiné
mediante ELISA la cantidad de Acs de tipo IgM total asi como los que reconocian al LPS de
manera especifica. Las células B del raton BAMBI-KO produjeron mayor cantidad de Acs de
tipo IgM total y especificos de LPS en comparacion con las células B procedentes del ratén

WT (Figura 3A).

Para evaluar la respuesta frente a Ags TI-2 se utilizé6 un modelo ampliamente usado
en la caracterizacién de este tipo de respuesta. Este modelo consiste en la utilizacién del
hapteno TNP (trinitrofenol) conjugado al polisacarido aminoetil carboximetil-Ficoll (TNP-
Ficoll) como Ag, permitiéndonos evaluar la produccién especifica de Acs IgM anti-TNP
activada por el polisacdrido de alto peso molecular. Se inmunizaron ratones WT y BAMBI-
KO por via intravenosa con TNP-Ficoll para posteriormente determinar en suero la
producciéon de Acs IgM anti-TNP mediante ELISA. Como se observa en la Figura 3B, los
ratones BAMBI-KO presentaron niveles de Acs significativamente superiores a los ratones

WT 7 y 14 dias después de la inmunizacion.
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Figura 3. Produccion de Acs frente a Ags Tls. A) Nivel de IgM total (mg/ml) e IgM anti-LPS (densidad dptica
(D.0.) medida a 405nm) en el sobrenadante de un cultivo de 6 dias con linfocitos B estimulados con el Ag TI-1
LPS (10 pg/ml) analizado mediante ELISA. Los resultados se expresan como mediatSD. Se muestran los
resultados de un experimento representativo sobre un total de 3 experimentos. B) Nivel de IgM anti-TNP en
el suero de ratones WT y BAMBI-KO (KO) antes y 7 y 14 dias después de la inmunizacidn por via intravenosa
con 2.5 pug del Ag TI-2 TNP-Ficoll, evaluados mediante ELISA. Los niveles de Acs en ratones individuales se
expresan en Unidades de Titulacién en referencia a una curva estandar elaborada con un conjunto de sueros
con valores de Ac anti-TNP positivos. Las barras representan los valores medios en cada grupo experimental.
Las diferencias estadisticas resultantes de un test de Mann Whitney se indican como: *(p<0.05), **(p<0.01) y
***(p<0.001).
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4. Caracterizacion de la respuesta del raton BAMBI-KO frente a Ags TDs.

En vista del efecto de la deficiencia en BAMBI sobre la respuesta de tipo Tl a
continuacién se estudio si también juega un papel en la respuesta frente a Ags donde se

requiere la colaboracion de las células T CD4".

4.1. La deficiencia en BAMBI provoca un aumento en la produccion de Acs frente a Ags

TDs.

Con el objetivo de analizar el efecto de la deficiencia en BAMBI sobre este tipo de
respuesta, se inmunizaron ratones WT y BAMBI-KO con el Ag TD HSA (seroalbiumina
humana) en presencia del adyuvante CFA (adyuvante completo de Freund). El andlisis de la
produccién de Acs de tipo IgG, 1gG1 e IgG2a anti-HSA muestra que los ratones BAMBI-KO
presentan un aumento en los niveles de Acs anti-HSA circulantes del isotipo 1gG asi como
en las subclases IgG1 e IgG2a a dia 14, siendo este aumento mas evidente en la subclase
IgG2a, donde ya existen diferencias a dia 7 (Figura 4). Este resultado nos permite extender

a los Ags TDs el efecto potenciador de la deficiencia en BAMBI sobre la respuesta humoral.
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Figura 4. Produccion de Acs frente a un Ag TD. Se inmunizaron ratones WT y BAMBI-KO (KO) en la
almohadilla plantar con 100 pg de HSA emulsionada en CFA (50 pg en cada pata). Los Acs de tipo IgG, 1gG1 e
IgG2a anti-HSA de los sueros previos a la inmunizacién y de 7 y 14 dias después de la misma fueron analizados
mediante ELISA. Los niveles de Acs en ratones individuales se expresan en Unidades de Titulacion en
referencia a una curva estandar elaborada con un conjunto de sueros con valores de Ac anti-HSA positivos.
Las barras representan los valores medios en cada grupo experimental. Las diferencias estadisticas
resultantes de un test de Mann Whitney se indican como: ns (no significativo) y **(p<0.01).
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4.2. Analisis de la posible influencia del alotipo de las Igs de los ratones WT y BAMBI-KO

en las respuestas humorales TDs.

El alotipo (Igh) es un determinante antigénico polimérfico en la regidn constante
de las Igs sin relevancia bioldgica pero que si podria afectar a su deteccion en el ELISA.
Debido a que los ratones WT son de IghID mientras que los ratones BAMBI-KO son de Igh?,
se comprobd si el aumento observado en la produccién de Acs anti-HSA en los ratones
BAMBI-KO era real o estaba relacionado con el hecho de que los Acs anti-lgG secundarios
utilizados en el ELISA reconocian mejor las Igs de Igh® que las de Ighb. Para ello se
entrecruzaron los ratones WT y BAMBI-KO para obtener ratones WT de Igh® (WT?).
Posteriormente, los ratones WT® y BAMBI-KO se inmunizaron con HSA en presencia de CFA
para determinar el nivel de produccion de Acs IgG2a anti-HSA. Como se observa en la
Figura 5 los ratones BAMBI-KO siguen presentando mayor nivel de Acs IgG2a anti-HSA que
los ratones WT?, demostrando que este aumento en la produccién de Acs no es debido al

diferente Igh de los ratones.

Figura 5. Produccion de Acs de ratones WT y BAMBI-KO
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Whitney se indican como: ns (no significativo) y *(p<0.05).

4.3. La deficiencia en BAMBI potencia las respuestas TDs de alta y baja afinidad.

A continuacién se analizé si la potenciacion de las respuestas TDs en el ratén
BAMBI-KO era debida a un aumento en los Acs de alta y/o de baja afinidad. Con esta
finalidad se inmunizaron ratones WT y BAMBI-KO de ambos sexos con el hapteno TNP
conjugado a ovoalbimina (OVA-TNP;;) emulsionado en CFA. Para discriminar entre Acs
anti-TNP de alta y baja afinidad se realizé un ELISA utilizando como revestimiento (coating)
BSA (seroalbimina bovina) conjugada a 3 moléculas de TNP (BSA-TNP3) y BSA conjugada a
18 moléculas de TNP (BSA-TNP.g). De este modo el uso de BSA-TNPs; como coating
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permite principalmente la unién de Acs que reconozcan el TNP con una afinidad alta,

mientras que el uso de BSA-TNP5 permite la deteccion de Acs de baja afinidad.

Las hembras BAMBI-KO presentaron niveles de Acs circulantes IgG1 e I1gG2a anti-
TNP de alta y baja afinidad incrementados en todos los periodos testados tras la
inmunizacion. En los machos BAMBI-KO los Acs anti-TNP de la subclase IgG2a de alta y baja
afinidad también se encontraron incrementados en todos los periodos testados, mientras
gue los de la subclase IgG1 de alta y baja afinidad solamente estaban aumentados a dia 10
tras la inmunizacién (Figura 6). Estos resultados indican que el aumento en la respuesta
humoral frente a un Ag TD en los ratones BAMBI-KO no se circunscribe a un Ag en
concreto y que es debido tanto a las respuestas de alta como de baja afinidad, siendo

mayor estas diferencias en las hembras.
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Figura 6. Estudio de la produccion de Acs de alta y baja afinidad. Se inmunizaron ratones WT y BAMBI-KO de
ambos sexos con 50 pug de OVA-TNP,; emulsionado en CFA por via intraperitoneal. En los sueros previos a la
inmunizacion y de 10, 20 y 30 dias después de la misma se determinaron los Acs IgG1l e IgG2a anti-TNP
mediante ELISA. En la parte superior se muestran los Acs de alta afinidad, discriminados mediante el uso del
coating BSA-TNP3, y en la parte inferior los de baja afinidad, donde se utilizd6 BSA-TNP,z como coating. Los
niveles de Acs en ratones individuales se expresan en Unidades de Titulacidon en referencia a una curva
estandar elaborada con un conjunto de sueros con valores de Ac anti-TNP positivos. Las barras representan
los valores medios en cada grupo experimental. Las diferencias estadisticas resultantes de un test de Mann
Whitney se indican como: ns (no significativo), *(p<0.05), **(p<0.01) y ***(p<0.001).

4.4. Los ratones BAMBI-KO generan respuesta TD en ausencia de adyuvantes.

Para profundizar en el estudio sobre el papel de BAMBI en el control de las

respuestas humorales TDs, se estudiaron las respuestas frente al Ag gamma globulina
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humana agregada por calor (AHGG). Este Ag tiene la particularidad de que los ratones con
haplotipo H-2°, el haplotipo de los ratones WT y BAMBI-KO, son bajo respondedores frente

a él.

La baja respuesta frente a este Ag se manifiesta por la ausencia de Acs IgG anti-
AHGG en los ratones WT inmunizados por via intravenosa en ausencia de adyuvante,
aunque estos ratones inmunizados intraperitonealmente en presencia de CFA si son
capaces de generar Acs frente a la misma (Figura 7) (Fossati et al., 1995). En cambio, los

ratones BAMBI-KO generan Acs IgG anti-AHGG incluso en ausencia de adyuvante (Figura

7).
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Figura 7. Estudio de la respuesta frente a un Ag TD en ausencia y presencia de adyuvante. En la figura se
muestra el nivel de Acs 1gG anti-AHGG en el suero de ratones WT y BAMBI-KO tras la inmunizacién con 200 pg
de AHGG por via intravenosa (iv) en ausencia de adyuvante (izquierda) o con 1 mg de AHGG por via
intraperitoneal en presencia de CFA (derecha). Los valores de los ratones individuales se expresan en D.O.
medida a 405 nm. Las barras representan los valores medios en cada grupo experimental. Las diferencias
estadisticas resultantes de un test de Mann Whitney se indican como: *(p<0.05), **(p<0.01) y ***(p<0.001).

4.5. La inmunizacién via intranasal produce un aumento en la produccion de Acs en el

ratéon BAMBI-KO tanto a nivel sistémico como a nivel de la propia mucosa nasal.

Una vez establecido el efecto de la deficiencia en BAMBI frente a un Ag TD
inducido tras inmunizaciones por via sistémica, se estudié su efecto sobre una
inmunizacion a nivel de mucosas. Para ello se inmunizaron ratones WT y BAMBI-KO por
via intranasal con el Ag OVA en presencia de un mutante no téxico de la toxina termolabil

de Escherichia coli (LTk63) como adyuvante, siendo reinmunizados a los 21 y 35 dias.

Los niveles de IgG e IgA anti-OVA a nivel sistémico fueron estadisticamente
superiores en los sueros de los ratones BAMBI-KO tras la segunda inmunizacién (dia 34)

en el caso de los de isotipo IgG y tras la tercera inmunizacion (dia 57) en los de isotipo IgA
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(Figura 8A). En el dia del sacrificio (dia 57) se realizaron lavados intranasales
evidencidndose un incremento en los niveles de Acs IgA anti-OVA significativamente
superior en los ratones BAMBI-KO con respecto a los de los ratones WT (Figura 8B). Estos
resultados muestran el efecto potenciador de la deficiencia en BAMBI en la respuesta

humoral no solo a nivel sistémico, sino también a nivel de mucosas.
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Figura 8. Estudio de la respuesta humoral sistémica y local tras una inmunizacion por via intranasal. Se
inmunizaron ratones WT y BAMBI-KO con 10 pg de OVA en presencia de 1 pg de LTk63 por via intranasal,
siendo reinmunizados con la misma dosis 21 y 35 dias después de la primera inmunizacion. A) Se obtuvieron
sueros de estos ratones antes y 20, 34 y 57 dias tras la primera inmunizacion. B) Al momento del sacrificio
(dia 57) se realizaron lavados intranasales a los ratones inmunizados (Inm) y a ratones sin inmunizar (No Inm).
El nivel de Acs IgG e IgA anti-OVA en los sueros y en los lavados intranasales fue analizado mediante ELISA y
expresado (valores de ratones individuales) en Unidades de Titulacion en referencia a una curva estandar
elaborada con un conjunto de sueros con valores de Ac anti-OVA positivos. Las barras representan los valores
medios en cada grupo experimental. Las diferencias estadisticas resultantes de un test de Mann Whitney se
indican como: ns (no significativo), *(p<0.05) y **(p<0.01).

5. Los ratones BAMBI-KO presentan cambios en las poblaciones celulares
implicadas en la respuesta humoral frente a un Ag TD con respecto a los

ratones WT.

Una vez establecido el papel que tiene BAMBI sobre la respuesta humoral de tipo
TD decidimos estudiar su efecto sobre las poblaciones celulares implicadas en la misma.
Con este objetivo se inmunizaron ratones WT y BAMBI-KO en la almohadilla plantar con
HSA emulsionada en CFA. A los 7 y 14 dias se analizaron las poblaciones de linfocitos Tgy vy
las células B CG mediante citometria de flujo en los ganglios popliteos como ganglios de

drenaje.
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De acuerdo al aumento en la produccidon de Acs observado en los ratones BAMBI-
KO, estos ratones presentaron una expansion de las células Try 7 dias después de la
inmunizacion significativamente superior a la de los ratones WT, diferencia que
desaparece a los 14 dias (Figura 9A). Como era de esperar debido a la correlacidn existente
entre la diferenciacion de las células Try y la de las células B CG, los ratones BAMBI-KO
mostraron un aumento en estas Ultimas 14 dias después de la inmunizacion también
significativamente superior al observado en los ratones WT (Figura 9B). Ademas del
aumento en estas poblaciones que contribuyen a mejorar la respuesta humoral, se
encontré una disminucion en los ratones BAMBI-KO de las células Trr, poblacion con
funcién supresora sobre este tipo de respuesta (Figura 9A). Estos resultados en los
diferentes subtipos celulares fueron corroborados mediante el andlisis de la presencia de
CGs en el bazo de estos ratones, encontrdandose un mayor porcentaje de area de los

mismos en los ratones BAMBI-KO que en los WT (Figura 9C).
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Figura 9. Estudio de las poblaciones implicadas en el desarrollo de la respuesta humoral TD. Se inmunizaron
ratones WT y BAMBI-KO (KO) en la almohadilla plantar con 100 pg de HSA emulsionada en CFA (50 ug en cada
pata). A los 7 y 14 dias se realizd el estudio por citometria de flujo de las siguientes poblaciones: A) A la
izquierda se muestran dot plots representativos de las células Try (CXCR5'PD-1%) en la poblacién de células T
CD4"y de células T (Foxp3') en la poblacién de células Ty, en los ratones WT (paneles superiores) y BAMBI-
KO (paneles inferiores) 7 dias tras la inmunizacién. En los dot plots se indican los porcentajes de estas
poblaciones. En la parte derecha se muestran los porcentajes de estas poblaciones a dia 7 y 14 tras la
inmunizaciéon en ratones individuales en un experimento representativo sobre un total de 4. Las barras
representan los valores medios en cada grupo experimental. B) A la izquierda, se muestran dot plots
representativos de las células B CG (PNA'FAS’) en la poblacién de células B220" en los ratones WT (panel
izquierdo) y BAMBI-KO (panel derecho) 14 dias tras la inmunizacion. En los dot plots se indican los
porcentajes de esta poblacion en cada tipo de ratén. En la parte derecha se muestran los porcentajes de
células B CG a dia 14 tras la inmunizacién en ratones individuales en un experimento representativo sobre un
total de 4. Las barras representan los valores medios en cada grupo experimental. C) A la izquierda se
muestran imagenes histoldgicas de los bazos de los ratones WT (panel izquierdo) y BAMBI-KO (panel derecho)
14 dias después de la inmunizacidn tras tincion con hematoxilina y eosina. A la derecha se muestran los
porcentajes de las areas ocupadas por los CGs sobre el area total del bazo en un experimento representativo
sobre un total de 2. Las barras representan los valores medios en cada grupo experimental. Las diferencias
estadisticas resultantes de un test t de student se indican como: *(p<0.05) y ***(p<0.001).

Posteriormente, se analizd la presencia de CPs secretoras de Acs en respuesta a
una inmunizacion TD en ambos tipos de ratones. Para ello, se detectaron las CPs
secretoras de Acs IgG anti-OVA mediante ELISPOT en células de bazo procedentes de
ratones WT y BAMBI-KO sin inmunizar o inmunizados con OVA-CFA (primerainmunizacion)
y OVA-IFA (adyuvante incompleto de Freund) (segunda inmunizacion). Como se muestra
en la Figura 10, se produce una expansion de estas células en los ratones inmunizados, la

cual es significativamente superior en los ratones BAMBI-KO.
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Figura 10. Expansidn de CPs secretoras de Acs tras inmunizacion con Ags TDs. Se inmunizaron ratones WT y
BAMBI-KO con 50 pg de OVA en presencia de CFA, los cuales fueron reinmunizados 14 dias mds tarde con 50
pg de OVA emulsionado en IFA. Se realizdé un ELISPOT 28 dias después de la primera inmunizacién con las
células del bazo de estos ratones (Inm) y de ratones controles no inmunizados (No Inm), donde se detectaron
células secretoras de Acs IgG anti-OVA. En la parte de la izquierda se muestran imagenes de pocillos
representativos de cada grupo con diferentes concentraciones celulares, donde cada punto representa a una
CP secretora de Acs. En la parte de la derecha se representa el nimero de CPs secretoras de Acs por cada 10°
células B (B220") expresados como media+SD. Se muestran los resultados de un experimento representativo
sobre un total de 3 experimentos. Las diferencias estadisticas resultantes de un test t de student se indican
como: *(p<0.05) y **(p<0.01).

En conjunto, estos resultados muestran un efecto de la deficiencia en BAMBI sobre
la frecuencia de las distintas poblaciones que regulan la respuesta humoral, con un
aumento en los subtipos celulares que favorecen a la misma (células Tg, células B CG y CPs

secretoras de Acs) y una disminucidn en aquellas que la suprimen (células TgR).

6. La deficiencia en BAMBI provoca un defecto intrinseco en los linfocitos
B responsable de la potenciacion de las respuestas inmunes humorales

en los ratones BAMBI-KO.

Los resultados anteriores muestran que diferentes poblaciones celulares estan
expandidas en el raton BAMBI-KO en correlacidon con la potenciacion de las respuestas
humorales observadas en estos animales. Sin embargo, estos estudios no permiten
identificar la/s poblacion/es responsables directas de estas alteraciones. En el presente

trabajo se han barajado tres opciones diferentes. En primer lugar, la deficiencia en BAMBI
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puede estar potenciando la capacidad de presentacién antigénica de las DCs, favoreciendo
de esta forma la diferenciacion de los linfocitos T CD4" hacia células Tgy durante su
activacion y la expansién ulterior de las células B CG. La segunda posibilidad es que la
deficiencia en BAMBI esté afectando de manera intrinseca al linfocito T CD4" potenciando
su diferenciacion hacia células Ty, generando los mismos efectos que en el caso anterior.
Por ultimo, la tercera posibilidad es que la deficiencia en BAMBI esté afectando
selectivamente al linfocito B, potenciando su capacidad para inducir la diferenciacion de
células Try y facilitando su diferenciacion a células B CG. Estas tres posibilidades se

analizaron mediante dos abordajes experimentales.

En primer lugar, se realizaron experimentos de transferencia celular. Para ello, se
transfirieron células T CD4" procedentes de ratones WT.OT-Il o BAMBI-KO.OT-II, en los
cuales todas sus células T CD4" expresan un TCR especifico de OVA, a ratones deficientes
en CD3 (sin células T), en los cuales sus células B podian ser normales (WT.CD3-KO) o
deficientes en BAMBI (BAMBI-KO.CD3-KO), generando por tanto los siguientes grupos
experimentales: Un grupo de ratones con células T CD4" normales y células B deficientes
en BAMBI, otro grupo donde las células B son normales y las células T CD4" no expresan
BAMBI, y los grupos controles con células T CD4" y células B normales y deficientes en
BAMBI. Los animales fueron inmunizados 24 horas después de la transferencia celular con
OVA-CFA y fueron sacrificados 14 dias después. Se tomd una parte del bazo para analizar
mediante citometria de flujo el desarrollo de células Tgy y B CG y la otra parte para realizar
un estudio histolégico de los CGs en el mismo. Ademas se obtuvieron sueros para analizar
la produccién de Acs en los distintos grupos de ratones. Como se observa en la figura 11A,
existe una mayor expansion de células Tgy y B CG, asi como una mayor produccion de Acs
IgG2a anti-OVA solamente en presencia de células B deficientes en BAMBI,
independientemente del origen de las células T CD4". Estos hallazgos fueron ademas
corroborados en el estudio histoldgico de los bazos de estos ratones, donde el porcentaje
del area ocupado por los CGs es significativamente superior en los grupos donde las
células B son deficientes en BAMBI, sin importar el origen de las células T CD4" (Figura

11B).
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Figura 11. Estudio de la respuesta humoral anti-OVA en ratones CD3-KO normales o deficientes en BAMBI
tras la transferencia pasiva de células T CD4"* OT-II, deficientes o no en BAMBI y posterior inmunizacion.
50x10° células T CD4" procedentes de ratones WT.OT-Il 0 BAMBI-KO.OT-II (KO.OT-1) fueron transferidas por
via intravenosa a ratones WT.CD3-KO o BAMBI-KO.CD3-KO (KO.CD3-KO). Los animales fueron inmunizados 24
horas mds tarde con 50 pg de OVA emulsionado en CFA vy sacrificados 14 dias después de la misma. A)
Porcentaje de células Tey (CXCR5'PD-17, panel izquierdo) sobre células T CD4" y células B CG (PNA'FAS®, panel
central) sobre células B220" en el bazo de ratones individuales, analizadas mediante citometria de flujo. En el
panel derecho se muestran los niveles de Acs IgG2a anti-OVA en el suero de estos ratones analizados
mediante ELISA y expresados en Unidades de Titulacidn. Las barras representan los valores medios en cada
grupo experimental. B) Estudio histolégico de los CGs presentes en el bazo de los animales descritos
anteriormente mediante una tincion con hematoxilina y eosina. A la izquierda se muestran imagenes
histoldgicas del bazo de un ratdn representativo de cada grupo. A la derecha se muestran los porcentajes de
las areas ocupadas por los CGs sobre el area total del bazo. Se muestran resultados representativos de un
experimento sobre un total de 3. Las diferencias estadisticas resultantes de un test de Mann Whitney se
indican como: ns (no significativo), *(p<0.05), **(p<0.01) y *** (p<0.001).

Estos experimentos demuestran claramente que la deficiencia en BAMBI en los
linfocitos T CD4" no es la causa de los efectos observados en la respuesta inmune humoral

en los ratones BAMBI-KO y sugieren que son secundarios a un defecto intrinseco en las

células B. Sin embargo, los experimentos descritos anteriormente no permiten descartar
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la posibilidad de que la deficiencia en BAMBI afecte a la funcionalidad de las DCs ya que en
los ratones BAMBI-KO.CD3-KO estas células también son deficientes en BAMBI. Para
abordar esta posibilidad, se realizaron experimentos en ratones dobles quimeras de
médula ésea (DQ mixtos), portadores de Sl procedentes de ratones WT y BAMBI-KO que
pueden ser diferenciados por distintos marcadores alotipicos polimérficos. Para ello,
ratones receptores WT o BAMBI-KO fueron irradiados con 950 rads con el objetivo de
eliminar las células del SI, siendo posteriormente reconstituidos con una mezcla 1/1 de
células de médula ésea procedentes de ratones WT y BAMBI-KO. Los donantes utilizados
en estos experimentos difieren tanto en la molécula CD45, expresada por todas las células
de origen hematopoyético (los ratones WT presentan el polimorfismo CD45.1 mientras
que los ratones BAMBI-KO el CD45.2), como a nivel de alotipo de las Igs producidas por sus
linfocitos B (los Acs producidos por las células B de los ratones WT son de Ighb y los
producidos por las células B de los ratones BAMBI-KO son de Igh?). Este disefio
experimental permite valorar el origen de las células inmunocompetentes que proliferan
en el contexto de una respuesta inmune humoral y de los Acs especificos producidos tras
la inmunizacién con un Ag TD. Como controles, se utilizaron por un lado simples quimeras
(5Q) consistentes en receptores WT.CD45.1 y BAMBI-KO.CD45.2 irradiados reconstituidos
con células procedentes de ratones de su mismo origen y por otro lado, ratones dobles
quimeras donde los receptores WT.CD45.1 irradiados fueron reconstituidos con una
mezcla 1/1 de células de médula 6sea procedentes de ratones WT.CD45.2 de Igh® y células
de ratones WT.CD45.1 de Ighb (DQ.WT-WT). Dos meses después de la reconstitucion, los
animales de los distintos grupos experimentales fueron inmunizados en la almohadilla
plantar con HSA-CFA, para analizar en los ganglios popliteos la frecuencia de las células Tg4
(7 dias después de la inmunizacién) y B CG (14 dias después de la inmunizacidn)
deficientes en BAMBI (CD45.2) o no (CD45.1). Ademas, se obtuvieron sueros de los ratones
14 dias después de la inmunizacién para analizar la presencia de Acs IgG2a anti-HSA de

Ilgh? (producidos por células B BAMBI-KO) y de Ighb (producidos por células B WT).

En la Figura 12 se esquematizan los resultados previsibles en los ratones DQ mixtos
en funcién de las tres hipdtesis planteadas inicialmente. En el caso de que la deficiencia en
BAMBI en las DCs fuese la responsable del fenotipo observado en el ratén BAMBI-KO, las
DCs procedentes de ratones BAMBI-KO serian capaces de presentar el Ag por igual tanto a
linfocitos T WT.CD45.1 como a los BAMBI-KO.CD45.2. En esta situacion, cabria esperar una

expansion similar de células Try y B CG de ambos origenes asi como un incremento similar
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de los Acs especificos de Ag de ambos Igh (Figura 12A). Aunque la posibilidad de que la
deficiencia en BAMBI en los linfocitos T CD4" sea la responsable de la potenciacién de las
respuestas inmunes humorales en los ratones BAMBI-KO fue descartada en los
experimentos de transferencia pasiva descritos anteriormente, los estudios en los ratones
DQ mixtos permiten validar esta afirmacion. En este caso, tras la inmunizaciéon de los
ratones DQ mixtos con el Ag TD se produciria una expansion mayor preferencial de las
células Tgy BAMBI-KO.CD45.2 sobre las WT.CD45.1, sin encontrar diferencias en la
expansion de las células B CG de ambos origenes ni en los niveles de Acs especificos de Ag
de ambos Igh, ya que las células Try BAMBI-KO.CD45.2 interaccionarian por igual con los
linfocitos B de ambos origenes (Figura 12B). Por ultimo, si la deficiencia en BAMBI en los
linfocitos B es la causa de las anomalias descritas anteriormente cabria esperar una mayor
expansion de las células B CG BAMBI-KO.CD45.2 en detrimento de las WT.CD45.1 y de los
Acs Igh® sobre los de Ighb, sin observarse diferencias en los porcentajes de células Ty

WT.CD45.1 y BAMBI-KO.CD45.2 (Figura 12C).
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Figura 12. Esquema explicativo de los posibles efectos observados sobre la diferenciacion de las células Tgy
y B CG en los ratones DQ mixtos, en funcién del subtipo celular afectado por la deficiencia en BAMBI: A) DC,
B) Linfocito T CD4" y C) Linfocito B.
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En la Figura 13A se muestra la frecuencia de células Try en los diferentes grupos
experimentales, en la cual se observa que en los ratones donde hay presencia de células
BAMBI-KO (SQ.KO y DQ mixtas) hay una mayor expansion de las células Tr4 con respecto a
los grupos reconstituidos Unicamente con células WT (SQ.WT y DQ.WT-WT). Ademds en
las DQ mixtas la expansion de las células Tgy WT.CD45.1 y BAMBI-KO.CD45.2 fue similar,
confirmando que la deficiencia en BAMBI en el linfocito T CD4" no esta implicada en la
potenciacion de la respuesta humoral en el ratén BAMBI-KO. Asi mismo, en las DQ mixtas,
tanto las quimeras con receptores WT como BAMBI-KO, la frecuencia de células B CG
BAMBI-KO.CD45.2 fue significativamente superior a la de las procedentes de los ratones
WT.CD45.1 (Figura 13B). Ademas los niveles de Acs I1gG2a anti-HSA procedentes de células
B BAMBI-KO (Igh®) se encontraron aumentados con respecto a los procedentes de células

B WT (Igh®) (Figura 13B).
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Figura 13A. Estudio de la respuesta humoral en ratones quiméricos tras una inmunizacién con HSA-CFA. Se
irradiaron ratones WT.CD45.1 y BAMBI-KO.CD45.2 para ser reconstituidos posteriormente con distintas
combinaciones de células de médula ésea (un total de 10’ células) procedentes de ratones donantes
WT.CDA45.2 Ighb, WT.CD45.1 Ighb, WT.CD45.2 Igh® y BAMBI-KO.CD45.2 Igh®. Dos meses después de la
reconstitucion, los animales fueron inmunizados con 100 pg de HSA-CFA en la almohadilla plantar (50 pg en
cada pata). 7 dias después de la inmunizacién se analizé el porcentaje de células Try (CXCR5'PD-1%) CD45.1 y
CD45.2 sobre células T CD4* CD45.1 y CD45.2 respectivamente en los ganglios popliteos mediante citometria
de flujo. Las diferencias estadisticas resultantes de un test t de student se indican como: ns (no significativo) y
*(p<0.05).
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Figura 13B. Estudio de la respuesta humoral en ratones quiméricos tras una inmunizacion con HSA-CFA. 14
dias tras la inmunizacién se analizé el porcentaje de células B CG (FAS'PNA’) CD45.1 y CD45.2 sobre células
B220" CD45.1 y CD45.2 respectivamente en los ganglios popliteos mediante citometria de flujo y los niveles
de Ac IgG2a anti-HSA de Igh® e Ighb mediante ELISA. Los niveles de Acs en ratones individuales se expresan en

Unidades de Titulacién en referencia a una curva estandar elaborada con un conjunto de sueros obtenidos

a/b

tras la inmunizacion repetida de ratones WT de Igh®” con HSA-CFA. Las barras representan los valores medios

en cada grupo experimental. Las diferencias estadisticas resultantes de un test de Mann Whitney se indican
como: ns (no significativo), *(p<0.05) y **(p<0.01).

Considerando globalmente todos estos estudios, nuestros resultados indican que la
deficiencia en BAMBI causa anomalias selectivas en los linfocitos B que son las
responsables de la potenciacidn de las respuestas inmunes humorales en estos animales

mutantes.
7. Estudio molecular de los linfocitos B en el ratén BAMBI-KO.

Una vez establecido el papel de los linfocitos B deficientes en BAMBI en el
incremento de la respuesta humoral del ratén BAMBI-KO, se comenzd a analizar la
naturaleza a nivel molecular de dicha alteracién selectiva. Para ello, se comparé entre los
linfocitos B WT y BAMBI-KO la expresion de diferentes moléculas de superficie

relacionadas con su activacion, supervivencia e interaccién con los linfocitos T CD4".

7.1. Los linfocitos B deficientes en BAMBI en estado basal presentan un aumento en la

expresion de moléculas relacionadas con la activacién y supervivencia.

Con el fin de caracterizar el estado de activacion del linfocito B en estado basal, se
realizé un estudio del nivel de expresion de una serie de moléculas implicadas en su
activacion e interaccién con los linfocitos T CD4" (IgM, IgD, MHC-II, CD80, CD86 y ICOSL) y

en su supervivencia y capacidad de respuesta (BAFFR) (Mackay and Browning, 2002).
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Como se observa en la Figura 14, los linfocitos B BAMBI-KO presentaron mayores niveles
de expresion del BCR (IgM e IgD), ICOSL y BAFFR mientras que no se observaron cambios
en las moléculas MHC-1I, CD80 y CD86, indicando que ya a nivel basal los linfocitos B del

ratdn BAMBI-KO tienen un perfil de expresién de moléculas de superficie diferente a los
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Figura 14. Expresion incrementada a nivel basal de diferentes moléculas de superficie en los linfocitos B de
los ratones BAMBI-KO. Se analizé la expresion de IgM, IgD, MHC-II, CD80, CD86, ICOSL y BAFFR en células
B220" procedentes del bazo de ratones WT y BAMBI-KO mediante citometria de flujo. En los gréficos
superiores se muestran dot plots representativos de las células B220" donde se analizaron las diferentes
moléculas de superficie. En los graficos intermedios se muestran histogramas representativos de la expresién
de las diferentes moléculas de superficie en los linfocitos B de un raton WT (color gris) y BAMBI-KO (color
negro). En los histogramas se indica la intensidad media de fluorescencia (MFI). En la parte inferior se
muestran los valores de MFI de estas moléculas en los linfocitos B de ratones individuales. Las barras
representan el valor medio en cada grupo experimental. Las diferencias estadisticas resultantes de un test t
de student se indican como: *(p<0.05) y **(p<0.01).

7.2. Los linfocitos B deficientes en BAMBI exhiben una mayor induccion de moléculas

implicadas en activacion y supervivencia tras una estimulacion in vitro.

Una vez establecido el perfil de expresidén basal de moléculas de activacién en los
linfocitos B de los ratones BAMBI-KO, se compard la induccion de algunas de estas
moléculas de superficie tras su activacidn in vitro a través del BCR (anti-lgM) y de CD40
(anti-CD40) durante 24 horas. De las moléculas cuya expresidn a nivel basal era similar
entre los linfocitos B de ambos origenes (MHC-Il, CD80 y CD86), la induccidén de la
expresion de CD86 fue significativamente superior en los linfocitos B de los ratones
BAMBI-KO, mientras que la induccion de la expresiéon de MHC-1l y de CD80 fue similar en
ambos tipos de células. Asi mismo, se observé un mayor incremento en la expresién de

BAFFR, pero no de ICOSL, en los linfocitos B de los ratones BAMBI-KO tras su estimulacion
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con anti-IgM y anti-CD40 en comparacién con la observada en las células B de los ratones
WT (Figura 15).
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Figura 15. Comparacion de la induccion de la expresion de diferentes moléculas de superficie entre los
linfocitos B de ratones WT y BAMBI-KO tras su estimulacién in vitro con anti-lgM y anti-CD40. 0.5x10°
linfocitos B purificados del bazo de estos ratones WT y BAMBI-KO se activaron in vitro con Acs anti-IgM (10
pg/ml) y anti-CD40 (10 pg/ml) durante 24 horas. La expresiéon de MHC-II, CD80, CD86, ICOSL y BAFFR en los
linfocitos B activados (24 horas) y en reposo (0 horas) se analizé mediante citometria de flujo. En la parte
izquierda se muestran histogramas representativos de la expresion de las diferentes moléculas de superficie
en los linfocitos B de ratones WT (color gris) y BAMBI-KO (color negro) sin estimular (0 horas) y estimulados
(24 horas). En los histogramas se indica la intensidad media de fluorescencia (MFI). En la parte de la derecha
se muestran los valores de MFI relativizados con respecto a la expresién en los linfocitos B no estimulados y
expresados como mediatSD (n=3-6 experimentos) Las diferencias estadisticas resultantes de un test t de
student se indican como: *(p<0.05) y **(p<0.01).
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Ha sido demostrado previamente que la estimulacidon a través del BCR tiene un
efecto negativo sobre la expresion de ICOSL en linfocitos B (Liang et al., 2002). Por este
motivo, se compard la induccién de ICOSL en los linfocitos B de los ratones WT y BAMBI-
KO tras estimulaciéon con anti-CD40 solamente. En estas condiciones experimentales, se
observé una fuerte induccion de la expresion de ICOSL en ambos tipos de linfocitos B
aunque fue significativamente superior en los procedentes de los ratones BAMBI-KO

(Figura 16).
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Figura 16. Induccién de la expresién de ICOSL tras estimulacién in vitro con anti-CD40. 0.5x10° linfocitos B
WT y BAMBI-KO purificados se cultivaron en presencia de anti-CD40 (10 pg/ml) durante 24 horas. La
expresion de ICOSL en los linfocitos B activados (24 horas) y en reposo (0 horas) se analizd mediante
citometria de flujo. En la parte izquierda se muestran histogramas representativos de la expresion de ICOSL
en los linfocitos B de ratones WT (color gris) y BAMBI-KO (color negro) sin estimular (0 horas) y estimulados
(24 horas). En los histogramas se indica la intensidad media de fluorescencia (MFI). En la parte de la derecha
se muestran los valores de MFI relativizados con respecto a la expresion en los linfocitos B no estimulados y
expresados como mediatSD (n=3-6 experimentos) Las diferencias estadisticas resultantes de un test t de
student se indican como: *(p<0.05) y **(p<0.01).

8. Aumento de la capacidad proliferativa en los linfocitos B BAMBI-KO.

Para profundizar en el estudio de las anomalias intrinsecas de los linfocitos B de los
ratones BAMBI-KO, se analizo su respuesta proliferativa in vitro en comparacién con la de
los procedentes de ratones WT. Para ello, linfocitos B WT y BAMBI-KO fueron estimulados
con Acs anti-IgM y anti-CD40 o con LPS durante 4 dias y la proliferacion se evalud
mediante la incorporacién de (metil->H)-timidina (*H-TdR). Como se observa en la Figura
17, la proliferacion de los linfocitos B BAMBI-KO fue significativamente superior tanto tras

estimulacién anti-IgM y anti-CD40 como con LPS.
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Figura 17. Estudio de la proliferacion in vitro de linfocitos B procedentes de ratones WT y BAMBI-KO. Se
cultivaron 0.15x10° linfocitos B WT y BAMBI-KO purificados del bazo en presencia de Acs anti-IgM (10 pg/ml)
y anti-CD40 (10 pg/ml), de LPS (10 pg/ml) y sin estimulos durante 4 dias. La proliferacion se valoré midiendo
la incorporacién de *H-TdR. Los resultados de un experimento representativo sobre un total de 3
experimentos se muestran como media + SD. Las diferencias estadisticas resultantes de un test t de student
se indican como: *(p<0.05) y **(p<0.001).

En conjunto, estos estudios muestran que la deficiencia en BAMBI en los linfocitos
B favorece su activacidn y proliferacién, en correlacién con el aumento en la funcionalidad

de los mismos observado en los experimentos de inmunizacién.

9. Implicacion selectiva de TGF3 en el control de la respuesta inmune

humoral TD en el raton BAMBI-KO.

BAMBI es un regulador de la intensidad de sefializaciéon de TGF[3, produciéndose un
aumento en la misma en ausencia de BAMBI en linfocitos T CD4" (Postigo et al., 2016). Sin
embargo, tal y como se menciond anteriormente, BAMBI también esta implicado en la
regulacién de la sefializacién por BMPs, activinas y Wnt. Con el objetivo de estudiar la
implicacion de TGFf en los efectos observados en la respuesta inmune humoral del ratén
BAMBI-KO, se analizaron estas respuestas en ratones WT y BAMBI-KO inmunizados con
HSA-CFA tras el bloqueo selectivo de TGF3 con un AcM anti-TGFf} neutralizante. En los
grupos controles se administréd un AcM IgG1 anti-TNP (IgG1-C). La expansion de las células
T ¥ B CG, y el incremento en la expresién de ICOSL en los linfocitos B y en la produccién
de Acs IgG anti-HSA observado en los ratones BAMBI-KO tratados con el 1gG1-C
desaparecié tras la neutralizacion de TGFp (Figura 18). Estos resultados ponen en
evidencia la implicacion selectiva de TGFJ en la alteracién de la respuesta inmune humoral

observada en el raton BAMBI-KO.
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Figura 18. Efecto de la neutralizacion de TGFf} sobre la respuesta inmune humoral en los ratones BAMBI-
KO. Los ratones WT y BAMBI-KO (KO), tratados desde un mes antes de la inmunizacion hasta el dia del
sacrificio con 1 mg/semana de AcM IgG1 anti-TNP (IgG1-C) o de AcM IgG1 anti-TGFp (anti-TGF), fueron
inmunizados en la almohadilla plantar con 100 ug de HSA emulsionada en CFA (50 ug en cada pata). A)
Porcentaje de células Tgy (CXCR5'PD-17) sobre células T CD4" y de células B CG (PNA'FAS') sobre células B220"
en los ganglios popliteos de ratones individuales 7 y 14 dias después de la inmunizacidn, respectivamente,
analizados mediante citometria de flujo. B) Expresién de ICOSL (MFI) en células B220" de ratones individuales
14 dias después de la inmunizacién analizada mediante citometria de flujo. C) Niveles de Acs IgG anti-HSA en
el suero de estos ratones antes y 14 dias después de la inmunizacidn analizados mediante ELISA y expresados
en Unidades de Titulacion. Las barras representan los valores medios en cada grupo experimental. Las
diferencias estadisticas se indican como: *(p<0.05), **(p<0.01) y ***(p<0.001).

10. La sefalizacion de TGFf3 a través de TAK1 potencia la produccion de

Acs en el raton BAMBI-KO.

Como se describe en la introduccidn TGF[ ejerce sus efectos a través de una ruta
candnica (via Smads) y de rutas no candnicas. Recientemente se ha descrito qu los ratones
deficientes en TAK1, una proteina implicada en la ruta no candnica de TGFB (Shim et al.,
2005), presentan defectos en la respuesta inmune humoral y en la proliferacion in vitro de
los linfocitos B (Shinohara and Kurosaki, 2016). Por ello, se analizo la posible implicacion
de TAK1 en la alteracién de la respuesta inmune humoral encontrada en los ratones

BAMBI-KO. Los ratones WT y BAMBI-KO inmunizados con HSA-CFA fueron tratados desde
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2 semanas antes de la inmunizacidn con un inhibidor farmacoldgico selectivo de TAK1, el
5Z-7-Oxozeanol (5Z0X). Como se observa en la Figura 19, el tratamiento con 5Z0X redujo
el nivel de Acs IgG anti-HSA en los ratones BAMBI-KO, eliminando las diferencias

observadas entre los ratones WT y BAMBI-KO controles.
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Figura 19. Efecto de la inhibicion de TAK1 sobre la produccidn de Acs frente a HSA. Los ratones WT y BAMBI-
KO (KO) fueron inmunizados en la almohadilla plantar con 100 pg de HSA emulsionada en CFA (50 pg en cada
pata), y tratados desde 14 dias antes de la inmunizacidn hasta el dia del sacrificio con 30 pg/semana de 520X
(5% DMSO) o solo con DMSO al 5% (Vehiculo). En la grafica se muestran los niveles de Acs 1gG anti-HSA en el
suero de estos ratones antes y 14 dias después de la inmunizacion analizados mediante ELISA y expresados en
Unidades de Titulacién. Las barras representan los valores medios en cada grupo experimental. Las
diferencias estadisticas resultantes de un test de Mann Whitney se indican como: *(p<0.05).

Estos resultados sugieren que los efectos producidos por la deficiencia en BAMBI
sobre la respuesta humoral estdn mediados por la sefalizaciéon a través de la ruta no

candnica de TGFp que sefaliza a través de TAK1.

11. Los ratones deficientes en BAMBI no desarrollan lesiones

autoinmunes mediadas por autoanticuerpos (autoAcs).

Por ultimo, se analizd si la potenciacion de las respuestas inmunes humorales
observadas en los ratones BAMBI-KO en protocolo de inmunizacidn se observaba también
en respuestas autorreactivas, promoviendo el desarrollo de patologias autoinmunes de
base humoral. Para ello, se analizé la presencia de autoAcs IgG e IgA anti-ssDNA en el
suero de ratones WT y BAMBI-KO de ambos sexos de 12 meses de edad y el desarrollo de
lesiones glomerulares caracteristicas del Lupus Eritematoso Sistémico (LES). Nuestros
resultados muestran la ausencia de dichos autoAcs y de lesiones glomerulares en ambos

tipos de ratones (Figura 20).
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Figura 20. Estudio de la aparicion de autoinmunidad mediada por autoAcs. A) Niveles de autoAcs IgG e IgA
anti-ssDNA en el suero de ratones WT y BAMBI-KO (KO) de ambos sexos a los 12 meses de edad analizados
mediante ELISA y expresados en Unidades de Titulacién. Las barras representan los valores medios en cada

grupo experimental. B) Imagenes histoldgicas representativas de los glomérulos renales (20x) de ratones WT
(paneles izquierdos) y BAMBI-KO (paneles derechos) hembras (paneles superiores) y machos (paneles

inferiores) a los 12 meses de edad tras tincidon con hematoxilina y eosina. Las diferencias entre grupos se

evaluaron mediante el test de Mann-Whitney.
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V. DISCUSION

Estudios previos en nuestro laboratorio han mostrado que BAMBI desempefia un
papel importante en la regulacién de la diferenciacién de los linfocitos T CD4" hacia los
subtipos funcionales Treg y Th17. Esta actividad la desempefia regulando directamente la
intensidad de la sefalizacion por TGFp e indirectamente la de la IL-2. En concordancia con
estos hallazgos, los ratones deficientes en BAMBI presentaban una proteccién contra el
desarrollo de CIA por un mecanismo dependiente de células Tregs (Postigo et al., 2016).
En el presente trabajo de Tesis Doctoral hemos extendido nuestro analisis del papel de
BAMBI en la inmunidad adaptativa, estudiando su posible participacién en el control de la
respuesta inmune humoral. Se muestra que la deficiencia en este pseudorreceptor
potencia las respuestas humorales TDs y Tls. Estudios de transferencia celular y en doble-
quimeras de médula ésea indican que este efecto es secundario a la presencia de un
defecto intrinseco en los linfocitos B caracterizado por un aumento en la expresidn de
distintas moléculas de activacién, proliferacion e interaccién T-B. Ademds, se muestra la
implicacion selectiva de TGF y de las rutas de transduccién no candnicas que sefializan a
través de TAK1 en estas alteraciones, debido a la reversidon de las mismas tras su inhibicion
con un AcM anti-TGFP3 o un inhibidor selectivo de TAK1 (el 5ZOX), respectivamente. Por
ultimo, nuestro estudio muestra que la potenciacién de la inmunidad humoral en los
ratones BAMBI-KO no se asocia con la produccidon de autoAcs ni con la aparicion de

lesiones glomerulares tipo LES.

Utilizando un AcM anti-BAMBI desarrollado en nuestro laboratorio (clon B101.37),
recientemente se caracterizé la expresion de BAMBI en los linfocitos T CD4". Estos estudios
demostraron que la expresién de BAMBI se inducia en dichas células tras la estimulacidn in
vitro con Acs anti-CD3 y anti-CD28 y que TGF[ potenciaba su expresién en células
estimuladas, pero no en linfocitos naive, tanto a nivel de proteina, analizada por
citometria de flujo (Postigo et al., 2016), como en expresidn génica, analizada mediante
gPCR (Postigo, 2013, Tesis Doctoral). En este trabajo no se ha podido aun detectar la
expresion de la proteina BAMBI en los linfocitos B mediante citometria de flujo o Western
Blot (resultados no mostrados), aunque si se ha detectado su expresion génica mediante
qPCR. Al comparar los patrones de expresién de BAMBI entre los linfocitos T CD4" y B a
nivel basal y tras su activacidon se observan una serie de concordancias y discrepancias

destacables. En primer lugar, nuestro estudio muestra la expresién de BAMBI a niveles
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bajos en los linfocitos B naive que no se observa en las células T CD4" no estimuladas
(tanto a nivel transcripcional como de proteina) y esto puede estar en relacion con los
defectos intrinsecos de las células B observados en los ratones BAMBI-KO incluso en
condiciones homeostaticas (ver posteriormente). Al igual que en las células T CD4", BAMBI
se induce con una cinética similar (a las 48 hrs post estimulacidon) en los linfocitos B tras la
activacién, pero a diferencia de los primeros, TGF3 es un regulador negativo de dicha
expresion en las células B activadas. En este sentido, cabe destacar que TGFf} puede tener
diferentes efectos sobre la expresiéon de BAMBI en funcion del contexto celular que se
estudie, induciendo su expresién en linfocitos T CD4" y en células de carcinoma hepatico
(Sekiya et al., 2004; Postigo et al., 2016), o inhibiéndola en odontoblastos (Gonzales et al.,
2010). Las razones por las que no hemos sido capaces de detectar BAMBI a nivel proteico
en los linfocitos B, pero si en los T CD4", son por el momento desconocidas. Una
posibilidad es que la expresién de este pseudoreceptor en la membrana de las células B es
mucho mds transitoria que en las células T CD4", restringiéndose a un periodo muy
concreto y limitado tras su activaciéon. Obviamente, para clarificar este aspecto importante
se requieren experimentos adicionales, analizando la induccién de la proteina BAMBI en
estas células por citometria de flujo y/o Western Blot a multiples periodos de tiempo en

torno a las 48 horas tras su estimulacion.

A diferencia de lo observado en el timo durante el desarrollo de los linfocitos T
(Postigo, 2013, Tesis doctoral), la deficiencia en BAMBI no afecta al desarrollo de los
linfocitos B en la médula dsea. Aunque es un aspecto que queda por esclarecer, estas
diferencias pueden estar en relacion con la expresidon diferencial de BAMBI en los
precursores T y B durante su desarrollo. Sin embargo, si se observa un aumento en el
numero de linfocitos B de las subpoblaciones T2 y B memoria del bazo y de las células B-1
del bazo y cavidad peritoneal. Como se describe en la introduccién, las células B T2
representan un estadio inmaduro en el bazo proveniente de las células B T1 y precursor
tanto de las células B ZM como de las células B foliculares (Pillai and Cariappa, 2009). La
capacidad de supervivencia durante la transicion desde el estadio T1 al T2 esta
fuertemente regulada a través de las sefiales recibidas por parte del BCR y de BAFFR
(Castro et al., 2009), los cuales como se comentard posteriormente tienen aumentada su
expresion en los linfocitos B deficientes en BAMBI, pudiendo ser la causa del aumento en

esta subpoblaciéon. La induccion de BAMBI tras estimulaciéon en los linfocitos B y la
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potenciacion de las respuestas inmunes humorales TDs observada en los ratones BAMBI-

KO, podria explicar el aumento observado en las células B memoria en estos animales.

Un hallazgo interesante en los ratones BAMBI-KO es el aumento en las células B-1a
y B-1b no convencionales de bazo y cavidad peritoneal. Este aumento es en cierta forma
un hallazgo inesperado ya que por un lado, las alteraciones en las respuestas inmunes
humorales observadas en los ratones BAMBI-KO son dependientes de la actividad de TGFf3
y por otro lado, se ha descrito un incremento en las subpoblaciones B-1a y B-1b en los
ratones deficientes en TGFBRII, que tienen inactivada la sefalizacién por TGFf (Cazac and
Roes, 2000). Sin embargo, también se ha descrito una disminucidon en las células B-1 en los
ratones deficientes en TAK1 (Shinohara and Kurosaki, 2016) y un aumento en los
deficientes en Smad2 (Klein et al.,, 2006), indicando que el papel de TGFB en la
homeostasis de esta subpoblacién de linfocitos B, y por extensidon sobre las células B
foliculares (ver posteriormente), es extraordinariamente complejo y estd en gran medida
condicionado por la ruta de transduccién Smad-dependiente o independiente que se

active preferentemente.

En correlacion con el mayor nimero de células B-1b los ratones BAMBI-KO
respondieron con mayor intensidad frente a Ags Tls. De igual modo, las respuestas
humorales frente a Ags TDs, tanto las de alta como las de baja afinidad, se encuentran
también potenciadas en estos animales mutantes. Estos incrementos fueron mas notables
en las hembras que en los machos, probablemente relacionado con la demostrada
importancia que el género sexual tiene en el control de las respuestas humorales y en la

susceptibilidad a desarrollar procesos autoinmunes (Ruggieri et al., 2016).

La potenciacién de la respuesta humoral TD en ausencia de BAMBI va acompaiiada
de un aumento en las poblaciones celulares implicadas en el desarrollo de la misma
(células Ty, células B CG y CPs secretoras de Acs) y de la disminucidn de una poblacién con
capacidad supresora sobre este tipo de respuesta, las células Tik. Este hecho plantea varias
posibilidades con respecto al nivel celular en el que la deficiencia en BAMBI puede estar
actuando. Las DCs son las CPAs encargadas de activar al linfocito T CD4" naive y en el caso
de las respuestas humorales TD, promover los primeros pasos para su diferenciacion
funcional en células Tg4 (Qi, 2016). Posteriormente, las células pre-Ty4 establecen contactos
con los linfocitos B antigeno-especificos en la frontera entre las regiones T y los foliculos.

En estas interacciones, los linfocitos B presentan el Ag que desencadend la respuesta a los
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linfocitos pre-Tgy ¥y suministran las sefiales necesarias para completar su diferenciacién a
célula Ty, mientras que a su vez, estas células T aportan las sefales co-estimuladoras
necesarias para la activacién de las células B (Goenka et al., 2011). Asi pues, la deficiencia
en BAMBI puede afectar las respuestas humorales TDs actuando sobre una o varias de
estas poblaciones celulares. Ademas, se ha descrito un papel para TGFf en el control de la
diferenciacion y/o funcionalidad de todas ellas, aunque no siempre acorde al fenotipo
observado en los ratones BAMBI-KO. En este sentido, se ha observado que por un lado la
deficiencia selectiva de Smad7, que potencia la sefalizaciéon por TGF3, en DCs genera
células con potencial tolerogénico a través de la produccién de IDO (Lukas et al., 2017),
mientras que la de TAK1 a este mismo nivel suprime las respuestas inmunes humorales
(Pan et al., 2016). En humanos se ha descrito que tanto TGF3 como activina A potencian la
diferenciacion de las células Ty (Schmitt et al., 2014; Locci et al., 2016), pero en ratones,
TGFP tiene un papel inhibidor sobre esta subpoblaciéon (McCarron and Marie, 2014).
Ademds, la IL-2 inhibe la diferenciacién Tey de las células T CD4" (Ballesteros-Tato et al.,
2012), lo que sugiere que a priori la deficiencia en BAMBI, que potencia la sefalizacién por
IL-2 en las células T CD4" (Postigo et al., 2016), deberia ejercer un efecto negativo sobre
dicha diferenciacién. Por ultimo, multiples estudios han puesto en evidencia que tanto los
TGFP como los BMPs y las activinas tienen funciones inhibidoras sobre la funcionalidad de
los linfocitos B. Sin embargo, los ratones deficientes en Twisted Gastrulation (un inhibidor
de BMPs) en los linfocitos B presentan un fenotipo parecido al del ratén BAMBI-KO, con un
aumento en la proliferacion y activacion de los linfocitos B y un incremento de las
respuestas Tls (Tsalavos et al., 2011). Asi mismo, y tal y como se ha comentado
anteriormente, los ratones deficientes en TAK1 en linfocitos B presentan un fenotipo

totalmente antagonico al de nuestros ratones BAMBI-KO (Shinohara and Kurosaki, 2016).

Para caracterizar en detalle las bases celulares de la potenciacién de la respuesta
inmune humoral en los ratones BAMBI-KO se realizaron en primer lugar experimentos de
transferencia adoptiva de células T CD4" deficientes o no en BAMBI a ratones CD3-KO
cuyos linfocitos B eran también deficientes o no en BAMBI. Estos experimentos mostraron
de forma inequivoca que BAMBI no interviene de forma directa en la diferenciacién de los
linfocitos Try. Este hallazgo justifica el aumento de las células Tgy en el ratén BAMBI-KO a
pesar del efecto negativo que ejercen TGFP e IL-2 sobre la diferenciacion de esta

subpoblacién (Ballesteros-Tato et al.,, 2012; McCarron and Marie, 2014). Sin embargo,
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estos experimentos no permiten discernir entre la posibilidad de que la deficiencia en
BAMBI afecte la funcionalidad de las DCs, por ejemplo potenciando su actividad
presentadora de antigeno, o que el efecto se restrinja a los linfocitos B. Ademas, los
resultados de los experimentos anteriores pueden verse en parte influidos por el entorno
en donde los linfocitos T CD4" transferidos van a actuar: un entorno WT u otro con una
deficiencia generalizada en BAMBI en donde se pueden producir interferencias por
multiples poblaciones celulares inmunes y no inmunes. Para ello, se disefiaron
experimentos con ratones DQ mixtas de médula dsea, en donde en un entorno uniforme y
controlado van a co-existir todas las poblaciones celulares implicadas en la respuesta
inmune humoral procedentes de ratones WT y BAMBI-KO y en donde utilizando
marcadores polimérficos, podremos monitorizar el origen y naturaleza de las células que

se expanden vy el de las células productoras de Acs tras inmunizacién con un Ag TD.

Los estudios en los ratones DQ mixtas nos permite por un lado confirmar que
BAMBI no afecta directamente la diferenciacién funcional de los linfocitos Try y por otro,
afirmar que la deficiencia en BAMBI en las DCs no es el Unico factor responsable de las
alteraciones en la respuesta inmune humoral en los ratones mutantes, aunque no se
puede descartar un papel complementario de las mismas. Sin embargo, utilizando mezclas
de DCs y células T CD4" naive procedentes de ratones WT y BAMBI-KO en condiciones
polarizantes a linfocitos Tregs, previamente hemos demostrado que la deficiencia en
BAMBI en las DCs no afectaba la capacidad incrementada de las células T CD4" de los
ratones BAMBI-KO para diferenciarse en linfocitos Tregs (Postigo et al., 2016), lo que nos
sugiere que la deficiencia en BAMBI en esta poblaciéon de CPAs no esta afectando a su
funcionalidad. Por su parte, los estudios en los ratones DQ mixtas, junto con los de
transferencia adoptiva comentados anteriormente, permiten concluir que la deficiencia en
BAMBI genera alteraciones intrinsecas en los linfocitos B que son las principales

responsables del fenotipo humoral observado en los ratones mutantes.

Varios grupos han demostrado el papel que juegan los linfocitos Tz en la biologia
de las células Try y en el control de las respuestas inmunes humorales (Chung et al., 2011;
Linterman et al.,, 2011; Wollenberg et al.,, 2011). Como el porcentaje de T tras la
inmunizacion con un Ag TD estd disminuido en los ratones BAMBI-KO con respecto a los
WT, una posibilidad adicional es que estas células participan en mayor o menor medida en

las alteraciones humorales descritas en estos animales. Sin embargo, aunque en los
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experimentos de DQ mixtas no se analizaron estas células, postulamos que no van a
desempenar un papel relevante en dichas anomalias, ya que la induccién deficiente de
linfocitos T procedentes de los ratones BAMBI-KO se veria compensada por la generacion
normal de células procedentes de los ratones WT que a su vez, serian capaces de suprimir
por igual a los linfocitos Try y B CG de ambos origenes. Puede resultar llamativa la
reduccidon observada en las células Trz en el ratén BAMBI-KO, debido al aumento descrito
en el mismo de las células Tregs convencionales tras inmunizacién (Postigo et al., 2016).
Sin embargo, las células Tgr provienen de las células tTregs de origen timico (Linterman et
al., 2011), las cuales no se encuentran aumentadas en el raton BAMBI-KO tras
inmunizacion (Postigo et al., 2016). Ademas hay que resaltar que el porcentaje de células
Trr que mostramos en la seccidn de resultados se ha calculado con respecto a la poblacién
de células Tgy, las cuales se encuentran aumentadas en el ratén BAMBI-KO. De hecho no
existen diferencias entre los ratones WT y BAMBI-KO en la frecuencia de las células T

sobre las células T CD4" totales (datos no mostrados).

Una vez definidas las bases celulares responsables del incremento en la intensidad
de las respuestas inmune humorales en el ratén BAMBI-KO, el siguiente objetivo del
presente estudio ha sido caracterizar a nivel molecular el/los defectos intrinsecos en los
linfocitos B de los ratones mutantes. Nuestros resultados muestran que estas células
presentan multiples defectos con claras repercusiones funcionales. En este sentido, los
linfocitos B de los ratones BAMBI-KO expresan, incluso en estado basal, niveles mas
elevados de una serie de receptores de membrana implicados en su activacidn,
supervivencia e interaccién con los linfocitos T CD4" que los de los ratones WT. Uno de
estos receptores cuya expresion se encuentra incrementada en las células B naive de los
ratones mutantes es el BCR, tanto la IgM como la IgD de membrana, que mediante la
unién al Ag promueven sefales de activacion y proliferaciéon (Sieckmann, 1980). Asi
mismo, las células B naive de los ratones BAMBI-KO expresan niveles elevados de ICOSL y
de BAFFR que desempeiian un papel relevante en la interaccién T-B y en la diferenciacion
de las células Ty y B CG (Dong et al., 2001), asi como en la supervivencia de las células B
(Rowland et al., 2010), respectivamente. BAFFR también esta implicado en la potenciacion
de la respuesta humoral, ya que la sobreexpresion de su ligando estd relacionada con un
aumento del numero de CPs y de la produccion de Acs frente a Ags TDs y Tls (Do et al.,
2000). Cabe destacar que en las células B de los ratones BAMBI-KO la expresion

incrementada de ICOSL podria estar en relacién con el aumento en la de BAFFR, ya que se
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ha visto que este activa la ruta no convencional de NFkB a través de la fosforilacion de NIK,
dando lugar a la expresién de ICOSL en las células B y a la generacién de células Tgy (Hu et
al., 2011) mientras que a su vez la de BAFFR podria estar relacionada con el incremento en
la sefializacion a través del BCR (Wensveen et al., 2016). A diferencia de las moléculas
mencionadas anteriormente, la expresién de MHC-1l, CD80 y CD86 no esta alterada en las
células B naive de los ratones BAMBI-KO. Sin embargo, tras la estimulacidn in vitro a través
del BCR y de CD40, los linfocitos B deficientes en BAMBI mostraron una mayor induccion
en la expresion de CD86 que los linfocitos de los ratones WT. CD86 es una molécula
coestimuladora importante en la interaccién entre las células By T CD4" que favorece la
diferenciacién hacia células Try mediante la interaccidn con CD28 (Linterman et al., 2014).
También se ha visto que CD86 tiene un efecto directo sobre las células B incrementando la
produccién de IgGs (Rau et al., 2009). La estimulacion con anti-IgM y anti-CD40 también
produjo un incremento en la induccion de la expresion de BAFFR en los linfocitos B
deficientes en BAMBI, pero no de ICOSL, que de nuevo fue superior en los linfocitos B
deficientes en BAMBI. La ausencia de induccién en la expresidon de ICOSL en los linfocitos B
estimulados con Acs anti-IlgM y anti-CD40 puede estar en relacion con el efecto negativo
que la sefalizacidon a través del BCR ejerce sobre su expresién (Liang et al., 2002). En
cambio ante una estimulacion solamente con anti-CD40 si se produce un aumento en la
expresion de ICOSL, siendo mas pronunciado en los linfocitos B procedentes del ratén
BAMBI-KO. En resumen, tanto en condiciones basales como tras la activacién, los linfocitos
B de los ratones BAMBI-KO tienen sobre-activado un programa molecular, organizado en
un complejo circuito de interrelaciones moleculares encaminado a potenciar la

funcionalidad de estas células.

Probablemente en relacion con las anomalias descritas anteriormente, los
linfocitos B de los ratones BAMBI-KO presentan un incremento en su capacidad
proliferativa in vitro tras la estimulacidn con Acs anti-lgM y anti-CD40 o con LPS. De nuevo,
nuestros resultados contradicen los efectos que se han descrito en multiples estudios en
donde se muestra claramente el efecto negativo de TGFf sobre la proliferacién de los
linfocitos B (Kamesaki et al., 1998). De acuerdo con estas observaciones, cabe destacar
que la adicién de TGFP recombinante a los cultivos de estimulacidn mencionados, lejos de
incrementar la proliferacion de los linfocitos B deficientes en BAMBI, tiene un efecto
inhibitorio de la misma similar al observado en las células B de los controles WT

(resultados no mostrados). Esto abre la posibilidad de que los efectos sobre la inmunidad
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humoral descritos en ausencia de BAMBI no sean dependientes de TGFf sino de otros
miembros de la superfamilia de TGF que también son regulados por BAMBI (ej: BMPs y/o
Activinas) (Onichtchouk et al.,, 1999). En este sentido, las células B deficientes en el
inhibidor extracelular de BMPs, Twisted Gastrulation, hiperproliferan in vitro tras
estimulos a través del BCR y TLRs (Tsalavos et al., 2011). Para valorar esta posibilidad, se
estudiaron los efectos de la inhibicidon selectiva de TGFf in vivo, utilizando un AcM
neutralizante de TGFB1, 2 y 3, en la respuesta humoral frente a Ag TD en los ratones
BAMBI-KO. Los resultados obtenidos indican que las alteraciones en la inmunidad humoral
observadas en los ratones mutantes son en gran medida dependientes de TGF[3, ya que la
inhibicion prolongada y mantenida de estas citocinas, desde 1 mes antes de la
inmunizacion con el Ag hasta el final del experimento, restaura la respuesta humoral TD,
valorada por el incremento en la frecuencia de células Tg y células B CG asi como en la
produccién de Acs de tipo IgG, a los niveles observados en los ratones WT tratados de la
misma forma. Asi mismo, la expresion de ICOSL en los linfocitos B de los ratones BAMBI-
KO se reduce a los niveles observados en los animales WT tras el tratamiento con el AcM
anti-TGFB. Sin embargo, la administracion del AcM anti-TGF3 desde el momento de la
inmunizacion hasta el final del experimento no produjo ningun efecto en la respuesta
humoral de los ratones BAMBI-KO (datos no mostrados), sugiriendo que el efecto de la
deficiencia en BAMBI sobre las células B aparece antes del estadio de célula B madura. Asi,
estas células podrian completar su maduracion poseyendo un programa de
hiperactivaciéon relativamente estable que solamente seria revertido tras un periodo

prolongado de inhibicién de TGFp.

Para conciliar las sélidas evidencias existentes sobre los efectos de TGFP en la
inmunidad humoral (Kamesaki et al., 1998; Cazac and Roes, 2000; Roes et al., 2003) con
los resultados observados en el presente trabajo de Tesis Doctoral planteamos la siguiente
hipétesis. El punto de partida es obviamente asumir como innegable que en una célula B
normal y en condiciones fisioldgicas los TGF3 van a modular negativamente la actividad de
estos linfocitos. Para ello, estas citocinas van a activar las distintas rutas de transduccion
de sefial Smad-dependientes e independientes aunque de forma asimétrica; la activacion
relativa de las rutas Smad-dependientes, que ejercerian un papel mayoritariamente
inhibidor sobre la funcionalidad de los linfocitos B, prevalecerian sobre las rutas Smad-

indepedientes, que son rutas que potencian la actividad de los mismos. BAMBI interviene
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en la regulacién de este proceso al inhibir también asimétricamente ambas rutas; de
acuerdo con nuestra hipdtesis en los linfocitos B normales, BAMBI seria capaz de inhibir de
forma mads intensa las rutas de transduccion Smad-independientes. Planteamos que un
nodo clave en la transduccién Smad-independiente mediada por TGFf en los linfocitos B
es la molécula TAK1, la cual participa en la activacién de las MAPK JNK y p38 y de NFxB
(Arsura et al., 2003; Shim et al.,, 2005). De hecho, y tal y como se ha comentado
anteriormente en repetidas ocasiones, la deficiencia selectiva de TAK1 en los linfocitos B
provoca exactamente el fenotipo humoral contrapuesto al observado en los ratones
BAMBI-KO (Shinohara and Kurosaki, 2016). En este punto cabe asi mismo destacar que
ademds de por TGFf, TAK1 se activa a través de TLRs y del BCR (Szili et al., 2014), cuya
expresion se encuentra incrementada en los ratones BAMBI-KO. En ausencia de BAMBI, y
en concentraciones fisioldgicas de estos factores de crecimiento, la sefalizaciéon por los
TGFB en los linfocitos B se va por lo tanto a modificar incrementdndose mas el brazo
Smad-independiente que el Smad-dependiente. Si en el contexto de una estimulacién
antigénica la sefalizacion incrementada a través del BCR y/o TLRs potencia aun mas la
activacién de TAK1, la consecuencia final es una hiper-activaciéon TGFp-dependiente de los
linfocitos B y una potenciacién de las respuestas humorales TDs y Tls (Figura 1). Este
mecanismo podria no ser exclusivo de los linfocitos B, ya que se ha descrito que en
carcinomas de células escamosas de cabeza y cuello la respuesta anti-proliferativa de TGFf3
estd atenuada en asociacién con una activacion TAK1-dependiente de NFkB, que a su vez
promueve la induccidon de Smad7, un inhibidor de las rutas candnicas de transduccién de

TGFp (Freudlsperger et al., 2013).
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Figura 1. Modelo hipotético de la influencia de BAMBI sobre la sefializacién por TGFf y sus consecuencias
sobre la activacion de los linfocitos B. En condiciones fisiologicas (presencia de BAMBI en la membrana
celular), los efectos inhibitorios Smad-dependientes de TGFf3 predominan sobre los efectos activadores
Smad-independientes convergentes en TAK1. BAMBI participa en este estado de inactivacién celular al inhibir
de manera mas intensa las rutas no candnicas que la ruta candnica. En cambio en ausencia de BAMBI, la
sefializacion por TGFf se encuentra potenciada principalmente a través de las rutas no candnicas. Ademas, la
mayor expresion de BCRs en ausencia de BAMBI, conduce a una activacién de TAK1 aun mayor, dando lugar al
predominio de los efectos activadores dependientes de esta ruta.

Para comenzar a valorar la validez de nuestra hipdtesis se compararon las
respuestas humorales TDs entre ratones WT y BAMBI-KO tras la inhibicidn selectiva y
mantenida en el tiempo de TAK1 con 5Z0X, un inhibidor selectivo de esta kinasa (Wu et
al.,, 2013; Zhang et al., 2015). Este tratamiento fue capaz de revertir el aumento en la
produccién de Acs observada en el ratén BAMBI-KO, lo que sugiere que los efectos
producidos por la deficiencia en BAMBI en las células B son mediados por un aumento de
la activacion de TAK1. Sin embargo, para confirmar nuestra hipdtesis son necesarios
experimentos en donde se compare en detalle la bioquimica de la transduccién por TGFf3
entre linfocitos B de ratones WT y BAMBI-KO tras activacion, analizando la activacion de
Smad2 y Smad3, como marcadores de la ruta de transduccién candnica, y de p38, JNK,
TAK1 y NFkB, como marcadores de las rutas Smad-independientes y activadoras. Estos

experimentos se encuentran en fase de realizacion.
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Un hallazgo relevante de este trabajo es que la deficiencia en BAMBI incrementa
las respuestas inmunes humorales a nivel de las mucosas. El aumento en la produccién de
IgA Ag-especifica en la mucosa nasal del raton BAMBI-KO va en correlacidn con la
implicaciéon de TGFB en la inmunidad en las mucosas favoreciendo el cambio de isotipo
hacia IgA (Borsutzky et al., 2004). Este hallazgo puede ser de gran interés para el disefio de
nuevas vacunas. En este sentido, la via intranasal en vacunacién posee un interés clinico
evidente en paises del tercer mundo al facilitar enormemente la administracién de las
mismas y al reducir el coste en el material necesario para ello (por ejemplo, no se
requieren ni jeringuillas ni agujas). Ademas, al no ser necesaria una inyeccién, se reduce el
riesgo de transmisidén de enfermedades infecciosas (Lycke, 2012). A parte del efecto en las
respuestas inmunes en mucosas, la deficiencia en BAMBI potencia respuestas inmunes
humorales TD en ausencia de adyuvantes. Farmacoldgicamente, un adyuvante es una
sustancia que aumenta los efectos de un medicamento: en el caso de las vacunas la
inmunogenicidad de un Ag. Se han utilizado como adyuvantes diversas clases de
compuestos, entre los que se encuentran: productos microbianos, sales minerales,
emulsiones, microparticulas y liposomas (Fraser et al., 2007). Sin embargo, la toxicidad de
la mayoria de ellos desaconseja su uso en seres humanos. Recientemente, se ha descrito
una nueva entidad clinica denominada ASIA caracterizada por aparicion de
manifestaciones de tipo autoinmune secundarias al uso de adyuvantes (Guimaraes et al.,
2015). Ademas, existe una corriente social contraria a la vacunacién y que, entre otros
argumentos, postula que los adyuvantes utilizados en las vacunas son los responsables de
algunos de los efectos secundarios mas graves de las mismas. Remarcablemente, la
potenciacidn de las respuestas inmunes humorales en los ratones BAMBI-KO se producen
en ausencia de alteraciones autoinmunes y tras un seguimiento largo de estos animales,
no se detectd la presencia de autoAcs circulantes ni se apreciaron lesiones glomerulares

caracteristicas del LES.

En conclusion, en el presente trabajo de Tesis demostramos que BAMBI controla la
intensidad de la respuesta humoral a través de la regulacién de la activacidon de los
linfocitos B. Esta regulacién de la respuesta humoral es dependiente de TGFf, y mas
concretamente, de las rutas no candnicas de TGFJ3 que sefalizan a través de TAK1. Los
resultados mostrados en este trabajo seifalan a BAMBI como una posible diana en el
desarrollo de vacunas, debido al efecto adyuvante en ausencia de autoinmunidad

observado en los ratones deficientes en BAMBI.
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1. Los linfocitos B en estado basal expresan niveles muy bajos de BAMBI. Dicha expresion
aumenta considerablemente tras su estimulacion in vitro a través del BCR y de CD40. A
diferencia de las células T CD4", TGFP regula negativamente la expresién de BAMBI en los

linfocitos B activados.

2. La ausencia de BAMBI en los ratones BAMBI-KO no afecta el desarrollo de los linfocitos
B en la médula ésea. Sin embargo, promueve un incremento en las poblaciones T2 y B

memoria en el bazo y de las células B-1a y B-1b del bazo y cavidad peritoneal.

3. La deficiencia en BAMBI potencia la produccion de Acs frente a distintos tipos de Ags Tls
y TDs. El aumento en la respuesta humoral TD es observado tanto a nivel sistémico como

en las mucosas, en Acs de alta y baja afinidad y en presencia o ausencia de adyuvantes.

4. En correlacion con el aumento en la respuesta inmune humoral frente a Ags TDs, los
ratones deficientes en BAMBI presentan una mayor frecuencia de las poblaciones
celulares implicadas en su desarrollo (células Ty, B CG y CPs secretoras de Acs), asi como

una disminucién en aquellas que la inhiben (células Teg).

5. La potenciacion de la respuesta humoral del ratén BAMBI-KO es debida al efecto

selectivo de la deficiencia en BAMBI en los linfocitos B.

6. Los linfocitos B deficientes en BAMBI tienen una expresién basal aumentada de
moléculas de superficie relacionadas con su activacion, supervivencia e interaccién T-B, asi

como una mayor induccidn de la expresion de las mismas tras una estimulacion in vitro.

7. Los linfocitos B deficientes en BAMBI presentan una respuesta proliferativa in vitro

aumentada.

8. BAMBI modula la intensidad de las respuestas inmunes humorales TDs regulando
selectivamente la sefalizacion por TGFB, a través de las rutas de transduccién no

canonicas mediadas por TAK1.

9. La deficiencia en BAMBI no desencadena la produccion de autoAcs ni la aparicion de

lesiones glomerulares asociadas a patologias autoinmunes de base humoral.
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Introduction

Summary

Apolipoprotein E (ApoE) deficiency promoted an exacerbation of autoimmune
arthritis in mice by inducing proinflammatory immune responses. In this study
we analysed the contribution of hypercholesterolaemia and/or the absence of
ApoE anti-inflammatory properties, unrelated to its function in the control of
cholesterol metabolism, towards the acceleration of arthritis in these mutant
animals. The induction and severity of collagen type Il-induced arthritis
(CIA) were compared for BI10O.RIII wild-type (WT), BlO.RIII.ApoEH_,
B10.RIILApoE "~ and B10.RIILlow-density lipoprotein receptor (LDLR™") mice
with different concentrations of circulating ApoE and cholesterol. A 50-70%
reduction in serum levels of ApoE was observed in heterozygous
B10.RIILApoE "~ mice in comparison to B10.RIILWT, although both strains of
mice exhibited similar circulating lipid profiles. This ApoE reduction was
associated with an increased CIA severity that remained lower than in
homozygous B10.RIILApoE”~ mice. An important rise in circulating ApoE
concentration was observed in hypercholesterolaemic B10.RIILLDLR™~ mice
fed with a normal chow diet, and both parameters increased further with an
atherogenic hypercholesterolaemic diet. However, the severity of CIA in
B10.RIILLDLR™™ mice was similar to that of BI10.RIILWT controls. In
conclusion, by comparing the evolution of CIA between several strains of
mutant mice with different levels of serum ApoE and cholesterol, our results
demonstrate that both hypercholesterolaemia and ApoE regulate the intensity
of in-vivo systemic autoimmune responses.

Keywords: ApoE, collagen type II-induced arthritis, hypercholesterolaemia,
LDLR

accumulate in the macrophages of the arterial intima during

Rheumatoid arthritis (RA) is a chronic autoimmune dis-
ease resulting in joint inflammation and destruction. A
strong association between RA and an increased risk of car-
diovascular disease (CVD), due to accelerated atherosclero-
sis, has been established [1,2]. In this regard, different
studies show that dyslipidaemia is highly prevalent in
patients with RA and may be present at least 10 years before
the onset of the disease [3-5]. However, a relationship
between an altered lipid profile in plasma and the aug-
mented incidence of CVD in RA patients has not been
clearly proven and is still the subject of intense debate [6,7].

Conversely, dyslipidaemia can trigger or potentiate already
existing inflammatory responses and thereby enhance the sever-
ity of RA. Oxidized low-density lipoproteins (oxLDL) that

hypercholesterolaemia are good activators of Toll-like receptor
4 (TLR-4), acting as endogenous danger-associated molecular
patterns (DAMP) [8]. Also, it has been reported that, in T cells
from systemic lupus erythematosus patients, dyslipidaemia
may potentiate antigen receptor signalling through the increase
of glycosphingolipid synthesis and their incorporation into
membrane lipid rafts [9]. Accordingly, a relationship between
hypercholesterolaemia and RA severity has been established
[10], although it has not been confirmed by others [11].
Experimental animal models of RA in association with
dyslipidaemia constitute excellent tools to explore some of
above-mentioned questions. In this regard, we and others
have shown recently that ApoE (ApoE ") deficiency exacer-
bates the development of collagen type II (col II)-induced
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autoimmune arthritis (CIA) in B10.RIII mice in association
with enhanced T helper type 1 (Thl) and Th17 inflamma-
tory responses [12] or the semi-chronic K/BxN serum
transfer-induced inflammatory arthritis through the poten-
tiation of innate immune responses [13]. Accordingly,
these experimental models can be used to explore whether
the accelerated arthritis observed in ApoE™~ is related to
the hypercholesterolaemia characteristic of these mutant
mice and/or to the lack of some of the previously identified
anti-inflammatory properties of ApoE, that are unrelated
to its function in the control of cholesterol metabolism
[14]. In the present study, we have explored these questions
comparing the severity of CIA between mice expressing
different amounts of ApoE in the context of either normal
or altered circulating cholesterol levels.

Materials and methods

Mice

C57BL/6.ApoE”~ (B6.ApoE™~, H-2") and BI0.RIII (H-2")
mice were purchased from Charles River (Barcelona, Spain)
and Harlan Iberica (Barcelona, Spain), respectively. B6
mice deficient in LDL receptor (B6.LDLR™™) were kindly
provided by Dr Jorge Joven, Unitat de Recerca Biomedica,
Hospital Universitari Sant Joan, Institut d’Investigacié
Sanitaria Pere Virgili, Universitat Rovira i Virgili, Reus,
Spain. B10.RIILApoE™™ mice were obtained from our ani-
mal facilities as described recently [12] and intercrossed
with B10.RII wild-type (B10.RIILWT) mice to obtain
B10.RIILApoE™", B10.RIILApoE*"~ and B10.RIILWT litter-
mates. B10.RIILLDLR "“mice were produced in our animal
facilities by back-crossing B6.LDLR™~ mice with B10.RIII
mice for seven back-cross generations. In the second back-
cross generation, H-2"" mice were selected by flow cytome-
try using specific monoclonal antibodies (mAbs) against
H-2° and H-2" (BD Biosciences, Madrid, Spain). In the last
back-cross generation, male and female heterozygous mice
were intercrossed and B10.RIILLDLR”~ and B10.RIILWT
littermates were selected by polymerase chain reaction
(PCR) of genomic DNA extracted from mouse tails. Mice
were fed ad libitum with a normal chow diet (NCD) or an
atherogenic hypercholesterolaemic diet (HCD) (10-8%
total fat, 0-75% cholesterol, S4892-E010; Ssniff Spezial-
didten GmbH, Soest, Germany) and bled from the retro-
orbital plexus 4 weeks after immunization. All animal care
and experimental procedures were carried out according to
institutional guidelines and approved by the Universidad
de Cantabria Institutional Laboratory Animal Care and
Use Commiittee (ref. 2014/12).

Induction and assessment of arthritis

Bovine col II (MD Bioproducts, Zirich, Switzerland),
dissolved at a concentration of 2 mg/ml in 0-05 M acetic

ApoE and cholesterol in inflammation

acid, was emulsified with complete Freund’s adjuvant
(CFA) containing 4 mg/ml of Mycobacterium tuberculosis
(MD Bioproducts). For the induction of CIA, 8-12-week-
old male mice were immunized once at the base of the
tail with 150 pg of antigen in a final volume of 150 pl.
A clinical evaluation of arthritis severity was performed as
described previously [15].

Radiological studies were performed using a CCX Rx ray
source of 70 Kw with an exposition of 90 ms (Trophy Irix
X-Ray System; Kodak Spain, Madrid, Spain) and the Tro-
phy RVG Digital Imagining system, as described previously
[15]. Radiological images were scale-graded according to
the presence of four different radiological lesions (1: soft
tissue swelling, 2: juxta-articular osteopenia due to altera-
tions in bone density, 3: joint space narrowing or disap-
pearance and 4: bone surface irregularities due to marginal
erosions and/or periosteal new bone formation). The
extension of every individual lesion in each paw (local:
affecting one digit or one joint in the carpus; diffuse:
affecting two or more digits and/or two or more joints in
the carpus) was graded from 0 to 2 as follows: 0: absence;
1: local; 2: diffuse.

Flow cytometry studies

Spleen cells from BI10.RIILWT, BI10.RIILApoE™~ and
B10.RIIL.ApoE”~ mice were stimulated in vitro with conca-
navalin A (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA) at a concen-
tration of 5 pg/ml or with plastic-bound anti-CD3 (1 pg/
well) and anti-CD28 (0-5 pg/well) mAbs (a«CD3/aCD28).
The induction of the CD69 and CD25 activation markers
in CD4" cells was analysed after 3 and 12 h of stimulation
by flow cytometry using commercially labelled antibodies
(Biolegend, London, UK).

Two-month-old BIO.RIILWT, BIO.RIILApoE"~ and
B10.RIIL.ApoE”™ mice were injected intraperitoneally (i.p.)
with 10 pg of lipopolysaccharide (LPS) (Sigma-Aldrich) or
with phosphate-buffered saline (PBS) as a control. Perito-
neal cells were harvested 2 days later and the M1 [CD11b™
F4/80™ major histocompatibility complex (MHC)-1I*] and
M2 (CD11b"* F4/80" CD206") macrophages characterized
by flow cytometry. Cells were analysed in a fluorescence
activated cell sorter (FACS)Canto II flow cytometer using
FACSDiva software (BD Biosciences).

Serological studies

Total cholesterol (TC), high-density lipoprotein-cholesterol
(HDL-c), LDL/very low-density lipoprotein (VLDL)-c and
triglyceride levels in serum samples were determined using
an autoanalyser (Biosystems SA, Barcelona, Spain) following
the manufacturer’s instructions. Serum levels of immuno-
globulin (Ig)G1 and IgG2a anti-col II antibodies were meas-
ured by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA), as
described previously [12]. Results were expressed in titration
units/ml (U/ml) in reference to a standard curve obtained
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from a serum pool of col II-CFA-immunized dark brown
Agouti (DBA)/1 mice. Circulating levels of ApoE were deter-
mined by ELISA, as described previously [16]. Briefly, micro-
titre plates (Maxisorp Nunc-immuno plates; ThermoFisher
Scientific, Waltham, MA, USA) were coated with 0-1 pg/ml
of WUE-4 (mouse anti-human ApoE mAb; Novus Biologi-
cals, Madrid, Spain) and the assay was developed with goat
anti-mouse ApoE (Merck Millipore, Madrid, Spain), fol-
lowed by a biotinylated rabbit anti-goat antibody (Vector
Laboratories Burlingame, CA, USA) and streptavidin—alka-
line phosphatase (BD Biosciences). Results were expressed in
pg/ml in reference to a standard curve obtained with purified
mouse ApoE (a kind gift of Dr Karl Weisgraber, Gladstone
Institute of Neurological Disease, University of California
San Francisco, CA, USA).

Mouse HDL from each group was isolated by sequential
ultracentrifugation at 100 000 g for 24 h at a density of
1.063-1-21 g/ml. HDL composition, including total and
free cholesterol, triglycerides and phospholipids, was deter-
mined by commercial methods adapted to the Hitachi 917
autoanalyser (Roche Diagnostics, Rotkreuz, Switzerland).
HDL protein concentrations were determined by the bicin-
choninic acid method (Thermo Scientific, Rockford, IL,
USA). The ability of HDL to protect against LDL oxidation
was determined on an assay in which human LDL (0-1 mM
phospholipids) was oxidized alone with 2.5 pM CuSO, or
in the presence of equal concentrations of HDL phospholi-
pids from each experimental group (0-1 mM phospholi-
pids). The oxidation kinetics were followed through
continuous monitoring of the formation of conjugated
diene at 37°C for 4 h [17]. The kinetics of LDL in the
LDL + HDL incubations were calculated by subtracting the
kinetics of HDL incubated without LDL. The lag phases
were calculated and the results represented as relative lag
phase to the LDL kinetics oxidized without HDL. [17]. Par-
aoxonase (PON)-1 was measured using phenylacetate as
substrate [17].

Cytokine expression

The expression of mRNAs encoding for interleukin (IL)-1{,
tumour necrosis factor (TNF)-a, IL-6, transforming growth
factor (TGF)-B and IL-10 cytokines was explored in the
paws before col II immunization and 8 weeks after using
quantitative real time reverse transcriptase PCR (RT—qPCR).
After skin removal, the paws were kept frozen at —70°C until
processing. Total RNA from powdered paws was obtained by
TRIzol extraction (Invitrogen, ThermoFisher Scientific).
One ng of the isolated RNA was used for cDNA synthesis
with a RT-PCR kit (Bio-Rad Laboratories, Madrid, Spain),
according to the manufacturer’s instructions. RT-qPCR was
performed on a StepOne Plus real time PCR instrument
(Applied Biosystems, ThermoFisher Scientific) using specific
TagMan expression assays and an universal PCR Master Mix
(Applied Biosystems, ThermoFisher Scientific). Results (in

triplicate) were normalized to glyceraldehyde 3-phosphate
dehydrogenase (GAPDH) expression and measured in paral-
lel for each sample.

Statistical analysis

The differences between the two groups were analysed by a
two-tailed Student’s # or two-sample Mann—Whitney U-
tests. Probability values < 0-05 were considered significant.

Results

The severity of CIA in ApoE mutant mice correlates
directly with the levels of circulating ApoE

We and others have reported recently the development of
an exacerbated inflammatory arthritis in mice deficient in
ApoE [12,13]. To analyse whether the enhanced disease in
these mutant mice was related to the hypercholesterolaemia
and/or to the absence of ApoE, we compared the develop-
ment of CIA between B10.RIILWT, B10.RIILApoE™"~ and
B10.RIILApoE”~ mice. Serum ApoE levels and lipid pro-
files were first analysed in the different experimental
groups. The levels of circulating ApoE in heterozygous
B10.RIILApoE""~ mice were approximately one-third/half
of those found in B10.RIII.WT, both before and after col II
immunization (Fig. 1a). A significant reduction in the lev-
els of circulating TC and HDL-c, but not of LDL/VLDL-c
and triglycerides, was observed in B10.RIILWT mice in
association with the development of CIA (Fig. 1b; P < 0-05
in both cases). Despite the reduced ApoE concentration,
the levels of circulating TC, HDL-c, LDL/VLDL-c and tri-
glycerides in B10.RIILApoE"'~ before immunization were
normal and similar to those of non-immunized
B10.RIII.LWT mice (Fig. 1b). Again, reduced levels of circu-
lating TC and HDL-c (P < 0-05 and P < 0-01, respectively)
were detected in B10.RIILApoE*'~ after immunization with
col II, and these levels remained similar to those of immu-
nized B10.RIILWT controls (Fig. 1b). As expected, ApoE
was undetectable in sera from non-immunized and col II-
immunized B10.RIIL.ApoE”~ mice, along with the presence
of an abnormal lipid profile characterized by increased lev-
els of triglycerides, TC and LDL/VLDL-c (P < 0-001 in all
cases) and normal levels of HDL-c (Fig. 1a,b), in compari-
son to both B10.RIILWT and B10.RIIL.ApoE""~ mice.

As described previously [12], the severity of CIA in
B10.RIILApoE”~ mice was higher than in B10.RIILWT
mice (Fig. 2). In inverse correlation with serum levels of
ApoE, the clinical severity of CIA in B10.RIILApoE "'~ mice
was also significantly higher than in B10.RIILWT controls
but lower than in B10.RIILApoE "~ mice (Fig. 2a). This was
confirmed by analysing different radiological signs associ-
ated with bone and cartilage damage. The extent of joint
narrowing or disappearance of the interosseous spaces,
reflecting cartilage loss, and of bone irregularities,

294 © 2016 British Society for Immunology, Clinical and Experimental Immunology, 186: 292-303
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Fig. 1. Serum lipid profiles and apolipoprotein E (ApoE) levels in ApoE mutant mice during collagen type II-induced arthritis (CIA) development. (a)
Serum levels of ApoE in B10.RIILwild-type (WT), BlO.RIII.ApoE+/_ and BlO.RIII.ApoE'/_ mice before (NI) and 8 weeks after (Imm) induction of CIA
determined by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). (b) Serum levels of total cholesterol, high-density lipoprotein cholesterol (HDLc), very
low-density lipoprotein/low-density lipoprotein cholesterol (VLDL/LDLc) and triglycerides in B10.RIILwild-type (WT), B10.RIIL.ApoE "'~ and
B10.RIILApoE "~ mice before (NI) and 8 weeks after (Imm) induction of CIA. Representative results of three independent experiments are expressed
as the mean * standard deviation (eight to 10 animals/group). Statistical differences are indicated as follows: ***P < 0-005.

secondary to periosteal new bone formation and/or mar-
ginal articular erosions, was higher in BI10.RIILApoE '~
than in B10.RIILApoE™"~ mice (Fig. 2b,c). Although the
degree of soft tissue swelling and of juxta-articular osteope-
nia was also slightly larger in B10.RIILApoE”~ than in
B10.RIII. ApoEH* mice, these increases were not statisti-
cally significant. The severity of all radiological signs was
significantly lower in BIl0.RIILWT controls than in
B10.RIILApoE"~ and B10.RIIL.ApoE ™"~ mice (Fig. 2b,c).
The accelerated disease in B10.RIIL.ApoE”~ mice was
shown to correlate with qualitative changes in anti-col II
humoral immune responses and with an enhanced gene
expression of arthritogenic cytokines in the paws [12]. To
explore whether similar abnormalities also accounted for
the aggressive disease progression in heterozygous B10.RIIL
ApoE""~ mice, circulating levels of IgG1 and IgG2a anti-col
IT antibodies were first compared in the different experimen-
tal groups before CIA induction and 4 weeks after. As

© 2016 British Society for Immunology, Clinical and Experimental Immunology, 186: 292-303

reported [12], the circulating levels of IgG1 anti-col II anti-
bodies were reduced significantly in immunized B10.RIILA-
poE”™ mice in comparison to both BI0.RIILWT and
B10.RIILApoE"™"™ mice (Fig. 3a). Although the levels of IgG1
anti-col II antibodies also tended to decrease in immunized
B10.RIILApoE""~ in comparison to B10.RIILWT controls,
these differences did not reach statistical significance (Fig.
3a; P = 0-07). No changes in the titres of serum IgG2a anti-
col IT antibodies were observed between the different experi-
mental groups (Fig. 3a).

A significantly increased expression of arthritogenic
IL-1B, TNF-a and IL-6 mRNAs was observed in the paws
of B10.RIIL.ApoE™™ in comparison to B10.RIILWT mice 8
weeks after immunization with col II-CFA (Fig. 3b). In
B10.RIIL.ApoE™'~ mice, the expression of IL-1B and TNF-
a, but not IL-6, mRNAs in the paws was also augmented
during CIA in comparison to B10.RIILWT mice (Fig. 3b).
No changes in the expression of the anti-inflammatory
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Fig. 2. Development of collagen type II-induced arthritis (CIA) in apolipoprotein E (ApoE) mutant mice; 8—12-week-old B10.RIILwild-type
(WT), BlO.RIH.ApoEH’ and BlO.RIII.ApoE/’ mice were immunized with collagen type II-complete Freund’s adjuvant (col II-CFA). (a) Clinical
severity of CIA in individual mice 8 weeks after immunization with col II. Bars represent the mean values. (b) Representative radiological images
of the front paws from B10.RIILWT, B10.RIILApoE"’~ and B10.RIIL.ApoE™~ mice before and 8 weeks after immunization with col IL. (c) Severity
score of individual radiological signs, expressed as the mean * standard deviation (seven to 10 mice/group), 8 weeks after immunization. Bars

represent the mean values. Results from (a) to (c) are representative of four independent experiments. Statistical differences are indicated as

follows: n.s. = non-significant; *P < 0-05; **P < 0-01; ***P < 0-005.

cytokines TGF-f and IL-10 were observed among the dif-
ferent groups of immunized mice (Fig. 3b).

Different studies have indicated that ApoE influenced
the in-vitro activation of T cells and the macrophage polar-
ization into proinflammatory M1 cells [18,19]. We then
assessed whether the enhanced CIA observed in B10.RIIIL.
ApoE™~ and BI10.RIILApoE”~ mice correlated with an
abnormal T cell activation and/or an enhanced M1 macro-
phage polarization. No differences in the kinetics of
CD69 and CD25 induction were observed in CD4 " cells
from the different strains of mice after concanavalin A or
aCD3/aCD28 stimulation (Fig. 4a). However, an altered
peritoneal macrophage polarization, characterized by an
increased M1 polarization and a reduced M2 polarization,
was observed in B10.RIILApoE”~ mice 48 h after ip.

injection of LPS in comparison to B10.RIILWT controls
(Fig. 4b). Again, an intermediate phenotype was observed
in heterozygous B10.RIILApoE*'~ mice after LPS treatment
(Fig. 4b).

Functional properties of HDL in ApoE mutant mice

ApoE is a component of HDL particles [20]. In addition,
chronic inflammation has been shown to alter the anti-
inflammatory properties of HDLs transforming them into
proinflammatory molecules [20,21]. Therefore, we next
explored whether the reduction or absence of ApoE and/or
the exacerbated CIA observed in BI10.RIILApoE™~ and
B10.RIIL.ApoE”~ mice induced functional changes in these
lipoproteins. An assessment of the lipid and protein
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Fig. 3. Anti-collagen type II (col II) humoral responses and cytokine gene expression in apolipoprotein E (ApoE) mutant mice. (a) Serum levels
of immunoglobulin (Ig)G1 and IgG2a anti-col IT antibodies in individual mice before (NI) and 4 weeks after (Imm) immunization with col II.
Bars represent the mean values. Results are representative of two independent experiments. (b) Analysis by reverse transcription—quantitative
polymerase chain reaction (RT-qPCR) of interleukin (IL)-13, tumour necrosis factor (TNF)-a and IL-6 gene expression in the paws of
B10.RIILwild-type (WT), BlO.RIII.ApoEH’ and BlO.RIII.ApoE/’ mice before (NI; closed bars) and 8 weeks after (Imm; open bars)
immunization with col II. Representative results from one of three independent experiments (six to eight animals/group) are expressed as the
mean * standard deviation fold change of each cytokine relative to glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) expression measured in
parallel in each sample. Statistical differences are indicated as follows: n.s. = non-significant; *P < 0-05; **P < 0-01.

composition of HDLs obtained from each mouse genotype
revealed significant increases in the distribution of free and
esterified cholesterol as well as an increase in the percentage
of proteins and a reduction in PON-1 activity in B10.RIIIL.
ApoE™™ mice (Table 1). With the exception of a moderate
but significant increase in the percentage of proteins, the
biochemical composition of HDLs from B10.RIILApoE*"~
mice was similar to that of BI0.RIIL.WT mice (Table 1).
The ability of HDLs, purified from serum pools of col II
immunized B10.RIIL.WT, BlO.RIH.ApoEH* or BI10.RIII.
ApoE™ '~ mice, to inhibit the oxidation of human LDLs in
the presence of CuSO, was then analysed. Despite the
biochemical differences in the composition of HDLs
between B10.RIILApoE’~ mice and BIORILWT and
B10.RIILApoE "~ mice, these particles showed a similar anti-
oxidant capacity in all the experimental groups (Table 1).

Lack of exacerbation of CIA in hypercholesterolaemic
B10.RIIL.LDLR ™" mice in association with the
increase in serum ApoE levels

+/—

Although our present observations in B10.RIII.ApoE
mice are compatible with an immunosuppressive activity
of ApoE in vivo, independently of its role in cholesterol

metabolism, these results cannot exclude formally the par-
ticipation of hypercholesterolaemia in the aggravation of
CIA in B10.RIILApoE”~ mice. To explore this issue further
we used B10.RIILLDLR™" mice. As reported previously
[22], these mice exhibited increased levels of TC and
LDL/VLDL-c in sera when fed with a NCD and these levels
were even higher under a HCD (Fig. 5a: P<0-001 in all
cases). These abnormal circulating lipid profiles of
B10.RIILLDLR ™ mice were similar before and after CIA
induction (Fig. 5a). In association with the presence of
hypercholesterolaemia, very high levels of circulating ApoE
were found in B10.RIII.LLDLR™ mice fed with NCD and these
levels increased with the HCD, both before and after CIA
induction (Fig. 5b). A significant reduction in circulating TC
and HDL-c but not LDL/VLDL-c concentrations was again
observed in B10.RIILWT mice fed with a NCD, but not with a
HCD, during the development of CIA (Fig. 5a). In these WT
mice, the type of diet had no effect on serum levels of ApoE
either before or after col Il immunization (Fig. 5b).

Regardless of the diet received, no significant differences
in the severity of clinical and radiological signs were observed
between B10.RII.LDLR”~ and B10.RIILWT mice after CIA
induction that were lower than in B10.RIILApoE”~ mice
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Fig. 4. Effects of apolipoprotein E (ApoE) deficiency on the activation of CD4™ cells and in M1/M2 macrophage polarization. (a) Spleen cells from
B10.RIILwild-type (WT), B10.RIIL.ApoE" '~ and B10.RIIL.ApoE”~ mice were stimulated in vitro with concanavalin A or with «CD3/aCD28, and the kinetics
of CD69 and CD25 induction was analysed by flow cytometry 3 and 12 h afterwards. Results are expressed as overlapping representative histograms of
B10.RIILWT (thin line), BlO.RIH.ApoEH " (dotted line) and B10.RIIL.ApoE™ '~ (thick line) mice in one of two independent experiments. (b) B10.RIILWT,
B10.RIILApoE™ "~ and B10.RIIL. ApoE”~ mice were injected with phosphate-buffered saline (PBS) or lipopolysaccharide (LPS) and the percentages of M1 and
M2 macrophages in the peritoneal cavity analysed by flow cytometry 48 h later. Representative results of two independent experiments are expressed as the

mean = standard deviation (three to four animals/group). Statistical differences are indicated as follows: n.s. = non-significant; *P < 0-05.

(Fig. 6a—c). Similarly, paw expression of IL-1(3, TNF-a and
IL-6 mRNAs was significantly lower in B10.RIILLDLR" and
B10.RIILWT mice than in B10.RIILApoE”~ mice 8 weeks
after col I immunization (Fig. 6d). Again, the expression of
TGF-B and IL-10 was similar in the different groups of mice
after CIA induction (data not shown).

Discussion

The deficiency of ApoE has been shown recently to exacer-
bate disease severity in two experimental models of auto-
immune arthritis in mice by inducing inflammatory

immune responses [12,13]. However, the underlying mech-
anisms by which an ApoE deficiency promotes such immu-
nological abnormalities have not been clarified. Using
either normocholesterolaemic or hypercholesterolaemic
mice with different concentrations of circulating ApoE, we
have demonstrated here that both the hypercholesterolae-
mia and the deficiency in ApoE co-operate towards the
worsening of CIA in B10.RIIL.ApoE”~ mice.

While a strong association between RA and increased
risk of atherosclerosis and CVD has been established [1,2],
there exist controversies regarding the importance of dysli-
pidaemia in this association [3-7]. Furthermore, some
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Table 1. High-density lipoprotein (HDL) composition and anti-oxidant activity in ApoE mutant mice

HDL characteristic BI10.RIILWT BI10.RIILApoE""~ B10.RIILApoE "~
Esterified cholesterol (%) 18-:0 = 3.5 154 = 3.1 9.8 & 3.4%"
Free cholesterol (%) 2:6*+0-8 3.2+0-8 65+ 1.3*"
Phospholipids (%) 279+62 31-1*+48 29-6 £5-8
Triglycerides (%) 81+338 53+1-8 7-5%15
Protein (%) 43-3 +0-4 45.0 = 1-3* 46-6 = 2-3%
PONT1 activity (pmol/ml.min) 593 1.7 58-8 + 4.5 45.9 + 4.9%7
LDL oxidation protection (%) 175-2 = 8-8 185-1 = 49-3 167-9 = 12-1

HDL was isolated from plasma by sequential ultracentrifugation at 100 000 g for 24 h at a density of 1-063—1-21 g/ml, and lipids and protein were
determined. Values are expressed as relative (%) chemical composition and correspond to HDL preparations isolated from four pooled samples of
four to six mice in each group. Serum plasma arylesterase activity was measured using phenylacetate as substrate and ethylenediamine tetraacetic acid
(EDTA)-sensitive plasma arylesterase (PON1) activity was calculated by subtracting the EDTA-resistant arylesterase (five animals/group). Human
low-density lipoprotein (LDL) was incubated with 2-5 uM CuSO4 in the presence or absence of purified HDLs (0-1 mM phospholipids) from each
mouse strain (three purified pools of HDL/group). The percentage of protection of LDL oxidation is expressed as the mean * standard deviation
(s.d.). Values are mean * s.d. *P < 0-05 versus BLO.RIILWT mice. P < 0-05 versus B10.RIILApoE "'~ mice. ApoE = apolipoprotein E.

studies indicate that abnormal lipid profiles in sera, defined
as high levels of TC and triglycerides and lower HDL-c lev-
els, were present in more than 50% of patients with RA

HDL-c, reflecting what has been called the lipid paradox in
RA [6,7]. Although the reasons for these discrepancies have
not been determined exactly, they can be related to differ-

ences in the inflammatory status of the patients and/or in
their dietary habits among the different studies. In this
regard, we show here that the development of CIA in both

before or after disease diagnosis [3-5]. In contrast, studies
show that a significant fraction of RA patients exhibit
decreased levels of TC and LDL-c and normal values of
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Fig. 5. Serum lipid profiles and apolipoprotein E (ApoE) levels in B10.RIIL low-density lipoprotein receptor (LDLR™") mice during collagen type
I-induced arthritis (CIA) development. (a) Serum levels of total cholesterol, high-density lipoprotein cholesterol (HDLc) and very low-density
lipoprotein/low-density lipoprotein cholesterol (VLDL/LDLc) in B10.RIILwild-type (WT), B10.RII.LDLR™~ and B10.RIIL.ApoE”~ mice fed with a
normal chow diet (NCD) or an atherogenic hypercholesterolaemic diet (HCD) before and 8 weeks after induction of CIA. Representative results
of two independent experiments are expressed as the mean = standard deviation (eight to 10 animals/group). (b) Serum levels of ApoE in
B10.RIILWT, B10.RIII.LDLR™~ and B10.RIILApoE™ "~ mice fed with an NCD or an HCD before and 8 weeks after induction of CIA determined
by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). Statistical differences are indicated as follows: n.s. = non-significant; *P < 0-05; **P < 0-01.
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atherogenic hypercholesterolaemic diet (HCD) were immunized with collagen type II-complete Freund’s adjuvant (col II-CFA). (a) Clinical
severity of CIA in individual mice 8 weeks after immunization with col II. Bars represent the mean values. (b) Representative radiological images
of the front paws from mice before immunization with col II and 8 weeks afterwards. (c) Severity score of individual radiological signs,
expressed as the mean * standard deviation (n = 6-8 mice/group) 8 weeks after immunization. Bars represent the mean values. Results from (a)
to (c) are representative of three independent experiments. (d) Expression of interleukin (IL)-18, tumour necrosis factor (TNF)-a and IL-6
mRNAs by reverse transcription—quantitative polymerase chain reaction (RT-qPCR) in the paws of the mice fed with NCD (open bars) or HCD
(closed bars) 8 weeks after (Imm) immunization with col II. For each cytokine analysis, a mixed group of non-immunized (NI) mice is included
for comparison. Representative results from one of three independent experiments (five to nine animals/group) are expressed as mean * standard
deviation fold change of each cytokine relative to glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) expression measured in parallel in each
sample. Statistical differences are indicated as follows: n.s. = non-significant; *P < 0-05; **P < 0-01; ***P < 0-005.
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B10.RIILWT and B10.RIILApoE"'~ mice is associated with
a reduction in serum levels of TC and HDL-c, but not of
LDL/VLDL-c and triglycerides, when fed using NCD but
not HCD. Furthermore, inflammation or infection has
been reported to alter lipid profiles in sera, as observed in
mice with sepsis [23].

Previous observations demonstrate that small amounts
of ApoE are sufficient to normalize plasma cholesterol lev-
els and to inhibit atherosclerosis in mice [24,25]. In our
present study, we show an aggravation of CIA in
B10.RIIL.ApoE""~ mice having 30-50% of the circulating
ApoE observed in WT mice but normal cholesterol profiles.
Independently of these dose-dependent differences this
may be related to the degree of systemic inflammation in
each experimental model; both studies highlight the anti-
inflammatory role of ApoE in vivo that is unrelated to its
activity in the control of cholesterol metabolism. The anti-
inflammatory activity of ApoE has been demonstrated in
several studies. ApoE-containing lipoproteins are very effi-
cient in suppressing mitogen-induced proliferative
responses of T lymphocytes by reducing the production of
IL-2 [18]. ApoE also regulates the TLR-4- and TLR-3-
mediated production of IL-12 [26] and prevents the LPS-
induced production of cytokines and subsequent death in
rodents [27]. Furthermore, an ectopic ApoE expression in
macrophages and monocytes from ApoE~”~ mice suppresses
nuclear factor-kB-mediated inflammation by enhancing
miR-146a levels [28]. In this regard, our results indicate
that the partial or total ApoE deficiency modifies the polar-
ization of macrophages after a potent inflammatory insult
in vivo but has no effect on the in-vitro activation of CD4 "
cells. The anti-inflammatory capacity of ApoE appears to
be isoform-dependent, and animals expressing the E4 allele
have greater inflammatory responses [29]. Interestingly,
one study has shown an association between the ApoE4
genotype and bone loss in human RA [30], although this
has not been confirmed by other authors [31]. The similar-
ities observed in the anti-col II antibody responses and in
the pattern of cytokine expression in the paws during CIA
development between BI10.RIILApoE"~ and B10.RIILA-
poE” "~ mice suggest that common mechanisms are respon-
sible for the accelerated diseases in both strains of mice.

We show here that the biochemical composition of HDL
particles differs between B10.RIIL. ApoE”~ and WT controls,
with an increase and reduction in the amount of free and
esterified cholesterol in HDLs from mutant mice, respec-
tively. Although the molecular basis of this alteration is
unknown, it can be related to changes in the expression
and/or function of the lecithin : cholesterol acyltransferase,
an enzyme involved in the conversion of phosphatidylcho-
line and cholesterol into cholesteryl ester and lysophospha-
tidylcholine in plasma and other biological fluids [32].
However, these differences do not modify their ability to
protect against LDL oxidation. This, together with the fact
that the biochemical composition of HDLs and their in-

ApoE and cholesterol in inflammation
vitro anti-oxidant activity are similar in B10.RIIL.ApoE""~
and B10.RIILWT mice, suggests strongly that the exacerba-
tion of arthritis observed in ApoE mutant mice is largely
independent of HDL function. However, as our HDL
experiments have been performed in a cell-free system, we
cannot completely rule out some direct proinflammatory
effects of HDLs in B10.RIIL.ApoE™~ and B10.RIILApoE "'~
mice.

The link between cholesterol homeostasis and immune
system activation has been documented extensively in
recent years (reviewed in [33]). To analyse directly the
importance of hypercholesterolaemia in the control of CIA
severity, we have employed B10.RIII.LLDLR™™ mice. How-
ever, the increase in the levels of circulating cholesterol in
these mice also promotes an important rise in serum ApoE
concentration that, according to previous studies, probably
reflects a liver X receptor-dependent adaptive response to
cholesterol overload [34]. In agreement with the observa-
tions in B10.RIILApoE"'~ mice, the high levels of ApoE in
B10.RIIL.LDLR™" mice could initially anticipate a reduc-
tion in the severity of CIA in these animals. Nevertheless,
the absence of such protection is compatible with a role for
hypercholesterolaemia as an additional worsening factor
for CIA severity in B10.RIIL.ApoE”~ mice. In this regard,
oxLDL and cholesterol crystals can act as DAMPs in the
macrophages that infiltrate the arterial intima during
hypercholesterolaemia, activating TLR-4 and NOD-like
receptor family, pyrin domain-containing 3 (NLRP3)
inflammasome signalling pathways, respectively [8,35].
Also, hypercholesterolaemia can increase the content of
lipid rafts in the plasma membrane, potentiating antigen
receptor signalling in T cells [9].

ApoE binds to members of the LDLR family, including
the LDLR, LDLR-related protein 1, VLDL receptor
(VLDLR) and APOE receptor 2 [36] and several of these
receptors have been involved in the anti-inflammatory
effect of ApoE [19,37]. The fact that the severity of CIA in
B10.RIIL.LDLR™" mice is lower than in B10.RIIL.ApoE ™~
mice indicates that LDLR is not the main receptor by
which ApoE modulates CIA severity. Additional experi-
ments are required to clarify the receptor/s involved in this
protective activity of ApoE. In summary, our present
results underline the important role played by ApoE and
cholesterol in the regulation of inflammatory responses
during the development of inflammatory arthritis and
highlight the importance of these factors as potential rele-
vant targets for the control of autoimmune disorders.
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Abstract

The inhibition of apoptotic cell death in T cells through the dysregulated expression of BCL2
family members has been associated with the protection against the development of differ-
ent autoimmune diseases. However, multiple mechanisms were proposed to be responsi-
ble for such protective effect. The purpose of this study was to explore the effect of the T-
cell overexpression of BCL2A1, an anti-apoptotic BCL2 family member without an effect on
cell cycle progression, in the development of collagen-induced arthritis. Our results demon-
strated an attenuated development of arthritis in these transgenic mice. The protective
effect was unrelated to the suppressive activity of regulatory T cells but it was associated
with a defective activation of p38 mitogen-activated protein kinase in CD4* cells after in
vitro TCR stimulation. In addition, the in vitro and in vivo T17 differentiation were impaired
in BCL2A1 transgenic mice. Taken together, we demonstrated here a previously unknown
role for BCL2A1 controlling the activation of CD4™ cells and their differentiation into patho-
genic proinflammatory T17 cells and identified BCL2A1 as a potential target in the control
of autoimmune/inflammatory diseases.

Introduction

The inhibition of cell death in lymphocytes has been repeatedly linked with the development of
systemic autoimmune diseases. Thus, mice and humans with mutations in fas/fasL, transgenic
(Tg) mice overexpressing human BCL2 (hBCL2) in B lymphocytes or mice with a targeted
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disruption of BIM, a pro-apoptotic BCL2 relative, develop an autoimmune syndrome resem-
bling systemic lupus erythematosus (SLE) in association or not with lymphoproliferation [1-
5]. Disease development in these situations is the consequence of the defective elimination of
potentially harmful T and/or B cell clones either in primary lymphoid organs during develop-
ment or in secondary lymphoid organs during or after lymphocyte activation [6-9].

In view of the above mentioned studies, a surprising observation was the protection against
the development of autoimmune encephalomyelitis and diabetes in young BIM-deficient mice
[10]. Similarly, the induction of graft-versus-host disease (GVHD) was impaired in these
mutant mice [11]. In both studies, the protective effect was associated with a defective T-cell
activation, that was manifested by a reduced activation of phospholipase C (PLC)y1 [11] or by
the inhibition of BCL2 interaction with inositol triphosphate receptor resulting in an impaired
activation of nuclear factor of activated T-cells (NFAT), but not of mitogen-activated protein
kinases (MAPK) or nuclear factor-kappa B (NF-xB) [10]. We also observed a protection
against the development of collagen-induced arthritis (CIA) in mice overexpressing hBCL2 in
T cells [12]. However, in these hBCL2 Tg mice the protection was mediated by regulatory T
cells (Tregs) that showed an enhanced differentiation potential as well as an increased suppres-
sive activity. Both phenomena were unrelated to the anti-apoptotic activity of BCL2, but
dependent on its capacity to induce the T-cell expression of the cell cycle inhibitor p27"P1 that
in turn, augmented the strength of TGFp-signalling in these cells [12]. Other authors demon-
strated that BCLX also promoted the development of Tregs, which ameliorate SLE following
treatment with the hCDRI1 tolerogenic peptide [13].

In this complex scenario, it seems that the consequences of inhibiting lymphocyte apoptosis,
in terms of autoimmune disease development, may be determined by the lymphoid population
in which the apoptotic program is disturbed, the age of the animal and/or the cell death regula-
tor involved in the process. To further explore this problem, we study here the effects in the
development of autoimmunity of the T-cell overexpression of BCL2A1 (also termed A1 or Bfl-
1), another prosurvival member of the BCL2 family that together with MCL1 belongs to a dif-
ferent phylogenetic group than BCL2 and BCLX, [6, 14]. Unlike BCL2 and BCLX;, BCL2A1
does not retard the cell cycle progression of T cells and does not affect cellular proliferation
[15, 16]. Also, while the hydrophobic region at the C-terminal end of BCL2 and BCLX|, targets
them to cellular membranes [17, 18], BCL2A1 can be found at different locations including
mitochondria and cytoplasm [19]. Our results demonstrate that BCL2A1 overexpression in T
cells protects mice against the development of CIA in association with a defective Tyy17 differ-
entiation and p38 MAPK activation.

Material and methods
Ethics Statement

All studies with live animals were approved by the Universidad de Cantabria Institutional Lab-
oratory Animal Care and Use Committee (refs 2014/12 and PI-02-15), carried out in accor-
dance with the Declaration of Helsinki and the European Communities Council Directive (86/
609/EEC) and all efforts were made to minimize suffering.

Mice

C57BL/6 (B6) and DBA/1 mice were obtained from Harlan Ibérica (Barcelona, Spain). C3H/
HeN-Ick-hBCL2 Tg mice [20] overexpressing hBCL2 selectively in T cells (BCL2-TgT) were
obtained from the Jackson Laboratories (Bar Harbor, ME). The Lck.hBCL2 transgene was
transferred to B6 mice by backcross procedures as described previously [12]. B6-BCL2A1 Tg
mice overexpressing BCL2Ala in T cells (B6-BCL2A1-TgT) have been described previously
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[16]. F1 hybrids between DBA/1 and B6 non-Tg (F1 non-Tg), B6-BCL2A1-TgT (F1-BCL2A1-
TgT) or B6-BCL2-TgT (F1-BCL2-TgT) mice were bred in our animal facilities. B6-IL-17A-
IRES-eGFP reporter mice (B6-IL-17/GFP) [21] were backcrossed with B6-BCL2A1-TgT mice
in our animal facilities. Genotyping of mice was performed by PCR of genomic tail DNA.

Induction of CIA, treatments and immunizations

Ten weeks old F1-BCL2-TgT, F1-BCL2A1-TgT and control littermate F1 non-Tg females were
immunized at the base of the tail with 150 pg of bovine collagen type II (col II; MD Biopro-
ducts, Ziirich, Switzerland) emulsified with CFA containing 4 mg/ml of Mycobacterium tuber-
culosis (MD Bioproducts). The clinical and radiological evaluation of arthritis was performed,
as described previously [12, 22]. Mice were killed 8 weeks after immunization and the hind
paws were fixed in 10% phosphate-buffered formaldehyde solution and decalcified in Parengy’s
decalcification solution overnight. The tissue was next embedded in paraffin. Sections (5 pum)
were stained with hematoxylin and eosin.

For in vivo CD47CD25" Treg depletion, mice were treated ip with 0.5 mg/week of anti-
CD25 mAb (clone PC61) from day 15 after col II immunization up to the end of the experi-
ment. The efficiency of the treatment was evaluated by flow cytometry. Serum levels of IgG1
and IgG2a anti-col II antibodies were measured by ELISA 3 weeks after immunization. Briefly,
microtiter plates (Maxisorp Nunc-immuno plates, ThermoFisher Scentific, Waltham, MA)
were coated with col II (4 ug/ml) and the assay was developed with alkaline phosphatase-
conjugated rat anti-mouse IgG1 or IgG2a (BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ). Results were
expressed in U/ml in reference to a standard curve obtained from a serum pool from col
II-CFA immunized DBA/1 mice.

Mice were immunized with 400 ug of heat-aggregated human gammaglobulin (AHGG; Bax-
ter S.L., Valencia, Spain) mixed with 1 mg of aluminum hydroxide (alum). Serum levels of
IgG1 and IgG2a anti-HGG Ab were measured by ELISA and expressed in U/ml, as described
[23].

Gene expression analyses

The expression of mRNAs encoding for arthritogenic IL-18, TNFo, IL-6 and IL-17A cytokines
was explored in the paws before and 8 weeks after col II immunization by quantitative real
time RT-PCR. Total RNA was obtained by TRIzol extraction (Invitrogen, ThermoFisher Scen-
tific). One pg of the isolated RNA was used for cDNA synthesis with a RT-PCR kit (Amersham
Pharmacia Biotech, Piscataway, NJ), according to the manufacturer instructions. Quantitative
real time PCR (RT-qPCR) was performed on a StepOne Plus real time PCR instrument
(Applied Biosystems, ThermoFisher Scentific) using specific TagMan expression assays and
universal PCR Master Mix (Applied Biosystems, ThermoFisher Scentific). Results (in tripli-
cate) were normalized to GAPDH expression and measured in parallel in each sample.

Cell cultures

Naive CD4"CD25 CD62L*CD44" cells from the different mouse strains were purified (more
than 99% purity in all cases) by sorting on a FACSaria (BD Biosciences). For the differentiation
cultures, 5x10° naive CD4" cells were stimulated during 5 days with plastic-bound anti-CD3

(1 pg/well) and anti-CD28 (0.5 pg/well) mAbs (anti-CD3/CD28) under different polarizing
conditions, as described previously [24]. The percentages of CD4"IFNy"* (Ty1), CD4"GATA-
3" (Ty2), CD4"FoxP3" (Treg) and CD4'IL-17" (Ty17) cells at the end of the culture period
were evaluated by flow cytometry using commercially labeled antibodies (Biolegend, London,
United Kingdom, and e-Bioscience Inc, San Diego, CA). CD4" proliferation was measured

PLOS ONE | DOI:10.1371/journal.pone.0159714 July 19,2016 3/16



@’PLOS | ONE

T Cell BCL2A1 Impairs Ty17 Differentiation and Autoimmunity

after stimulation of cells with plastic-bound anti-CD3/CD28 during 3 days. Cultures were
pulsed with 1 uCi of *H-methyl-thymidine (*H-TdR) for the final 6 h of culture, harvested and
counted. The kinetics of CD25 and CD69 induction in the stimulated cells were evaluated by
flow cytometry.

Apoptosis studies

Peripheral CD4" cells were purified (97% purity) from the lymph nodes of the different groups
of mice by magnetic beads and MACS (Miltenyi Biotec, Madrid, Spain). Thymocytes and
lymph node CD4" cells were cultured at 37°C in DMEM supplemented with 2 mM L-gluta-
mine, 10~> M 2-mercaptoethanol, and 10% heat-inactivated FCS (GE Healthcare Life Sciences,
Logan, UT) and stimulated or not with plastic-bound anti-CD3/CD28 mAbs. The viability of
thymocytes was explored at different time points by trypan blue exclusion. The presence of
lymph node CD4" cells undergoing apoptosis at the indicated time points was assessed by
annexinV staining (BD Biosciences). In some experiments mice were treated ip with 2 mg of
dexamethasone sodium phosphate (American Regent Laboratories, Shirley, NY) and the num-
ber of CD4"CD8" thymocytes was analyzed 48 h later by flow cytometry.

Western blotting

The expression levels of either dephosphorylated and phosphorylated NFATc2 (AINFAT and
pNFAT) in comparison to those of B-actin and of phosphorylated IxB (pIkB), ERK-1/2
(pERK) and p38 (pp38) in comparison to those of total IkB, ERK-2 and p38, respectively, were
detected by Western blotting in cell lysates from purified CD4" cells at different time points
after in vitro stimulation with anti-CD3/CD28 mAbs, using specific antibodies (Santa Cruz
Biotechnology, Heidelberg, Germany). The relative band intensities of these proteins in com-
parison to their respective controls were determined by densitometry using Image] software.

Flow Cytometry

The percentages of Tyy17 cells in the spleen of F1 non-Tg and F1-BCL2A1-TgT mice before
and 21 days after col-II immunization and in the lamina-propria (LP) of non-immunized non-
Tg-IL-17/GFP and BCL2A1-IL-17/GFP mice were determined by flow cytometry using com-
mercially labeled antibodies (Biolegend and eBioscience). Intracellular cytokine staining was
performed using an intracellular staining kit (BD Biosciences), as described previously [12].
Cells were analyzed in a FACSCanto II flow cytometer using FACSDiva software (BD
Biosciences).

Statistical analysis

Differences between 2 groups were analyzed by a 2-tailed Student’s ¢ or 2-sample Mann-Whit-
ney U tests. Probability values <0.05 were considered significant.

Results
Overexpression of BCL2A1 in T cells inhibits the development of CIA

We first explored whether the T-cell overexpression of BCL2A1 changed the development of
CIA. As previously described [12], F1-BCL2-TgT and non-Tg mice developed a mild or a
severe CIA, respectively (Fig 1A). Interestingly, F1-BCL2A1-TgT mice also developed an atten-
uated CIA in comparison to F1 non-Tg controls (Fig 1A). The severity of different radiological
signs associated with disease activity was clearly reduced in the joints of immunized F1-
BCL2A1-TgT and F1-BCL2-TgT mice (Fig 1B and 1C). These radiological findings were
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Fig 1. Protection against CIA in BCL2A1 Tg mice. Ten weeks-old F1-BCL2-TgT, F1-BCL2A1-TgT and control F1 non-Tg littermates,
depleted or not of CD4"CD25" Tregs after treatment with an anti-CD25 mAb, were immunized with col-1I-CFA. (A) Clinical severity of
arthritis in individual mice 8 weeks after col-Il immunization. Bars represent mean values. (B) Representative radiological and histological
(x10) images in the different experimental groups 8 weeks after immunization. (C) Radiological scores of different radiological signs
associated with disease severity expressed as the mean + SD. Results from A to C are representative of five independent experiments. (D)
Expression of mMRNAs encoding for arthritogenic cytokines in the paws of non-immunized and untreated or anti-CD25 treated col-1I-CFA
immunized F1 non-Tg mice (closed bars) and F1-BCL2A1-TgT (open bars) 8 weeks afterimmunization analyzed by RT-gPCR. Results are
expressed as the mean + SD fold change (n = 6—7 mice/group) of each cytokine relative to GAPDH expression measured in parallel in each
sample. Statistic differences are indicated as follow: *p<0.05, **p<0.01, *** p<0.001. When not indicated, differences did not reach
statistical signification.

doi:10.1371/journal.pone.0159714.g001

confirmed by histology, showing the presence of cartilage and bone destruction, synovitis and
pannus formation in the joints of F1 non-Tg mice, but not of F1-BCL2A1-TgT and
F1-BCL2-TgT mice (Fig 1B). A significant increase in the levels of mRNAs encoding for arthri-
togenic IL-1B, TNFa, IL-6 and IL-17 cytokines was observed in the paws of F1 non-Tg mice,
but not in those of F1-BCL2A1-TgT mice, 8 weeks after immunization with col-II (Fig 1D).
We have previously reported that Tregs were responsible for the protection against CIA in
F1-BCL2-TgT mice [12]. In order to assess whether a similar mechanism operated in
F1-BCL2A1-TgT mice, these animals were depleted in CD4"CD25" Tregs with a cytotoxic
anti-CD25 mAb. Unlike anti-CD25 treated F1-BCL2-TgT mice, the clinical, radiological and
histological severity of CIA in F1-BCL2A1-TgT mice was not modified after this treatment
(Fig 1A-1C), indicating that the protection was not mediated by Tregs. A significant exacerba-
tion of CIA was also observed in anti-CD25 treated F1 non-Tg mice in association with an
increased paw expression of IL-6 and IL-17 mRNAs but not of IL-1p and TNFo. mRNAs
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(Fig 1D). The reason for the discrepancy in the mechanism of CIA protection between both
strains of Tg mice was not explained by differences in the capability of BCL2A1 and BCL2 to
inhibit several forms of T-cell death. In fact, thymocytes and purified lymph node CD4" cells
from BCL2A1-TgT and BCL2-Tg mice showed an improved in vitro survival after culture in
medium supplemented with 10% FCS compared with cells from non-Tg controls (Fig 2A and
2C; p<0.005). Furthermore, double positive thymocytes were almost entirely eliminated in
non-Tg controls 48 hrs after ip injection of 2 mg of dexamethasone, whereas 84% and 75% of
this population remained viable in BCL2-Tg and BCL2A1-TgT mice, respectively (Fig 2B).
However, the death of lymph node CD4" cells induced after anti-CD3/CD28 activation was
not affected by BCL2A1 or BCL2 overexpression (Fig 2C; p>0.1).

The intensity and quality of anti-col IT humoral immune responses were next compared
between F1 non-Tg and F1-BCL2A1-TgT mice, treated or not with anti-CD25 mAb, by analyz-
ing the levels of circulating IgG1 and IgG2a anti-col II antibodies. No differences in IgG1 anti-
col IT antibody responses were observed between the different experimental groups of immu-
nized mice, independently of the treatment received (Fig 3). However, the circulating levels of
IgG2a anti-col IT antibodies were significantly decreased in F1-BCL2A1-TgT mice (Fig 3). To
further confirm the effect of T-cell overexpression of BCL2A1 in IgG2a humoral immune
responses, BCL2A1-TgT and non-Tg mice were immunized with the T-dependent antigen
AHGG mixed with alum. Again, the levels of IgG2a anti-HGG antibodies, but not of IgG1
anti-HGG antibodies, were clearly reduced in BCL2A1-TgT mice in comparison to F1 non-Tg
controls (Fig 3).

Activation status of CD4" cells in BCL2A1-TgT mice

Based on previous observations in young BIM-deficient mice [10, 11], the in vitro activation of
CD4" cells was compared between BCL2A1-TgT and non-Tg mice. No differences in the anti-
CD3/CD28-induced proliferation of CD4" cells were observed between both strains of mice
(®*H-TdR counts in non-stimulated CD4" cells from non-Tg mice: 0.3 + 0.1 x 10%; from
BCL2A1-TgT mice: 0.5 + 0.2 x 10%; in anti-CD3/CD28 stimulated CD4" cells from non-Tg
mice: 12.8 + 3.2 x 10%; from BCL2A1-TgT mice: 11.7 + 2.6 x 10°). In addition, the kinetics of
CD69 or CD25 induction in CD4" cells after their activation were also similar in BCL2A1-TgT
and non-Tg mice (Fig 4). We next studied the TCR-induced activation of MAPK, NF-kB and
NFAT pathways in CD4" cells from BCL2A1-TgT and non-Tg mice. The activation-associated
dephosphorylation of NFATc2 and phosphorylation of IxB and ERK MAPK were similar in
CD4" cells from both origins (Fig 5). However, a reduced phosphorylation of p38 MAPK was
noticed in CD4" cells from BCL2A1-TgT mice after anti-CD3/CD28 activation (Fig 5).

Selective in vitro and in vivo impairment of T17 cell differentiation in
BCL2A1-TgT mice

We explored whether the CD4" activation defects observed in BCL2A1-TgT mice were associ-
ated with changes in their in vitro functional differentiation capability. To this end, naive
CD4" cells from B6 non-Tg and BCL2A1-TgT mice were activated in vitro with anti-CD3/
CD28 antibodies during 5 days under different polarization conditions [24]. No differences in
the in vitro Ty1, T2 and Treg differentiation were observed between CD4" cells from B6 non-
Tgand BCL2A1-TgT mice (Fig 6A-6C). However, the in vitro Ty17 differentiation was signifi-
cantly reduced in BCL2A1-TgT mice in comparison to non-Tg controls (Fig 6D).

We finally evaluated the Ty17 differentiation/expansion in vivo. First, the percentages of
Ty17 cells were compared in the spleen of F1 non-Tg and F1-BCL2A1-TgT before (steady
state) and after induction of CIA, a well-established model of Tiy17-dependent autoimmune
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doi:10.1371/journal.pone.0159714.g002
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doi:10.1371/journal.pone.0159714.g003

disease [25, 26]. Ty17 cells were barely detected before immunization with col-II emulsified
with CFA in the spleen of both strains of mice but were significantly increased in F1 non-Tg
mice after immunization (Fig 7A). This increase was even higher after depletion of CD4*CD25"
Tregs (Fig 7A). In correlation with the in vitro differentiation studies, the increase in T17 cells
after col-II immunization was more limited in F1-BCL2A1-TgT mice and was unaffected after
anti-CD25 depletion (Fig 7A).

Because Ty17 cells are almost undetectable in the spleen of non-immunized mice (Fig 7A),
we further compare the percentages of Tz17 cells in a location with a high representation of
this cell population under homeostatic conditions. This is the case of the LP of the colon of
non-manipulated mice [21]. To facilitate the detection of Ty;17 cells by flow cytometry, that
normally requires the in vitro activation of T cells in the presence of a Golgi protein transport
inhibitor [12], these experiments have been performed in IL-17/GFP reporter mice in which
Ty17 cells express GFP without the necessity of an additional in vitro activation (21). In these
mice, the percentages of Ty;17 cells in the LP of the colon are significantly lower in BCL2A1-
TgT mice than in non-Tg controls (Fig 7B).

Discussion

Natural or induced genetic mutations in cell death regulators or alterations in their expression
pattern in immune cells have been associated with either the induction or the inhibition of
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Fig 4. Effect of BCL2A1 overexpression in the kinetics CD69 and CD25 induction in activated CD4*
cells. Purified naive CD4" cells from BCL2A1-TgT and non-Tg mice were stimulated in vitro with anti-CD3/
CD28 mAbs and the kinetics of CD69 and CD25 induction in these cells were explored by flow cytometry. (A)
Representative overlapping histograms of CD69 and CD25 expression in CD4* cells from non-Tg (dotted
line) and BCL2A1-TgT (solid line) at different time points after activation. (B) Mean + SD of MFI values of
CD69 and CD25 expression in CD4™ cells from non-Tg (open bars) and BCL2A1-TgT (closed bars) at
different time points after activation. Results are representative of four independent experiments. When not
indicated, differences did not reach statistical signification.

doi:10.1371/journal.pone.0159714.g004

autoimmunity [1-5, 10, 11]. To gain insights into the potential mechanisms by which the inhi-
bition of lymphocyte apoptosis conferred disease protection, in the present study we explored
the effects of T-cell overexpression of BCL2A1 in the development of CIA. Our results
demonstrated that BCL2A1-TgT mice developed an attenuated disease in association with

an impaired differentiation of Tiy17 cells and a defective activation of p38 MAPK signaling
pathway.

From previous studies and our present observation it can be inferred that the effects of dys-
regulating cell death in the control of lymphoid homeostasis are determined by the apoptotic
pathway involved, by the cellular context where such defects occurs and by the age of the ani-
mal. Thus, the inhibition of the extrinsic apoptotic pathway results in the induction of autoim-
munity [2, 3]. In contrast, the effects of inhibiting the intrinsic cell death pathway by the
altered expression of BCL2 family members are clearly cellular dependent. Whereas the inhibi-
tion of B-cell apoptosis, observed in old BIM deficient mice or after the B-cell overexpression
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Fig 5. Defective p38 MAPK activation in CD4* cells from BCL2A1 Tg mice. CD4" cells from BCL2A1-TgT
and non-Tg mice were stimulated in vitro with anti-CD3/CD28 mAbs. The expression of dephosphorylated
and phosphorylated NFATc2 (dNFAT and pNFAT, respectively) in comparison to that of B-actin, of
phosphorylated IkB (plkB) in comparison to total IkB and of phosphorylated ERK (pERK) and p38 (pp38)
MAPKSs in comparison to total ERK and p38 in CD4" cells from BCL2A1-TgT and non-Tg mice at different
time points after activation was determined by western blot (left panels). Right panels show mean + SD of the
relative band intensities of these proteins in comparison to their respective controls of three-five independent
experiments. Statistic differences are indicated as follow: **p<0.01. When not indicated, differences did not
reach statistical signification.

doi:10.1371/journal.pone.0159714.g005

of BCL2, causes SLE in predisposed animals [3-5], the dysregulation of this pathway in T cells
blocks the development of autoimmune diseases in young BIM deficient mice or in BCL2- or
BCLX-TgT mice [10-13]. Our present study showing that BCL2A1-TgT mice are protected
against the development of CIA further support these observations. Although the conse-
quences of BCL2A1 overexpression in B cells are still unknown, it has been reported that its
expression is upregulated after BCR signaling and in patients with SLE [27, 28].

It was reported in a murine model of proteoglycan-induced arthritis that disease severity
inversely correlated with the extent of activation-induced cell death (AICD) [29, 30], an apo-
ptotic process dependent on cell death receptor and extrinsic apoptotic pathways 7, 31]. How-
ever, it should be remarked that AICD induction in peripheral CD4" cells was not affected by
BCL2 or BCL2A1 overexpression that otherwise efficiently inhibited other forms of T-cell
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Fig 6. BCL2A1 selectively inhibits in vitro T,17 differentiation. Naive CD4" cells from BCL2A1-TgT and non-Tg mice were
stimulated under Ty1 (A), T2 (B), Treg (C) or T417 (C) polarization conditions. Representative flow cytometry dot plots or
histograms and percentages of CD4*IFN* (Ty1; A), CD4*"GATA-3" (Th2; B) CD4*FoxP3* (Treg; C) and CD4*IL-17* (T17; D) cells
after 5 days of culture. Cultures under T0 conditions are included for comparison. Results of multiple experiments are also plotted

together. Mean values

are indicated. Statistic differences are indicated as follow: **p<0.01. When not indicated, differences did not

reach statistical signification.
doi:10.1371/journal.pone.0159714.g006

death. These observations suggested that the cell death inhibitory activities of BCL2 and
BCLA1 were not responsible for the protection against CIA development observed in both
strains of Tg mice. Instead, the present and previous studies were compatible with a model in
which disease protection could be mechanistically linked with the role that each particular
BCL2 family member might play in the regulation of CD4" cell activation and/or functional
differentiation. While the protection against autoimmune diseases in mice overexpressing
BCL2 in T cells was secondary to the capacity of this anti-apoptotic molecule to control the
expression of the cell cycle inhibitor p27*%" that in turn, regulated the differentiation and
activity of Tregs [12], the protection observed in young, but not old, BIM”" [5, 10, 11] and in
BCL2A1 TgT mice was associated with defects in the activation of T cells. Moreover, BIM defi-
ciency and BCL2A1 overexpression modulated CD4" cell activation at different levels ([10, 11]
and the present study).

It has been clearly demonstrated the crucial role played by T17 cells in the pathogenesis of
inflammatory/autoimmune diseases [25, 26]. The combination of genome-wide transcription
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Fig 7. Effect of T-cell overexpression of BCL2A1 in Ty17 induction under pro-inflammatory or homeostatic conditions.
(A) Induction of T17 cells during CIA and effect of anti-CD25 treatment. BCL2A1-TgT and non-Tg mice were immunized with
col-1I-CFA and treated or not with an anti-CD25 mAb. The percentages of T;17 in the spleen before and 3 weeks after
immunization were determined by flow cytometry. (B) Percentages of TH17 cells in the LP of the colon of non-manipulated
BCL2A1-TgT-IL-17/GFP and non-Tg-IL-17/GFP mice determined by flow cytometry. In A and B left panels show dot plots and
percentages in one representative animal and right panels shows individual percentages of these cells in a group of mice from
one of 3—4 independent experiments, respectively. Mean values are indicated. Statistic differences are indicated as follow:
**p<0.01, ***p<0.001. When not indicated, differences did not reach statistical signification.

doi:10.1371/journal.pone.0159714.9007

factor occupancy studies with gene expression profiles in both purified T17 populations and
single Ty17 cells allow the characterization of a genetic regulatory network accounting for
Tyl7 differentiation [32, 33]. One interesting observation of these studies is that the expression
of BCL2A1 appears downregulated during Ti17 differentiation [32, 33]. In addition, all-trans
retinoic acid or retinoic X receptor agonists, that inhibit Ty17 differentiation [34-36], are
potent transcriptional inducers of BCL2A1 expression [37-39]. However, the biological
significance of such findings in terms of Ty17 differentiation is unknown. Our present study
describes for the first time a functional role for BCL2A1 in the differentiation of T17 cells.
Thus, the in vitro T17 differentiation of activated CD4" cells is severely reduced in BCL2A1-
TgT mice as well as their in vivo induction under homeostatic or inflammatory condition in
the intestinal LP of non-manipulated mice and in the spleen of animals during CIA induction,
respectively. Moreover, a selective impairment of IgG2a humoral immune responses, which
have been associated with Ty17 cells [40, 41], is observed in these Tg mice. This last aspect
may be particularly relevant in our study since B cells and antibodies are involved in the devel-
opment of CIA in mice [42, 43]. Also, it has been demonstrated that the capacity of IgG auto-
antibodies to promote tissue damage is greatly influenced by the IgG subclass. By comparing
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the capacity to induce hemolytic anemia of several IgG isotype-switch variants of a pathogenic
anti-red blood cell autoantibody, Fossati-Jimack et al have demonstrated in an elegant study
that the IgG2a switch variant is about 20 times more pathogenic than the IgG1 variant [44],
and that the distinct pathogenicity of these variants correlates with the different affinities of
IgG2a and IgG1 antibodies for Fcy receptors, promoting antibody-dependent cellular cytotox-
icity [45], and with the higher capacity of IgG2a antibodies to activate the complement cascade
[46]. Consistent with this, we propose here that through the inhibition of Ty;17-associated
cytokine production and their effects in the control of cellular inflammatory responses or bone
remodeling [26, 47], and through the qualitative modulation of humoral immune responses,
the reduced Ty;17 differentiation can be responsible for the protection against CIA in BCL2A1
TgT mice.

Concerning the mechanism involved in the regulation of Ty17 differentiation by BCL2A1,
we demonstrate that the overexpression of this anti-apoptotic molecule affects the TCR-
induced activation of p38 MAPK in CD4" cells, but not of ERK MAPK or the NF-«xB and
NFAT signaling pathways. Interestingly, different reports have demonstrated the importance
of p38 MAPK for the differentiation and function of Ty17 cells both in humans and mice [48-
50]. Although we have not clarified in our study how BCL2A1 may control p38 MAPK activa-
tion, we speculate that it may be related to its hypothetical capacity to directly or indirectly
bind with or inhibit relevant intermediates required for the activation of this MAPK after TCR
signaling. In this regard, BCL2A1 can be located in the cytosol of the cell and its expression is
rapidly induced in CD4" cells following TCR stimulation [19, 51]. This phenomenon, that has
been initially proposed to be essential for the survival of CD4" cells after their activation [51],
may also play a role modulating their capacity to differentiate into potentially harmful pro-
inflammatory Ty17 cells during an autoimmune response. In addition to the regulation of p38
MAPK activation, BCL2A1 could modulate the differentiation of T;17 by other complemen-
tary mechanisms. In this regard, it can be mentioned that BCL2A1 interacts with the BH3-like
protein Beclin-1, thus potentially contributing to the inhibition of autophagy [52] and that
Beclin-1-deficient mice fail to mount autoreactive T-cell responses and are resistant to experi-
mental autoimmune encephalomyelitis in association with a reduction in Ty17 and Ty1 cells
[53]. Clearly, the characterization of the BCL2A1 interactome would help to elucidate the
mechanism/s involved in the Ty17 regulatory effect of BCL2A1 and to precisely identify this
cell death regulator as a potential relevant target for the activation/differentiation of CD4"
cells and for the control of autoimmune diseases. Experiments are in progress to address these
important questions.
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Bone Morphogenetic Protein and Activin Membrane—Bound
Inhibitor, a Transforming Growth Factor 8 Rheostat That
Controls Murine Treg Cell/Th17 Cell Differentiation and the
Development of Autoimmune Arthritis by Reducing
Interleukin-2 Signaling

Jorge Postigo,1 Marcos Iglesias,1 Pilar Alvarez, Juan Jests Augustin,2 Luis Buelta,!
Jestis Merino,! and Ramén Merino®

Objective. Transforming growth factor 3 (TGF)
plays a prominent role in the establishment of immuno-
logic tolerance, and mice lacking TGF@B1 die of multi-
organ inflammation early in life. TGFB controls the
differentiation of CD4+ lymphocytes into Treg cells or
proinflammatory Th17 cells. Although this dual capacity
is modulated by the presence of additional cytokines
around the activated cells, TGFB also dissociates Th17/
Treg cell differentiation in a dose-dependent manner by
mechanisms still unknown. The purpose of this study was
to explore the contribution of bone morphogenetic protein
and activin membrane-bound inhibitor (BAMBI) to the
modulation of TGF activity during the differentiation of
CD4+ cells and in the control of immunologic tolerance
in mice with collagen-induced arthritis (CIA).

Methods. The in vitro and in vivo Treg cell and
Th17 cell differentiation and the development of CIA
were compared in wild-type mice and BAMBI-deficient
mice.
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Results. BAMBI was induced after activation by
TGF B and fixed the appropriate intensity level of TGF 3
signaling in CD4+ cells. Its deficiency protected mice
against the development of CIA by a Treg cell- and
TGFB-dependent mechanism. Mechanistically, BAMBI
was found to regulate CD25 expression and interleukin-
2 (IL-2) signaling in Treg cells and in IL-2- and/or
TGF B-activated CD4+ cells and modulated Treg cell
and Th17 cell differentiation both in vitro and in vivo.

Conclusion. Taken together, the results indicate
that BAMBI is a component of a rheostat-like mechanism
that, through the control of TGFB and IL-2 signaling
strength, regulates the differentiation of CD4+ lympho-
cytes and the development of autoimmune arthritis.

Members of the transforming growth factor 3
(TGFp) family are pleiotropic cytokines that have multi-
ple activities on adaptive immunity (1). Although the
development of an early, lethal inflammatory disease in
mice deficient in TGFB1 or with a T cell-specific dele-
tion of TGFpB receptor type II (2-5) clearly indicates
that this growth factor is a potent negative regulator of
T cell activity, TGFB is more than an immunosuppres-
sive cytokine. It drives the conversion of CD4+ lym-
phocytes into either Treg cells or Th17 cells (6-10), two
lymphoid subpopulations with opposing roles in the con-
trol of immunologic homeostasis and tolerance (11-13).
The copresence of other cytokines around the activated
CD4+ cells appears to be the major factor that modu-
lates this apparent puzzling capacity of TGFf.

In the presence of interleukin-6 (IL-6), as well
as IL-23, IL-1B, and/or IL-21, TGFB promotes Th17
cell differentiation, whereas in the absence of such a
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proinflammatory milieu and together with IL-2, TGFf
induces the production of Treg cells (6,8-10,14,15).
However, it was recently demonstrated that at least in
vitro, TGFP also dissociates Treg cell/Th17 cell differ-
entiation in a dose-dependent manner (16). This obser-
vation is compatible with the existence in or around
activated CD4+ cells of a molecular machinery that in
addition to the cytokine environment, influences their
Treg cell/Th17 cell differentiation capacity through the
regulation of TGF availability and/or signaling strength.
The exact molecular composition and the mechanism of
action of such machinery, however, remain unknown.

Members of the TGFB family signal through spe-
cific membrane-bound TGFp type I and type II receptors
that, in the presence of a ligand, form heterocomplexes
that transduce the signal through Smad-dependent and
Smad-independent pathways (17). Among the molecules
that modulate TGFf3 signaling, bone morphogenetic pro-
tein and activin membrane-bound inhibitor (BAMBI), a
transmembrane protein that is structurally similar to
TGEFp type I receptors but lacks the kinase domain re-
quired for signaling (18), antagonizes TGFB family sig-
nals by preventing the formation of active receptor
complexes upon ligand binding. Although several reports
have indicated that aberrant BAMBI expression can be
involved in inflammatory responses associated with infec-
tion (19) and fibrosis (20), no data are currently available
concerning the expression and function of BAMBI in
immune cells.

In the present study, we characterized the expres-
sion pattern and activity of BAMBI in CD4+ cells from
BAMBI-knockout (KO) mice (21). Our results demon-
strated that BAMBI is a component of a rheostat-like
machinery in CD4+ lymphocytes that, through the regu-
lation of TGFf and IL-2 signaling strength, controls the
differentiation of Treg cells and Th17 lymphocytes and
the development of autoimmune diseases.

MATERIALS AND METHODS

Animals. C57BL/6 (B6) and B10.RIII mice were ob-
tained from Charles River. The 129SvJ/B6 BAMBI-KO mice
were generated as described previously (21) and backcrossed to
the B6 strain up to the twelfth generation and to the B10.RIII
strain up to the seventh generation. Genotyping of mice was
performed by polymerase chain reaction (PCR) of genomic
DNA from the tail. All animal care and experimental proce-
dures were in accordance with institutional guidelines and were
approved by the Universidad de Cantabria Institutional Labora-
tory Animal Care and Use Committee (ref 2014/12).

Production of anti-BAMBI monoclonal antibodies (mAb).
B6.BAMBI-KO mice were immunized intraperitoneally with
the mouse BAMBI'* 3% peptide conjugated to keyhole lim-
pet hemocyanin (Eurogentec). Spleen cells from immunized
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mice were fused to the nonsecreting SP2/0O-Agl4 myeloma
cell line. The anti-BAMBI-secreting hybridomas B101.37
(mouse IgGlk) and B143.14 (mouse IgMk) were selected by
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA), and their spe-
cificity was further evaluated by Western blotting using cell
membrane lysates from the hearts of B6.WT mice and B6.
BAMBI-KO mice.

Induction and assessment of collagen-induced arth-
ritis (CIA) and in vivo treatments. Male BIORIIL.WT and
B10RII.BAMBI-KO mice (8-12-weeks old) were immunized
at the base of the tail with 150 ug of bovine type II collagen
(CII; MD Biosciences) emulsified with Freund’s complete
adjuvant containing 4 mg/ml of Mycobacterium tuberculosis
(MD Biosciences). Clinical, radiologic, and histologic evalua-
tion of arthritis was performed as described previously (22,23).
Before and 8 weeks after CII immunization, the expression of
interleukin-1B (IL-1pB), tumor necrosis factor (TNF), IL-6, and
IL-17A cytokines in the joint was explored by real-time quanti-
tative reverse transcription-PCR as described previously (22).
Results were normalized to GAPDH expression and were
measured in parallel in each sample. Studies were performed
in triplicate.

For CD4+CD25+ Treg cell depletion, mice were
treated intraperitoneally with anti-CD25 mAb (clone PC61,
0.5 mg/week) from day 15 after CII immunization up to the
end of the experiment, as described previously (23). For in
vivo TGFp inhibition, mice were injected subcutaneously with
100 pg of an anti-TGFB mAb (clone 1D11, mouse IgGl) in
the right hind paws every 2 days from the time of CII immuni-
zation until the end of the experiment. The left hind paws
were similarly treated with a mouse IgG1 anti-trinitrophenol
isotype control mAb (IgG1-C).

IL-2/anti-IL-2 immune complexes (ICs) containing
S4B6 or JES6-1A12 anti-IL-2 mAb were prepared as des-
cribed previously (24). Two-month-old mice were treated for 3
consecutive days with 6 ug of IL-2 ICs, and the effects on T
cell populations in the spleen were evaluated 5 days later by
flow cytometry.

Cell cultures. Naive CD4+CD25-CD62L+CD44-
cells and Treg cells obtained from the different strains of mice
were purified by cell sorting with a FACSAria (BD Bio-
sciences). Dendritic cells (DCs) from mouse spleens were
digested with collagenase and DNase (Roche Life Sciences),
labeled with anti-CD11lc magnetic beads (Miltenyi Biotec),
and purified by magnetic-activated cell sorting (>95% purity).
Antigen-presenting cells were derived from irradiated spleen
cells obtained from B6.WT mice.

For the differentiation cultures, 5 X 10° naive CD4+
cells were stimulated for 3 or 5 days with plastic-bound anti-
CD3 mAb (1 pg/well) or anti-CD28 mAD (0.5 ug/well) under
the following polarization conditions, using recombinant cyto-
kines (PeproTech) and antibodies: for Thl differentiation,
5 ng/ml of murine interferon-y (IFNvy), 20 ng/ml of human
IL-12, 1 ng/ml of murine IL-2, and 20 wg/ml of anti-mouse IL-
4 mAb (clone 11B11); for Th2 differentiation, 5 ng/ml of
murine IL-4, 1 ng/ml of murine IL-2, and 20 pg/ml of anti-
mouse IFNy mAb (clone R4-6A2); for Treg cell differentia-
tion, 2 ng/ml of murine TGFP in the presence or absence of 1
ng/ml of murine IL-2, 20 ng/ml of human follistatin, 20 ng/ml
of murine Noggin, or different concentrations of B143.14 mAb
or murine IgM (Sigma); and for Th17 cell differentiation, 1
ng/ml of murine TGFp, 10 or 50 ng/ml of murine IL-6, in the
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presence or absence of 20 ng/ml of human follistatin, 20 ng/ml
of murine Noggin, 20 ug/ml of anti-IL-2 (clone S4B6), or dif-
ferent concentrations of B143.14 mAb or murine IgM.

The percentages of CD4+IFNvy+ or CD4+T-bet+
(Thl), CD4+IL-4+ or CD4+GATA-3+ (Th2), CD4+
Fox P3+ (Treg), and CD4+IL-17+ or CD4+RORyt+ (Th17)
cells at the end of the culture periods were evaluated by flow
cytometry using commercially labeled antibodies (BioLegend
and eBioscience). In vitro Treg cell and Th17 cell polarization
was further studied after the coculture of different combinations
of B6.WT or B6.BAMBI-KO naive CD4+ cells (5 X 10°) and
DCs (5 X 10°) stimulated for 5 days with soluble anti-CD3 (1 ug/
well) under the above-described polarization conditions.

For the assessment of Treg cell activity, cell-sorted
purified CD4+CD25- cells (5 X 10%) from wild-type (WT)
mice were cultured in triplicate over 3 days in complete RPMI
1640 medium and stimulated with 0.5 pg/ml of anti-CD3 mAb
in the presence of 5 X 10* WT antigen-presenting cells and
decreasing ratios of B6.WT or B6.BAMBI-KO Treg cells. Cul-
tures were pulsed with 1 uCi of *H-thymidine for the final 6
hours of culture, harvested, and counted. For the induction of
CD25, naive CD4+ cells from B6.WT and B6.BAMBI-KO
mice were activated for 1, 3, or 5 days with anti-CD3/CD28
mAb under the above-described Treg cell/Th17 cell polariza-
tion conditions in the presence or absence of a 3 uM concen-
tration of specific inhibitor of Smad-3 (SIS-3; Sigma) (25). The
expression of CD25 was analyzed by flow cytometry. IL-2 pro-
duction by CD4+ cells from B6.WT or B6.BAMBI-KO mice
was measured by ELISA (BioLegend) in culture supernatants
following stimulation for 24 hours with anti-CD3 or anti-CD3
and anti-CD28 mAb.

Assessment of TGFB and IL-2 signaling. CD4+ cells
from B6.WT and B6.BAMBI-KO mice were left unactivated or
were activated with anti-CD3/CD28 mAb for 1 hour or 24 hours
in the presence or absence of different combinations of TGFS
and IL-2. Levels of phosphorzylated Smad-3 were assessed using
an a-screen pSmad-3 (Ser*”/Ser*”) assay kit (PerkinElmer)
according to the manufacturer’s instructions. Expression levels
of pERK-1/2 (sc-7283) and p-p38 (sc-7975-R) in comparison to
those of total ERK-2 (sc-154) and total p38 (sc-7149) MAPKs
were detected by Western blotting using specific antibodies
(Santa Cruz Biotechnology). The expression of pSTAT-5 was
measured by flow cytometry using Alexa Fluor 647-conjugated
mouse anti-STAT-5 (pY694) antibody (BD Biosciences).

Flow cytometry. The percentages and numbers of the
different T and B cell populations either in vitro or in vivo and
the expression of CD25, neuropilin 1, CD122, and FoxP3 in
Treg cells were explored in B6.WT and B6.BAMBI-KO mice
by flow cytometry using commercially labeled antibodies
(BioLegend and eBioscience). Intracellular cytokine staining
was performed using an intracellular staining kit (BD Bio-
sciences) as described previously (23). The expression of
BAMBI in activated CD4+ cells from B6.WT mice was ex-
plored using biotinylated B101.37 mAb. Cells from B6.
BAMBI-KO mice stained with biotinylated B101.37 and cells
from B6.WT mice stained with a biotinylated mouse IgG1 iso-
type control were used as negative controls. Cells were ana-
lyzed in a FACSCanto II flow cytometer using FACSDiva
software (BD Biosciences).

Statistical analysis. Differences between 2 groups
were analyzed by Student’s 2-tailed ¢-test or the Mann-

Whitney 2-sample U test. P values less than 0.05 were consid-
ered significant.

RESULTS

Characterization of BAMBI expression in CD4+
cells. The specificity of 2 mouse anti-mouse BAMBI
mAb (clone B101.37 [IgG1] and clone B143.14 [IgM])
obtained from B6.BAMBI-KO mice immunized with
the murine BAMBI'®'* peptide was evaluated by
Western blotting. Both mAb recognized bands of ~27-
29 kd and 54 kd, which are compatible with BAMBI
monomers and dimers resistant to sodium dodecyl sul-
fate and reducing conditions, respectively, as described
previously (26), in heart cell membrane lysates from
B6.WT mice, but not B6.BAMBI-KO mice (Figure 1A).

BAMBI expression was not detected by flow
cytometry in naive CD4+ cells from B6 WT mice, but it
was induced 48 hours after their activation in vitro with
anti-CD3/CD28 antibodies (Figure 1B). TGFp, but not
IL-2, further enhanced BAMBI expression only in acti-
vated lymphocytes (Figure 1B). As expected, similar
negative labeling was observed in activated CD4+ cells
from B6.BAMBI-KO mice stained with B101.37 and
from B6.WT mice stained with a mouse IgG1 isotype
control antibody, respectively (Figure 1B).

BAMBI deficiency and enhanced Smad-dependent
and Smad-independent TGFQ signaling pathways in
CD4+ cells. Because BAMBI is expressed in activated
CD4+ cells, we explored its potential functionality using
BAMBI-KO mice. An initial comparison between B6.
BAMBI-KO and B6.WT control mice showed a similar
distribution of B and T lymphoid populations in second-
ary lymphoid organs (Supplementary Figure 1, available
on the Arthritis & Rheumatology web site at http://online
library.wiley.com/doi/10.1002/art.39557/abstract). It has
been shown that TGF activates Smad-dependent path-
ways involving Smad-2 and Smad-3 (17). CD4+ cells
from B6.BAMBI-KO mice were stimulated with anti-
CD3/28 antibodies in the presence of low doses or high
doses of TGFB and exhibited higher levels of pSmad-3
than did CD4+ cells from B6.WT mice (Figure 2A),
which indicates enhanced Smad-dependent TGFf sig-
naling in these animals (17,21). TGFB has also been
shown to signal through Smad-independent cascades that
result in the activation of MAPK, among other signal
transducers (17). In anti-CD3/28-stimulated CD4+ cells,
TGFpB induced the activation of ERK and JNK but not
p38 MAPKSs (27). Consistent with this, anti-CD3/28 and
TGFp stimulation of CD4+ cells resulted in higher levels
of pERK, but not p-p38, in B6.BAMBI-KO than in
B6.WT mice (Figure 2B).
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Figure 1. Regulation of bone morphogenetic protein and activin membrane-bound inhibitor (BAMBI) expression in CD4+ cells. A, Specificity
of B101.37 and B143.14 anti-mouse BAMBI monoclonal antibodies (mAb), as determined by Western blotting in cell membrane lysates from
the heart of B6 wild-type (B6.WT) and B6 BAMBI-knockout (B6.BAMBI-KO) mice. B, Flow cytometry of CD4+ cells from B6.WT mice (solid
lines) and B6.BAMBI-KO mice (dotted lines). Cells were left unactivated or were activated with transforming growth factor g1 (TGFB1; 0.5 uM
or 2 uM), anti-CD3/CD28, either alone or in the presence of TGFpI, interleukin-2 (IL-2), or both. At 48 hours after activation, cells were
labeled with biotinylated B101.37 mAb (top), and the mean florescence intensity (MFI) was determined. The binding of B101.37 mAb to CD4+

cells from B6.BAMBI-KO mice was also compared to the binding of mouse IgG1 isotype control to CD4+ cells from B6.WT mice (bottom).
Results are representative of 3 independent experiments.
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development of CIA. We next compared the develop- were higher in BIORIILWT mice than in B1ORIIIL.-

ment of CIA in B10.RIII males deficient or not defi- BAMBI-KO mice (Figure 3A). With the exception of
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Figure 2. BAMBI regulation of TGFJ signaling intensity in CD4+ cells. Purified naive CD4+ cells from B6.WT and B6.BAMBI-KO mice were
stimulated in the presence or absence of TGFp, as indicated. A, Levels of pSmad-3 in triplicate cultures. Results are representative of 3 indepen-
dent experiments. Values are the mean = SD of arbitrary a-screen counts. B, Expression of pERK and p-p38 in comparison to total ERK-2 and

p38, as determined by Western blotting. Results are representative of 2 independent experiments. * =P < 0.05; ##* =P < 0.001. See Figure 1
for definitions.
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Figure 3. Protection of mice against collagen-induced arthritis by the absence of BAMBI through a Treg cell- and TGFB-dependent mecha-
nism. Male BIORIILLWT and BAMBI-KO mice were immunized (imm) with bovine type II collagen in Freund’s complete adjuvant. A, Incidence
and severity of arthritis (top left), representative radiologic images (top right), and individual radiologic signs (bottom) 8 weeks after immunization.
Values are the mean = SD of 7-10 mice per group. B, Representative histologic appearance of hematoxylin and eosin-stained joint sections 8 weeks
after immunization. Original magnification X 10. Results in A and B are representative of 5 independent experiments. C and D, Effect of treatment
with anti-CD25 (C) or anti-TGFB (D) on individual clinical scores (left; horizontal lines show the mean) and radiologic lesions (right) in WT mice
(O) and BAMBI-KO mice (®) 8 weeks after immunization. Results are from 1 of 3 and from 1 of 2 independent experiments, respectively. * =P <
0.05; #* = P < 0.01; =** = P < 0.001. PBS = phosphate buffered saline (see Figure 1 for other definitions).

discrete soft tissue swelling, all the radiologic signs asso-
ciated with severe arthritis we studied were clearly
reduced in the joints of B10RIII.BAMBI-KO mice
(Figure 3A). These radiologic findings were confirmed
by histologic analysis, which showed the presence of car-
tilage and bone destruction, synovitis, and pannus for-
mation in the joints of B1ORIILWT mice, but not
B10RIII.BAMBI-KO mice (Figure 3B). The protection
against CIA in BIORII.BAMBI-KO mice was accom-
panied by a diminished joint expression of IL-13, TNF,

IL-6, and IL-17A transcripts (Supplementary Figure 2,
online at http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1002/art.
39557/abstract).

To explore whether the protection against CIA
in BAMBI-KO mice was mediated by CD4+CD25+
Treg cells, immunized animals were treated with a cyto-
toxic anti-CD25 mAb. Depletion of CD4+CD25+ Treg
cells induced the development of CIA in B10RIIL
BAMBI-KO mice to levels comparable to those in
untreated or anti-CD25-treated B1ORIILWT mice
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(Figure 3C). In correlation with the loss of protection, mAb in the right hind paws and an IgG1-C in the left
the expression of arthritogenic cytokines in the joints of hind paws from the time of CII immunization up to
anti-CD25-treated BIORII.LBAMBI-KO mice was in- the end of the experiment. Whereas the IgG1-C-
creased (Supplementary Figure 2). treated paws from immunized B10RIII.BAMBI-KO

In addition to TGFB, BAMBI has been shown and B1ORIIL.WT mice were protected or developed
to negatively regulate activin and BMP activities (18) CIA, respectively, the inhibition of TGFB induced
and to potentiate Wnt signaling (28). We next studied severe CIA in the paws of BIORII.BAMBI-KO mice
the selective involvement of TGFB in the protection (Figure 3D). Again, the induction of CIA in the anti-
against CIA in BAMBI-KO mice. Both BIORIILWT TGFpB-treated BIORIII.BAMBI-KO mouse paws was
and mutant mice received a neutralizing anti-TGFf associated with increased joint expression of IL-1p,
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Figure 4. Effect of BAMBI deficiency on the distribution of Treg cells and Th17 cells and on Treg cell phenotype during development of
collagen-induced arthritis. BIORII.LWT and BIORII.LBAMBI-KO mice were immunized with bovine type II collagen (CII) in Freund’s complete
adjuvant (CFA). A, Representative dot plots (top left) and percentages (top right) of CD4+FoxP3+ cells (Treg cells) in draining lymph nodes
obtained before and 14 days after immunization. Dot plot results are from 1 of 3 independent experiments. Each symbol in the right panel rep-
resents an individual mouse; horizontal lines show the mean. Percentages of neuropilin 1+ Treg cells (representative of thymus-derived and
peripheral Treg cell distribution), and the expression of FoxP3, CD25, and CD122 in Treg cells from WT and BAMBI-KO mice before (nonim-
munized [NI]) and 14 days after immunization (I) are also shown (bottom). Values are the mean * SD. B, Representative dot plots (left) and
percentages (right) of CD4+IL-17+ cells in draining lymph nodes from mice treated with phosphate buffered saline (PBS) or anti-CD25 mAb
before (nonimmunized) and 21 days after immunization with CII in CFA. Each symbol in the right panel represents an individual mouse; hori-
zontal lines show the mean. Results are from 1 of 2 or from 1 of 3 independent experiments. * =P < 0.05; #* =P < 0.01; ##* =P < 0.001. See
Figure 1 for other definitions.
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TNF, IL-6, and IL-17A transcripts (Supplementary
Figure 2).

The percentages of Treg cells and Th17 cells in
the spleen of mutant and WT mice were compared after
the induction of disease. A significant increase in Treg
cells was observed in BIORIII.BAMBI-KO mice, but
not in BIORIIL.WT controls, 14 days after immunization
with CII (Figure 4A). Using neuropilin 1 as a marker
for thymic Treg cells (29), an augmented representation
of peripheral neuropilin 1-negative Treg cells was
observed in BIORIII.BAMBI-KO mice in comparison
to BIORIIL.WT mice before immunization with CII, and
this increase was even higher 14 days after immuniza-
tion with CII (Figure 4A). An additional comparison of
the phenotype of Treg cells showed no changes in the
expression levels of FoxP3 between both strains of mice
(Figure 4A). However, the expression of CD25, but not
CD122, was enhanced in BAMBI-KO mouse Treg cells
both before and after CII immunization (Figure 4A).
Although the percentages of Th17 cells were slightly
larger in BIORII.BAMBI-KO mice 21 days after immu-
nization, the increase was not statistically significant, in
clear contrast to the results observed in immunized
B10RIIL.WT mice (Figure 4B). However, in correlation
with the loss of CIA protection, the depletion of
CD4+CD25+ Treg cells in BIORII.LBAMBI-KO mice,
but not WT controls, caused a significant increase in
Th17 cells after CII immunization (Figure 4B).

BAMBI control of Treg cell/Th17 cell differ-
entiation. To explore the involvement of BAMBI in the
control of TGFp-induced CD4+ cell differentiation in
vitro, naive CD4+ cells from B6.WT and B6.BAMBI-KO
mice were activated under different Th polarization condi-
tions. Similar Thl (Supplementary Figure 3A, online at
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1002/art.39557/abstract)
and Th2 (Supplementary Figure 3B) differentiation, as
assessed by the expression of either IFNvy or T-bet or ei-
ther IL-4 or GATA-3, respectively, was observed between
B6.WT and B6.BAMBI-KO mice. However, CD4+ cells
from B6.BAMBI-KO mice activated in the presence of
TGEFB, but not TGF plus IL-2, which promoted the Treg
cell differentiation of >80% of the initially cultured
CD4+ cells, exhibited an increased Treg cell differentia-
tion capacity after 3 days and 5 days of culture as com-
pared to cells from B6.WT controls (Figure 5A and
Supplementary Figure 4A, online at http://onlinelibrary.
wiley.com/doi/10.1002/art.39557/abstract). Unlike Treg cell
differentiation, the in vitro differentiation of Th17 cells, as
assessed by the expression of IL-17 or retinoic acid recep-
tor-related orphan nuclear receptor yt (RORyt), was
reduced in B6. BAMBI-KO mice on days 3 and 5 of cul-
ture, even in the presence of high concentrations of IL-6

or after the addition of anti-IL-2 antibodies (Figure 5B
and Supplementary Figures 4B and C).

Taken together, these results suggested a possible
role of BAMBI as a rheostat-like regulator of TGFp sig-
naling strength during the functional Treg cell/Th17 cell
differentiation of CD4+ cells. To examine this possibility,
we performed in vitro differentiation experiments with
polarized CD4+ cells from WT mice in which BAMBI
was gradually inhibited with an IgM anti-BAMBI mAb
(clone B143.14 mAb). Addition of increased doses of this
mAD, but not high doses of a murine IgM isotype control
antibody, caused an anti-BAMBI dose-dependent in-
crease and reduction of Treg cell and Th17 cells, respec-
tively (P < 0.01 in both cases) (Figures 5C and D).

To analyze the potential contribution of BMP and
activin to the CD4+ cell differentiation defects observed
in B6.BAMBI-KO mice, Noggin and follistatin, acting as
inhibitors of BMP and activin, respectively (30,31), were
added together to the differentiation cultures. These
inhibitors failed to modify the Treg cell (Supplementary
Figure 5A, online at http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.
1002/art.39557/abstract) and Thl17 cell (Supplementary
Figure 5B) differentiation profiles of polarized CD4+
cells from B6.WT or B6.BAMBI-KO mice. We then
compared the capacity of DCs isolated from B6.WT or
B6.BAMBI-KO mice to drive the in vitro Treg cell differ-
entiation of CD4+ cells from both types of mice. Inde-
pendently of the DC origin, the in vitro Treg cell
differentiation of CD4+ cells from B6.BAMBI-KO mice
was equally increased in comparison to that of control
B6.WT cells (Supplementary Figure 5C). The effects of
BAMBI deficiency on the suppressive activity of Treg
cells was also investigated using a previously described in
vitro assay (32). Treg cells from B6.BAMBI-KO mice
were 3—4 times more effective (P < 0.001) than Treg cells
from B6.WT mice in inhibiting the proliferation of anti-
CD3-stimulated effector CD4+ cells (Supplementary
Figure 5D).

BAMBI modulation of CD25 expression and IL-2
signaling in Treg cells and effector CD4+ cells. Be-
cause Treg cells from BAMBI-KO mice exhibited in-
creased levels of CD25 in vivo (Figure 4A), we explored
its regulation in in vitro—activated CD4+ cells under dif-
ferent polarization conditions. During Treg cell differ-
entiation, a higher induction of CD25 was observed in
CD4+ cells from BAMBI-KO mice than from WT mice
24 hours after activation with anti-CD3/28 antibodies in
the presence of IL-2 and/or TGFpB, but not in their
absence (Figure 6A), and this was maintained on days 3
and 5 of culture (Figure 6B). This induction was inhib-
ited in both mouse strains by the specific Smad-3 inhibi-
tor SIS-3 (25) (Figure 6A). Although the induction of
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Figure 5. Potentiation of in vitro Treg cell differentiation and inhibition of Th17 cell differentiation by the absence or the gradual inhibition of
BAMBI. A and B, Naive CD4+ cells from B6.WT and B6.BAMBI-KO mice were stimulated under the indicated Treg cell (A) or Th17 cell (B)
polarization conditions. Representative flow cytometry dot plots (top) and percentages (bottom) of CD4+FoxP3+ cells and CD4+1L-17+ cells
after 5 days of culture are shown. Results of multiple experiments are plotted together. Each symbol in the bottom panels represents an individ-
ual mouse; horizontal lines show the mean. C, Effect of pharmacologic inhibition of BAMBI with 20 pg/ml of B143.14 mAb on the in vitro Treg
cell and Th17 cell differentiation of WT CD4+ cells. Representative dot plots of CD4+FoxP3+ (top) and CD4+IL-17+ (bottom) cells and the
mean * SD percentages in gated populations from 3 independent experiments are shown. Cultures with an IgM isotype control or with CD4+
cells from BAMBI-KO mice are included for comparison. D, Effect of the dose-dependent inhibition of BAMBI with B143.14 mAb in the Treg
cell and Th17 cell differentiation of WT CD4+ cells. Values are the mean = SD of triplicate cultures from 1 of 3 independent experiments. * = P
< 0.05; =+ =P < 0.01; ==+ =P < 0.001. Statistical differences in the WT mouse groups in D compare the untreated versus the anti-BAMBI-
treated groups. See Figure 1 for definitions.

CD25 was lower under Th17 polarization conditions, KO mouse strains, with a mean + SD of 2.9 = 0.5 and
the levels of this molecule were higher in cells from 246 = 0.6 pg/ml, respectively, in unstimulated cells,
BAMBI-KO mice than from WT mice on day 3 of dif- 1,343.1 =76.7 and 1,454.3 =205.9 pg/ml, respectively,
ferentiation but not on day 5, when they were severely in anti-CD3/28-stimulated cells, and 929.1 £ 69.5 and
reduced (Figure 6B). 832.8 =32.5 pg/ml, respectively, in anti-CD3/28 plus

Unlike CD25 expression, the production of IL-2 TGFB-stimulated cells (P > 0.1 for all comparisons). In
by anti-CD3/28 activated CD4+ cells in the presence or association with the increased expression of CD25, IL-2

absence of TGFB was similar in the WT and BAMBI- signaling, as manifested by the higher percentages of



BAMBI CONTROL OF MURINE Treg CELL/Th17 CELL DIFFERENTIATION AND AUTOIMMUNITY IN CIA 1559
g
g 12000 B 10000 ~» 4000
y Cwr g K N i
Q 8 == -_— % nw
- > 8000+ S
i s + 30004 W=
X 80004 % S
o £ 6000+ =
£ s £2000- e
10 | 1
§ 4000 §4000 §
o 5 2000- g 1000
o i [y
T £ 5 = 0
= i oCD3/CD28 + + + + + + wCD3/CD28 + + + + + + + +
- TGFB1 -+ o+ -+ o+ TGFB1 - + + + - + + +
«CD3/CD28 -+ + + + + 4+ L2 - - o+ - -+ IL-6 - 10 50 10 - 10 50 10
TGFB1 . - - + + + + Day 3 Day 5 all-2 - - - + - - -+
IL-2 - -+ - - %% Day 3 Day 5
SIS3 . . . . s .
C «CD3/CD28 .CD3/CD28
Medium TGFB1 IL-2 «CD3/CD28 IL-2 IL-2/TGFB1
T L W 1 D IL-2/S4B6 IC IL-2/JES6-1A12 IC
. 04%02 0.2+0.1 6708 |1 03+01 |,/ 71+25 |, 68%17 60 5
. : ; oOWT 0, |OWT .z
wr. ] e ] e 9 |eko y| gA0jeno " 3
-E v v % T 404 ®| Sa
- Q e H P K e
- Bln) é ® S 20
* . - - p o o |®d ©
0| 05203 0101 || 97213 |} 94102 261832 4 243852 | @™ 101® &
St ¥ | e ] e e O pEsiLzic PBS ILzic  ° PBS IL-2IC
» . » > cb4 cD8
PSTAT-5— - - —

Figure 6. BAMBI regulation of CD25 expression and IL-2 signaling in effector CD4+ cells. A, Induction of CD25 expression in CD4+ cells
from WT and BAMBI-KO mice stimulated for 24 hours with anti-CD3/28 antibodies in the presence or absence of different combinations of
TGFpI1, IL-2, and specific inhibitor of Smad-3 (SIS-3). Values are the mean = SD MFI from 1 of 3 independent experiments. B, Kinetics of
CD25 induction in CD4+ cells stimulated under different Treg cell (left) or Th17 cell (right) polarization conditions on day 3 and day 5. Values
are the mean = SD MFI from 1 of 2 independent experiments. C, Dot plots with mean = SD percentages of CD4+pSTAT-5+ cells (from 3 inde-
pendent experiments) 1 hour after activation with anti-CD3/28 antibodies in the presence or absence of IL-2 and TGFp. D, Effects of 1L-2/anti-
IL-2 immune complexes (ICs) containing either S4B6 (left) or JES6-1A12 (right) mAb on peripheral T cell populations (percentages) in individ-
ual WT and BAMBI-KO mice. Results are from 1 of 3 independent experiments. Each symbol represents an individual mouse; horizontal lines
show the mean. #* =P < 0.01; ##* =P < 0.001. See Figure 1 for other definitions.

pSTAT-5-expressing cells after their in vitro activation
with anti-CD3/28 antibodies in the presence of IL-2 plus
TGFp, was potentiated in CD4+ cells from BAMBI-KO
mice as compared to WT mice (P < 0.001 for each com-
parison) (Figure 6C).

Two types of IL-2 receptor (IL-2R) can be distin-
guished: the high-affinity IL-2R, which contains CD?25,
CD122, and CD132, and the low-affinity IL-2R, which
contains CD122 and CD132 (33). Because our previous
results indicated that the absence of BAMBI selectively
enhances the expression of the high-affinity IL-2R in
Treg cells, we explored the in vivo effects of IL-2 in T
cell populations expressing either the high-affinity or
the low-affinity IL-2R (24). Treatment with IL-2 ICs
containing the anti-IL-2 mAb S4B6, which binds T cells
that express the low-affinity IL-2R (24), resulted in a
similar expansion of CD8+ T cells and a concomitant

reduction in CD4+ T cells in the spleen of B6. BAMBI-KO
and B6.WT mice (Figure 6D). In contrast, injection of
IL-2 ICs containing the JES6-1A12, which binds T cells
that express CD25 (24), promoted a greater increase in
Treg cells in B6.BAMBI-KO mice than in B6.WT mice
(Figure 6D).

DISCUSSION

It has been demonstrated that the capacity of
TGEFp to induce the differentiation of tolerogenic Treg
cells or proinflammatory Th17 cells is modulated by the
presence or absence of additional cytokines around acti-
vated lymphocytes (2-10,14,15). However, upon initial
sensing of TGFB, in vitro—activated CD4+ cells up-
regulate both FoxP3 and ROR+yt transcription factors,
with the subsequent Treg cell/Th17 cell differentiation
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determined by the concentration of TGFB (16). These
results suggest that the control of TGF availability and/
or TGFp signaling strength in these lymphocytes is also
an essential event that governs the dual activity of this
growth factor during their functional differentiation.

Here, we identified BAMBI as a molecule in-
duced in CD4+ cells during their activation and further
regulation by TGFB. BAMBI seemed to function as a
rheostat-like component of a molecular machinery that
fixed the appropriate intensity level of TGFB (directly)
and IL-2 (indirectly) signaling required for appropriate
Treg cell and Th17 cell differentiation. Accordingly, the
dose-dependent inhibition of BAMBI gradually regulat-
ed Treg cell and Th17 cell differentiation. In addition,
the activity of BAMBI during these differentiation
processes appeared to be restricted to CD4+ cells, since
its absence in DCs did not affect the ability of this
antigen-presenting cell population to regulate Treg cell
differentiation.

Considering the complexity of the mechanisms
that regulate the signaling transduction cascades activat-
ed by TGFB molecules (17), it can be expected that
in addition to BAMBI, other molecules may play a role
in the proposed molecular rheostat for TGFp signaling
in CD4+ cells. In this regard, we recently demonstrated
that the cell cycle inhibitor p27%P! enhances both
TGEFp signaling in CD4+ cells and their Treg cell differ-
entiation and activity in vitro and in vivo (23). However,
unlike BAMBI, p27%P! does not affect CD25 expression
in Treg cells. Thus, multiple molecules controlling
TGEFB signaling strength in CD4+ cells may be a com-
ponent of this sensor machinery, affecting Treg cell biol-
ogy by diverse mechanisms.

BAMBI was initially described as a pan-TGFf
superfamily inhibitor that, in addition to its modulatory
activity on TGFp signaling, regulates activin and BMP
activities (18). In this regard, different BMPs and activin
A can be produced by activated CD4+ cells and can
regulate Treg cell/Th17 cell differentiation in vitro
(34-39). BAMBI also potentiates Wnt-f catenin signal-
ing (28), and this pathway acts as a negative regulator of
Treg cell function (40). Thus, the phenomena observed
in BAMBI-KO mice can be partially or completely
attributed to increased activin or BMP signaling and/or
to deficient Wnt activation, instead of augmented
TGEFB signaling. However, our findings contradict these
possibilities. First, the inhibition of activins and BMPs
with follistatin and Noggin, respectively, fails to modify
the in vitro Treg cell/Th17 cell differentiation pattern
observed with polarized CD4+ cells from WT and
BAMBI-KO mice. Second, the selective in vivo inhibi-
tion of TGFp with a specific mAb, which has no effects
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on activin, BMP, or Wnt- catenin signaling pathways,
induces the development of CIA in BIORIIL.BAMBI-
KO mice.

We propose a mechanism that explains the role
of BAMBI in Treg cell/Th17 cell differentiation. IL-2
signaling, through high-affinity IL-2R, is essential for
the induction/maintenance of Treg cells, as documented
by the development of autoimmunity associated with
defects in Treg cell number and activity in mice deficient
in IL-2 or CD25 (41-43). In contrast, IL-2 inhibits Th17
cell differentiation (14).

We demonstrated herein that TGFB-activated
CD4+ cells from BAMBI-KO mice exhibited increased
levels of pSmad-3 that resulted in enhanced CD25 expres-
sion and IL-2 signaling strength in these cells and that
these abnormalities were linked to the altered Treg cell/
Th17 cell differentiation pattern observed in these ani-
mals. In this regard, it has been demonstrated that TGFf3
cooperates with TCR signaling to up-regulate CD25
expression in murine CD4+ cells and that the regulatory
region of the CD25 gene contains a Smad-3 binding site
that is required for its TGFB-mediated up-regulation (44).

In addition to this Smad-dependent effect,
BAMBI can affect Treg cell differentiation through the
control of Smad-independent TGFf signal pathways.
Thus, pERK, the levels of which are increased in anti-
CD3/28- and TGFB-activated BAMBI-deficient CD4+
cells, positively regulates Treg cell differentiation (27).
Similarly, IL-2 enhances Thl and Th2 cell differen-
tiation (33). These two CD4+ cell subpopulations,
however, are not affected in BAMBI-KO mice. The re-
quirement of the TGFB/Smad-3 axis to the abnormal
regulation of CD25 expression observed in CD4+ cells
from BAMBI-KO mice may explain the selective role of
BAMBI in the control of those CD4+ cell subpopula-
tions that are directly dependent on TGFf activity.

The control of BAMBI expression in activated
CD4+ cells may therefore serve to define the appropri-
ate initial threshold level of both TGFf and IL-2 signal-
ing required for their differentiation into Treg cell or
Th17 cells, together with the copresence of other cyto-
kines. However, the fact that CD4+ cells from BAMBI-
KO mice also exhibited reduced in vitro Th17 cell
differentiation in the presence of anti-IL-2 antibodies
indicates that in addition to its control of IL-2 signaling,
BAMBI affects Th17 cells by additional unknown me-
chanisms. Because signaling through the high-affinity
IL-2R regulates Treg cell activity (41), the increase in
CD25 expression by Treg cells from BAMBI-KO mice
may also be responsible for their enhanced suppressive
activity in vitro.
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Finally, we demonstrated that the absence of
BAMBI prevents the development of CIA, a very well
documented experimental model of Thl7-dependent
autoimmune disease (13,45-47), by a Treg cell- and
TGFB-dependent mechanism. An intriguing observa-
tion in the present study is the lack of exacerbation of
CIA in B10ORIL.WT mice after anti-CD25 treatment,
which is in clear contrast to our previous results in
DBA/1 mice where this treatment aggravated the course
of the disease (23). Although we do not have an exact
explanation for this phenomenon, it may possibly be
related to the fact that DBA/1 mice have a slightly
increased susceptibility to the development of CIA after
bovine CII immunization, in terms of incidence and
severity, than B10ORIII mice (48,49). Independently of
these discrepancies, our results identify BAMBI as a
potential new target in rheumatoid arthritis and further
highlight the importance of this TGFB signaling
rheostat-like machinery in the maintenance of immune
homeostasis.
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