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Resum del projecte: cal adjuntar dos resums del document, 'un en anglés i l'altre en la llengua del document, on
s'esmenti la durada de I'accié

Resum en la llengua del projecte (maxim 300 paraules)

En una serie de estudios previos demostramos que la infusién de células de médula 6sea (MO) modificadas
genéticamente para la expresion del autoantigeno MOG40-55 en ausencia de mieloablacién inducia tolerancia antigeno-
especifica en un modelo murino de esclerosis miltiple. También observamos que este efecto terapéutico no requeria
injerto hematopoyético.

Nos propusimos estudiar si el efecto tolerogénico esta inducido por una subpoblacién de células generadas durante la
transduccion de la MO y el papel de las células T reguladoras en la induccion de tolerancia.

Las células de MO fueron cultivadas y transducidas usando medio complementado con 20% FCS y medios
condicionados como fuente de stem cell factor (SCF) e IL-3 murinos. Las diferentes poblaciones celulares se separaron
por citometria de flujo y se analiz6 la capacidad supresora de las poblaciones candidatas. Por otro lado se analizé la
presencia de células T reguladoras en bazo y SNC de los ratones recuperados despues de la infusion de células de MO
transducidas.

A los cinco dias de cultivo, la mayoria de células presentaban fenotipo mieloide (Mac-1+ Gr-1low/-: 31,9£10,2%; Mac-1+
Gr-1high: 26,0+3,3%). Ambos fenotipos se corresponden con dos subpoblaciones de células mieloides supresoras
(MDSC, tipo monocitico y granulocitico respectivamente) descritas recientemente. Se estudi6 la capacidad de ambas
poblaciones para suprimir la respuesta proliferativa especifica de esplenocitos frente a MOG40-55 in vitro, observando
una mayor capacidad de supresién de las MDSC monaociticas, que se correspondia con niveles significativamente
superiores de actividad de las enzimas arginasa-1 y sintasa de éxido nitrico (ambos mecanismos supresores
caracteristicos de las MDSC).

A los 7 dias del tratamiento no se observaron diferencias significativas en el porcentaje de células T reguladoras (Treg y
Tr1) entre el grupo tratado (liM) y los grupos control.

Describimos por primera vez la generacion de MDSC a partir de cultivos estandar de transduccién de células de MO. Los
resultados obtenidos sugieren la participacion de las células MDSC en la induccion de tolerancia antigeno-especifica
conseguida en nuestro modelo y el potencial terapéutico de éstas para el tratamiento de enfermedades autoinmunes.
Creemos que estas células tienen un gran potencial para futuras terapias inmunomoduladoras en diversas enfermedades
humanas.

Resum en anglés (maxim 300 paraules)

We previously reported that the infusion of murine bone marrow cells (BMC) expressing an autoantigen (MOG40-55) into
non-myeloablated recipients induced tolerance to the autoantigen that prevented and improved experimental autoimmune
encephalomyelitis (EAE), even in the absence of engraftment.

To this end, we have investigated the phenotype of BMC undergoing retroviral transduction, we sorted candidate cell
subpopulations and analyzed their suppressive effects in vitro and the potential role of regulatory T cells in tolerance
induction.

Murine BMC were transduced using our standard conditions (medium with 20% FCS, conditioned media containing
murine stem cell factor and miIL-3. The candidate cell subpopulations were sorted and their supresion activity was
analyzed. In addition, we analized the percentages of regulatory T cell in treated mice.

At day +5 the vast majority of the transduced cells cultured expressed myeloid markers (Mac-1+ Gr-1low/- (31,9+10,2%)
or Mac-1+ Gr-1high (26+3,3%)). The phenotypes of these two myeloid cell subpopulations correspond to those of the two
(monocyte-like and granulocyte-like, respectively) subtypes of myeloid-derived suppressor cells (MDSC) that have been
recently reported. To further characterize their functionality we analyzed the ability of transduced total BMC and the sorted
candidate cell subpopulations to suppress the proliferative response of splenocytes from mice with EAE to autoantigen
challenge.
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Resum en anglés (maxim 300 paraules) — continuacié -.

After transduction, total BMC and both myeloid cell subpopulations suppressed the
proliferative T cell response in a dose-dependent manner. In addition, we found that the
monocyte-like cells were significantly more suppressive than their granulocyte-like
counterparts, and that suppression was also significantly higher if the cells were
transduced with the autoantigen than with a control vector (in all cell subpopulations),
which suggest that both non-specific and antigen-specific mechanisms contribute to the
suppressive effect observed in vitro. Moreover, Mac-1+ Gr-1llow/- cell population
displayed higher levels of arginase-1 and nitric oxide synthase activities upon
stimulation than the other cell subpopulations tested, as it has been reported for MDSC.
Seven days after the therapy, we did not observed significant diferences in the
percentatges of regulatory T cell (Treg and Trl) when we compared the treated animals
with their controls.

To the best of our knowledge, this is the first report demonstrating the generation of
MDSC in standard hematopoietic transduction cultures. These results also suggest the
participation of antigen-specific MDSC in our model of tolerance induction in EAE. We
believe that genetically modified MDSC have therapeutic potential as immunodulators in
human autoimmune diseases.

2.- Memoria del treball (informe cientific sense limitacié de paraules). Pot incloure altres fitxers de
qualsevol mena, no més grans de 10 MB cadascun d'ells.

Introduccion

La encefalomielitis autoinmune experimental (EAE), un modelo de esclerosis miiltiple, es una
enfermedad inflamatoria y desmielinizante del sistema nervioso central mediado por c¢élulas T que se
induce en animales susceptibles mediante la inmunizacién con proteinas o péptidos de la mielina,
provocando una parélisis ascendente.

En un proyecto anterior realizado en nuestro laboratorio se consiguié inducir tolerancia inmunitaria
antigeno-especifica frente un péptido encefalitogénico (péptido 40-55 de la glicoproteina mielinica de
los oligodendrocitos -MOGyq.55-) en el modelo de EAE, expresando dicho péptido en el sistema
hematopoyético murino mediante la infusion de células de MO transducidas con un vector retroviral
que expresa el citado péptido (Eixarch et al. 2009).

La r4pida recuperaci6n observada en los ratones tratados nos hizo pensar que probablemente el efecto
observado en estos ratones no era debido a progenitores con capacidad repobladora sino a otra
poblacién celular que estaria expresando el péptido de interés y que induciria los mecanismos de
tolerancia periférica una vez han sido infundidas en el raton.

Los principales mecanismos de tolerancia periférica son la anergia, la supresion y la ignorancia clonal.
Pero actualmente el mecanismo mds estudiado es la supresion mediada por células T reguladoras, que
incluyen la células T reguladoras naturales (Treg) o células T reguladoras inducidas o de tipo 1 (Trl),

entre otras.
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Las células Treg se caracterizan por la expresion de marcadores linfocitarios de superficie CD4 y CD25
y por la expresion del factor de transcripcion FoxP3, y pueden ser generadas en el timo.
Contrariamente, las células Trl, que se caracterizan por la secrecion de interleucinas 5 y 10 (IL-5 y IL-
10) y TGF-beta, son inducidas de forma antigeno-especifica en la periferia. La activacién de éstas se da
principalmente por contacto directo con células dendriticas inmaduras (iDC), que son de origen
mieloide y se generan en la MO (Wakkach et al. 2003; Bacchetta et al. 2005; Battaglia et al. 2006;
Dugast and Vanhove 2009).

Basdndonos en la elevada presencia de células mieloides en los cultivos de MO transducida y en los
altos niveles de IL-5 y IL-10 secretados por esplenocitos de ratones tratados, creemos que una
poblacion generada en los cultivos de MO activarfan de forma especifica las células Trl, y que estas
serfan el principal tipo celular responsable de la tolerancia inducida en el modelo animal estudiado
(Martinez-Forero et al. 2008).

Las principales poblaciones candidatas a mediar dicho efecto son las células mieloides supresoras
(MDSC) y las células mesenquimales. Las MDSC constituyen una poblacién heterogénea descrita
recientemente sobretodo en pacientes y modelos animales de cancer, que se caracteriza por su
capacidad de suprimir la respuesta T (Morecki et al. 2008). La poblaci6n est4 formada por progenitores
mieloides y por células mieloides inmaduras que en condiciones normales darian lugar a los diferentes
linajes mieloides (macrofagos, granulocitos, células dendriticas ...) pero que en situaciones patologicas,
como cancer, infeccion, o enfermedades autoinmunes, etc., se acumulan en los 6rganos linfoides y en
el lugar de actuacion, activandose y suprimiendo la respuesta inmune adaptativa tanto de forma
inespecifica como antigeno-especifica (Gabrilovich and Nagaraj 2009).

Los mecanismos de supresioén de la respuesta T por parte de las células mieloides supresoras se basan
en la sobreexpresion de la arginasa-1 i los enzimas implicados en la produccién de éxido nftrico y
radicales de oxigeno provocando una disminucién de L-arginina en el medio y un aumento de los
radicales de oxigeno, lo que reduce la funcionalidad de las células T.

La heterogeneidad de la poblacién hace que no haya un fenotipo tnico para esta poblacién sino que
depende del modelo animal o del tipo de muestra a estudiar, y esto hace que se requieran estudios
funcionales para analizar estas poblaciones celulares.

Con todo, se han descrito marcadores comunes en los diferentes modelos, En el raton, las MDSC se
caracterizan por ser CD11b" y Gr-1" y por presentar bajos niveles de F4/80 y IL4Ra.. Dentro de esta
caracterizacion fenotipica podemos diferenciar dos subpoblaciones basdndonos en la expresién
diferencial de los dos epitopos reconocidos por el anticuerpo anti-Gr-1 (Ly6C y Ly6G), una poblacién
granulocftica (CD11b" Ly6C" Ly6G") y otra monocitica (CD11b" Ly6C™ Ly6G)(Youn et al. 2008).
Las células mesenquimales (MSC) sén células multipotentes no hematopoyéticas que se localizan en la
medula dsea, en sangre de cordon umbilical, placenta y en tejido adiposo, entre otros tejidos. La
multipotencialidad que tienen le confiere la capacidad de diferenciarse a diferentes tejidos como tejido
Oseo, adiposo, cartilaginoso y miusculo liso,

Aunque se han dedicado muchos esfuerzos para caracterizar estas células aun no se ha encontrado un
marcador especifico por lo que su fenotipo se basa en la combinacion de varios marcadores de

superficie. Aunque su fenotipo varia dependiendo del tipo de tejido del que se hayan obtenido todas
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ellas tienen la caracteristica comtin de no expresar marcadores hematopoyéticos como el CD45 o los
marcadores de los diferentes linajes hematopoyéticos y de presentar marcadores de célula mesenquimal
como el CD29 y el CD105 (Dugast and Vanhove 2009).

Las MSC poseen propiedades immunomoduladoras importantes en el mantenimiento de la tolerancia

periférica, en el control de la autoinmunidad y en la tolerancia feto-materna, entre otras.

Objetivos

Los principales objetivos de este estudio son caracterizar fenotipica y funcionalmente las
subpoblaciones de la MO transducida candidatas a mediar la inducci6n de tolerancia inmunitaria en el
modelo de EAE y estudiar los mecanismos de accién de éstas, tanto in vitro como in vivo. Se
investigara qué poblaciones celulares participan en la induccién de tolerancia in vivo y se estudiar la

participacion de las células T reguladoras en la induccion de tolerancia en dicho modelo.
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Material y métodos

1- Vectores retrovirales

Los vectores retrovirales empleados en este trabajo han sido generados anteriormente en nuestro
laboratorio a partir del vector retroviral SF91-IRES-EGFP (cedido por Christopher Baum, Hannover,
Alemania) basado en el virus MoMuLV (Hildinger et al. 1999; Eixarch et al. 2009). Esta familia de
vectores retrovirales estd optimizada para una expresién elevada de transgenes en progenitores
hematopoyéticos mieloides.

Los dos vectores retrovirales utilizados contenian la secuencia codificante para la 1i murina salvaje
(SF91-1i-IRES-EGFP, vector control) o la Ii murina con la secuencia que codifica para la region CLIP
substituida por la que codifica para el péptido MOGyg.ss (SF91-1iMOG-IRES-EGFP).

EGFP mm 3 LTR
v N -

Fig. 1- Esquema de los vectores retrovirales usados. El primer esquema corresponde al vector SF91-liMOG-

IRES-EGFP, que expresa la Ii murina con el autoantigeno MOG 455 reemplazando la regién CLIP, ademds de la

EGFP. El otro vector (SF91-1i-IRES-EGFP) se usé como control en los diferentes experimentos.

2- Lineas celulares productoras de vectores retrovirales

En este trabajo se utilizaron dos lineas productores ecotrépicas derivadas de la linea empaquetadora
NX-ecotrépica (derivada de la linea celular 293 de rifién embrionario humano), denominadas NX-e/Ii7
y NX-e/liMOG23. Ambas lineas celulares contienen y expresan de forma estable tres elementos
genéticos, el primero de ellos codifica para la glicoproteina de la envuelta del retrovirus ecotrépico
(codificada en el gen env), con tropismo para células murinas, el segundo codifica para el resto de
proteinas estructurales del virus y para las enzimas necesarias para el ciclo vital del virus (genes gag y
pol), y el tercero es el vector retroviral, que contiene la secuencia terapéutica y que es diferente en cada
linea. La linea NX-e/li7 contiene el vector retroviral SF91-li-IRES-EGFP y la NX-e/[iIMOG23 el
SF91-1iMOG-IRES-EGFP. Ambas fueron generadas en nuestro laboratorio y sus titulos virales son

0.8x10° y 2x10° particulas infecciosas/ml, respectivamente.

Las lineas celulares fueron mantenidas en cultivo en medio DMEM suplementado:
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10% de FCS Gold
2 mM de L-glutamina
50 UL/ml de penicilina

50 pg/ml de estreptomicina

Se cultivaron en un incubador a 37°C, 5% de CO; y 100% de humedad relativa.

3- Transduccion y trasplante hematopoyético

3.1- Ratones

Como ratones donante de MO se utilizaron hembras de entre 6 y 10 semanas de edad de la cepa
B6/SIL-PtprcaPep3b/BoyJ (Jackson Laboratorios; en adelante se referird a esta cepa como B6/SJL),
criada y mantenida en el estabulario del fustitut de Recerca de I’Hospital Universitari Vall d’Hebron.
Se estabularon en salas con temperatura controlada (20-22°C) y con ciclos de luz-oscuridad de 12
horas. Los animales se mantuvieron y manipularon segin la normativa europea y con la aprobacidn del

Comité Etic d’Experimentacié Animal del Institut de Recerca de I'Hospital Universitari Vall d’Hebron.

Como ratones receptores se utilizaron hembras de 6 y 10 semanas de edad de la cepa C57BL/6J
(Harlan). A su llegada, se distribuyeron en grupos de 5 ¢ 10 ratones por jaula y permanecieron en la
sala de cuarentena del estabulario durante un perfodo minimo de una semana. Al terminar el periodo de
cuarentena, los ratones se estabularon en racks ventilados. Las dos cepas comparten idéntico MHC (H-
2°) pero tienen distintas variantes alélicas del gen que codifica para la molécula CD45 (CD45.1 para la
cepa donante y CD45.2 para la cepa receptora), que se expresa exclusivamente en las células nucleadas
de origen hematopoyético, de forma que tras un trasplante las células del donante pueden diferenciarse

de las del receptor mediante un simple marcaje con anticuerpos monoclonales especificos.

3.2- Obtencion de células de MO

A los ratones donantes se les administré por via intraperitoneal (i.p.) una dosis de 150 mg/kg de 5-
fluorouracilo (5-FU; ICN Ibérica) en suero fisioldgico, tal y como se indica en la Figura 2. Este
tratamiento elimina las células que estin en divisidbn y por tanto enriquece en progenitores
hematopoyéticos mds inmaduros (mas quiescentes) y a su vez los induce a dividirse, condicién

indispensable para poder ser transducidos con vectores retrovirales.

A los 5 dias de la administracion del 5-FU, los ratones se sacrificaron mediante asfixia por CO.
Seguidamente se procedio a la esterilizacion con etanol al 70% de la zona ventral de los animales y a su
diseccién para extracrles ambas tibias, fémures y crestas ilfacas, limpiando los huesos de los tejidos
adyacentes. Una vez extraidos, se mantuvieron en frio y se colocaron en un tubo de 50 ml (Nalgene
Nunc™ International) conteniendo 10 ml de medio IMDM (PAA) suplementado con:

e 20% FCS Gold

e 2 mM de L-glutamina

e 50 Ul/ml penicilina
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e 50 pg/ml de estreptomicina

Trabajando en cabina de flujo laminar vertical, los huesos limpios de los tejidos adyacentes se
colocaron en un mortero estéril con 6 ml de medio IMDM suplementado y seguidamente se
disgregaron fisicamente con la mano de mortero. Se procedid a recoger las células en un tubo de 50 ml
filtrandolas previamente con un filtro de nylon de 70 pm (Becton-Dickinson). Después de varios
lavados con medio IMDM para recoger las células liberadas del hueso, se centrifugaron 5 minutos a
453 gy se procedi6 a su contaje en la cdmara de Neubauer usando solucion de Tiirk como diluyente.
Esta solucién contiene colorante Giemsa y un 1% de 4cido acético que permite el lisado de los
eritrocitos y facilita el contaje de las células nucleadas. También se evalu6 la viabilidad utilizando el
colorante azul de tripano (0,4% azul de tripano en suero fisiolégico) y contando el nimero de células

vivas (no incorporan el colorante) y las muertas (que si incorporan el colorante).

3.3- Transduccion de células de MO

3.3.1- Tratamiento de las placas de cultivo con RetroNectin®

Con el fin de mejorar la eficiencia de transduccidn, antes de sembrar las células en las placas de cultivo
de 6 pocillos (Nalgene Nunc™ International), éstas se incubaron con 1 ml de RetroNectin® (fragmento
recombinante CH-296 de la fibronectina, Takara Shuzo, Co, LTD) diluida en solucién salina
tamponada con fosfato (PBS) a una concentracién de 48 pg/ml durante 2 horas a temperatura ambiente.
Una vez retirada la solucién que contenfa la fibronectina, las placas se incubaron durante 30 minutos a
temperatura ambiente con PBS més albiimina sérica bovina (BSA; Sigma Chemical CO.) al 2%.
Finalmente, se lavaron con 1 ml de solucion salina tamponada de Hank (HBSS, PAA) conteniendo 25

mM Hepes (PAA).

3.3.2- Preestimulacion de las células de MO con citocinas
Las células de MO se cultivaron en placas de 6 pocillos pretratadas como se describe en el apartado anterior
a una concentracién de 10° CMN por ml en un volumen final de 2 ml. El medio utilizado para este tipo de
cultivo fue IMDM suplementado con:
e 20% FCS Gold
o 2 mM de L-glutamina
e 50 Ul/ml de penicilina
e 50 png/ml de estreptomicina
e 10% de medio condicionado de la linea celular WEHI 3B*, fuente de 1L-3
murina
e 8% de medio condicionado de la linea celular BHK/MKL, fuente de factor
de crecimiento de células madre murino (mSCF) y cedida por S. Tsai (Fred

Hutchinson Cancer Research Center, Seattle, WA, EUA).
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La preestimulacién con citocinas se llevé a cabo durante 48 horas en un incubador a 37°C, 5% CO, y
100% de humedad relativa con la finalidad de estimular a las células progenitoras a dividirse y evitar su
apoptosis.

3.3.3- Obtencion del sobrenadante rico en retrovirus recombinantes

Las lineas de células productoras de retrovirus recombinantes NX-e/li7 y NX-e/liMOG23 se
descongelaron siguiendo las técnicas estindar de descongelacion. Se cultivaron en el medio DMEM
suplementado y se mantuvieron en cultivo, como se especifica en el apartado 2 de la seccion Material y
Métodos. Cuando llegaron a confluencia, se subcultivaron en un frasco de cultivo de volumen
adecuado para poder obtener el volumen de sobrenadante necesario para la transduccion. El dfa previo
a la recogida del sobrenadante rico en vectores se cambi6 el medio habitual de crecimiento de las lineas
NX-ecotrépicas productoras de vectores por el medio adecuado para el cultivo de las células diana a
transducir (ver apartado 2.3.2, pero sin afiadir los medios condicionados de las lineas celulares WEHI
3B" y BHK/MKL). A las 16-18 horas de haber cambiado el medio de cultivo, éste se recogio y se filtré
usando un filtro de 0,45 pm para evitar el posible paso de células productoras de vectores. Los
sobrenadantes se usaron inmediatamente o se alicuotaron y criopreservaron a -80°C hasta que hubo

necesidad de utilizarlos.

3.3.4- Transduccion de células de MO con vectores retrovirales
Se realizaron dos ciclos de transduccién en dos dias consecutivos usando una multiplicidad de
infeccién (MOI) aproximada de 1 en cada ciclo (Fig. 2). Se recogid el 90% del volumen de medio de
cada pocillo en un tubo de 50 ml y se centrifugé a 453 g a 4°C. El pellet celular se resuspendi6 en la
siguiente mezcla:

e 10% de medio condicionado WEHI

e 8% de medio condicionado BHK/MKL

e 4 pg/ml de sulfato de protamina

e  82% de sobrenadante de la linea productora de retrovirus

En cada pocillo se restaur6é el volumen con medio rico en virus recombinantes en el que se
resuspendieron las células que se habfan recogido. Las placas se centrifugaron a 652 g durante lh a

32°C. Al dia siguiente se repiti6 este mismo procedimiento.
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Inyeccion i.p. 5-FUX
Ratén donante B6/SJL (CD45.1)
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Sulfato de protamina
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S
Preincubacién: Trasplante

Placas pretratadas 10% MC WEHI
con Retronectin® 8% MC BHK

Fig. 2- Esquema de ln obtencion y fransduccion de la MO murina. Ver texto.

3-FU: 5-fluorouracilo; i.p: intraperitoneal; MC: medio condicionado.

3.4- Transplante de células de MO

Transcurridas 24 horas después del segundo ciclo de transduccion, las células en cultivo se despegaron
del plastico usando Buffer Enzyme-free PBS-based (Gibco BRL) y se recogieron en un tubo de 50 mil.
Después de lavarlas con PBS, se contaron en una cAmara de Neubauer diluidas en solucién de Tiirk. La
viabilidad se evalué con azul de tripano como ya se ha descrito anteriormente. A continuacién fueron
incubadas en 10 UI de ADNasa (Sigma Chemical CO) por cada 10° CMN durante 15’ a 25°C. Después
de lavarlas se resuspendieron en el volumen adecuado de PBS para finalmente inyectarlas i.v. por la

vena lateral de la cola a unas dosis de 1 x 10° CMN por ratén en un volumen de 200 pl.

4- Induccion de la EAE y seguimiento clinico

Se inmunizaron ratones hembra de entre 6 y 10 semanas de edad de la cepa C57BL/6J (Harlan), previa
anestesia con 37 mg/kg de ketamina (Ketolar, Parke-Davis) y 5,5 mg/kg de xilacina (Rompun, Bayer),
mediante una inyeccidn s.c. de una solucion que contenfa 200 pg de péptido MOGyq.55 (sintetizado por
la Seccid de Proteomica, Serveis Cientificotécnics de la Universitat Pompeu Fabra) diluido en suero
salino y emulsionado con adyuvante completo de Freund (Sigma Chemical CO.) conteniendo 4 mg/ml
de Mycobacterium tuberculosis H3TRA (Difca Laboratorios). Cada rat6n recibié 50 pl de la emulsién
en cuatro puntos cerca de los ganglios linfaticos inguinales y axilares. El mismo dfa de la inmunizacién
y a las 48h se les administré 500 ng de toxina pertussis (Tp) (Sigma Chemical CO.) en un volumen
final de 200 pl por via i.v. Como controles se incluyeron animales inmunizados de igual forma pero sin
péptido encefalitogénico. Todos los animales de pesaron y examinaron diariamente para evaluvar la

presencia y gravedad de los signos clinicos segiin la siguiente escala:
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0 — Ausencia de signos clinicos

0,5 — Paralisis parcial de la cola (zona distal)

1 - Pardlisis total de la cola
— Paraparesia de una o de ambas extremidades traseras
— Paraplejia trasera

2

3

4 — Tetraparesia
5 —Tetraplejia
6

— Muerte por EAE

5- Obtencion de tejidos y células a estudiar

5.1- Obtencion de los tejidos

Los ratones se sacrificaron mediante asfixia con CO; y a continuacién se procedié a la esterilizacién
con etanol al 70% de la zona ventral de los animales y a su diseccion para extraerles el bazo, que se
mantuvo en frio en medio IMDM suplementado, el cerebro y la médula espinal, que se guardaron en un
tubo de 50 ml con PBS 1X fiio.

5.2- Obtencion de los esplenocitos

El bazo de colocé en una placa de Petri de 6 cm con un filtro de nylon de 70 pm (Becton-Dickinson) y
2 ml de medio IMDM suplementado y se disgreg6 con la ayuda del émbolo de una jeringuilla de 1 ml.
Las células se recogieron en tubos de 50 ml, se centrifugaron 5° a 453 g y se procedi6 a su contaje en la

camara de Neubauer usando solucién de Tiirk como diluyente.

5.3- Obtencién de células del SNC (Gradiente de Percoll®)

El cerebro y la médula espinal se colocaron en una placa de Petri de 10 cm con un filtro de nylon de 70
pm (Becton-Dickinson) y 10 ml de PBS 1X. Se cortaron en fragmentos y se disgregaron con la ayuda
de un émbolo de una jeringuilla de 1 ml. Se recogié la suspensién celular en un tubo de 50 ml y se
centrifugd 9° a 390g. Las células se resuspendieron en 20 ml de Percoll® (Sigma Chemical CO.) al 30%
y con mucho cuidado se colocaron sobre 10 ml de Percoll® al 70% en un tubo de 50 ml. Este se
centrifugé 20’ a 390g y se recuperé el anillo de células que se forma en la interfase del tubo de Percoll®
(figura 3). Las células se lavaron con PBS 1X para eliminar los restos de Percoll® centrifugéndolas 9° a

390g y se contaron en la cAmara de Neubauer usando solucién de Tiirk como diluyente.

7y
./ ‘ )
| /,/ ~.E;]*masa
s / Suspersién | Percoll
= celular +
> _

— 30%
Percoll
Percoll 0% Cenfrifugacitn ¥~ cél
[ 0% Wmtos a0y | Perol | eesaeat
f Susponsish Percoll Y =
?S:O" ‘—Jce\.lslf?ﬂcﬂ 0% %
0%

Figura 3: Esquema del gradiente de Percoll®. Ver texto
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6- Ensayo de supresion de la proliferacién
Para analizar la capacidad de la MO tranducida y de los poblaciones candidatas de suprimir la
proliferacién de espelenocitos se realizo un cocultivo de esplenocitos y células de MO tranducidas en
medio IMDM suplementado:

e 10% HyClone

e 2mM de L-glutamina

e  50UI/ml de penicilina

e  50pg/ml de estreptomicina

e 2 uM de f-Mercaptoetanol (Sigma Chemical CO)

e 5 pg/ml de péptido MOGuyg.s5
Los esplenocitos (SPL) se cultivaron a una concentracion de 1x10° CMN por ml en presencia de
diferentes concentraciones de células de MO tranducidas que se correlacionaban con las ratios 8:1 a 1:4
(MO:SPL) o de las poblaciones purficadas con ratios 2:1 a 1:16 (poblacién purificada:SPL). Se
mantuvieron en cultivo a 37°C, 5% de CO; y 100% de humedad relativa.
Como controles de proliferacion se cultivaron los esplenocitos solos en medio de cultivo (control
negativo) o en presencia de 5 pg/ml de fitohemaglutinina (PHA; Sigma CO.) como control positivo.
A las 48 h se afiadié 1 pCu de timidina tritiada (*H-Thymidine, Amersham) para marcar las células que
estén en divisién y 18 h después se cuantificaron los niveles de radiactividad en un contador beta.
7- Analisis bioquimico
7.1- Determinacion de la actividad arginasa
La actividad arginasa se mide mediante un método colorimétrico que detecta la urea formada por la

reaccion catalizada por la arginasa sobre el substrato L-arginina (figura 4) (Corraliza et al. 1994).

Urea
I
H,N NH,
T H,N—C—NH,
C H,O %
| NS’
NH
(<|3H ) \ . U
= H—C—NH,*
H—C—NH,* |
[ COO
A Ornitina
L-arginina

Figura 4: Reaccidn enzimdtica catalizada por la arginasa.

Para analizar la actividad arginasa en las células MO transducidas y de las poblaciones candidatas se
pusieron esta en cultivo a una densidad de 1x10° CMN por ml en placas de 96 pocillos.
Se cultivaron en medio MEM-a (Gibco) sin rojo de fenol suplementado:

e 10% FCS Gold

e 2 mM de L-glutamina
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e 50 Ul/ml de penicilina
e 100 Ul/ml de INF-y
e 100 ng/ml de lipopolisacarido (LPS, Sigma CO.)

Las células se mantuvieron en cultivo durante 24 h en un incubador a 37°C, 5% de CO, y 100% de

humedad relativa.

Como control negativo se utilizd las mismas células cultivadas en ausencia de INF-y y LPS y como

control positivo se utilizé la linea celular WEHI cultivada con el mismo medio de cultivo en presencia

de INF-y y LPS.

Pasado este tiempo se procedi6 a analizar la actividad arginasa en estas células de la siguiente manera:

L.

Retiramos el medio de cultivo y afiadimos 75 pl de una solucién de TritonX-100 al 0.1% en
agua y agitamos mediante un agitador de placas durante 30’ a temperatura ambiente.
Afiadimos 75 pl de Tris-HCI 25 mM pH 7.4 y lisamos las células con la ayuda de una
micropipeta.

Pasamos 50 pl del lisado a un tubo Eppendorf y afladimos 5 pl de cloruro de manganeso
(MnCl,, Sigma CO.) (coenzima de la arginasa) y lo incubamos 10’ a 55°C para activar la
enzima.

Una vez activada la arginasa, afiadimos 25 pl de L-arginina 0.5 M pH 9.5 (Sigma CO.) y la
incubamos a 37°C durante 2 h.

Pasado este tiempo paramos la reaccion affadiendo 240 pl de una solucién 4cida (H,O: H3PO,
(85%): HySO,4(96%) (7:3:1))

Por ultimo, para cuantificar colorimétricamente la formacion de urea affadimos 10 pl de una
soluci6n de a-isonitrosopropiofenona (u-ISPF) al 6% en efanol absoluto, que har4 que la urea
precipite, y lo calentamos durante 30’ a 95-100°C para disolver los precipitados obteniendo
una solucién de color rosa-violeta, dependiendo de la concentracion de urea.

Ponemos 100 pl de la muestra en una placa de ELISA y medimos la absorbancia 6ptica a 550

nm.

En cada experimento se realizo de forma paralela una curva patrén utilizando cantidades crecientes

de urea 0.01 mg/ml hasta 7.5 mg/ml diluida en la solucién Tris-HCI 25mM. A 50 pl de cada punto

de la curva se le ailadieron 240 pl de la solucién acida y 25 pl de a-1SPF i se prosigui6 desde el

punto 7.

La activida enzimatica se expresa en miliunidades (mU) teniendo en cuenta que una unidad de

arginasa es la cantidad de enzima que produce 1 pmol de urea por minuto a 37°C y por mill6n de

células.

7.2- Cuantificacion de nitritos

El o6xido nitrico, producto de la reaccion de la enzima iNOS, se mide en forma de nitritos, segin la

reaccion de Griess (Ding et al. 1988).

Para cuantificar la cantidad de nitritos producidos en nuestros cultivos de MO se utilizo el kit

Nitrite/Nifrate Assay Kit, colorimetric (Sigma CO.).
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Se cultivaron las células tal y como se ha explicado en el apartado 7.1, pasadas las 24 h se recogié el

medio de cultivo y se prosiguid siguiendo el protocolo recomendado por el kit:

1.
2

5

Centrifugamos el medio de cultivo a 1000g durante 15°.

Anadimos 80 pl de medio de cultivo y 20 pl de Buffer Solution en cada pocillo de la placa de
96 pocillos.

Afiadimos a cada pocillo 50 pl de Griess Reagent A.

Afiadimos 50 pl de Griess Reagent B, mezclamos bien con la ayuda de la micropipeta y
dejamos incubar 10’ a temperatura ambiente.

Medimos la absorbancia dptica a 550 nm.

Para determinar la concentracion de NO;” se utilizaron diferentes concentraciones de NaNO, tal y como

indica el kit,

8- Analisis por citometria de flujo

8.1- Marcaje de células hematopoyéticas por técnicas de inmunofluorescencia

Dependiendo del marcador celular a analizar se sigui6é uno de los protocolos descritos a continuacion:

8.1.1- Marcaje de superficie directo

1.

Lavar las células (0,5 x 10° CMN de los tejidos hematopoyéticos o 50 ul de SP) con 1 ml de
PBS + BSA 1% + azida s6dica 0,1% (PBA-azida).

Bloqueo de los receptores Fc: afiadir un 10% de suero de ratén o bien 1 pl del anticuerpo de
rata anti-CD16/CD32 de raton.

Incubar 10” a temperatura ambiente.

Afiadir los anticuerpos especificos y los controles de isotipo conjugados con fluorocromos.
Incubar 30’ a 4°C en la oscuridad.

Lavar con 1 ml de PBA-azida.

Lisar los eritrocitos con la solucién de lisis Pharm Lyse solution (BD Pharmingen).

Incubar 10” a 37°C.

Lavar con 1 ml de PBA-azida.

Resuspender en 200-300 pl PBA-azida.

Adquirir en el citémetro de flujo.

8.1.2- Marcaje de superficie indirecto

Lavar las células (0,5 x 10° CMN de los tejidos hematopoyéticos o 50 pl de SP) con 1 ml de
PBA-azida.

Bloqueo de los receptores Fe: afiadir un 10% de suero de ratén o bien 1 pl del anticuerpo de
rata anti-CD16/CD32 de raton.

Incubar 10’ a temperatura ambiente.

Afladir los anticuerpos especificos y los controles de isotipo conjugados con biotina

Incubar 30’ a 4°C.

Lavar con 1 ml de PBA-azida.

Afiadir la estreptavidina conjugado con un fluorocromo.

Incubar 30’ a 4°C en oscuridad.
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6. Lavar con | ml de PBA-azida.
7. Lisar los eritrocitos con la solucién de lisis Pharm Lyse solution (BD Pharmingen).
Incubar 10’ a 37°C.
8. Lavar con 1 ml de PBA-azida.
9. Resuspender en 200-300 pl PBA-azida.
10. Adquirir en el citémetro de flujo.

8.1.3- Marcaje intracelular directo

1.

Lavar las células (0,5 x 10° CMN de los tejidos hematopoyéticos o 50 pl de SP) con 1 ml de
PBA-azida.

Bloqueo de los receptores Fc: afiadir un 10% de suero de ratén o bien 1 pl del anticuerpo de
rata anti-CD16/CD32 de ratén.

Incubar 10 a temperatura ambiente.

Fijar y permeabilizar: afiadir 250 pl de Cytofix/Cytoperm Ix solution (BD Pharmingen).
Incubar 20’ a 4°C.

Lavar dos veces con 1 ml de Perm/Wash buffer (BD Pharmingen).

Resuspender en 50 pl Perm/Wash buffer.

Marcaje intracelular: afiadir el anticuerpo especifico y el control de isotipo conjugados con
fluorocromos. Incubar 30' a 4°C.

Lavar dos veces con | ml de Perm/Wash buffer.

Resuspender en 200-300 pl PBA-azida.

Adquirir en el citometro de flujo.

8.1.4- Marcaje de citoquinas intracelulares

1.

10.

Cultivar 2x10> CMN hematopoyéticas o células de una poblacién pura en 200 pl de medio de
cultivo (IMDM, 10% suero HyClone, 2mM de L-Glutamina, 50 Ul/ml de penicilina, 50 pg/ml
de estreptomicina, 2 pM de -Mercatoetanol) y en presencia de 10 ng/ml de PMA (Sigma
Chemical CO.) y 500ng/ml de ionomicina durante 3 h.

Anadir 1.6 pl de GolgiStop (BD Pharmingen) y dejar incubar surante 6 h en un incubador a
37°C, 5% de CO, y 100% de humedad.

Iniciar el marcaje de superficie tal y como se ha descrito en el apartado 5.1.1.

Afiadir 100 pl de PBA-azida + 4% formaldehido y dejar actuar durante 20’ a temperatura
ambiente para fijar las células.

Lavar con 1 ml de PBA-azida.

Resuspender las células en 150 pl de Saponin Buffer (PBA-azida +0.5% Saponina (Sigma
Chemical CO.) y dejar actuar 10’ a temperatura ambiente.

Afiadir los anticuerpos anti-citoquinas conjugador con fluorocromos y incubar durante 30’ a
temperatura ambiente.

Lavar con 1 ml de PBA-azida.

Resuspender en 200-300 pl PBA-azida.

Adquirir en el citémetro de flujo.
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8.2- Eficiencia de transduccioén

Antes del trasplante, 24 h después del segundo ciclo de transduccion, se separaron 10° CMN del cultivo
para evaluar la eficiencia de transduccién mediante el anélisis de la expresi6én del gen marcador EGFP
por citometria de flujo. El andlisis se hizo descartando las células muertas mediante marcaje simultidneo
con el marcador de viabilidad 7-aminoactinomicina D (7-AAD; Molecular Probes) a 1 mg/ml. Este
colorante es capaz de entrar dentro de la célula e intercalarse en el ADN si la membrana plasmatica no
est4 intacta, de forma que solamente se tifien las células apoptéticas o muertas, pudiéndolas excluir del

andlisis y evitando as{ la interferencia de la autofluorescencia que éstas emiten.

8.3- Linajes y poblaciones hematopoyéticas

8.3.1- Fenotipo medula 6sea.

Para el estudio del fenotipo de la MO transducida con vectores retrovirales se realizaron marcajes

directos e indirectos de células de MO cultivadas con los siguientes anticuerpos:

Tabla 1: Marcaje de linaje hematopoyético y poblacion erifroide

13
Anticuerpo Fluorecromo Isatipo ”'itl::'“:ﬂ Casa comercial
CD3 APhC IgG1l de hamster 145-2C11 0.2 BD Pharmingen
CD4 APhC 1gG2a de rata RM4-5 0.2 Caltag
CD8 APhC 1gG2a de rata 53-6.7 0.56 BioLegend
CDl1b APhC IgG2b de rata M1/70 02 BioLegend
CDI19 APIhC IgG2a de rata 6D5 0.05 Biol.egend
Gr-1 APhC 1gG2b de rata RB6-8C5 0.2 BD Pharmingen
Terl19 Pe/Cy5 1gG2b de rata TER-119 0.2 BD Pharmingen
CD45.1 APhC/Cy7 TIgG2a de raton A20 0.2 BioLegend

Tabla 2: Marcaje de linfocitos Ty células NK

ng por 10%

Anticuerpo Fluorocromo Isotipo Clon eélulas Casa comercial
CD3 PE IgG2a de rata CT-CD3 0.2 Caltag
CD4 Biotina 1gG2a de rata RM4-5 0.2 Caltag
CD8 APhC 1gG2a de rata 53-6.7 0.56 BiolLegend

NKI.1 PE/Cy7 1gG2a de raton PK135 0.4 eBioscience
Estreptavidina PerCP - - 0.2 BD Pharmingen

Tabla 3: Marcaje de linfocitos B

CDI19 APhC IgG2a de rata 6D5 0.02 Biolegend
B-220 Biotina IgG2a de rata RA3-6BI 0.13 cBioscience
Estreptavidina PerCP - - 0.13 BD Pharmingen

Tabla 4: Marcaje de poblaciones mieloides
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CDIl1b APhC 1gG2b de rata MI1/70 0.2 BioLegend
CDlle PerCP IgG1 de hamster N418 0.1 BioLegend
CD40 PE 1gG2a de rata 3/23 04 BD Pharmingen
CD80 PE IgG2 de rata 16-12A1 04 BD Pharmingen
CD86 PE IgG2a de rata GL1 04 BD Pharmingen
Gr-1 PE/Cy7 1gG2b de rata RB6-8C5 0.4 BioLegend
I-A® PE 1gG2a de ratén AF6-120.1 0.4 BioLegend
H-2K° PE 1gG2a de rata 36-7-5 0,4 BioLegend

8.3.2- Analisis de células T reguladoras
Para el estudio de las células reguladoras, tanto las naturales (Treg) como las inducidas (Trl), se

realizaron marcajes directos de superficie e intracelular y de citoquinas intracelular de células de bazo y

de células CD4" purificadas de bazo (EasySep, StemCell Technologies) con los siguientes anticuerpos:

Tabla 5 : Marcaje de célnlas T reguladoras naturales (Treg

| ] : - 1g por 10° =z ;
Anticuerpo Eluorocromo Isotipo Clon nel Casa comercial

células
CD4 APhC/Cy7 IgG2a de rata GKIL.5 ; BioLegend
CD25 PE/Cy7 IgG1 de rata PCG1.5 2.8 eBioscience
CD45RB Biotina IgG2a dc rata C363.16A 0.12 eBioscience
FoxP3 APhC IgG2a de rata FJK-168 0.2 eBioscience
Estreptavidina PE - . 0.12 BD Pharmingen

Tabla 6: Marcaje de células T reguladoras inducidas

g por 10°

Anticucrpo Fluorocromo Isotipo células Casa comereial
CD4 APhC/Cy7 IgG2a de rata GKI1.5 0.4 BioLegend
1L-4 APIKC IgG1 de rata 1IBI1 0.25 BioLegend
IL-10 PE IgG1 de rata JES5-2A5 0.12 Caltag
1L-17 APWC IgGla de rata TC11-18H10.1 0.25 BioLegend

IFN-y APhC IgGla de rata XMGI.2 0.25 BioLegend

8.4- Células Mieloides Supresoras (MDSC)
Para el estudio de la poblacién de células mieloides supresoras en los cultivos de MO se realizaron

marcajes directos e indirectos de células de MO cultivadas con los siguientes anticuerpos:

CDI11b APIKC IgG2b de rata M1/70 0.2 BioLegend

CDI124 PE IgG2a de rata miLR-MI 0.2 BD Pharmingen
Gr-1 PE/Cy7 18G2b de rata RB6-8C5 0.4 BioLegend
F4/80 PerCP IgG2a de rata BMS 0.4 BioLegend

8.5- Células mesenquimales
Para analizar la presencia de células con fenotipo mesenquimal se realizaron marcajes directos e

indirectos de células de MO cultivadas con los siguientes anticuerpos:

CD29 FITC IgMk de hamster Ha2/5 0.2 BD Pharmingen
CD44 Biotina IgG2b de rata M7 0.4 BioLegend
CD45 APhC /Cy7 1gG2a de ratén A20 0.4 BioLegend

CD90.2 PE IgG2a de raton 53-2.1 0.2 BD Pharmingen
CDI05 PE IgG2a de rata MJ7/18 0.56 BioLegend
1-A" PE TgG2a de raton AF6-120.1 0.4 BioLegend

H-2K® PE 1gG2a de rata 36-7-5 0.4 BD Pharmingen
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8.6- Analisis y valoracion de los datos citométricos

Las muestras se adquirieron en un citémetro de flujo FACSCanto (Becton-Dickinson) equipado con
dos laseres, uno de argén (azul, emite a 488 nm) y uno de helio-neén (rojo, emite a 633 nm) y ocho
fotomultiplicadores: SS (cuantifica la complejidad celular), FS (cuantifica el tamafio celular) y seis
detectores de fluorescencia: FL-1 (530 nm), FL-2 (585 nm), FL-3 (690 nm), FL-4 (>774 nm), FL-5
(>670 nm) y FL-6 (>774 nm). Los cuatro primeros detectores de fluorescencia detectan las fotones
producidos por la excitacién de fluorocromos con el laser azul, mientras que los dos 1ltimos detectan
los fotones emitidos por la excitacion de fluorocromos con el ldser rojo. Esta configuracién permite el

analisis simultaneo de seis fluorescencias.

Una vez adquiridas las muestras, se procedié a analizar y valorar los datos obtenidos con el programa
de andlisis FCSExpres v3.0 (De Novo Software). Segtin el tipo de marcaje de inmunofluorescencia
realizado se usaron distintas combinaciones de los parametros mencionados, representados en
histogramas biparamétricos. En primer lugar y en todos los casos se combinaron los pardmetros FS y
SS para definir morfol6gicamente la poblacién celular a estudiar. En segundo lugar se combinaron

distintos pardmetros en funcién del marcaje realizado:

e [ficiencia de transduccion: en un segundo histograma se combin6 SS con 7-AAD (FL-3) para
excluir las células muertas o apoptéticas de los histogramas siguientes. En un tercer
histograma se combinaren los pardmetros SS con EGFP (FL-1), lo que permitié determinar el

porcentaje de células viables que expresaban EGFP.

e Fenotipo MO:

- Marcaje de linaje hematopoyético y poblacién eritroide: una vez definida la
poblacién total con los pardmetros SS y FS y la poblacién transducida (EGFP™), se
combind el pardmetro Linaje-APhC (FL-5) (mezcla realizada en el laboratorio de los
anticuerpos CD3, CD4, CD8, CD11b, CDI19, Gr-1 conjugados con el fluorocromo
APhC) con S8 para definir la poblacidn que presentaba ausencia de linaje (Lin’). Una
vez seleccionada la poblacién Lin™ se analizé la presencia de eritrocitos combinando
los parametros CD45.1-APhC/Cy7 (FL-6) con Terl 19-PE/Cy5 (FL-3).

- Marcaje de células T y NK: después del histograma para definir la poblacién se
combiné el pardmetro CD3-PE (FL-2) con CD4-PerCP (FL-3) o con CD8-APhC
(FL-5) y también el pardmetro CD4-PerCP con CD8-APhC para analizar los
diferentes estados de maduracion de la poblacion de células T. Para el analisis de la
poblacién de células NK se hicieron dos histogramas en los que se combinaban los
parametros NK1.1-PE/Cy7 (FL-4) con SS o con CD3-PE. Estas combinacién de
parametros se realizd tanto sobre la poblacién total como sobre la poblacién EGFP+

seleccionada en un histograma previo donde se combiné el parametro EGFP (FL-1)
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con el SS. De esta forma podiamos analizar la presencia de células T y NK en la

poblacién total como, asi como las transducidas con el vector retroviral.

- Marcaje de células B: una vez definida la poblacion total y la EGFP” ,se combiné el
parametro B-220-PerCP con CDI19-APhC para poder analizar las diferentes
subpoblaciones de células B tanto en la poblacién tranducida (EGFP") como en la

total.

- Marcaje de células mieloides: una vez seleccionada la poblacién a analizar

(poblacién total o EGFP")

o Andlisis de células T reguladoras:

- Células T reguladoras naturales (Treg): después de definir la poblacién total se
combinaron los pardmetros CD4-APhC/Cy7 (FL-6) con CD45RB-PerCP (FL-3) para
seleccionar las poblacion CD4* CD45RB" descrita como una poblaci6n enriquecida
en células T reguladoras. Una vez seleccionada dicha poblacién se combinaron los
parametros CD25-PE/Cy7 (FL-4) con FoxP3 (FL-2) para asi poder analizar la
poblacién de células Treg .

- Células T reguladoras inducidas (Trl): una vez definida y seleccionada la poblacién
total se combiné el parametro CD4-APhC/Cy7 (FL-6) con el SS y se seleccioné la
poblacién CD4" para después poder analizar la secrecién de citoquinas en esta
poblacién combinando el parametro IL-10-PE (FL-2) con los parametros 1L-4, IL-17
e IFN-y todos ellos conjugador con APhC (FL-5). Asi podemos analizar la poblacién
Trl que se define como CD4" IL-10" IL4",

® Células mieloides supresoras (MDSC): después de definir la poblacién se combind el
parametro CD11b-APhC (FL-5) con Gr-1-PE/Cy7 (FL-4) y se defini6 la poblacién que era
positiva para los dos parametros (CD11b" Gr1™) y la que era positiva para CD11b y tenfa baja
expresion para Gr-1. Una vez seleccionadas las dos poblaciones se realizaron dos histogramas
en los que se combinaron los pardmetros CD124-PE (FL-2) y F4/80-PerCP (FL-3) con SS
para analizar la presencia del receptor de la IL-4 y del marcadore mieloide y asi poder definir

la poblacién MDSC.

e Cé¢lulas mesenquimales: una vez definida la poblacion total y la EGFP* se combino el
parametro Linaje-APhC con CD45.1-APhC/Cy7 y se definié la poblacién negativa para
ambos como la poblacion enriquecida en células mesenquimales, de aqui se analizaron una
serie de parédmetros para definir la poblacién mesenquimal, primero se combiné el parametro
CD29-FITC (FL-1) con CD44-PerCP (FL-3), se selecciond la poblacién doble positiva y en
ella se analiz6 la expresion de CD105, CD90.1, MHC-I (H2k") y MHC-II (I-A®) (todos

conjugados con PE (FL-2)) combinandolos, por separado, con SS.
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9- Anilisis estadistico
Los datos obtenidos se analizaron mediante el programa informéatico GraphPad Prism v4.0 (GraphPad

software, Inc.), con el que también se generaron las figuras. Se aplicé una prueba parametrica, ¢ de
Student, en todos los resultados obtenidos y se consider6 que las diferencias eran significativas cuando

la p era inferior a 0,05.

Resultados

1- Determinacion del fenotipo de la MO transducida.

Con el objetivo de caracterizar el fenotipo de la poblacién celular responsable de la induccidn de
tolerancia inmunologica observada en el modelo de EAE se procedid, inicialmente, a analizar el
fenotipo de la MO transducida con los vectores retrovirales, para ellos se realizaron una serie de
cultivos de MO y 24 h después de la segunda tanda de transduccion se analizé el fenotipo mediante
citometrfa de flujo.

Se analizaron marcadores de linaje T, B, mieloide y eritroide, tanto al inicio del cultivo como al final
(dia +5), equivalente a lo que se infunde a los animales. En este momento se pueden identificar tres
poblaciones mayoritarias en los cultivos de MO, dos con fenotipo mieloide (CD11b" Gr1™ y CD11b"
Grl"), que representan el 31,9 + 10,2% y el 26 + 3,3% de la poblacion total, y una tercera que
presentaba ausencia de marcadores de linaje hematopoyético (Lin” CD45"), y que supone un 13,5 +
4,2% (figura 5a). El resto de poblaciones hematopoyéticas no estaban apenas representadas a dia +5 de
cultivo.

Dichas poblaciones son las que mayor eficiencia de transduccién presentaban (32,72 + 4,13%, 14,93 +
3,56%, 14,67 + 4,75%, respectivamente) lo que nos sugeria indirectamente que podrian ser las mejores

candidatas a mediar la induccién de tolerancia observado en el modelo de EAE (figura 5b).
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Figura 5: Andlisis del fenotipo de la MO: a) Representacién grdfica del porcentaje de cada poblacién analizada

en la MO al inicio y final del cultivo. b) Representacion grdfica del fenotipo de la MO transducida.

2- Analisis fenotipico y funcional de las poblaciones candidatas

Una vez determinado el fenotipo del cultivo se procedié a caracterizar fenotipicamente las tres
poblaciones mayoritarias del cultivo de MO.

Se analizo el fenotipo de las dos poblaciones mieloides y de la poblacién que presenta ausencia de
marcadores hematopoyéticos. En las dos poblaciones mieloides se analizaron marcadores que
caracterizan a las células mieloides supresoras y observamos que la poblacién CD11b' Gr-1" presenta
bajos niveles de F4/80 y de CD124 (recetor 1L40;) y la poblacién CD11b* Gr1'™ también expresa bajos
niveles de F4/80 pero los niveles de CD124 son més elevados que en la poblacién CD11b* Gr-1", Estos
resultados nos indican que las dos poblaciones presentan un fenotipo compatible con el de MDSC
(CD11b" Gr1'™" F4/80"*" CD124").

Por otro lado se analizaron una serie de marcadores caracteristicos de las células mesenquimales
observado que la poblacion con ausencia de marcadores de linaje hematopoyético presentaba
marcadores de célula mesenquimal (Lin” CD45" CD29" CD44" CD105" CD90" MHC-I'" MHC-II)
(figura 6).
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Figura 6- Analisis por citometria del la poblacién no hematopoyética (Lin” CD45’) transducida,

Para caracterizar funcionalmente las poblaciones candidatas se hicieron anélisis bioquimicos de la
actividad arginasa-1 y la produccién de NO, tanto en la MO no fraccionada como en las poblaciones
candidatas purificadas. Observamos que la MO no fraccionada, tras ser activada en cultivo con IFN-y y
LPS, presentaba un aumento de la actividad arginasa (71 + 30,2 mU arginasa) y producfa NO, (7,4 +
5,7 uM NO,) en comparacién con el medio (60,2 + 30,5 mU arginasa y 1,17 + 1,03 pM NO,).
Analizando estos mismos marcadores bioquimicos en las tres poblaciones candidatas se observo que la
poblacion CD11b" Gr-1"" tenfa niveles significativamente més altos de actividad arginasa y de
produccioén de NO; (79,17 + 17,66 mU arginasa y 10,74 + 4,356 pM NO,) en comparacién con las
otras dos poblaciones, CD11b* Gr-1" (16,35 + 3,51 mU arginasa y 0,42 + 0,94 uM NO,) (p=0,004 y
p=0,025 respectivamente) y Lin" CD45°(30,79 + 12,5 mU arginasa y 0,81 + 0,8 pM NO;) (p=0,040 y
p=0,029 respectivamente) (figura 7).

1" es la principal responsable de la

Estos resultados nos indican que las poblacién CD11b" Gr-
produccién de NO, y del aumento de actividad arginasa observado en la MO total y nos sugieren que

esta poblacién seria la médxima candidata a mediar el efecto tolerogénico observado in vivo.
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Figura 7: Determinacidn de los niveles de produccién de NO, y de la actividad arginasa en MO y en las

poblaciones celulares candidatas.

3- Analisis de la capacidad supresora de la MO

Una vez caracterizadas fenotipicamente las poblaciones candidatas procedimos a estudiar la capacidad
de suprimir la proliferacion de esplenocitos por parte de la MO total y de las tres poblaciones a
estudiar. Para ello se cocultivaron esplenocitos de un ratén inmunizado con MOG,q.55 con células de
MO o de las subpoblaciones purificadas, transducidas con el vector terapéutico (IiM) o con el vector
control (Ii), y después de 72 h se analiz6 la proliferacién mediante la incorporacion de timidina tritiada.
Los resultados obtenidos nos muestran que la MO tiene capacidad de suprimir la proliferacién de los
esplenocitos tanto de forma inespecifica como antigeno-especifica y que este efecto es dosis
dependiente (figura 8). Creemos que este efecto estd mediado principalmente por la poblacién CD11b*

Gr-1"" aunque no se puede descartar la posible contribucién ha este efector de la poblacién CD11b*

Gr-17



Ageéncia

de Gestié d’Ajuts
Universitaris

i de Recerca

Maci* Gri*
ns .
S 20000 S - i
o
3] .
. TR . g
3 B g
c [4
9 a
E kkk
3 |=_| 1:16 1:8 14 1:2 11 2:1
o = ratio BM.SPL
kkk
o —IJJlHl-E]-l Mac1* Gri'ow
1:2 11 2:1 4:1 8:1 3 - -
i " .
ratio BM:SPL g
O *
L
c
g #r
e
£
°
1:16 1:8 1:4 1:2 1:1

ratio BM:SPL

Figura 8: Andlisis de la capacidad supresora de la MO y de las subpoblaciones celulares candidatas.

4- Andlisis de células T reguladoras naturales (Treg) en animales recuperados de EAE.
A hembras de la cepa de ratén C57BL/6J de ocho semanas de edad se les indujo la EAE y cuando
aparecieron los signos clinicos en la mayoria de los animales (dfa 16-17 p.i.) se distribuyeron en los
diferentes grupos experimentales comparables clinicamente, A dos de los grupos se les infundié células
de MO transducidas con el vector terapéutico (grupo 1iM) o con el vector control (grupo Ii), el tercer
grupo se quedd como grupo de control de la enfermedad (grupo EAE).

Se sacrificaron los ratones del grupo IiM cuando presentaron un reversion de los signos clinicos, a lo
largo de 7 dias consecutivos, descartando asi una reversién espontdnea de la enfermedad, al mismo
tiempo se sacrificaron ratones de cada grupo control.

Se analizo la presencia de células Treg tanto en bazo como en SNC de los ratones de los diferentes
grupos.

No se observaron diferencias significativas entre los grupos experimentales en el porcentaje de la
poblacién de células T reguladoras naturales, ni en el bazo (IiM: 0,980% + 0,153, Ii: 1,140% + 0,370,
EAE: 1,927% + 0,463) ni en el SNC (IiM: 3,225% + 2,610, Ii: 5,835% + 4,115, EAE: 3,067 + 0,561)
(figura 9). Estos resultados nos sugieren que la mejora clinica de los ratones no es debida a un aumento
de la poblacién reguladora y por lo tanto no estarfa implicada en la induccién de tolerancia inmunitaria
en nuestro modelo animal, si bien el pequefio tamafio muestral nos impide extraer conclusiones mds

definitivas.
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recuperados (EM) y de los controles (i y EAE),

3- Anilisis de Ias células T reguladoras inducidas (Tr1) en ratones recuperados.
procedentes del bazo de log ratones, en presencia de estinmlos inegpecificos (PNLA + jonomicina) con
el propésito de activar la proliferacion celular y la secrecidn de citocinas. Degpués de 6 h en culfivo se
realizé un marcaje de superficie (D4 y CD45RB) y de citocinas intracelulares (ILLO, TL4 ¢ IL17) para
analizar lapoblacién Trl ( CD4* CDHSRBlew [1 100 IT4- TL ] Tlow),

Tal y como de observa en la tabla 7 no se observan diferencias significativas en loz niveles de
expresion de citocinag enfre los diferentes grupos, sugiriendo que la mejora de los signog clinicos en el
mfundido a estos ratones va que 1 hubiera sido asi habriamos obsgervado un aumente de la secrecion de
IL-10 y una disminucion de TL-4 en el gupo LN en comparacion con log ofrog dos grupos
experimentales, 51 bien, como comentamos en el anterior apatado, el reducido tamaiio muestral impide

extraer con¢lugiones mas definiti-as.

Tudlu ~: Porcentuje de citociuas tntracelnfures,

IL-10 5.083% 0,706 5.890% £ 0,450 4.513% 0,194

IL-4

0.467% £0.0353

0.400% £.,.090

0418% £0,0788

IL-17

01379 £ 0,012

0. 185% £ 0,015

0,155% 0,047
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Discusion

La finalidad de este trabajo es estudiar los mecanismos implicados en la induccién de tolerancia
inmunitaria en el modelo murino de EAE después de la infusién de células de MO que expresan un
autoantigeno. Para ello se estudio, en primer lugar, el fenotipo de la MO transducida con vectores
retrovirales. Sabiendo gracias a estudios previos por parte de nuestro grupo, que el efecto tolerogénico
es antfgeno especifico (pues no se produce en los grupos control), analizando la poblacién de células
transducidas observamos que habian ftres subpoblaciones, definidas fenotipicamente, que eran
mayoritarias al final de cultivo, dos de ellas con fenotipo mieloide (CD11b* Gr1"™ y CD11b" Grl1") y
una tercera con fenotipo mesenquimal. Debido al bajo rendimiento de recuperacién en la purificacién
de la poblacién mesenquimal, los estudios del efecto tolerogénico in vitro se centré en las dos
poblaciones micloides. Segiin los resultados obtenidos podemos decir que la mejor candidata a inducir
tolerancia en el modelo de EAE es la CD11b" Gr-1"" ya que es la que tiene un efecto supresor més
marcado y la unica que tiene expresién de NO sintetasa y aumento de la expresién de arginasa-1
cuando es activada con LPS y IFN-y. Estos datos nos indicarian que se podria tratar de una poblacién
previamente descrita como MDSC. Ademads, los resultados obtenidos nos sugieren que el efecto
supresor podria estar mediado por este aumento en la expresién de arginasa-1 y NO sintetasa, ya que
son los mecanismos descritos por los que las MDSC suprimen la respuesta T (Gabrilovich and Nagaraj
2009).

Por oftro lado, se estudié la participacion de las dos poblacion de células T reguladoras (Treg y Trl) en
la induccién de tolerancia en este modelo. Para ello se analizé la presencia de dichas células en bazo y
SNC de ratones con EAE pocos dfas después del inici6 de la recuperacion de los signos clinicos en los
ratones (IiM) para poder encontrar la maxima concentraciéon de estos tipos celulares en los tejidos
linfoides (bazo y ganglios) y en el lugar de inflamaci6én (SNC). Una vez analizadas las dos poblaciones
de células T reguladoras se observo que el porcentaje de estas poblaciones no estaba aumentado ni en
el bazo ni en ¢l SNC de los ratones recuperados, sino que tenfan niveles muy parecidos a los del grupo
no tratado (EAE) o al grupo tratado con el vector control (Ii), indicdndonos que la mejora observada en
los animales no es debida a una activacién de células Treg y su migracién al lugar de inflamacién
(SNC). Tampoco se ha observado un aumento de la poblacién Trl ya que los niveles de citocinas
intracelular (IL-10, IL-4, TL-17) eran similares comparando los diferentes grupos experimentales. Con
todo, no podemos descartar que participen en el mantenimiento de la tolerancia a largo plazo, ya que
los altos niveles de IL-10 y IL5 observados previamente se habfan detectado 41 dias después de inducir
la EAE en los ratones.

Como consecuencia de estos resultados pensamos que la recuperacion inicial de los ratones podria estar
mediada por la poblacién CD11b* Gr-1"", ya que tienen un efecto inmunosupresor antigeno especifico
in vitro significativamente mds marcado que el resto de poblaciones candidatas (CD11b" Gr-1" y
mesenquimales). Esta actividad supresora podria activar secundariamente a células Treg que se

encargarian de mantener la tolerancia inmunitaria en los ratones recuperados (Huang et al. 2006).
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