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RESUMEN

as células dendriticas (Dendritic Cells, DCs) tienen como mision principal la
captura, el procesamiento y la presentacién de antigenos a los linfocitos T.
Constituyen una poblacion celular heterogénea de la que en sangre periférica se
distinguen dos subtipos mayoritarios: células dendriticas convencionales (cDCs) y
células dendriticas plasmacitoides (pDCs). Ambos subtipos celulares estan implicados

en el inicio de las respuestas inmunitarias innata y adaptativa.

El papel que los distintos subtipos de células dendriticas juegan en la
respuesta a los aloantigenos, como modelo de respuesta inmune, no esta bien
definido. Experimentos in vitro han demostrado repetidamente que las cDCs son
capaces de inducir una potente respuesta proliferativa en los linfocitos T. Sin

embargo, las pDCs s6lo muestran una gran capacidad estimuladora tras su activacion.

Nuestra hipotesis inicial de trabajo considera que en la generacion de una
respuesta inmune fisioldgica intervienen los dos subtipos mayoritarios de células
dendriticas (cDC y pDC): la cDC lleva a cabo la captura y presentacion de antigenos,

mientras que la pDC puede colaborar en la generacion de la respuesta inmune.

Utilizando como modelo in vitro la respuesta alogénica, los resultados
obtenidos sugieren que la cooperacion de cDCs y pDCs juega un papel determinante
en la magnitud y el fenotipo de la respuesta T generando una respuesta del tipo Thl
con una mayor produccion de IFN-y (si se compara a las cDCs como unicas células
presentadoras de antigeno) (Antigen Presenting Cells, APCs). Hemos comprobado
también que la supervivencia y la maduracion inducidas en las pDCs son relevantes
para la obtencion de la respuesta T generada. En este sentido, los factores claves
implicados sobre la biologia de las pDCs serian, principalmente, la interleuquina 3
(IL-3) y el CD40L. También hemos descrito, por primera vez, que la IL-2 influye
directamente sobre distintos aspectos celulares de las pDCs como son la viabilidad, el
fenotipo y la secrecion de citocinas. Finalmente, hemos determinado el efecto del
tacrolimus o FK506 (agente inmunosupresor), ampliamente utilizado tanto para

trasplante como para diversas situaciones patologicas, sobre las pDCs.
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1. SISTEMA INMUNITARIO Y RESPUESTA INMUNE

. I sistema inmunitario estd formado por un conjunto de tejidos, célulasy
E moléculas cuya funcién principal es la proteccién del organismo contra
agentes infecciosos como son los hongos, las bacterias y los virus. Para hacer frente a
la amplia variedad de patdgenos, el sistema inmunitario ha desarrollado multiples
mecanismos que persiguen una eliminacion eficaz y especifica de los agentes
infecciosos, sin alterar la homeostasis del individuo y preservando “lo propio”. El
conjunto de mecanismos y procesos encaminados a mantener esta funcion se engloba
con el término de respuesta inmunitaria. Esta respuesta se basa principalmente en la
capacidad del sistema inmunitario de reconocer sefiales de peligro y reaccionar en
consecuencia. La respuesta inmunitaria puede clasificarse en funcion de distintos
criterios. Quizas el mas ampliamente aceptado distingue entre la respuesta
inmunitaria innata o antigeno inespecifica y la respuesta inmune adaptativa o
antigeno-especifica [1, 2]. Cada tipo de respuesta tiene sus caracteristicas esenciales,

y comprenden tanto elementos celulares como factores solubles.

La respuesta innata tiene como funcion elemental el rapido reconocimiento
de patogenos y/o tejidos dafiados y la sefializacion de la presencia de sefiales de
peligro a las células de respuesta adaptativa [3]. La respuesta innata esta mediada
por componentes celulares como son las células fagociticas y las células asesinas
(natural Kkiller: NK), asi como factores solubles como son el complemento y los
interferones de tipo | (IFNs I). Las células de la respuesta innata utilizan una gran
variedad de receptores de reconocimiento de patrones (por ejemplo: Toll-like
Receptors, TLRs). Estos patrones corresponden a determinadas estructuras que se
repiten entre los distintos patégenos y que se han conservado a lo largo de la
evolucién. Algunos ejemplos son el lipopolisacarido bacteriano (LPS), determinados
carbohidratos (cadenas que contienen residuos de manosa), y la doble cadena de RNA
viral [4]. Las células que desarrollan la respuesta innata desempefian un papel
esencial en la iniciacion y subsiguiente direccion de las respuestas inmunitarias

adaptativas.
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La respuesta adaptativa es altamente especifica. Cada linfocito posee
receptores de antigeno con una Gnica especificidad. Esta se genera por seleccion
clonal de los linfocitos antigeno-especificos y el reordenamiento de los genes de la
familia de las inmunoglobulinas, permitiendo la creacién de una amplia diversidad de
clones antigeno-especificos. Otro fundamento imprescindible en la respuesta
adaptativa es la memoria inmunoldgica. Esta garantiza una respuesta méas rapida y
efectiva en un segundo encuentro con el mismo tipo de patégeno, y por lo tanto
facilita una inmunidad protectora de larga duracion, siendo pues una de las
consecuencias bioldgicas méas importantes del desarrollo de la inmunidad adaptativa.
Los efectores de este tipo de respuesta son los linfocitos B y T. De modo muy
resumido, los linfocitos T, especialmente aquellos que han recibido la estimulacion,
generan sefales de activacion que determinan la respuesta inmune. Existen dos tipos
principales de linfocitos T efectores: células CD8+ o linfocitos T citotoxicos, y los
CD4+ o linfocitos T colaboradores (T helper, Th). Clasicamente, estos ultimos se
subdividen en Thl o Th2 en funcion del estimulo recibido y del patron de citocinas
secretado. Asi, se define una respuesta del tipo Thl, cuando los linfocitos T CD4+
producen principalmente IFN-y e IL-2 y favorecen una respuesta inmune celular. Por
el contrario, una respuesta del tipo Th2 se caracteriza por la secrecion de IL-4, IL-5,
IL-10 e IL-13, y en la que se promueve una fuerte respuesta mediada por anticuerpos.
Las células polarizadas a Thl o Th2 no s6lo producen un perfil de citocinas distinto,

sino también muestran una expresién diferencial de marcadores de activacion [5, 6].

Sin embargo, recientemente a esta taxonomia clasica de subtipos de linfocitos
CD4 deben incorporarse otros perfiles funcionales distintos, como son los linfocitos T
reguladores (Treg) [7] y los linfocitos Th17 [8].

Por lo que al primer grupo se refiere, su misién principal es el mantenimiento
de la homeostasis y de la tolerancia inmunolégica. Este grupo de linfocitos engloba
un gran numero de tipos celulares distintos. En primer lugar, los denominados
linfocitos T reguladores naturales (CD4+CD25+Foxp3+), cuyo origen es timico. En
segundo lugar, los linfocitos T que adquieren esta propiedad de regulacién del

sistema inmune en periferia. Destacamos de este segundo grupo, los Trl (hallados en
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la mucosa intestinal y caracterizados por la produccion de IL-10 y TGF-B) y los Th3
(gran productores de TGF-B y relacionados con la tolerancia oral). Pero ademas, no
sélo los linfocitos CD4 tienen propiedades reguladoras sino que otro tipo de linfocitos
T muestran dichas funciones (por ejemplo, células supresoras T CD8+, linfocitos NKT,

células T CD4-CD8- y linfocitos T y3).

Respecto al segundo tipo de linfocito T a tener en cuenta, Thl7, destacar su
implicacion en la eliminacion de patégenos durante las infecciones y la induccion de
inflamacién en enfermedades autoinmunes. Se caracterizan por la produccion de IL-
17, IL-17F, 1L-22 e IL-21; sus factores de transcripcion son STAT3, RORyt y RORa; los
factores que promueven su diferenciacién son TGF-f maés IL-6 o IL-21; y la IL-23

promueve su crecimiento y estabilizacion.

Para que tenga lugar una respuesta inmunitaria adaptativa es necesario que
las células presentadoras de antigeno (APCs) ejerzan su funcién sobre los linfocitos T.
Asi, las APCs deben presentar los antigenos procesados a través de la via clasica, en
el contexto del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC), o la via no clasica a
través de la familia CD1. Dentro del grupo de células presentadoras de antigeno
distinguimos dos grandes grupos: células APCs “no-profesionales” en el que se
incluyen los linfocitos B, los monocitos, los macréfagos y las células endoteliales; y

células APCs “profesionales” constituido por las células dendriticas (DCs).

2. LA CELULA DENDRITICA (DC)

2.1 GENERALIDADES

E aul Langerhans, en 1868, describidé por primera vez a las DCs, asumiendo que
eran células nerviosas cutaneas. Después de mas de 100 afios, en 1973, R.
Steinman y Z. Cohn describieron la existencia de una célula distinta a las que hasta

el momento habian sido observadas y que presentaba una morfologia particular que
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la caracterizaba. Por este motivo, a este tipo celular lo denominaron células
dendriticas [9]. Después de un periodo intenso de estudio (finales de los 70 principios
de los 80), establecieron el papel de estas células en la regulacion de la respuesta
inmune [10, 11]. Actualmente, las DCs constituyen un sistema integrado de células

presentadoras que controlan tanto la inmunidad como la tolerancia inmunolégica.

Las células dendriticas se generan a partir de precursores de médula 6sea y
tienen la capacidad tanto de iniciar como de modular las respuestas inmunes
dependiendo de las sefiales recibidas por parte de los microorganismos como del
microambiente y ambiente celular que las rodea [12, 13]. Ello permite al sistema
inmune distintas respuestas cualitativas dependiendo del tipo de infeccion
microbiana. Debido a su morfologia particular, gracias a la presencia de unas largas
prolongaciones citoplasmaticas denominadas dendritas, poseen una gran capacidad
de movimiento asi como también la capacidad de interaccionar con los efectores
tanto de la respuesta inmune innata: células NK [14-16] y NKT [17, 18], como
también con las células de la respuesta inmune adaptativa, com son los linfocitos T
[12, 19, 20] y los linfocitos B [21-23]. Las DCs fueron descritas como las mejores
células presentadoras de antigeno, ya que presentan una mayor eficacia para
estimular a los linfocitos T ademas de la capacidad exclusiva para activar

plenamente e inducir la expansion clonal de linfocitos T naive [10].

Se encuentran ampliamente distribuidas en los tejidos de distintos 6rganos [24,
25] particularmente en aquellas zonas de interfase con el medio externo (la piel y las
mucosas) [25] representando el 1-2% del total de células. El sistema de DCs esta
compuesto por distintos subtipos celulares que expresan diferentes receptores
microbianos [26], distintas moléculas en superficie [27-29], asi como un perfil de

citocinas propio [30, 31] (Tabla 1 y Figura 1).
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Tabla 1. Principales subtipos de DCs humanas

DCs dermales DCs DCs

DCs Langerhans - . . -
intersticiales convencionales | plasmacitoides

Principales
subtipos de DCs

humanas 477\

4

DC-SIGN (DC-SIGN)
Lectinas tipo C Langerina Receptor de (Receptor de BDCA-2
manosa manosa)
CD1lic
CDlic CDla/CD14
A CD123
Moleculas CDla CD11b CD1lc
especificas ) ILT7
E-cadherina CD36
Factor Xllla

Receptores tipo | TLR1, 2, 3, 6, TLR1, 2, 3, 4, TLR1, 2, 3, 4, TLR1, 6, 7,9,
Toll (TLRs) (7), (10) 5,6,7,8 5, 6, (7), 8, 10 10

Tabla 1. Subtipos de DCs humanas in vivo. Existen dos subtipos de cDCs en la piel (LC:
células de Langerhans Cells y IntDC: células intersticiales), localizadas en dos estratos
dérmicos distintos. Ademas, en sangre periférica coexisten dos subtipos mayoritarios de
DCs (cDCs o0 mDCs y pDCs). Estos subtipos de DCs muestran un perfil diferencial de
receptores microbianos (CLR, receptores lectina tipo C; TLR, receptores tipo Toll) y una
expresion especifica de moléculas.

En la periferia, las DCs actian como centinelas capturando los antigenos que
son procesados y transformados en péptidos que son presentados en el contexto de
las moléculas de MHC de clase | (MHC I) y MHC Il (expresion constitutiva) para ser
reconocidos por los linfocitos T CD8 y CD4, respectivamente. De forma que, las APCs
presentan los antigenos exdgenos en moléculas MHC Il, mientras que los de origen
enddégeno (componentes propios o los producidos como consecuencia de una
infeccidn viral) lo son en moléculas MHC I. Sin embargo, en las DCs existen evidencias

claras de la presentacion de péptidos de origen exégeno en moléculas MHC |. Este
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fendbmeno se conoce como presentacion cruzada (cross-presentation) y es de gran
importancia en el caso de respuestas a agentes infecciosos que no infectan

propiamente a las APCs.

La activacion de las DCs es fundamental para el inicio de la inmunidad
adaptativa porque hace de puente entre los eventos que ocurren en periferia,
encuentro con patdgenos, y la activacion y expansion de linfocitos T antigeno-
especificos que tiene lugar en los organos linfoides secundarios. Las DCs dirigen las
respuestas T frente a patdgenos gracias a la presentacion de antigenos unidos a
moléculas de MHC y a la expresion de moléculas de coestimulacién como son CD40,
CD80 y CD86, entre otras. Ademas, las citocinas secretadas por las DCs proporcionan

sefiales adicionales que determinan el resultado de las interacciones DC-linfocitos T.

Es importante sefialar que el sistema de células dendriticas presenta una gran
plasticidad funcional. Esta plasticidad funcional viene determinada por la diversidad
de las respuestas inducidas: Thl, Th2, Th3 [31] o Th17 [8] en funcidn del estimulo
recibido y también por la capacidad de inducir tolerancia periférica [32] a través de

distintos mecanismos.

2.2 SUBTIPOS DE CELULAS DENDRITCAS

. I sistema de DCs esta compuesto por varios subtipos de células con distintas

funciones [33]. Existen numerosas razones para pensar en un sistema de DCs
especializado. Por ejemplo, los requisitos para hacer frente a una infeccion viral
probablemente no son los mismos que aquellos que se necesitan para eliminar
bacterias, hongos y parasitos. Del mismo modo, la activacién de linfocitos T difiere
de la de los linfocitos B, asi como los requisitos para la induccion de inmunidad
deben diferir de aquellos para la induccién de tolerancia. Sin embargo, esta
especializacién s6lo se pone de manifiesto para el reconocimiento de patdgenos
(Tabla 1) ya que se ha demostrado una cierta plasticidad y flexibilidad a nivel
funcional [34, 35].
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In vivo, pueden identificarse varios tipos de células dendriticas en base a sus
progenitores, distribucion tisular, y a los marcadores de superficie que expresan [25,
33, 36]. En condiciones fisiologicas, las DCs se encuentran tanto en tejidos
periféricos como en drganos linfoides. Los subtipos de DCs también circulan por el
torrente sanguineo. Esta heterogeneidad se ha puesto de manifiesto especialmente
en las DCs murinas, gracias a la relativa accesibilidad de sus distintos tejidos
linfoides (bazo, ganglios linfaticos, timo) y a la identificacién de la expresion de
marcadores de superficie (Tabla 2). Asi marcadores comunes como el CD4 y el CD8
han servido de herramientas fundamentales para la clasificacion de los subtipos de
DCs murinas [37].

Tabla 2. Principales subtipos de DCs murinas

GL: ganglio linfatico; PP: placa de Peyer; LP: lamina propia. (Current Opinion in
Immunology, 2008)

En cambio, los trabajos realizados sobre los subtipos de DCs humanos se han
restringido, principalmente, a sangre periférica. En el hombre, aproximadamente el

0,1% de las células mononucleares de sangre periférica son DCs.
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En base a la expresion del marcador mieloide CD11c se han identificado dos
subtipos mayoritarios de DCs conocidos como células dendriticas convencionales o
mieloides CD11c+ (cDCs o mDCs) y las células dendriticas plasmacitoides CD11c-
(pDCs) [26-28]. Ambos subtipos se encuentran tanto en sangre periférica de adulto
como en sangre de cordén umbilical [38] y presentan un patrén diferencial de
citocinas [29] y de receptores de quimiocinas [39], una distinta localizacion
microambiental, un diferente potencial de migracion [40] asi como también un perfil
diferenciador en la expresion de otros marcadores de superficie entre los que
destacan los receptores para el reconocimiento de moléculas relacionadas con los

patogenos [41] (Tablal y Figura 1).

Figura 1. Subtipos mayoritarios de DCs humanas obtenidos de sangre periférica

MHC Il +++ CCR2 +
HLA-A,B,C +
CCR3 +
CD4 +
CCR5 +/- IL-12
marcadores
mieloides CXCR3 +/-
CD45R0O +
CXCR4 +
BDCA-1, BDCA-3
EM x7000

CCR2 +
S MHC Il ++
CCR3 +/-
. HLA-A,B,C +
: Py 2 ++ H
t‘fﬂifﬁ‘\g CD4 + + CCR5 IFN tIpO I
LS 3’ : &rijvg ?)‘ CD45RA + CXCR3 ++
R u "
o arats? |, BDCA-2, BDCA-4 CXCR4 +
~ i
EM x7000

Figura 1. Subtipos de DCs humanas en sangre periférica. Existen dos subtipos mayoritarios
de DCs (cDCs o0 mDCs y pDCs). Estos subtipos de DCs muestran un perfil diferencial de
marcadores en superficie (panel izquierdo); una expresion especifica de receptores de
quimiocinas (panel central); asi como, un patrén diferencial de citocinas (panel derecho).
Microscopia electrénica x7000 (Gémez y col. Tissue Antigens 2004; 63(2):149-57)

10
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Los métodos para la deteccion y purificacion de DCs humanas frescas se
basaban clasicamente en un criterio inmunofenotipico que incluia la presencia de
moléculas HLA-DR y la ausencia de marcadores especificos de linaje incluyendo el
CD3 tipico de linfocitos T, ni de B (CD19, CD20), ni de NK (CD56), asi como tampoco
de monocitos (CD14) [42-44]. Sin embargo, se han descrito nuevos marcadores de
células dendriticas que permiten una cuantificacion [45] y caracterizacion mas
especifica de distintos subtipos de DCs en sangre periférica (Blood Dendritic Cell
Antigen; BDCA-1, BDCA-2, BDCA-3, BDCA-4) [46, 47].

A pesar del enorme progreso conseguido, nuestro conocimiento acerca de la
biologia de las DCs in vivo se ha visto limitado por la escasez que dicha poblacion
celular representa. Este hecho se ha intentado substituir con el uso de potentes
factores de crecimiento in vivo de las DCs como son FIt3L, GM-CSF y G-CSF [48-51]
asi como la obtencién in vitro de DCs a partir de distintas fuentes celulares que
sirven como progenitores de dichas células [52]. FIt3L aparece como el principal
factor que regula la homeostasis de las DCs en un estado de reposo ya que potencia

la generacion de cDCs y pDCs tanto in vivo [48, 51] como in vitro [53, 54].

2.2.1 DC convencionales (cDC)

n n vivo, podemos encontrar cDCs en al menos tres compartimentos: residentes

en tejidos periféricos, en 6rganos linfoides secundarios y en sangre periférica.

En la piel, se pueden distinguir dos tipos de cDCs: las células de Langerhans
(LCs) que residen en la epidermis; mientras que las DCs intersticiales se encuentran
en la dermis [55]. Ambos subtipos presentan un patron diferencial a nivel fenotipico
[56], quimiotactico [57] y funcional [29, 58] (Tabla 1). La mayoria de estudios
realizados con los subtipos de cDCs residentes en tejidos periféricos se han llevado
acabo con DCs generadas in vitro [59, 60]; y los resultados obtenidos concuerdan con

los hallazgos observados in vivo [61].

11
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Las DCs residentes en organos linfoides secundarios capturan antigenos
microbianos rapidamente y, tras estimulacion a través de los receptores que
reconocen patrones especificos (Pattern Recognition Receptors, PRRs), inducen la
proliferacion y la secrecion de IL-2 de linfocitos T antigeno-especificos [62]. No s6lo
estan implicadas en la induccion de la inmunidad; sino que también, en la tolerancia
inmunoldgica a través de la captura y presentacion de antigenos propios en ausencia

de sefiales de peligro o inflamacién.

Las cDC representan del 0.09-0.44% de los leucocitos de sangre periférica en
humanos. El papel fisiolégico de las cDCs de sangre periférica esta poco claro.
Podrian representar un reservorio de precursores celulares que migrarian a los
tejidos para reestablecer la poblacién de DCs. De hecho, estadn capacitadas para
transportar los antigenos capturados, desde la periferia a los 6rganos linfoides

secundarios (Figura 2).

Ademés, las cDCs estan intimamente relacionadas con los monocitos. Por
ejemplo, cuando los monocitos se cultivan in vitro con GM-CSF y IL-4 generan células
dendriticas mieloides [63, 64] (células dendriticas derivadas de monocitos, Monocyte
Derived Dendritic cells, MDDC). Y por el contrario, mDC inmaduras si se cultivan con
M-CSF se diferencian a fenotipo macrofago [65]. Sin embargo, existen algunas
diferencias fenotipicas (CDla especifico para MDDCs) [66, 67] y funcionales [67-69]
entre las cDCs obtenidas de sangre periférica y las MDDCs. Destacar que nuestro

trabajo se centra en las cDCs obtenidas en sangre periférica.

2.2.1.1 Morfologia

Las c¢DCs muestran una morfologia similar a los monocitos. Presentan un
contorno celular irregular, con un nucleo hiperlobulado (ver Figura 3, panel A). Las
imagenes de microscopia electrénica de cDCs de sangre periférica ponen de
manifiesto que estas células poseen grandes procesos citoplasméticos, un reticulo

endoplasmatico escaso y numerosas mitocondrias (ver Figura 3, panel B).

12
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Figura 2. Esquema del ciclo vital de las DCs (cDCs y pDCs)
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Figura 2. Ciclo vital de cDCs y pDCs. Las etapas del desarrollo de las DCs comprenden la
diferenciacion celular, la captura del antigeno en superficie (cDCs), la migracion y la
presentacién antigénica. Las cDCs que se encuentran en la periferia se dirigen a los
drganos linfoides secundarios donde se llevara a cabo la presentacion antigénica gracias a
la accion cooperativa de ambos subtipos de DCs (donde previamente las pDCs han migrado
directamente). (adaptacion de Journal of Clinical Immunology, 2005)

2.2.1.2 Fenotipo

Las cDCs de sangre periférica expresan marcadores mieloides como son CD13,
CD33 y la integrina 2 (CD11c), el transcrito del receptor inhibidor tipo-Tg 1 (ILT-1) y
bajos niveles de CD123 [70]. Ademas expresan CD45R0O asi como receptores para los

fragmentos Fc de las inmunoglobulinas (CD32, CD64 y FceRI) (Figura 1).

13
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Referente a los BDCAs, se han descrito dos marcadores que distinguen dos
subpoblaciones de cDCs: el BDCAl+ que se expresa en una subpoblacion mayoritaria
de cDCs caracterizadas por la elevada expresiéon de CD11c y un nivel medio de CD123
(mDC1); y el BDCA3+ que representa una pequefia subpoblacién de células mieloides
CD1lc+ CD123- (mDC2). Pero ademas, se incluye un tercer subtipo de células
dendriticas mieloides que se distingue por su expresion de CD16 [66, 71, 72]. Este
altimo subtipo sélo se encuentra en sangre periférica [73] y espontdneamente se
convierten en células dendriticas maduras cuando se cultivan in vitro incluso en

ausencia de la adicion de factores exogenos.

2.2.1.3 Funcién

Como se ha indicado anteriormente, la capacidad de las DCs para estimular
células T depende en gran medida de los niveles de las moléculas coestimuladoras
(como son el CD80 o B7.1 y el CD86 o B7.2) asi como de la secrecién de una gran
variedad de citocinas [74-76]. Las cDCs aisladas de sangre periférica presentan
elevados niveles de MHC, una expresion moderada de moléculas coestimuladoras y
son potentes aloestimuladoras [27] (Figura 1). Durante su maduracion, en respuesta
a un estimulo patogénico, estas células producen grandes cantidades de IL-12 (Figura
1), promoviendo basicamente una respuesta del tipo Thl y el desarrollo de linfocitos
T citotoxicos. La IL-12 media la activacion de linfocitos T a través de efectos directos
sobre su proliferacion y por la induccion de citocinas como el IFN-y. Sin embargo,
otros factores (prostaglandina E2, PGE2; IL-10) podrian favorecer la diferenciacion de

cDC a células maduras inductoras de una respuesta Th2 [77].

2.2.2 DC plasmacitoides (pDC)

as células dendriticas plasmacitoides representan del 0.09%-0.37% del
total de leucocitos en sangre periférica de humanos. Originalmente, fueron
descritas por los patdélogos como células T plasmacitoides o como monocitos

plasmacitoides.

14
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Las pDCs expresan selectivamente los receptores de reconocimiento de
patrones del tipo Toll (Toll-like receptor)-7 y 9, y estan especializadas en una
secrecion masiva y rapida de interferones de tipo | (interferéon a, B, ®) en respuesta
a un amplio abanico de patégenos [78-81] (Tabla 1 y Figura 1). Las células
productoras de interferones de tipo | (Interferon Producing Cells, IPC) pueden
promover la funcion de otras células del sistema inmune como son las NK [82, 83], los
linfocitos B [84, 85] y T [86] , y las cDCs [87] a través, entre otros, de estos
interferones. Tras una infeccion viral, las pDCs se diferencian en un Unico tipo
maduro de DCs, el cual puede regular la funcién de los linfocitos T y de esta forma se
establece un nexo de unidn entre las respuestas inmunes innatas y las adaptativas
[88].

Es importante destacar que una propiedad de las pDCs tanto de raton como
las humanas es su extremada sensibilidad al cultivo in vitro. Las pDCs entran
rdpidamente en apoptosis en tan sélo 4 horas de cultivo asi como también
disminuyen su capacidad para producir IFN-a. La supervivencia de la pDCs humanas
en cultivo se ve incrementada por la presencia de IL-3, el IFN-a. en si mismo, asi
como los ligandos para TLR7 (imiquimod) y secuencias ricas en motivos CpG [78, 89,
90]. También hay que destacar el papel autocrino del TNF implicado en la
maduracién de las pDCs a células presentadoras de antigenos y a la regulacion

negativa en la secrecion de IFNs tipo | [91].

2.2.2.1 Morfologia v localizacion

Las pDCs purificadas de sangre periférica son ligeramente mas pequefias que
los monocitos pero mas grandes que los linfocitos en reposo. Tras una tinciéon con
Giemsa puede observarse una morfologia redondeada con un nucleo oval o en forma
de rifién (ver Figura 3, panel A). Tienen un citoplasma basoéfilo que contiene una
destacada zona perinuclear clara. En una micrografia electronica de barrido,
podemos observar una morfologia redondeada, de apariencia linfoide con un
contorno liso. A nivel de microscopia electrénica de transmision se observa que las

pDCs poseen numerosas mitocondrias y un importante reticulo endoplasmatico (ver
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Figura 3, panel B). En conjunto, muestran una morfologia que se asemeja a la de

células plasmaticas.

En condiciones basales tras abandonar la médula ésea, las pDCs migran a las
zonas ricas en linfocitos T de los ganglios linfaticos a través de las vénulas de
endotelio alto (High Endothelial Venule, HEV) y también se encuentran en las zonas
marginales del bazo. La migracion constitutiva hacia los ganglios linfaticos va
asociada a la expresion de la L-selectina (CD62L) en las pDCs la cual interacciona con
su ligando expresado en las HEV ademés de la quimioatraccion de ELC/CCL19 y
SLC/CCL21 expresadas por las HEV y las células estromales dentro de las zonas ricas
en células T [40, 79, 92, 93]. En la actualidad, se cree que los ganglios linfaticos no
inflamados promueven la adhesién pero no la transmigracién de las pDCs [94],
mientras que la emigracién de las pDCs hacia los ganglios tendria lugar en un estado
de inflamacién. En humanos, el receptor tipo quimiocina 1 (Chemokine-like receptor
1, CMKLR1), también denominado ChemR23, se expresa en la superficie de las pDCs y

aparece como mediador del reclutamiento a través de las HEVs [95].

2.2.2.2 Fenotipo

Las pDCs humanas se definen por la expresion de los marcadores
CD4+CD45RA+IL3Ra(CD123)+ILT3+ITL1-CD11c-linaje-. Al contrario que las cDCs, las
pDCs no expresan la mayoria de antigenos mieloides como el CD11b, CD13 o el CD33
en condiciones basales (Figura 1). También se ha observado que expresan el RNA
mensajero para la subunidad o del pre-TCR (pre-TCRa) y el CD3g, transcritos
asociados a linaje de células T, asi como el factor de transcripcion linfocito-
especifico, SpiB. Ademas, se ha identificado en timo humano una poblacién similar a
la CD11lc- pre-TCRa que puede madurar tras cultivo in vitro con IL-3 y CD40L [96].
Por estas evidencias, se ha asociado a estas células un linaje linfoide, aunque el

origen de dichas células no esta esclarecido [97].

16



-D INTRODUCCION [

Figura 3. Morfologia de DCs humanas aisladas de sangre periférica.

Giemsa x400

EM x7000

Figura3. cDCs y pDCs: A.Giemsa stain x400 y B. Microscopia electrénica x7000 (Gémez y
col. Tissue Antigens 2004; 63(2):149-57).

En el afio 2000, fueron descritos algunos marcadores especificos para las pDCs
humanas de sangre periférica y médula ésea: el BDCA-2 y el BDCA-4 [47]. EI BDCA-2
es una lectina tipo C, una glicoproteina transmembrana que puede internalizar el
antigeno (aun desconocido) para ser presentado a linfocitos T. Los anticuerpos anti-
BDCA-2 inhiben la produccion de interferones de tipo | por parte de las pDCs [98]. Por
otro lado, se conoce que el BDCA-4 es idéntico a la neurofilina-1, la cual es un
receptor neuronal perteneciente a la subfamilia semaforina. Los anticuerpos anti-
BDCA-4 no afectan sustancialmente a la funcién de las pDCs y, desde este punto de
vista, resultan de gran utilidad para la purificacion por seleccién positiva de dichas

células. Mientras que BDCA-2 es exclusivo de pDCs, el BDCA-4 también esta presente
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en ¢DCs gque han sido cultivadas in vitro y que han sufrido un proceso de maduracion

[99], asi como en linfocitos T [47].

2.2.2.3 Funcidén

Las pDCs tanto murinas como humanas son pobres inductoras de la
proliferacion de linfocitos T. Sus procesos de captura, procesamiento y presentacion

antigénica son mucho menos eficaces si se comparan con los de las cDCs [100].

Aunque al principio se considerara que las pDCs tenian poca importancia en la
captura del antigeno; se ha demostrado que las pDCs humanas de sangre periférica
internalizan antigenos solubles [98], pueden internalizar anticuerpos unidos a
receptores de superficie (por ejemplo, BDCA-2) y anticuerpos unidos a antigenos
restringidos por MHC 1l [101, 102]; por su parte las pDCs esplénicas murinas fagocitan
bolas de latex [103].

Ademas expresan niveles minimos de moléculas coestimuladoras y poseen
baja expresion de MHC Il [104, 105]. A diferencia de las células inmaduras, las pDCs
activadas aumentan la expresion en superficie tanto sus moléculas de MHCII como sus
moléculas coestimuladoras, incrementando su habilidad para estimular linfocitos T
[100].

Las pDCs, al igual que las cDCs, son muy flexibles en cuanto a dirigir
respuestas de linfocitos T se refiere. Asi, dependen de su estado de maduracion y de
la naturaleza y concentracién de antigeno [80, 106]. Se ha demostrado que las pDCs
son capaces de inducir tanto una respuesta del tipo Thl como Th2 dependiendo del
estimulo recibido [76, 107]. También, en algunas circunstancias, son capaces de

promover la diferenciacion de células T reguladoras [108].
Los estimulos mejor caracterizados de las pDCs son los virus. Una estimulacion

viral induce a las pDCs a producir grandes cantidades de IFN-a, asi como otras

citocinas.

18



-D INTRODUCCION [

Sin embargo, la capacidad para producir IFN-a es relativamente transitoria
(horas). El IFN-a. es una citocina pleiotrépica de potente actividad antiviral que
también funciona como factor inhibidor del crecimiento, factor anti-apoptético y
modula una gran variedad de respuestas inmunitarias. Aunque existe cierta
controversia al respecto, se cree que en humanos el IFN-o es un inductor efectivo de
respuestas Thl [109]. Asi que el interfer6n producido tras una estimulacion viral
induce a las pDCs a diferenciarse en DCs maduras que estimularan T naive a producir
principalmente IFN-y e IL-10 [110, 111].

Por otra parte, se ha descrito que las pDCs en presencia de IL-3 y el CD40
ligando (CD40L) inducen un patrén de respuesta T del tipo Th2. Asi las células T
estimuladas por estas pDCs condicionadas secretan interleucinas tipicas de Th2,
como son IL-4, IL-5 y IL-10 [76, 100].

Como ya se ha apuntado, las pDCs pueden mostrar un papel regulador [103,
112]. Los estudios de Gilliet y Liu muestran que si se co-cultivan linfocitos CD8+
alogénicos con pDCs activadas via CD40L, las células T muestran tanto una pobre
respuesta proliferativa como también una baja actividad citolitica [108]. Otro estudio
ha demostrado también que, las pDCs estimuladas via CD40 inducen linfocitos T CD4+
reguladores, productores de IL-10 [113]. Existen otras evidencias del papel regulador
de las pDCs. Kuwana y colaboradores demostraron que las pDCs aisladas de sangre
periférica tienen capacidad para inducir anergia en lineas celulares CD4+ especificas
para la toxina teténica. Los linfocitos T no son capaces de producir ni IL-2 ni IFN-y,
mientras que la produccion de IL-10 se ve incrementada [114]. Ademas, otro estudio
ha sugerido que las pDCs humanas pueden inducir células T CD4+CD25+ reguladoras
[115].

Las pDCs humanas presentan péptidos asociados a MHC | con una eficacia
similar a las cDCs [116, 117]. También se ha demostrado, in vivo, esta elevada
eficiencia de presentacién en pDCs murinas [118]. Asi pues, las pDCs llevan a cabo la

mayoria de funciones necesarias para la presentacion cruzada (cross-presentation):
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endocitosis, procesamiento y presentacion de antigenos virales. Ademas de mostrar

una plena capacidad de inducir activacion cruzada (cross-priming) [119].

3. FUNCIONES DE LAS CELULAS DENDRITICAS: CAPTACION,

PROCESAMIENTO DE LOS ANTIGENOS, MIGRACION, ACTIVACION

Y/O MADURACION

partir de su generacion en médula 6sea, la DC sufre un proceso de desarrollo

gue puede dividirse en dos fases:

1) la diferenciacion

2) la maduracion

En la fase de diferenciacion [120] los progenitores derivados de médula 6sea
se diferencian en precursores circulantes que llegaran a generar distintos subtipos de
DCs. Entre las distintas subpoblaciones de DCs, unas actian como centinelas en
tejidos periféricos, mientras que en otros casos, las DCs residen en tejidos linfoides
(reflejado en Figura 2). En este estado, las DCs son consideradas como células

inmaduras.

El proceso de maduracion [121] se caracteriza por la transformacion de las
DCs en potentes estimuladoras de linfocitos T. Basicamente consiste en un programa
de regulacion transcripcional en el que estan implicados una gran variedad de genes
[122, 123] que controlan distintos aspectos funcionales. Primeramente, la
maduracién induce una dramatica reorganizacion estructural que determina un
cambio sustancial en la funcién de la DC, inhibiendo su capacidad de captacién de
antigenos e iniciando los procesos de presentacion (Figura 4). Otros aspectos en la

biologia de las DCs que se ven influenciados son la migracion, la coestimulacion y la
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produccién de citocinas que determinan la polarizacién de los linfocitos T. Este

proceso estd asociado a numerosos eventos coordinados que se resumen en el

siguiente esquema (Figura 4):

Figura 4. Esquema de maduraci

6n de las DCs

Moléc. Microorganismos
Citocinas proinflamatorias
Sefales peligro

CD40-CD40L

DC INMADURA

Incremento MHCII
Endocitosis y Fagocitosis

Expresién incrementada:

CCR1, 5, 6
Expresién disminuida:
CCR7
CD83
CD80, CD86

DC MADURA

Incremento en superficie MHCII
Disminucién Endocitosis y Fagocitosis
Expresién disminuida:

CCR1, 5, 6
Expresién incrementada:

CCR7
CD83
CD80, CD86
CD40

CD40

Figura 4. Después de la maduracion, las DCs sufren grandes cambios morfolégicos,
fenotipicos y funcionales. Desde el punto de vista morfoldgico, las DCs sufren una
reorganizacion de su citoesqueleto, perdiendo su capacidad de adherencia y adquiriendo

largas prolongaciones citoplasmasticas que

le confieren una fuerte capacidad de

movimiento. Por lo que al fenotipo se refiere, consiste en un incremento de la expresion
de moléculas de coestimulaciéon CD40, CD80, CD86, y moléculas de adhesion tales como el
CD54 y el CD58. Ademas, existe un cambio en el perfil de receptores para la quimiocinas.
También se incrementa fuertemente la expresion de moléculas de MHC | y Il en la
superficie de las DC maduras. Finalmente, desde un punto de vista funcional, las DC
adquieren una gran capacidad de presentacion del antigeno, perdiendo su potencial de

captar y procesar el antigeno.
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3.1 CAPTACION Y PROCESAMIENTO DE LOS ANTIGENOS

3.1.1 Captacion del antigeno

. a capacidad por parte de las DCs de captar y procesar el antigeno depende
L fuertemente del estado de maduraciéon de estas células. Dependiendo de su
localizacion, de las sefales que provienen del ambiente exterior y segin el método
de cultivo celular in vitro utilizado para su diferenciacion, las DCs pueden variar de
forma significativa desde un punto de vista funcional. Las DCs de érganos no linfoides,
que se encuentran inmaduras en la periferia se caracterizan por una baja
expresionde moléculas MHC 1y I, y de moléculas coestimuladoras, desempefiando un
papel de centinela del sistema inmune. Ellas son capaces de captar y procesar el
antigeno, después migrar, gracias a la accién de sefiales inflamatorias, alcanzando
los 6rganos linfoides a través de la sangre y la linfa. Después de la migracion, las DCs
maduran y adquieren nuevas capacidades que les permiten iniciar las respuestas

inmunitarias.

Los principales mecanismos de captura del antigeno ejercidos por las DCs son

pinocitosis, endocitosis mediada por un receptor especializado y fagocitosis.

La pinocitosis, caracterizada por la invaginacién de la membrana y la
formacion de vesiculas de gran tamafo, permite la internalizacién de particulas

solubles provinentes de los fluidos extracelulares [124].

La endocitosis que es mediada por receptores presentes en la superficie de las
DCs, tales como los receptores de los fragmentos Fc de las inmunoglobulinas (FcyRl,
CD64 y FcyRIl, CD32) para la captura de inmunocomplejos [124] o los receptores de
tipo lectina [125] y receptores de manosa pudiendo fijar el antigeno [126]. Ademas,
también tienen la posibilidad de internalizar proteinas de choque térmico, hsp 70 o

gp96, a través de muliple receptores como son LOX-1 [127] y TLR2/4 [128].
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Mediante la fagocitosis, las DCs son capaces de internalizar cuerpos
apoptoticos y necroticos [129-132]; virus y bacterias (incluyendo mycobacteria) [132];

asi como parasitos intracelulares.

Clasicamente, se ha descrito que estos mecanismos de captura de antigenos
son especializadas las DCs inmaduras y que tras recibir un estimulo de maduracién,
las DCs disminuyen su capacidad de endocitosis [123, 133, 134]. Sin embargo, la
formacion de vesiculas de clatrina (esenciales en la pinocitosis) tiene lugar de forma
continuada en las células. Por ello y por publicaciones recientes del propio grupo
[135], no deberia considerarse que las DCs maduras no son capaces de llevar a cabo

procesos de internalizacion de antigenos.

3.1.2 Procesamiento y presentacion del antigeno

0os antigenos capturados son procesados por las DCs en distintos
compartimentos intracelulares y son cargados en moléculas presentadoras de
antigeno [136]. Los antigenos proteicos son presentados a través de la via clasica
(MHC) mientras que los antigenos lipidicos son presentados a través de una via no
clasica (CD1) [25].

Existen dos vias distintas para la presentacion de péptidos antigénicos en
moléculas MHC [25, 136, 137]. Los antigenos de origen exdgeno son internalizados
por procesos de fagocitosis o endocitosis y, normalmente, son procesados y cargados
en moléculas MHC Il en un compartimento post-Gogi. Mientras que, los antigenos
endogenos son parcialmente digeridos por el proteasoma, asociados al transportador
TAP (Transporter Associated with antigen Presentation) y transferidos al reticulo

endoplasmatico (ER) donde finalmente son cargados en moléculas MHC 1.
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Como ya he apuntado anteriormente, los linfocitos T CD8+ y CD4+ expresan
receptores clonalmente distribuidos que reconocen fragmentos antigénicos (péptidos)
asociados a moléculas MHC | y II, respectivamente. La degradacion antigénica y la

carga peptidica en moléculas MHC ocurre intracelularmente.

3.1.2.1 Presentacion a través de la via clasica

. as DCs procesan los antigenos exdgenos permitiendo su asociacion a moléculas
L de MHC II. Los antigenos enddgenos, sin embargo, son procesados para ser
presentados en moléculas de MHC |. Un tercer mecanismo, denominado
“presentacion cruzada” (cross-presentation), permite el procesamiento y el

cargamento de antigenos exdgenos en moléculas MHC |I.

Los antigenos capturados y presentados en moléculas MHC Il son transportados
desde el compartimento lisosomal a la membrana celular tras el proceso de
maduracién que sufren las DCs [138, 139]. Estos complejos péptido-MHC (p-MHC) son
muy estables en la superficie de las DCs maduras, facilitando el reconocimiento por
el TCR. Ademas, las DCs, a diferencia de los macr6fagos, muestran bajos niveles de
proteasas lisosomales lo cual representa una degradacién lenta del antigeno. En este
sentido, el antigeno queda retenido por mas tiempo en los 6rganos linfoides
favoreciéndose la presentacion antigénica [140]. Ambas caracteristicas, la
prolongada disponibilidad del antigeno y de presentacién antigénica, podrian explicar

la eficiencia de las DCs en promover la diferenciacion de los linfocitos T naive.

Las moléculas de MHC | representan otra via de presentacion antigénica que
es explotada por las DCs [136]. A través de este mecanismo, como se ha mencionado
anteriormente, se presentan péptidos “enddgenos”, originados a partir de proteinas
celulares o virales, asi como la presentacion de antigenos exdgenos por presentacion
cruzada. De hecho, el cross-priming podria ser el principal camino por el cual tiene
lugar la inmunidad antitumoral y la inmunidad frente a microorganismos que no

infectan directamente a las DCs [141, 142]. A pesar de que esta via de presentacion
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se esté utilizando en terapia celular para el disefio de vacunas terapéuticas, todavia

quedan algunos aspectos del mecanismo de presentacion por acabar de determinar.

3.1.2.2 Presentacion a través de la via no cldsica (familia del CD1)

a familia CD1 presenta antigenos lipidicos a los linfocitos T [143].
En humanos, la familia CD1 esta formada por 5 miembros CDla-c (grupo 1);

CD1d (grupo 2) y CD1e (grupo 3), mientras que en raton solo se ha descrito CD1d.

Distintas moléculas de CD1 muestran distintos patrones de trafico intracelular
probablemente como resultado del reparto del antigeno en distintos compartimentos
celulares. Cabe destacar las similitudes entre el sistema MHC Il y CD1 pero también
diferencias que los hacen sistemas con autonomia propia. Asi por ejemplo, la

maduracion de las DCs no afecta significativamente al sistema CD1 [144, 145].

En este campo de estudio, el proximo reto sera comprender qué mecanismos
de presentacion antigénica son utilizados preferentemente por cada subtipo de DC, y
las consecuencias de esta presentacion diferencial en las respuestas inmunes

inducidas.

3.2 MIGRACION

a captacion del antigeno asociada a signos de maduracién promueven la
. migracién de las DCs a las zonas T de los 6rganos linfoides a través de la
sangre y la linfa. Los signos de maduracién inducen un cambio en el repertorio de
receptores de quimiocinas expresado por parte de las células DCs (disminucién de la
expresion de CCR1, CCR2 y CCR5) [146, 147]. Las DCs pierden su capacidad de
responder a ciertas quimiocinas habitualmente expresadas a nivel de los lugares de
inflamacién [148-150]. Por el contrario, la expresiéon de CCR7 se incrementa a las 24
horas después de la estimulacién, acquiriendo la célula dendritica la capacidad de
responder a las quimiocinas como CCL19 y CCL21 (o MIP-3B y SLC) (Figura 4). Bajo la

influencia de estas dos quimiocinas, las DCs abandonan los tejidos periféricos. La
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migracion de las DCs hacia los 6rganos linfoides necesita atravesar la barrera
endotelial de los vasos linfaticos desde un sentido basal hacia el apical. Este proceso
es denominado transmigracion reversa. Los vasos linfaticos expresan CCL21 en su
cara/superficie luminal, lo cual va a permitir la transmigracion reversa de las DCs
hacia los vasos linfaticos. Las DCs entran en los ganglios linfaticos por el area
paracortical, alcanzando las zonas ricas en linfocitos T [148, 151]. Las DCs maduras
pueden, ellas mismas, secretar CCL19 y CCL21, permitiendo una amplificacion de la
sefal, y asi reclutar mas DCs a esos ganglios, ademas del reclutamiento de linfocitos
T naive, que expresan CCR7. Este modelo describe un perfil clasico de migracion en
el que se asocian estados funcionales de las DCs (inmaduras versus maduras) con su

potencial capacidad para migrar.

Los primeros estudios realizados sugirieron que la migracién de DCs inmaduras
(por ejemplo, células de Langerhans) desde la periferia a las areas de células T en los
ganglios linfaticos sélo ocurria en respuesta a un estimulo microbiano o a la
inflamacién. Sin embargo, trabajos posteriores han apuntado la existencia de un tipo
de migracion basal que ocurre constitutivamente, en aparente ausencia de

estimulacién microbial [152].

Finalmente, como ya se ha mencionado anteriormente, es importante
recordar que la ruta de entrada a los 6rganos linfoides difiere entre los subtipos de
DCs (pDCs y cDCs) [94]. Mientras que las pDCs migran directamente a los tejidos
linfoides secundarios a través de HEV [92], las cDCs primero migran al lugar de
inflamacién y posteriormente viajan a los tejidos linfoides secundarios a través del

circuito aferente de la linfa [88] (ver Figura 5).

3.3 ACTIVACION Y MADURACION

ara poder activarse y diferenciarse en células presentadoras de antigeno
activadoras de linfocitos T, las DCs deben sufrir un proceso de maduracion

inducido por una sefial de estrés o peligro.
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Los procesos de maduracion y de migracion estan intimamente ligados y la

completa maduracién finaliza después de la migracion.

Figura 5. Esquema de migracion de los subtipos de DCs (cDCs y pDCs)
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Figura 5. Perfil de migracién de cDCs y pDCs. La primera etapa del desarrollo de las DCs
comprende la diferenciacion celular (1). En este punto, las cDCs inmaduras primero
migran a tejidos periféricos gracias a la expresion de receptores de quimiocinas presentes
en su superficie (CCR1, 2, 5) (2.1). En el tejido inflamado tiene lugar la captura del
antigeno desde donde posteriormente viajan al ganglio a través del sistema linfatico
aferente y gracias a la expresion de CCR7 (3). Esta expresion permitira un movimiento
dirigido a 6rganos linfaticos secundarios gracias a gradientes de CCL19 y CCL21 (ligandos
de CCR7) presentes en las HEVs y células estromales. Por el contrario, las pDCs migran
directamente a los tejidos linfoides secundarios (ganglio) a través de HEV, gracias a su
expresion en superficie de CD62L y ChemR23 (2.2). Sin embargo, en una situacién
patolégica también puede tener lugar una migraciéon de las pDCs al lugar de inflamacién
(2.1). Finalmente, ambas subpoblaciones se encuentran en los 6rganos linfoides
secundarios alcanzando las zonas ricas en linfocitos T donde se llevard a cabo la
presentacion antigénica (4).
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Como ya se ha comentado anteriormente, la maduracion de las DCs puede ser

inducida por varios tipos de estimulos (Figura 6), entre los cuales se pueden incluir:

1) moléculas derivadas de microorganismos bacterianos (ligandos de los
receptores de tipo Toll-like, TLR) [153], tales como el LPS [132] y el DNA bacteriano
[154], o viral (RNA de doble cadena) [155];

2) citocinas inflamatorias como el TFNa o IL-18;

3) sefiales de peligro (proteinas de choque térmico -“heat shock proteins”
(hsp)-, células necroticas)

4) y la interaccidén con linfocitos T activados a través de la sefializacidn
CD40/CD40L, entre otros.

La regulacién de la maduracion de las DCs tiene lugar a distintos niveles. No
solo influye la naturaleza del estimulo sino que también intervienen otros factores
como son la combinacion de distintos estimulos; y el momento y duracién en que
tiene lugar la activacién [156]. Es importante tener en cuenta estos aspectos porque

los distintos modos de activacion de las DCs influyen el tipo de respuesta T inducida.

3.3.1 Tipo de estimulos madurativos

3.3.1.1 Moléculas derivadas de microorganismos

espués de anos de trabajo y estudio, hoy se conoce que el sistema inmunitario
E innato reconoce componentes microbianos a través de varios receptores que
reconocen patrones especificos (PRRs) [2]. Existen, al menos, tres familias de PRRs:
los receptores tipo Toll (TLRs), receptores lectina tipo C (CLRS) y los receptores tipo
Nod (NLRs).

La expresion y funcion de los receptores innatos en DCs varian de forma

significativa entre el ratén y el hombre y en los distintos tipos de DCs. Por ejemplo,

el TLR9 se expresa en todas las poblaciones de DCs murinas pero en humano, s6lo en
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las pDCs. Ademas, la produccion de IFN tipo | inducido por el RNA viral de doble
cadena depende de RIG-I en las DCs convencionales y del sistema TLR en las DCs

plasmacitoides [157].

Figura 6. Las DCs como sensores inmunoldgicos de la vida, la muerte y el peligro.
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Figura 6. Las DCs expresan distintos receptores que le avisan del peligro (bacterias, virus,
parasitos y hongos) para salvaguardar la integridad celular; asi como receptores para la
deteccion de la muerte celular (cristales de acido drico, gp96 y hsp70 de células
necroticas, cuerpos apoptoticos, etc). Rapidamente, las DCs se activan en respuesta a
esta amplia variedad de estimulos promoviendo la respuesta inmune y dando lugar a una
situacion de inflamacion. (Current Biology, 2004)

Los microorganismos pueden activar directamente a las DCs a través de los
PRRs o indirectamente, por ejemplo, a través de la captura de productos apoptoticos

y/0 necréticos de células muertas como consecuencia de la exposicidon microbiana.
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Los microorganismos también inducen a un amplio repertorio celular (células
epiteliales, fibroblastos y células del sistema innato) a secretar citocinas capaces de

activar a las DCs.

3.3.1.1.1 Receptores tipo Toll (TLRS)

os receptores tipo Toll (Toll-like receptors, TLRs) constituyen uno de los
ejemplos mas caracteristicos de receptores que tienen una extensa
especificidad para estructuras moleculares conservadas de patdgenos (Pathogen-
Associated Molecular Patterns, PAMPs) (ver Tabla 3). Los TLRs se expresan en un
amplio abanico de células incluyendo las DCs. Los distintos subtipos celulares que
constituyen el sistema DCs expresan distintos TLRs que activan diferentes vias de
sefializacion en respuesta a un amplio repertorio de PAMPs [158, 159]. Representan
una familia constituida por 10 miembros en el caso de los humanos y 13 en raton [160]

y pueden expresarse como homodimeros o como heterodimeros.

Las DCs estan equipadas con distintas plataformas moleculares para detectar
productos microbianos y factores enddgenos no-microbianos. Algunos TLRs se
encuentran presentes en la membrana plasmatica (por ejemplo, TLR4 y TLR2)
mientras que otros se localizan en compartimentos endosomales (TLR 3, 7, 8 y 9; los
cuales reconocen &cidos nucleicos). Esta localizacion restringida podria explicar un
posible mecanismo por el cual las DCs evitarian una activacion espontanea a acidos

nucleicos propios [161, 162].
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Tabla 3. Los receptores tipo Toll (TLRs) y sus ligandos

Familia de TLR Ligandos (origen)

Tri-acil lipopéptidos (bacteria, mycobacteria)

Ll Factores solubles (Neisseria meningitides)
Lipoproteinas/lipopéptidos (varios patégenos), Peptidoglicano (bacterias Gram-
TLR 2 positivas) Acido lipoteicoico (bacterias Gram-positivas) Lipoarabinomanano
(mycobacteria) Glicoinositolfosfolipidos, Glicolipidos, Zymosan (hongos), LPS
atipico, Hsp70 (huésped)
TLR 3 Doble cadena RNA (virus)

LPS (bacterias Gram-negativas), Hsp60 (microorganismos), Hsp60 y Hsp70
TLR 4 (huésped), Oligosacaridos de &c. Hialurénico (huésped), Heparan sulfato
(huésped), Fibronectina (huésped), Fibrindgeno (huésped)

TLR 5 Flagelina

TLR 6 Di-acil lipopéptidos (mycoplasma)

TLR 7 RNA cadena simple (virus)

TLR 8 RNA cadena simple (virus)

TLR 9 DNA cadena simple (motivos CpG no-metilados) (virus)
TLR 10 ?

Todos los TLRs se encuentran unidos a la molécula que funciona de adaptador,
MyD88 (Myeloid Differentiation factor 88), y la cascada de sefializaciéon puede acabar
activando al factor nuclear NF-xB. MyD88 no es el Unico adaptador asociado a TLRs;
existen otros, por ejemplo TRIF: adaptador inductor de IFNB que contiene dominio
TIR (TIR domain-containing adapter-inducing IFNS; TRIF). Un adaptador que media la

produccién de interferones de tipo | en los TLR3 y 4.

Como se ha mencionado anteriormente, los subtipos de DCs tienen un perfil
diferencial en la expresién de los TLR [41, 163] (ver Tabla 1). Este patron segregado
de TLRs podria aportar evidencias sobre una cierta especializacion funcional entre las

subpoblaciones de DCs. Por ejemplo, la expresion del TLR9 (receptor para DNA
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dimetilado) en los endosomas de las pDCs, pero no presente en cDCs, podria facilitar
la generacion de la respuesta antiviral de los interferones de tipo | frente a
patdgenos intracelulares como son los virus. Por el contrario, el TLR4 no aparece en
pDCs pero si se encuentra en la superficie de las cDCs acorde con la induccion de IL-
12 como respuesta al LPS pudiendo ser importante en la generacion de respuesta Thl
durante infecciones bacterianas. Aunque la hipétesis sobre la especializacién de las
DCs puede resultar interesante; es importante destacar que sélo se basa en el patron
de expresion de los TLRs en DCs en un estado no-activado y que ademas no coincide
plenamente con los resultados obtenidos en los subtipos de DCs murinas equivalentes.
Por ultimo, la sefializacién a través de los TLRs activa fuertemente a las DCs
provocandoles un incremento en superificie de las moléculas de coestimulacion
(CD80 y CD86) y una produccion de citocinas proinflamatorias (TNF-a, IL-6, IL-12, IFN

o/B, en funcion del subtipo de DC al que nos refiramos).

3.3.1.1.2 Receptores lectina tipo C

as lectinas tipo C (C-type Lectin Receptors, CLRs) unen carbohidratos
procedentes tanto de patégenos como de glicoproteinas propias [125, 164].
Actuan anclando un gran niumero de microbios (bacterias, virus, hongos y parasitos)
permitiendo asi su internalizacién. Sin embargo, no s6lo son importantes como
sensores de organismos invasores, sino también se encuentran implicados en la
adhesion celular, la migracién, la activacién de linfocitos T a través de DCs y en el
mantenimiento de la propia tolerancia. Asi pues, se ha demostrado que algunos de
los receptores lectina tipo Il, como DC-SIGN (DC-Specific Intercellular adhesion
molecule-3 (ICAM-3)-grabbing non-integrin), pueden funcionar como receptores en la

adhesion y como receptores de patrones de reconocimiento.

Las DCs expresan una inmensa coleccion de CLRs [165, 166]. Mientras que las
células dendriticas derivadas de monocitos (MDDCs) y las DCs intersticiales expresan
la mayoria de las lectinas de tipo C, las DCs de sangre periférica y las células de

Langerhans sélo expresan unos pocos receptores tipo lectina.
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Al igual que para los TLRs, los distintos subtipos de DCs presentan diferentes
CLRs. Por ejemplo, las pDCs expresan el antigeno de DC de sangre periférica 2
(BDCA2) [98]. La langerina/CD207 es especifico de células de Langerhans [167],
mientras que DC-SIGN/CD209 es especifico de DCs intersticiales [168]. Otros
receptores de tipo lectina, como DEC205/CD205 o el receptor asialoglicoproteina en
DC (DC-ASGPR) son mas ampliamente expresados. Otros receptores que pertenecen a
esta familia son el dectin-1, un CLR especifico para beta-glucanos que media la
fagocitosis de levadura; el inmunorreceptor de DC (Dendritic Cell Immunoreceptor,
DCIR); y el receptor lectina inhibidor mieloide (Myeloid Inhibitory C-type Lectin
Receptor, MICL).

Del mismo modo que ocurre con los TLRs, la expresion de CLRs difiere entre el
hombre y el ratén. Mualtiples DCIRs (DCIR1-4) han sido identificados en ratén,
mientras que un unico DCIR se ha encontrado en humanos. Estas diferencias
complican la extrapolacion del conocimiento obtenido en estudios de raton al

hombre.

3.3.1.1.3 Familia de receptores tipo Nod (NLRs): Proteinas con

dominios de oligomerizacién de unién a nucledétidos (NOD):

os NLRs son una familia de proteinas citosélicas que se han implicado
. recientemente en el reconocimiento innato de bacterias intracelulares, en la
induccion de la via de sefializacién del NF-xB y en respuestas inflamatorias [169, 170].
La familia de NLRs incluye 22 miembros, la mayoria de los cuales se subdividen en
dos subfamilias: NODs (NOD1-5) y NALPs (NALPs, NACHT-LRR-PYR: containing proteins
leucin-repeat, and pyrin-domain-containing proteins 1-14). Algunos NLRs forman
parte del denominado inflamasoma [171], un complejo multiproteico que juega un
papel importante en la activacién de caspasas proinflamatorias [172] (ejemplo,
activacion de la caspasa-1 la cual lidera el proceso de activacion de las formas pro-
activas de IL-1p y IL-18).
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Algunos ejemplos de esta familia de receptores son NOD1, NOD2 y NALP3. Los
componentes de NLRs son activados por muropéptidos, pequefios fragmentos del
peptidoglicano que deriva de la pared de bacterias Gram-positivas y Gram-negativas.
Ademés, NALP3 también puede activarse por RNA viral y sefiales de peligro

endogenas (acido Urico) liberadas por las células muertas [173].

Algunos polimorfismos o mutaciones en genes que codifican NLRs han sido
asociados con la susceptibilidad a alteraciones inflamatorias e inmunodeficiencias
[174, 175].

La expresion de la mayoria de los miembros que pertenencen a NLR es poco
conocida en DCs humanas: NOD1/2 se expresan en el citosol de macr6fagos y DCs y
las células de Langerhans presentan un nivel elevado de expresion de NALPL.

Recientemente, se ha identificado una isoforma especifica de NALP3 en DCs [176].

3.3.1.1.4 Otros receptores

xisten otros receptores que también reconocen acidos nucleicos virales y que
. se denominan RLRs, de receptores que inducen genes por el acido retinoico
intracelular tipo | (RIG-I-like receptors). Esta familia de receptores median la
induccién de interferones tipo | a través de la activacion del factor regulador del
interferon (IRF) [177].

3.3.1.2 Citocinas inflamatorias

E tro grupo de efectores mediadores de la maduracién en DCs son las citocinas.
Las DCs producen citocinas y son susceptibles a la activacion mediada por
estos factores solubles [178, 179].
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Asi pues, las citocinas proinflamatorias representan otro tipo de estimulos
para las DCs. En esta categoria podemos incluir, entre otras, IL-13, TNFa, IL-6 y PGE2
[180] o combinaciones con un mayor potencial estimulador como son IL-1f y TNF con
interferones de tipo | (IFN-o) y tipo Il (IFN-y). Estas citocinas, las cuales se producen
en estadios tempranos de infeccién, pueden actuar de forma autocrina (por ejemplo,
el TNF en las pDCs) o paracrina (los IFNs tipo | para las cDCs) en la maduracion de las
DCs.

En el proceso de maduracion, la mayoria de los genes que se regulan (ya sean
inducidos o reprimidos) lo hacen de un modo estable. Sin embargo, las citocinas
presentan distintas cinéticas entre ellas y se expresan de forma transitoria [181]. Por
ejemplo, tras una estimulacion apropiada, el TNF se libera rapidamente (el maximo
tiene lugar a las 3 horas), mientras que la IL-6, IL-10, IL-12 y IL-23 se producen entre
las 6 y 18 horas después de la estimulacién. A tiempos mas tardios, la produccion de
citocinas cesa (un fendbmeno denominado ‘“‘agotamiento”, exhaustion) aunque las

células todavia presenten los antigenos y estimulen a los linfocitos T naive.

A través del control de la activacion de las DCs, las citocinas regulan la
homeostasis inmune y el balance entre tolerancia e inmunidad. El incremento en la
produccién y/o la biodisponibilidad de citocinas asociadas a alteraciones en la
homeostasis de las DCs se han visto implicadas en varias enfermedades inflamatorias

y autoinmunes.

IL-1 v la familia de la IL-1

La familia de IL-1 juega un papel importante en la inflamacién y defensa del
huésped. Esta familia estd compuesta por 11 miembros; de los cuales s6lo se han
estudiado 5: IL1-a, IL-1B, IL-18, IL-1RA y recientemente se ha descrito a IL-33 como

perteneciente a esta familia [182, 183].
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IL-1 es un activador de DCs, aunque no esta claro si DCs activadas por IL-1
muestran funciones bioldgicas Unicas. IL-1 estd implicada en la patogenia de
numerosas enfermedades con componente inflamatorio [184], demostrandose

beneficios terapéuticos con antagonistas de IL-1 (IL-1-RA) [185, 186].

La IL-18 es una citocina esencial tanto en las respuestas inmunes innatas como
adaptativas. Originalmente se identific6 como un factor inductor de IFN-y y se
expresa en los sitios de inflamacién crénica y en una gran variedad de enfermedades

autoinmunes.

Se han descrito numerosas células productoras de IL-18, de las cuales se
incluyen macrofagos y DCs [187-189]. Es una citocina que se libera de forma inactiva
(pro-IL-18) y necesita de una maquinaria enzimatica (caspasa 1 y proteinasa 3) para
la conversion a una citocina biolégicamente activa. El estimulo que promueve la
secrecion de IL-18 no estd claramente definido pero pueden considerarse el LPS y
FasL [6].

Por lo que al receptor para esta citocina (IL-18R) se refiere, se ha identificado
en pDCs mientras que en cDCs se encuentra ausente. Asi pues, a través de su
receptor, la IL-18 es un potente factor quimiotactico que presumiblemente

incrementa la capacidad aloestimuladora de células dendritcas plasmacitoides [190].

IL-2
En numerosos estudios se ha descrito a la IL-2 como un factor implicado en la
diferenciacién de las DCs a partir de progenitores CD34+ [191] o de monocitos de

sangre periférica [192].
Sin embargo, basandose en sus propios resultados Civallero y sus

colaboradores [192] hipotetizaron que la IL-2 podria actuar como un factor de

maduracién més que un factor de crecimiento en la diferenciacién de las DCs.
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A pesar de que existen estudios iniciales en los cuales no se atribuye un papel
directo a la IL-2 en la potenciacion de la funcion de las DCs, trabajos posteriores han
demostrado que la IL-2 esta implicada en la regulacion de ciertos aspectos
funcionales de las DCs (expresion de marcadores, movilidad y presentacion
antigénica) [193, 194].

También ha publicado el grupo de Granucci, que las DCs podrian producir IL-2
durante su activacion [195]. De hecho, en esas células, la transicion del estadio de
resposo a un estado activo estan involucrados dos hechos relevantes: por un lado, la
temprana y transitoria produccion de mRNA de IL-2; y por otro, dos oleadas de
produccién de IL-2 a nivel proteico coincidiendo con la expresion de moléculas de
MHC unidas a péptido. Asi pues, proponen que la capacidad exclusiva de las DCs por
estimular linfocitos T naive e iniciar asi respuestas inmunes podria estar relacionada

con su produccion temprana de IL-2 tras la captura del antigeno.

IL-3

La IL-3 fue propuesta por Caux y su equipo colaborador como un factor
implicado en la expansion de DCs [196]. Posteriormente, Blom confirmé que la IL-3
contribuye (en este caso, junto a CD40L) a la diferenciacién de progenitores CD34+ a

células progenitoras de pDCs [53].

También se ha encontrado que la IL-3 es capaz de influir en la funcion de las
DCs diferenciadas; por ejemplo, en conjunciéon con citocinas Thl o Th2 [197].
Ademas puede contribuir (junto a GM-CSF) a la generacion de grandes cantidades de
DCs con una gran capacidad para generar potentes linfocitos citotdxicos reactivos

frente a un tumor [198].
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IL-6 y la familia de la IL-6

La familia IL-6 la forman entre otros miembros, la propia IL-6 y la IL-11. Los
miembros de esta familia tienen efectos pro pero también antiinflamatorios y juegan
un papel central en la hematopoyesis asi como en las respuestas inmunes tanto

innatas como adaptativas.

La IL-6 es secretada por un gran numero de células. Entre sus funciones
destacamos la diferenciacion de linfocitos B a células plasmaticas asi como la
proliferacion de linfocitos T, la diferenciacion de linfocitos T citotoxicos y la
produccién de IL-2. Ademas, recientemente se ha descrito que la IL-6 participa en la
diferenciacién de un nuevo subtipo de linfocito T, Thl7, el cual tiene funciones

proinflamatorias [8].

A diferencia de lo que ocurre con la IL-23, que es responsable de la expansion
de Thl7 previamente diferenciados, la IL-6 y el TGF-B son los encargados de la
diferenciacién de los Th17 desde sus precursores naive. El TGF- induce Foxp3 el cual
conlleva a la formacion de Tregs, mientras que la IL-6 inhibe la expresién de este

factor de transcripcion favoreciendo la formacién de Th17 [199].

También se ha descrito una asociacion entre la IL-6 y la patogenia de

enfermedades inflamatorias y autoinmunes [200].

IL-10

Se ha descrito que las DCs también tienen la capacidad de responder a IL-10.
De acuerdo con este hecho, De Smedt y sus colaboradores demostraron que la IL-10

induce la maduracién de las DCs a un fenotipo caracterizado por la afectacion en la

produccién de IL-12 e IFN-y (es decir, con un perfil inductor de respuestas Th2) [201].
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Sin embargo, a la IL-10 se le atribuye un papel autocrino sobre la funcién de
las DCs considerandola un inhibidor de la maduracion de las mismas [202, 203]. De
hecho, la IL-10 no sélo inhibe el desarrollo de linfocitos Thl sino también ejerce un
papel regulador negativo sobre una amplia variedad de células del sistema inmune
[204, 205]. Ademas es una citocina inmunomoduladora importante en la induccion de
linfocitos Trl [206].

IL-12 y familia de la IL-12

La IL-12, una citocina heterodimérica (subunidades p30 y p40; subunidad con
importancia bioldgica p70) producida principalmente por cDCs activadas, juega un
papel primordial en la diferenciacién y expansion de linfocitos Thl [207]. Esta
implicada directamente en la activacion funcional de las DCs a través de la subunidad

beta 1 del receptor para IL-12 [208]. Ademas, comparte la subunidad p40 con la IL-23.

La IL-23 es una citocina de importancia en diversas enfermedades
autoinmunes como son la psoriasis [209, 210] y la enfermedad inflamatoria intestinal
[211]. Las DCs humanas expuestas a bacterias Gram-negativas secretan IL-23 [212].
Esta citocina promueve el desarrollo y la expansion de linfocitos T CD4+ que
producen IL-17, IL-17F, IL-6 y TNF (Th17). Este proceso de diferenciacion es inhibido
por IFN-y, IL-4 e IL-2. También se han asociado altos niveles de IL-23 (subunidad p19)
e IL-17 en enfermedades como la esclerosis multiple [213, 214] y la enfermedad de
Crohn [215].

Otra citocina que pertenece a la familia es la IL-27. Esta citocina, activa a

linfocitos T naive modulando actividades proinflamatorias [216].

Interferones (IFN-o, IFN-B, IFN-y)

Se ha descrito que los interferones tienen la capacidad de inducir la

generacién [217] y la maduracion de las DCs. La habilidad por inducir la maduracion
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de las DCs por parte de los interferones ha sido ampliamente documentada;
traduciéndose en un incremento por parte de las DCs en estimular a los linfocitos T a
través de las expresion de moléculas coestimuladoras especificas, particularmente el

CD86, y en la produccion de varias citocinas inmunomoduladoras [89, 218].

Sin embargo, la situacion de los interferones no es tan simple como la del
resto de citocinas; ya que sus efectos dependen del subtipo de DC y del tipo de
interferon [89].

Los interferones tipo | (I IFNs; IFN-a/f), son los principales controladores de
las infecciones virales y son secretados principalmente por las pDCs (IPCs, Interferon

Producing Cells).

Pueden contribuir a alterar la tolerancia inmunolégica a través de diversos
mecanismos afectando directamente a las APCs, los linfocitos T y a los linfocitos B. Y
juegan un papel importante en diversas enfermedades autoinmunes [219-221],

principalmente en el lupus (SLE) [222-224].

TNF-a

El TNF-o es una citocina pleiotropica que juega un papel primordial en la
regulacion de procesos inflamatorios [225] y es un factor clave en la red que

conforman las citocinas.

La presencia de patégenos bacterianos asi como de estimulos nocivos, inducen
la produccion de TNF a través de los TLRs y de la sefializacién por NF-xB [158, 226,
227]. Se considera que las cDCs mayoritariamente reconocen componentes
bacterianos y producen citocinas proinflamatorias como TNF-a, IL-6 e IL-12. En
cambio, las pDCs principalmente reconocen productos viricos y liberan grandes
cantidades de IFNs tipo | [228]. Sin embargo, se ha demostrado que las pDCs
responden a los ligandos de TLR7 (imidazoquinolinas [90] y cadena simple de RNA

viral [229, 230]) y TLR9 (DNA no-metilado con motivos CpG de origen bacteriano o
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virico [41, 231]) produciendo elevados niveles de IFN-a pero también cantidades

importantes de IL-6 y TNF-a [88].

Una de las funciones principales del TNF-a es la maduracion de las DCs, como
han demostrado resultados observados en modelos murinos asi como también en DCs
humanas obtenidas in vitro [25]. Asimismo, el TNF-o puede actuar de forma

autocrina en la maduracion de pDCs.
El TNF, uno de los principales factores en respuesta a infecciones bacterianas,

también contribuye a la patogenia de varias alteraciones autoinmunes, como la

artritis reumatoide, la enfermedad de Crohn y la psoriasis [91].

3.3.1.3 Seiiales de peligro

. I sistema inmune no s6lo reconoce lapresencia de patdgenos, sino
E también el dafio tisular y algunas formas de estrés celular, incluyendo todos
los componentes descritos en el modelo de sefales de peligro acufiado por Matzinger
P. (“danger model”) [232]. Existen componentes que provienen de las células
muertas que pueden inducir la activacién de DCs [233]. Esta capacidad, la presentan
las células muertas necréticas o apoptoticas en fase tardia, pero no se ha descrito

para células en fase temprana de muerte celular.

Estas moléculas endégenas se denominan en su conjunto moléculas asociadas
a patrones moleculares de dafio celular (Damage-Associated Molecular Pattern
molecules, DAMPs). Los DAMPs incluyen proteinas de choque térmico (Heat Shock
Proteins, hsps), HMGB1 (High-Mobility Group Box 1 protein), beta-defensinas, acido
arico y nucleétidos intracelulares (ATP y UTP). Estos componentes incrementan la

presentacion antigénica de las DCs, mediando la inmunidad de los linfocitos T [234].

Existen distintas hps (hsp70, gp96 y hsp90) que inducen la maduracion de DCs
a través del receptor de LPS (TLR4/MD2/CD14) [235]. Pero este no es el Unico
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receptor descrito para las hsps. CD40 y LOX-1 (Lectin-like Oxidized low-density

lipoprotein receptor-1) también se han identificado como receptores [236].

Otras moléculas enddgenas como la fibronectina, el fibrinbgeno y el acido

hialurénico también activan a DCs a través de TLR4.

HMGBL1 es un factor tipo citocina liberado por las células muertas [237] que
induce la secrecién de citocinas proinflamatorias (IL-6 y TNF) en macrofagos [238].
HMGB1 tiene la capacidad de unirse a multiples receptores: TLR2, TLR4 y RAGE
(Receptor for Advanced Glycation End products).

Las beta-defensinas son pequefios péptidos antimicrobianos secretados por
neutréfilos y células epiteliales [239]. También activan DCs inmaduras a través del
TLR4 [240].

El &cido urico, un producto de la degradacion de las purinas, juega un papel
importante en numerosos procesos bioguimicos; por ejemplo, en la sintesis de DNA y
RNA, y en la transferencia de energia. La forma soluble del acido Urico no induce
maduracién en las DCs. Sin embargo, cristales de urato monosodico son potentes
activadores, TLR4-independientes, de DCs promoviendo la secrecion de citocinas
proinflamatorias (IL-1p) a través de NALP3 (un receptor tipo NLR). Esta estrategia
podria explicar un mecanismo de regulacion por el cual en condiciones fisioldgicas la
concentracion del acido Urico estaria cerca de condiciones saturantes y ocurriria la
cristalizacién tan s6lo con pequefios excesos de este producto liberado durante una

situacion de dafio celular ocasionada por una infeccion o por situaciones de estrés.

Otras moléculas que aparecen como sefial de peligro para el sistema inmune
son los nucleétidos intracelulares como el ATP y UTP los cuales estan implicados en
el metabolismo energético y normalmente se encuentran en el citosol de las células.
Sin embargo, se liberan en condiciones de hipoxia, isquemia, inflamacién e incluso de

estrés mecanico pudiendo activar a las DCs [232].
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3.3.1.4 Via de sefnalizacion CD40-CD40L

. | desarrollo de la inmunidad adquirida depende de la sefializacién de CD40 por
su ligando, CD154. Estas moléculas gobiernan la magnitud y calidad tanto de

respuestas inmunitarias humorales como celulares.

El CD40 es una glicoproteina transmembrana que se expresa en la superficie
de DCs, macrofagos, células epiteliales, progenitores hematopoyéticos y linfocitos T
activados [241]. En cambio, su ligando, CD154 es una proteina integral de membrana
gue se encuentra en linfocitos B activados, plaquetas activas y linfocitos T, también
activados [242]. Ademas, en respuestas inflamatorias otras células como los
monocitos de sangre periférica, las células endoteliales vaculares humanas, células

musculares y fagocitos mononucleares también expresan CD154.

Ademés de los activadores solubles mencionados anteriormente, las DCs
también reciben sefiales madurativas a través de contactos celulares. Una de las vias
de sefializacion mas estudiada ha sido el CD40-CD40L [243]. Desde los afios 80-90, se
conoce que las DCs que presentan el antigeno a linfocitos T, los activan de forma
especifica y que a su vez, las DCs, reciben una potente sefial estimuladora mediante
la interaccion CD40-CD40L [74, 244]. Esta via de activacion acentta en las DCs su
destreza en la presentacién antigénica [138, 245]; la produccion de citocinas [246] y

quimicionas; y muestran una prolongada supervivencia.

La activacion via CD40 resulta, a través de las cascadas de sefializacion de
MAPK y NF-xB, en la transcripcion de genes diana para efectos fisiol6gicos como la
produccién de mediadores inflamatorios asi como factores antiapoptéticos [247]

fundamentales en la maduracion de las APCs [248].
Tan potente es la via de sefializacion que se ha descrito que la simple union a

CD40 es Optima para inducir maduracion en DCs; aunque la presencia de

coactivadores como los agonistas para los TLRs mejoran/potencian su actividad [249].
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La maduracion en DCs induce la regulacién positiva de un gran nimero de
moléculas coestimuladoras (CD54/ICAM-1, CD58/LFA-3, CD80/B7-1, y CD86/B7-2) que
pueden, a su vez, expandir y diferenciar a linfocitos T. Asi pues, indirectamente, la
sefializacion de CD40 en APCs ejerce un profundo impacto en el desarrollo de la

inmunidad de células T.

Del mismo modo, la interrupcion de las interacciones CD40/CD40L puede
resultar en una inadecuada presentacion antigénica, resultando en algunos casos
tolerancia inmunoldgica. Por eso, el bloqueo de CD40/CD40L se ha utilizado para el
tratamiento de algunas enfermedades autoinmunitarias [250] y para la induccién de

tolerancia en una situacion de transplante [251].

3.3.2 Combinaciéon de estimulos

. n un contexto fisiolégico, las DCs se exponen secuencial y estocasticamente a
distintos estimulos: inicialmente, en la periferia, con productos microbianos
y citocinas proinflamatorias; y tras la migracién a érganos linfoides secundarios, con
la interaccion celular (y sus consecuencias) proporcionada por linfocitos T. Asi pues,
algunas DCs se veran expuestas sélo a citocinas inflamatorias, mientras que otras

células estaran condicionadas tanto por citocinas como por productos bacterianos.

Existen numerosos estudios que documentan como distintos estimulos pueden
cooperar o sinergir en la induccion de aspectos particulares en la maduracion de las
DCs. Estos estimulos pueden actuar como condicionadores (ejemplo: IFN-y) [252],
como inductores especificos (distintos TLRs) [253, 254] o como amplificadores (CD40-
CD40L) [249] en la produccion de citocinas. Pero también, existen casos en que la
actuacion de dos receptores innatos puede resultar en una regulacién negativa [255].
Estos mecanismos de regulacién permiten la presentacion de antigenos microbianos a
linfocitos T CD4+, evitando la presentacién simultdnea de antigenos propios
fagocitados produciéndose asi, grandes cantidades de una citocina determinada en el

contexto de presentacion de antigenos relevantes.
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3.3.3 Tiempo de activacion

e ha descrito la importancia de un estimulo sostenido para la activacién del
sistema inmune. En este sentido, existen evidencias claras sobre el papel
crucial de la duracién del estimulo para la activacion de las DCs. A modo de ejemplo;
se ha observado que la estimulacion temprana y corta es suficiente para la
sobreexpresion de moléculas MHC, coestimuladoras y el CCR7. Sin embargo, para la
produccion de citocinas, la sefializacion a través de TLR4 debe ser sostenida hasta
coincidir con la transcripcion de los genes para las citocinas (IL-6, IL-10 e IL-12p70).
También se ha propuesto el papel que juega la sefializacion a través de CD40 en la
regulacion de la migracién y en la produccion de citocinas de DCs humanas [256]. En
el estudio anteriormente mencionado, se muestra que la sefial débil y transitoria a
través de CD40 es suficiente para inducir la expresiéon de CCR7; mientras que una
sefalizacion fuerte y persistente induce secrecion de citocinas, aunque en este caso

la estimulacion prolongada se asocié con un bloqueo de la migracién.

La produccion de citocinas en DCs no so6lo viene determinada por la
combinacion de distintos estimulos sino también por el orden en que estos estimulos
tienen lugar. Citando algunos ejemplos, podriamos apuntar que IFN-y incrementa la
produccién de IL-12p70 sélo si tiene lugar antes la presencia de los agonistas por los
TLRs y que también se consigue este efecto cuando primero existe la sefializacién por
TLR3 o TLR4 antes que por TLR8 [253]. Finalmente, sefalar también que la maxima
estimulacion via CD40 es efectiva cuando tiene lugar depués del estimulo a través de
TLR [249]. Este orden temporal parece resultar adecuado y ldgico pensando en los

eventos que tienen lugar durante la maduracion de DCs en condiciones fisiologicas.

La activacion viene definida por la suma temporal de sefiales discretas
recibidas a distintos tiempos, alcanzando el umbral de activacion s6lo por encima de
cierta concentracion de estimulos que persisten en un cierto tiempo. Existe una
ventana temporal en la cual varias sefiales pueden acumularse e integrarse. Esta

integracién es optima mientras los genes de las citocinas se estan expresando. En
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tiempos posteriores a la estimulacion, las DCs se “agotan”, deteniendo la produccién

de citocinas y convirtiéndose en refractarias a estimulaciones ulteriores [181, 257].

Dependiendo del estimulo o estimulos que han desencadenado la maduracion
de las DCs se han observado numerosas variaciones funcionales y fenotipicas tanto
cualitativas como cuantitativas [195, 258, 259]. Ello implica que no todos los tipos de
DCs que aparecen fenotipicamente maduras son funcionalmente equivalentes. En
este sentido cabe destacar que mientras una DC plenamente madura puede presentar
un estado de “agotamiento” en cuanto a la produccion de citocinas, existen DCs
semimaduras por el TNF que pueden ser activadas posteriormente y secretar
citocinas tras la inicial exposicién a TNF aunque esta respuesta secundaria sea menos
acentuada [260].

Se cree que la naturaleza de dicho estimulo condiciona el proceso de
maduracién, y que conduce a las células a seguir con el tipo de respuesta
inmunoldgica mas adecuada para combatir el microorganismo invasor [259, 261].
Ademas, se han descrito multiples estadios de maduracién que condicionan el modo
de estimulacion de los linfocitos T, promoviendo distintos tipos de respuestas
efectoras [262].

4. INDUCCION DE LA RESPUESTA Y LA TOLERANCIA
INMUNOLOGICA MEDIADA POR DCS

4.1 COORDINACION ENTRE COMPONENTES DEL SISTEMA INNATO Y DEL
SISTEMA ADQUIRIDO

as DCs atraen los efectores inmunes a través de quimiocinas [40] y regulan su
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maduracién y funcion a través del contacto célula-célula y/o factores solubles [263].
Esta regulacion de la respuesta inmunitaria se realiza a través de un programa
coordinado de secrecion de quimiocinas atrayendo a los principales efectores
celulares en cada una de las etapas que componen una respuesta inmune frente a un
microorganismo [264] (Figura 7).

Figura 7. La coordinacion por parte de las DCs del sistema inmune
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Figura 7. Estudios in vitro han demostrado que las primeras quimicionas liberadas (2-4
horas) atraen efectores innatos: CXCL1, 2, 3 para células NKs y CXCL8 para neutrofilos. La
segunda oleda de produccién de quimiocinas (CXCL9-11 y CCL3-5) se produce entre las 4
y 8 horas atrayendo a linfocitos T memoria activados y a los macréfagos. Finalmente, en
estadios posteriores (mas de 12 horas) cuando las DCs maduras alcanzan los 6rganos
linfoides secundarios, secretan CXCL13 para promover la actuacion de linfocitos By T
especializados en respuesta humoral; CCL19 y CCL21 para linfocitos T naive; y CCL22 para
T reguladoras permitiendo finalmente el cese de la respuesta inmune. (Immunological
Reviews, 2007)
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4.2 INTERACCION DE LAS DCS CON LAS CELULAS DEL SISTEMA

ADAPTATIVO

na respuesta inmune efectiva, y a la vez no perjudicial, resulta de la
interaccién entre la respuesta inmune innata (antigeno-no-especifica) y la
adaptativa (antigeno-especifica); el vinculo entre las dos respuestas lo proporcionan
las DCs. Como principales directores de orquestra, las DCs, organizan y transfieren la
informacion que proviene del mundo exterior a las células del sistema adaptativo.
Las principales dianas de las DCs, en general, incluyen los principales efectores de la
respuesta inmunitaria: los linfocitos T y los B. En particular, las pDCs inducen la
diferenciaciéon de los linfocitos B en células plasmaticas productoras de
inmunoglobulinas (Igs) gracias a su produccién de IFN-a y de IL-6 [84]. Sin embargo,
el objeto de estudio de esta tesis ha sido la respuesta que las pDCs generan sobre los

linfocitos T.
Las DCs pueden inducir tanto una respuesta inmune activa como la generacion

de tolerancia inmunoldgica, cumpliendo asi su principal funcion de dirigir respuestas

inmunes adecuadas para cada situacion.

4.2.1 Activacion de los linfocitos T

. na vez las DCs se han cargado con antigenos y han sido activadas por los
U microorganismos y por las células del sistema innato, migran hacia los
6rganos linfoides. En este punto, las DCs pueden interactuar, ademas de la
interaccion MHC-TCR, con los linfocitos a través de, al menos, cuatro familias de

moléculas:
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- citocinas

- miembros de la familia B7: CD80 (B7-1); CD86 (B7-2); ICOSL (Inducible
Costimulator Ligand); PD-L1 (Programmed Death Ligand 1, B7-H1); PD-L2 (B7-DC);
B7-H3 y B7-H4. Todos ellos expresados en DCs y macréfagos [265]

- miembros de la familia TNF: TNF y su receptor; CD40/CD40L; CD70; 4-1BBL y
OX40L [266]

- moléculas de adhesién

Las respuestas de los linfocitos T frente a la presentacion antigénica
dependen de tres sefiales:

- sefial 1 (complejo péptido-MHC)

- sefial 2 (interaccion moléculas coestimuladoras y sus ligandos)

- sefial 3 (sefial polarizadora: factores solubles o unidos a membrana)

El modelo de las tres sefiales integra los sistemas de sefalizacion involucrados

en el reconocimiento y activacion reciproca T-DC.

La interaccion del complejo péptido-MHC Il con el TCR de los linfocitos T
constituye la primera sefial, denominada “sefial 1. La interaccién péptido-MHC/TCR
es de baja afinidad y necesita la presencia de moléculas de adhesion como LFA-1,
CD11b, CD2, CD54/ICAM-1, CD58/LFA-3, DC-SIGN (ligando de ICAM-3) que actlan
estabilizando la etapa inicial de contacto entre DCs y los linfocitos T, permitiendo la
formacién de una sinapsis inmunoldgica [168]. La primera sefial induce la expresién

del CD40L en la superficie de los linfocitos T.

Una segunda sefial es igualmente necesaria para la activacién de los linfocitos.
Esta proviene de las moléculas de coestimulacion CD80, CD86, CD40 expresadas en la
membrana de las DCs maduras. Sin esta segunda sefial, la activacion de los linfocitos
T no ocurre, y tiene lugar el fenébmeno de anergia. Las moléculas coestimuladoras,
especialmente CD40, son determinantes en la decisién entre tolerancia e inmunidad
[267]. La interaccion CD40/CD40L induce la maduracion definitiva de la DC,

traduciéndose en el incremento de la expresion de CD80 y CD86 en la superficie de la
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DC y en la secrecion de citocinas como IL-1, TNF y IL-12. Otras moléculas tales como
OX40-Ligand y el 4-1BB-Ligand pueden igualmente coestimular a los linfocitos T CD4+
y CD8+, respectivamente. Otros receptores que pertenecen a la familia del TNF
pueden participar en este dialogo entre los linfocitos y las DCs, por ejemplo la
interaccién de la molécula TRANCE expresada en la superficie de las DCs y RANK por
parte de los linfocitos T permite la secrecion de citocinas y un incremento en la

supervivencia por parte de las DCs [25].

Ademas de iniciar la respuesta de los linfocitos T, las DCs pueden influir en el
tipo de respuesta inducida, es decir en la polarizacion Th1/Th2 o bien la generacion

de linfocitos T reguladores [268] gracias a la tercera sefial.

A este respecto, se han propuesto diferentes teorias. La primera se basa en el
linaje de las DCs. En el hombre se ha descrito que las DCs derivadas de monocitos
activadas gracias al CD40L secretan IL-12 y en consecuencia pueden inducir una
polarizacion de los linfocitos T naive hacia un tipo Thl, mientras que las pDCs no
producen IL-12, y se asocia con una induccién de una respuesta preferentemente de
fenotipo Th2 [76]. En el ratén, Pulendran y col. demostraron que las DCs de bazo
CD8+ inducen una respuesta de fenotipo Thl, mientras que las CD8- inducen una
polarizacion de los linfocitos con fenotipo Th2 [269]. Sin embargo, diferentes
estudios in vitro e in vivo apuestan por la teoria de la plasticidad. En efecto, varios
grupos de trabajo han demostrado que las cDC pueden inducir no solamente una
respuesta del tipo Thl sino también Th2 [270, 271]. Esta polarizacion podria ser
regulada por sefiales microambientales captadas por las DCs. A esta sefal

microambiental se la ha denominado tercera sefial o “sefial 3" [77].

Dos grupos de sefiales pueden inducir una diferenciacion de la respuesta a Thl:
1) los estimulos bacterianos y virales (por ejemplo: LPS, secuencias CpG, RNA de
doble cadena)

2) sefiales provinientes de los linfocitos (por ejemplo: CD40L, IFN-y).
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En cambio, la diferenciacion in vitro hacia Th2 puede inducirse por parte de

la IL-10, el TGF-B, PGE2, los esteroides y el OX40-Ligand [80], entre otros.

Segun el tipo de patdgeno, la tercera sefial proporcionada puede ser diferente
y no tiene porqué producir el mismo tipo de respuesta: en el raton, el LPS derivado
de Escherichia coli (E. Coli) engendra un tipo de respuesta Thl, mientras que el LPS
de Porphyromonas gingivalis induce una respuesta del tipo Th2 [272]. Ademas, la
localizacion de las DCs y el microambiente que las condiciona pueden influir en el
tipo de respuesta que se genera. Se ha descrito que las DCs murinas obtenidas a
partir de bazo inducen preferencialmente una respuesta del tipo Thl, mientras que
las aisladas a partir de placas de Peyer, de higado, y del tracto respiratorio inducen

una perfil Th2.

Segun A. Lanzavecchia, una DC modula la respuesta inmune en funcién del
tiempo en que dispone de capacidad para iniciar una respuesta Thl o Th2, en funcién
también de su estado de maduracién y de su diferenciacion final; pasando de un

estado activo (Th1) a un estado celular de “agotamiento” (Th2) [181].

Las DCs maduras, llegan a las zonas T de los érganos linfoides secundarios,
interactdan con los linfocitos T naive los cuales recirculan permanentemente. Una
caracterisitca exclusiva de las DCs es que son las Unicas APC capaces de estimular
linfocitos T naive tanto in vitro como in vivo [12]. Esta caracterisitca particular va
ligada al hecho de que las DCs expresan en superficie determinadas moléculas que
las otras APCs no pueden sintetizar, o bien presentan una elevada densidad de
moléculas implicadas en la interaccién DC-T. Segun Inaba y col., las DCs expresan de
10 a 100 veces mas complejos MHC-péptidos que las otras APCs, y esta propiedad
podria explicar su competencia para activar a los linfocitos. Sin embargo, existe
controversia al respecto. Otra teoria propuesta por Turley, sugeria que solamente la
presencia de grupos de moléculas de MHC Il y de moléculas de costimulacion CD86
serian las responsables de su superioridad para presentar el antigeno. Estas
agrupaciones provendrian de vesiculas de transporte denominadas ClIV, las cuales

estan presentes en las DCs inmaduras.
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Tras la maduracion, estas vesiculas desaparecerian y las méleculas como MHC
Iy CD86 serian expresadas en la superficie de las DCs, permitiendo asi la

presentacion del antigeno [139].
Finalmente, las DCs sensibilizan a los linfocitos T naive a un estado de

inmunidad [273-275] o tolerancia [276, 277], dependiendo de la modulacion de las

tres sefiales proporcionadas y de la naturaleza de las DCs [278, 279].

4.2.1.1 Respuesta inducida en linfocitos T alogénicos

. I alo-reconocimiento ocurre cuando el sistema inmune del huésped reconoce
E como extrafios antigenos del donante y en consecuencia se produce una
reaccion inmunoldgica. Existen tres mecanismos distintos, pero no mutlamente
excluyentes, por los que las DCs pueden sensibilizar a linfocitos T alo-reactivos: la via

directa, la via indirecta y la via semidirecta [280-282] (ver Figura 8).

La via directa resulta del reconocimiento de moléculas extrafias de MHC en la
superficie del donante por los linfocitos T del receptor. Es decir, esta via es iniciada
por las DCs del donante que presentan moléculas MHC intactas del propio donador.
Por el contrario, la via indirecta ocurre cuando las moléculas del MHC del donante
son internalizadas, procesadas y presentadas como si se tratara de antigenos propios
por las APC del huésped. Asi pues, las DCs del huésped procesan y presentan
moléculas MHC del donante como péptidos. El alo-reconocimiento por via directa se
encuentra mas relacionado con el rechazo agudo [283] y el mecanismo indirecto con

el rechazo cronico [284].

La importancia de la via de presentacion indirecta se va dilucidando con el
tiempo. La presentacién cruzada, originariamente, fue contemplada como un
fenbmeno oscuro asociado a la inmunidad del trasplante. Sin embargo, ahora se
aprecia como un mecanismo principal por el cual el sistema inmune rastrea tejidos

para la deteccion de la presencia de antigenos no propios [285, 286].
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Por otro lado, la via semidirecta es otro mecanismo por el cual los linfocitos T
autorreactivos son activados a través del reconocimiento de moléculas MHC
alogénicas. Se produce gracias a la transferencia intacta de moléculas MHC desde la
superficie de células del donador a la superficie de DCs y estas moléculas adquiridas
son las que pueden activar a los linfocitos T. Existen estudios que demuestran que las
DCs son capaces de liberar moléculas MHC solubles y vesiculas (denominadas
exosomas) que expresan MHC | y Il ademas de moléculas coestimuladoras que pueden
ser capturadas por otras DCs [287-289]. El resultado de la via semidirecta es que una
APC puede estimular, a la vez, de un modo directo a linfocitos T CD8 y de forma

indirecta a linfocitos T CDA4.

Figura 8. Mecanismos de alo-reactividad
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De hecho, el papel inmunogénico por parte de las DCs se puso de manifiesto
inicialmente en una situacion de transplante. Para ello se utilizaba un modelo de
cultivo celular, denominado reaccidén mixta leucocitaria (mixed leukocyte reaction,
mir), que simula el rechazo del injerto [10]. Los mlr detectan incompatibilidades
génicas entre los MHC de los donadores y receptores de 6rganos trasplantados. Estas
incompatibilidades que se dan con alta frecuencia debido al enorme polimorfismo del
MHC y que permite una respuesta por parte de los linfocitos T, tipica en un rechazo

contra el injerto.

Asi pues en este trabajo para determinar el papel que los dos subtipos de DCs
(cDCs y pDCs) juegan en la respuesta inmune, hemos utilizado un modelo de
presentacién antigénica directo (cDCs y pDCs de un mismo individuo frente a

linfocitos T naive de otro individuo).

4.2.1.2 Inhibicién farmacoldégica de la respuesta inmune. Los

inmunosupresores (IS)

a desregulacion inmunoldgica tiene un importante papel patologico en un
. amplio abanico de enfermedades inflamatorias, incluyendo las respuestas de
hipersensibilidad a antigenos medioambientales (afectaciones alérgicas), el
reconocimiento erroneo a antigenos propios (enfermedades autoinmunes). Por otra
parte, el ataque inmune a antigenos extrafios en una situacion de trasplante (rechazo
y GvHD) aun siendo la respuesta no patoldgica, si es “no adecuada” al contexto. Para
tratar y paliar estas alteraciones se han utilizado agentes terapéuticos, denominados

cominmente inmunosupresores.

Los linfocitos T actGan como los principales efectores inmunes pudiendo
causar dafo tisular en numerosas enfermedades inmunoldgicas. Por ello, se los ha
considerado como las dianas celulares més relevantes para los inmunosupresores
[290-294].
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Todos los farmacos utilizados en clinica como inmunosupresores inhiben la
activacion de los linfocitos T ya sea a través de un efecto citotoxico directo
(ciclofosfamida); de la inhibicion en la sintesis de novo de purinas y pirimidinas
(azatioprina, AZA; mofetil micofendlico, MM); por la inhibicibn de su respuesta
(rapamicina o sirolimus) [295] o por la disminucion en la produccién de linfo-citocinas
(ciclosporina, CsA; o tacrolimus, FK506) [296]. Asi pues y como ya he mencionado
anteriormente, la aplicacion de este tipo de drogas ha tenido una importancia
primordial en el ambito clinico ya sea para evitar el rechazo en una situacion de
transplante como también para el tratamieto de ciertas enfermedades
autoinmunitarias. En una situacion de trasplante, el uso exclusivo o combinado de
estos farmacos ha permitido incrementar significativamente la supervivencia del
injerto [297].

Sin embargo, estos productos farmacologicos tienen un vasto efecto
inmunosupresor pudiendo causar severos estados inmuno-comprometidos en los
pacientes [298, 299]. Se ha descrito que influyen sobre todas las subpoblaciones de
linfocitos T, afectando a la memoria inmunolégica en respuesta a una infeccién virica;
facilitando su diseminacion y promoviendo asi alteraciones linfo-proliferativas en

pacientes tratados a largo plazo [300, 301].

Por eso, un tratamiento ideal de inmunosupresion seria aquel que prevendria
la respuesta inmune contra los aloantigenos presentes en el injerto sin impedir la
actuacion de la memoria inmunoldgica pre-existente. Por lo tanto, se esta
considerando una estrategia inmunosupresora alternativa: la modulacién de la
funcién de las APCs [302]. Estas drogas prevendrian la plena activacion de las APCs
pudiendo ser mejores candidatos que los agentes inmunosupresores convencionales

que inhiben de forma generalizada la activacion de los linfocitos T.

Por ello, deben ser consideradas las DCs como potenciales dianas terapéuticas
[303-308] ya que son las responsables de iniciar las respuestas T antigeno-especificas
[12]. Numerosas evidencias han puesto de manifiesto que los inmunosupresores

afectan la diferenciacion y funcion de las DCs, tanto in vitro como in vivo [309, 310].
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Como acabo de mencionar, se han caracterizado ampliamente en ensayos in
vitro los efectos de los agentes inmunosupresores en funciones especificas de las DCs
(captacion de antigeno, maduracion, migracién y estimulacién de linfocitos T) [309].
Sin embargo, se han llevado a cabo pocos estudios para evaluar la accién de estos
agentes farmacoldgicos sobre el nimero y funciéon de DCs en receptores de un drgano
trasplantado [311-313].

Por lo que a la maduracion de DCs se refiere, se han descrito diversos
inmunosupresores y otros agentes terapéuticos que alteran esta funcion como son los
glucocorticoides (GC) [305, 314], la vitamina D [315-318] o el MM [318]. Ademas de la
rapamicina, el FK506 y la ciclosporina A [319]. Estos agentes tienen distinto
mecanismo molecular de accion y muestran diferentes perfiles de inmuno-regulacion
[320] (Tabla 4: resumen de la accion de distintos inmunosupresores en la biologia de
las DCs).

Numerosos estudios sugieren que el mantenimiento de las DCs en condiciones
inmaduras o en un estado de semi-maduracién puede ser efectivo para la prevencion

del rechazo y a favor de la tolerancia al injerto [321].

Agentes anticalcineurinicos (FK506 y CsA)

A pesar de no estar relacionados quimicamente, la ciclosporina y el tacrolimus
se unen e inhiben la misma proteina, la calcineurina, a través de una via de
sefalizacion dependiente de calcio [322]. La CsA se une a la ciclofilina A, mientras
que el FK506 se une a la proteina de union a FK (FKBPs) [323], resultado de lo cual se

inhibe la transcripcion de IL-2 y otras linfo-citocinas.
El FK506, es un producto de Streptomyces tsukubaensis que muestra

similitudes estructurales con la rapamicina y que es capaz de inhibir respuestas
inmunes de 10 a 100 mas potente que la CsA [324, 325].
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La presencia de CsA o tacrolimus, durante un largo periodo de tiempo, inhibe
algunos de los pardmetros biologicos de las DCs [309]. Y no solo los de las DCs, sino
que se atribuye un nuevo concepto a los inhibidores de la calcineurina y es que
bloguean tanto la activacion de la DC hacia los linfocitos T (DC-T) como las sefales
madurativas de los linfocitos hacia las DCs (T-DC). Esta inhibicién bidireccional que
se produce en la comunicacién DC-T durante la presentacion del antigeno es una
caracteristica exclusiva de los inhibidores de la calcineurina ya que no se produce en

la inmunosupresion con rapamicina [320].

La rapamicina difiere claramente de los inhibidores de la calcineurina (CsA o
tacrolimus) en su perfil inmuno-regulador in vivo. Esta diferencia se ha observado en
modelos animales de enfermedades inmunoldgicas [326, 327]. Inhibe varios aspectos
funcionales de las DCs como son la captacion del antigeno [328, 329], la secrecion de
citocinas y la capacidad de aloestimular linfocitos T tanto in vitro como in vivo a
niveles clinicamente relevantes [330, 331]. A pesar de la similitud estructural con el
FK506; incluso formando complejo con FKBPs (proteina de unién a FK), la rapamicina

interactla con una proteina distinta a la calcineurina, el mTOR [332].

A diferencia de otros inmunosupresores utilizados comunmente, la rapamicina
no interfiere en la induccién de tolerancia [333], permite la expansién tanto in vitro
como in vivo y preserva la funcion supresiva de los linfocitos T reguladores (Treg).
Estos linfocitos incluyen tanto CD4+CD25+Foxp3+ como Treg de tipo 1 (Trl) en raton

y humanos.
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Tabla 4. Resumen de la accion de distintos inmunosupresores en la biologia de las DCs

Presentacién | Fenotipo de Quigicelgas
Captura itoci i
IS o a_gentes o antigénica DCs Citocinas liberadas - ytoreS Muﬂte
antinfl. antigeno p celular
Alost. Pép-sp | CS  MHC IL-10 L-12 TNF IFN-a
RAPA INHIBICION INHIBICION _/0 _/o - _/0 CCR5= CCR7T +/'
NO NO
INHIBICION CCR5= CCRY =
CsA EFECTO o/- 0 o/+ o/- - - EFECTO
FK506 NO INHIBICION | () 0 | o/- - CCRS5= CCR7 = NE
EFECTO EFECTO
Cortico- INCREMENTO INHIBICION - -/0 + - - - u INCREMENTO
; CCR5= CCR7,
esteroides
Vit D
anal ogzs INCREMENTO |  INHIBICION - - + - 0 eeRy), || NEREMETE

IS: inmunosupresores; RAPA: Rapamicina; CsA: Ciclosporina; FK506: Tacrolimus; Vit D:
vitamina D. Simbolos: - supresién; + incremento; 0 no efecto

4.3 TOLERANCIA INMUNOLOGICA

I

sistema inmune no s6lo tiene la capacidad de reconocer y eliminar lo ajeno

o0 extrafio, sino también estd programado para ignorar componentes propios

a través de mecanismos de tolerancia que permiten no dafar al propio organismo

[334].
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4.3.1 MANTENIMIENTO DE LA TOLERANCIA POR DCS

Las DCs aparecen como un elemento esencial en el mantenimiento de la
tolerancia inmunoldgica tanto a nivel timico como a nivel periférico [281, 285, 334,
335]. Por eso, en la etiopatogenia de numerosas enfermedades autoinmunitarias, se

ha observado una alteraciéon tanto cuantitativa como cualitativa de las DCs.

4.3.1.1 Tolerancia central

La tolerancia central, que tiene lugar en el timo o en la médula 6sea, juega
un papel crucial en la prevencién del indeseado ataque a lo propio. Este tipo de
respuestas se previenen a través de una variedad de mecanismos que ocurren a
distintos niveles del desarrollo del sistema inmune [334, 336]. Muchos de los auto-
antigenos periféricos son expresados por las células epiteliales presentes en la
médula timica (proceso controlado por el regulador autoinmune AIRE) que son
responsables de lo que se conoce como seleccidn negativa [337]. Ademas, citocinas
como TSLP (Thymic Stromal Lymphopoietin, TSLP) producida por células epiteliales
presentes en los corpusculos de Hassall timicos, promueven la conversion de
timocitos CD4+CD25- a linfocitos T reguladores CD4+CD25+Foxp3+ [338]. También las

DCs presentes en el timo estan implicadas en el proceso de tolerancia central [339].

Sin embargo, se ha descrito que las DCs de origen extratimico también juegan
un papel importante en el desarrollo de los linfocitos T [340]. En este trabajo, se
identifico la via de reclutamiento (en el que varias moléculas de adhesion estan
implicadas) que permite a las DCs residentes en tejidos periféricos capturar el
antigeno y acceder al timo. Asi pues, esta via permitiria incrementar el repertorio de
antigenos presentados a los timocitos en desarrollo permitiendo que las DCs

periféricas participen en la tolerancia central.
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4.3.1.2 Tolerancia periférica

El proceso de eliminacion de linfocitos T autorreactivos no es perfecto,
encontrandose algunos de estos linfocitos en periferia. Por eso es importante la

existencia de mecanismos que contribuyan a la tolerancia periférica.

Entre ellos, las DCs maduras residentes en los corpusculos de Hassall
seleccionan linfocitos T reguladores en el timo para el mantenimiento de la propia
tolerancia periférica, establencio un nexo entre tolerancia central y tolerancia

periférica [338].

Sin embargo, las DCs de sangre periférica también estan implicadas en el
mantenimiento de este tipo de tolerancia (Figura 9). Se cree que, las DCs inmaduras
no activadas presentan antigenos propios a linfocitos T autorreactivos de forma
continua y, que en ausencia de coestimulacion, inducen su anergia o delecion [341,
342]. Se ha descrito, que las DCs capturan cuerpos apoptoticos y/o restos celulares
(debris) que provienen del recambio celular habitual (turnover celular); migran hacia
los ganglios linfaticos y silencian a los linfocitos T que reaccionan a estos antigenos
[13]. Se ha propuesto al subtipo convencional (cDC) como la célula mas potente en la
captacién de cuerpos apoptoticos propios [343]. Este fendmeno necesita una
regulacién muy precisa, ya que la captura anormal de cuerpos apoptéticos podria

inducir enfermedades autoinmunes sistémicas [344].

Ademés de la delecion de linfocitos T, las DCs tolerogénicas inducen la
diferenciacién y proliferacion de linfocitos T con funciones reguladoras/supresoras.
En este sentido ya ha sido bien establecido que la expansion por parte de DCs
maduras de estos linfocitos T reguladores (Foxp3+, Forkhead Box Protein 3) antigeno-

especificos tanto in vitro como in vivo [345].
La asociacién de conceptos en el que se define a la DC inmadura como

tolerogénica y a la DC madura como inmunogénica han sido modificados por la

publicacion de algunos estudios que concluyen que las DCs plenamente maduras
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pueden inducir tolerancia y diferenciacién de linfocitos T reguladores. Asi pues, la
existencia de varios estadios de maduracion en DCs podria explicar el papel activo
que juega este tipo celular (DCs tolerogénicas) en el mantenimiento de la tolerancia
periférica [274]. Es la integracion de diferentes sefiales que afectan a las DCs: la
dosis de antigeno, el repertorio de citocinas en los lugares de inflamacién, el
encuentro con patogenos; lo que determinara si una DC se convertira en tolerogénica

0 en inmunogénica.

Entre los mecanismos moleculares implicados en la funcién tolerogénica de las

DCs periféricas cabe destacar:

a) la falta y/o inapropiada coestimulacion

b) induccién de muerte celular mediante:

b.1) la expresién de IDO (Indoleamine 2,3-dioxygenase) la cual induce

el catabolismo del triptéfano

b.2) la interaccién Fas/Fas-L

c) secrecion de citocinas como IL-10 y/o TGF-$

d) receptores inhibidores
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Figura 9. Papel de las DCs en la tolerancia periférica
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Figura 9. En ausencia de sefales proinflamatorias o de peligro, las DCs residentes en
tejidos periféricos capturan antigenos de sus propias células parenquimales a través de la
endocitosis de moléculas solubles, del intercambio de vesiculas y de la captacion de
células apoptéticas. Seguidamente, desde la perifeia migran por vias endovenosas y
linfaticas a los 6rganos linfoides secundarios. Una vez alli, las DCs presentan los propios
antigenos a linfocitos T autorreactivos que han escapado de la seleccién timica. Bajo
condiciones fisiolégicas, las DCs presentan bajos niveles de moléculas coestimuladoras e
inducen una proliferacién débil y transitoria de los T autorreactivos seguido de una
delecién o anergia y, probablemente de la generacion de linfocitos T reguladores.
(Immunological Reviews, 2003)

Aunque no existen marcadores especificos para las DCs tolerogénicas, la
expresion de receptores ILT (Inhibitory Immunoglobulin-Like Transcript) podria ser
una caracterisitica fenotipica [346, 347] asociada a la funcionalidad de este tipo de

células dendriticas.
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Por otra parte, el CD80, CD86 y CD83 son marcadores utilizados, normalmente,
para determinar el estado de maduracién de las DCs [12]. Sin embargo, su regulacion
positiva no es necesariamente indicativo de la capacidad de las DCs para inducir

inmunidad.

Otras moléculas coestimuladoras, como ICOSL estan presentes en las distintas
APCs (incluyendo linfocitos B, monocitos, DCs y macréfagos) y s6lo la elevada
expresion de esta molécula (ICOSL) se encuentra restringida a los subtipos de DCs

(cDCs [348] y pDCs [113]) especializados en la induccién de T reguladoras.

También PD-L1 y PD-L2 (pertenecen a la familia B7) estan especialmente
involucradas en la induccion y el mantenimiento de la tolerancia [265] ya que se
engloban dentro del subtipo de coestimuladores negativos. Ambas moléculas unen

PD-1 induciendo potentes sefiales inhibitorias [349].

Como ya se ha mencionado en el apartado “subtipos de DCs”, existen trabajos
que demuestran gue las pDCs también estan implicadas en la induccién de tolerancia.
Se ha observado, que son capaces de generar linfocitos productores de IL-10, tanto
para los CD4 [113] como para los CD8 [108]. Ademas, se ha demostrado in vivo que la
deplecién de pDCs contribuyen al aumento de la hipersensibilidad respiratoria en

modelos murinos [350].
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HIPOTESIS

. xisten dos subtipos mayoritarios de DCs (cDCsy pDCs) que pueden
interaccionar entre si en el contexto de la respuesta inmunitaria. Ambos
subtipos celulares estan implicados en el inicio de las respuestas inmunitarias innata

y adaptativa.

Nuestra hipdétesis inicial de trabajo considera que ambos subtipos de DCs
participan en la generacion de una respuesta inmune fisioldgica, en la que la cDC
lleva a cabo preferentemente la captura y presentacion de antigenos y la pDC puede
colaborar en la modulacién de la respuesta inmune. El papel modulador de la pDC
depende en gran medida de multiples factores derivados de la dindmica de la propia

respuesta.

Consideraciones previas

Estudios previos han permitido establecer que ambos subtipos de DCs -tanto
las cDCs como las pDCs como poblaciones aisladas- pueden inducir respuestas del tipo
Th1, Th2, incluso T reguladoras, cuando han sido previamente estimuladas. Nuestro
interés se centra en averiguar como se modifica la respuesta inmunitaria, tomando

como ejemplo la respuesta alogénica, cuando ambos subtipos estan presentes.

OBJETIVOS

. ste estudio tiene como objetivo principal la determinacion del papel que
juegan los distintos subtipos de DCs en la respuesta inmune, en un modelo de
presentacién alogénica, y evaluar si la combinacion de ambos subtipos de DCs puede

contribuir al tipo de respuesta inducida en linfocitos T naive.
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Como objetivos concretos se contemplan:

1-. El aislamiento de las dos subpoblaciones de DCs a partir de sangre
periférica de individuos adultos sanos, con el fin de valorar la capacidad

aloestimuladora de las pDCs, c¢DCs y la combinacion de ambos subtipos.

2-. El estudio de la aloproliferaciéon inducida en linfocitos T naive y la
evaluacion de su fenotipo funcional, determinando la expresion de marcadores de

superficie y el perfil de citocinas inducido.

3-. La determinacion de los factores y/o mecanismos que contribuyen a la
maduracién de las pDCs durante la respuesta alogénica, la definicion de marcadores
de activacién celular a nivel fenotipico y funcional, y su posible modulacion

farmacoldgica.
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Los resultados obtenidos se muestran mediante un compendio de tres
articulos publicados que forman parte del proyecto que se ha desarrollado sobre la
caracterizacion de la biologia celular de los dos subtipos mayoritarios de células
dendriticas (DCs). El conjunto de estos trabajos, aportan nuevos aspectos sobre la
interaccién entre las subpoblaciones de DCs permitiendo la elaboracion de la
presente tesis doctoral que lleva por titulo “Respuesta alogénica inducida por células

dendriticas plasmacitoides. Factores implicados en su activacion”.

A continuacion, se detallan con un breve resumen cada una de las publicaciones:

Resultados |

Primary Alloproliferative TH1 Response Induced by Immature Plasmacytoid Dendritic
Cells in Collaboration with Myeloid DCs.

M. Naranjo-Gémez, M.A. Fernandez, M. Bofill, R. Singh, C.V. Navarrete, R. Pujol-
Borrell and F.E. Borras. American Journal of Transplantation 2005; 5: 2838-2848

1.- El primer trabajo, describe la interaccion y el sinergismo por parte de los
subtipos de DCs (convencionals y plasmacitoides) en la respuesta inmune utilizando
un modelo de presentacion alogénica. Los resultados obtenidos, apuntan a las DCs
convencionales como las principales células con capacidad aloestimuladora; mientras
que, las DCs plasmacitoides sélo adquiririan esta propiedad si estan previamente
activadas. Este trabajo pone de manifiesto la interaccion de cDCs y pDCs en la
potenciacion de la respuesta alogénica, traduciéndose en una mayor produccién de
IFN gamma por parte de los linfocitos T, una de las principales citocinas de perfil Thl.
Posteriormente, se han publicado otros estudios que corroboran los resultados

obtenidos por nuestro grupo de trabajo (Lou Y. et al., 2007).
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Resultados Il

Expression and function of the IL-2 receptor in activated human plasmacytoid
dendritic cells.
Mar Naranjo-Gémez, Harold Oliva, Nuria Climent, Marco A. Fernandez, Marta Ruiz-
Riol, Margarita Bofill, José M. Gatell, Teresa Gallart, Ricardo Pujol-Borrell and
Francesc E. Borras. Eur. J. Immunol. 2007. 37: 1764-1772

2.- La segunda publicacion es un estudio ciertamente novedoso en el que se
describe, por primera vez, la expresién del receptor para la interleuquina 2 (CD25) y
los efectos de la unidn de la citocina por su receptor en diversos aspectos celulares
(supervivencia, fenotipo y secrecion de citocinas) de la biologia de las pDCs. Se
propone al CD25 como un nuevo marcador de activacibn/maduraciéon en la

estimulacion de pDCs.

Resultados Il

Tacrolimus treatment of plasmacytoid dendritic cells inhibits dinucleotide (CpG-)-
induced tumour necrosis factor-alpha secretion

Mar Naranjo-Gomez, Nuria Climent, Joan Cos, Harold Oliva, Margarita Bofill, José M.
Gatell, Teresa Gallart, Ricardo Pujol-Borrell and Francesc E. Borras. Immunology,
2006. 119, 488-498

3.- El tercer trabajo describe con detalle el papel que juega el tacrolimus
(FK506), un inmunosupresor de amplio espectro clinico, en la biologia de las pDCs,
las principales productoras de interferones de tipo I. Se presenta por primera vez, el
efecto del FK506 en la inmunomodulacion fenotipica y en la secrecién de citocinas
por parte de las pDCs y sus consecuencias en la induccion de la respuesta alogénica.
Una aportacion de conocimiento basico que podria trasladarse a estudios clinicos de
diversas situaciones patoldgicas (transplantamente y tratamiento de enfermedades

autoinmunes).
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Como resumen global de los trabajos presentados, podemos apuntar que en el
contexto de la respuesta inmune alogénica (y probablemente también en la
respuesta inmune fisiologica o convencional) la cooperacion entre los distintos
subtipos de DCs contribuye a la induccion de una respuesta eficaz y dirigida
especificamente a superar la situacion de peligro planteada. La pDC, en este caso la
subpoblacién con menos estudios reportados en este contexto, recibiria estimulos
tanto de los linfocitos T estimulados como de la propia cDC, y responderia a esta
estimulacion contribuyendo a la accion coordinada y conjunta de las tres poblaciones

celulares para hacer frente a una respuesta inmune adaptativa adecuada.
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Primary Alloproliferative TH1 Response Induced by Immature
Plasmacytoid Dendritic Cells in Collaboration with Myeloid DCs

M. Naranjo-Gémez, M.A. Fernandez, M. Bofill, R. Singh, C.V. Navarrete, R.
Pujol-Borrell and F.E. Borras

American Journal of Transplantation 2005; 5: 2838-2848
RESUMEN

Antecedentes:

En sangre periférica, se han descrito dos subtipos mayoritarios de DCs (cDCs y
pDCs). Normalmente, el papel que cada subtipo de DCs desempefia en la respuesta
inmune se ha abordado de forma independiente. Para ello se han utilizado los dos
subtipos de DCs como poblaciones aisladas. Sin embargo, poco se conoce sobre la
interaccién entre cDCs y pDCs y qué efecto podria tener en la induccion de la

respuesta inmune.

Objetivos:

La finalidad de nuestro estudio es establecer como la interacciéon entre ambas
subpoblaciones de DCs puede influir en la respuesta T generada, utilizando como
modelo la respuesta alogénica. Por otra parte, definir como la combinacion entre
pDCs, cDCs y linfocitos T (estimulacion combinada) influye en la biologia de las pDCs,
identificando los mecanismos por los cuéles este tipo celular se activa durante la

respuesta alogénica

Resultados y Conclusiones:

Los resultados obtenidos indican que la presencia de ambos subtipos de DCs
en los cultivos mixtos linfocitarios tienen un efecto sinérgico en la induccion de una
potente respuesta Thl. En el contexto de la presentacién antigénica, la presencia de
factores solubles (IL-3) asi como contactos celulares (CD40-CD40L), que son

fundamentales para las pDCs, pueden contribuir a su maduracion-activacion que se
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refleja en el aumento de su capacidad estimuladora. Este hecho puede ser relevante
no sélo in vitro sino también in vivo en el contexto de una respuesta antigeno-

especifica.
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The role played by dendritic cell (DC) subsets in the im-
mune response to alloantigens is not well defined. In
vitro experiments have extensively shown that freshly
isolated myeloid (M)DCs induce a strong T lymphocyte
proliferation whereas plasmacytoid (P)DCs do not, un-
less activated by CD40 ligation. The aim of these stud-
ies was to explore whether the interplay among PDCs,
MDCs and T cells modulates alloresponse. Freshly iso-
lated MIDCs and PDCs were merged in different pro-
portions and used as antigen presenting cells (APCs)
in mixed lymphocyte cultures (IVILC). As described, iso-
lated PDCs only induced a mild alloresponse, while
MDCs were potent inducers of alloproliferation. Un-
expectedly, when PDCs were merged with even low
numbers of MDCs (down to 100 cells) and used as
APCs, a potent Th1 cell proliferation was detected.
Survival and maturation of PDCs was increased in
these MLC conditions, which could partially explain
the magnitude of the T-cell response. Interestingly, the
proportion of IFNy -producing cells generated in such
cultures was higher compared to MDC-stimulated cul-
tures. These data suggest that the interaction between
both DC subsets is determinant to generate a potent
Th1 response, at least in an allogeneic situation, and
may be relevant to the outcome of allogeneic stem cell
transplantation.
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Introduction

Hematopoietic stem cell transplantation (HSCT) from an
allogeneic donor is the only available therapy for some
diseases (1). A major complication of HSCT is the devel-
opment of graft versus host disease (GVHD), in which
T cells recognize alloantigens presented by antigen pre-
senting cells (APCs) either by the direct or the indirect
pathways. While donor T cells directly react against recipi-
ent major histocompatibility complex (MHC)-alloantigens
on host cells, the indirect mechanism involves the pre-
sentation of host-derived peptides on donor APCs in the
context of the MHC molecules. Dendritic cells (DCs) are a
heterogeneous group of APCs endowed with the special
characteristic to prime naive T lymphocytes (2). In adult
peripheral blood and newborn cord blood, two main sub-
sets of DCs, known as myeloid (MDC) and plasmacytoid
(PDC) have been described (3-6). MDCs colonize periph-
eral tissues where they capture antigens, whereas PDCs
are the main DC population found in tonsils (7), and are
also found in inflamed tissues. MDC and PDC subsets may
be identified by the differential expression of cytokine and
chemokine receptors, and other surface markers (8).

The role played by the different DC subsets in the immune
response to alloantigens after HSCT is not well established.
Host DCs are known to stimulate donor T cells to initiate
acute GVHD reactions (9). Also, graft DCs (donor DCs) may
capture host antigens and present them to donor T cells,
thus inducing a delayed GVHD via the indirect mecha-
nism. In vitro experiments have shown that only freshly
isolated MDCs may induce a strong T lymphocyte pro-
liferation. PDCs require CD40 ligation, a signal provided
by activated T cells (10) among others, to stimulate T-cell
responses. Despite this inability of immature PDCs to in-
duce alloresponse in vitro, some evidence suggests that
this cell type may influence the outcome of the graft. For



instance, PDCs have been associated with a lower in-
cidence of chronic GVHD after bone marrow trans-
plantation using HLA-identical donors (11). However, in
HSCT using G-CSF mobilized peripheral blood stem cells
(G-PBSC), chronic GVHD has been associated to the num-
ber of PDCs in the graft (12,13). G-PBSC is a common
source of hematopoietic precursors that contain high num-
bers of PDCs (14,15). Apparently, the mechanism underly-
ing this effect would be the development of a Th2 pheno-
type on the responder T cells induced by PDCs, which fits
well with the described role of PDCs as a Th2-inducing cell
type (16). However, both DC subtypes may induce naive
T lymphocytes to differentiate toward a Th1 or Th2 func-
tional phenotype following an appropriate stimulation, (8)
and may also induce peripheral T-cell tolerance via different
mechanisms (17-21). A recent report has shown that mice
interferon-producing cells (such as PDCs) promote the ex-
pansion and Th1 differentiation of antigen-experienced un-
polarized T cells (22) in the lymph node, suggesting that
both DC subsets may be important to drive the immune
response.

The aim of this study was to explore whether the different
subtypes of DCs may contribute to the nature and outcome
of an allogeneic naive T-cell response, using in vitro mixed
lymphocyte cultures (MLC). Adult blood DCs from each
subset were isolated and then merged in different propor-
tions before the MLC setup. Response of allogeneic T cells
(in terms of proliferation, phenotype and cytokine expres-
sion) was measured using cord blood T lymphocytes as a
source of naive cells. The results indicate that the presence
of both DC subsets in the MLC have a synergistic effect
on the induction of a potent Th1 cell response.

Material and Methods

Culture media and reagents

RPMI 1640 (Gibco, Invitrogen Corporation, Paisley, Scotland) supplemented
with 10% (vol/vol) heat-inactivated foetal calf serum (FCS)(Gibco), 2 mM
L-glutamine (Sigma, Saint Louis, MO), 100 U/mL penicillin (Cepa S.L,
Madrid, Spain), 100 pg/mL streptomycin (Laboratorios Normon S.A, Madrid,
Spain), and 250 ng/mL Fungizone® (Sigma). Recombinant human IL3 (Pe-
protech, London, UK) was used at 25 ng/mL. Other reagents were Bovine
Serum Albumin (BSA), Phorbol Myristate Acetate (PMA) and lonomycin
(Sigma).

Monoclonal antibodies

The following murine monoclonal antibodies (mAbs) were used: Peri-
dinin Chlorophyll Protein (PerCP)-labeled CD3 and HLA-DR; Fluorescein
isothiocyanate (FITC)-labeled CD4 and CD45RA; Phycoerythrin (PE)-labeled
CD11¢, CD123, IL2Ra, CD154, CD45RO, IL12RB1, IL12RB2, IL18Ra (BD
Biosciences Oxford, UK); TRI-Color® (TC)-labeled CD3, PE-labeled IL4, Allo-
phycocyanin (APC)-labeled IFNy (Caltag Laboratories, Hamburg, Germany);
FITC-labeled anti-BDCA2 (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Germany);
RPE-Cy5-labeled CD14, CD19 (Serotec Ltd, Kidlington, Oxford, UK). Block-
ing mAbs to human IL3 (2.5 pg/mL)(BVD8-3G11, BD Biosciences) and to
human IL18 (5 pg/mL)(125-2H, MBL, Nagoya, Japan) were used follow-
ing manufacturer’s instructions. Isotype matched antibodies were used as
controls.
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Immunostaining and flow cytometry

Cells were washed, resuspended in 50 ulL of buffer (PBS+0.1%BSA) and
incubated with mAbs for 20 min at 4°C. Then, cells were washed, re-
suspended in PBS and analyzed in a FACSCalibur flow cytometer using
the Standard CellQuest™ acquisition software (BD Biosciences). Samples
were gated using forward (FSC) and side (SSC) scatter to exclude dead
cells and debris. IFNy and IL4 production by alloantigen-stimulated T cells
was assessed by intra-cellular cytokine staining. Briefly, after allogeneic cul-
ture, aliquots of 5 x 10° T cells were washed and stimulated for 5 h with
PMA (50 ng/mL) and lonomycin (600 ng/mL) in the presence of monensin
(2.5 pg/mL). Then, cells were washed and stained with anti-CD8 PerCP
before fixation and permeabilization using the IntraStain kit (Dako Cytoma-
tion, Glostrup, Denmark). Finally, cells were labeled with anti-IFNy APC and
anti-IL4 PE mAbs or the corresponding isotype controls.

Oligodeoxynucleotides

Endotoxin-free phosphorothioate-modified CpG ODNs were obtained from
Invitrogen (Invitrogen Corporation, Paisley, Scotland). CoG-A ODN (2216) :
99GGGACGATCGTCgggggG; CpG-B ODN (2006) : tcgtcgttttgtegttttgtegtT;
(sequences are shown, 5" to 3'; lower case Ietters,ghc;phoroﬁioateTnk—
age; capital letters, phosphodiester linkage three of the base; underlined,
CpG dinucleotides). CpG ODN were resuspended in TE buffer, diluted in
PBS, and used at a final concentration of 50 pg/mL.

IFNo. production

IFNa. was determined on supernatants from combined MLCs or CpG-
stimulated PDC as controls. IFNa was measured using an ELISA kit (Bender
Medisystems, Vienna, Austria) following manufacturer’s instructions.

Adult DCs isolation

Buffy coats, provided by the BTB, were obtained from blood donations,
following a protocol approved by the Ethical Committee of the Centre.
PBMCs were separated by a standard density gradient centrifugation (400 g,
25 min)(Lymphoprep, Axis Shield, Oslo, Norway). Cells were washed twice
in PBS and counted in a hemocytometer. Cell viability was assessed by try-
pan blue exclusion. Isolation of both MDC and PDCs from the same donor
was based on the Blood DC isolation kit (MACS, Miltenyi Biotec) with some
modifications. First, PBMC were depleted of T cells, NK cells and monocytic
cells by magnetic separation (MACS, Miltenyi Biotec) as indicated by the
manufacturer. The remaining population was incubated with mAbs to FITC-
CD4, PE-CD11c and RPE-Cy5 -CD14 and -CD19, and sorted in a FACSVan-
tage cell sorter (BD Biosciences). PE-Cy5 positive cells were discarded.
Double-positive cells for CD4 and CD11c were sorted as MDC whereas
single-positive CD4 cells were sorted as PDC. The purity of each subset
was further confirmed by additional antibody staining. PDC samples show-
ing <98% purity or CD11c+ contamination >1% were discarded. In some
experiments, cell viability was determined by staining with PE-conjugated
Annexin V and 7-Amino Actinomycin D (BD Biosciences) following manu-
facturer's recommendations.

L-cells

Mouse CD40L-transfected and control L-cells (kindly donated by Prof. John
Gordon) were maintained in RPMI+10%FCS. L-cells were irradiated (90Gy,
CLINAC 2100C Varian, Milpitas, CA) before used in coculture experiments
with DCs as a source of CD40L.

CbT cell isolation and allostimulatory assays

CbT were obtained from umbilical cord blood samples supplied by the Cord
Bank of Barcelona, following a protocol approved by the Ethical Commit-
tee and with donor consent. Cord blood mononuclear cells were obtained
as in PBMCs, and cryopreserved until used. CD3+ T lymphocytes were
purified from cryopreserved cells by negative selection (MACS, Miltenyi

2839



Naranjo-Gomez et al.

Biotech) with a purity >90% in all experiments. For CFSE labeling, 5 x 10°
isolated CbT cells were resuspended in 1 mL PBS+0.1%BSA and incu-
bated (room temperature, dark) with an equal volume of 1.256 uM CFSE
(Molecular Probes Europe, Leiden, The Netherlands). After 10 min, un-
bound dye was quenched with an equal volume of RPMI+10%FCS at
37°C. Labeled cells were washed twice in RPMI+10%FCS and 5 x 10*
cells/well were cultured in 96-well round-bottom plates (Nunc, Roskilde,
Denmark) in the indicated allostimulatory conditions. In some experiments,
96-trans-well plates with a 0.45 um diameter pore size (Millipore, Bedford,
MA) were used. CbT cell proliferation was determined as the sequential
loss of CFSE fluorescence detected by flow cytometry, as previously re-
ported (5). CFSE-high (nonproliferating) and CFSE-low (proliferating) cells
contained in the living gate (R1) were detected by flow cytometry. Cell
proliferation was indicated as the percentage of CFSE-low cells contained
in R1. In some experiments, the viability of the proliferating T cells was
evaluated by Annexin V and 7 Actinomycin D staining. Thymidine incor-
poration was also determined in some experiments. After 4 days of incu-
bation, 1 uCi of 3H-thymidine (Amersham Biosciences, Uppsala, Sweden)
was added to each well and the cells were further incubated for at least
12 h. T-cell proliferation was measured in a beta counter (1450 Microbeta
LSC, Wallac Oy, Turku, Finland).

Reverse transcription-PCR

Total T lymphocytes were harvested at different time points after allogeneic
stimulation. RNA was extracted using Trizol® Reagent (Invitrogen Life Tech-
nologies, Spain) as recommended. Following DNAse treatment (DNA-free
kit, Ambion, Houston, TX), a reverse transcription-polymerase chain reac-
tion (rt-PCR) (Promega RT kit, Promega, Southampton, UK) was performed
using a Perkin-EImer Cetus 480 thermocycler (Perkin-Elmer, Emerville, CA).
Oligonucleotides (Sigma) and PCR conditions are summarized in Table 1.
The number of cycles 'n" was determined by the nonsaturating PCR con-
ditions previously established for each reaction. Amplified cDNA was elec-
trophoresed in a 2% agarose gel.

Statistical analysis

Results are expressed as the mean =+ standard deviation (SD). Comparison
between groups was conducted using the Mann-Whitney test for nonpara-
metric data and the Tukey test or paired T test for parametric data — after
confirming normal distribution by the Kolmogorov-Smirnov test -, as indi-
cated. Analyses were performed using the SigmaStat v3.0 software (SPSS,
Ekrath, Germany). A value of p < 0.05 was considered significant.

Results

MDCs play an important role in the induction of

strong alloproliferative responses in naive T cells

Freshly isolated PDCs were defined as
CD4+HLADR+CD14-CD19-CD11¢c- and confirmed by
the expression of BDCA-2 and CD123 (Figure 1A). MDCs
were defined as CD4+HLADR+CD14-CD19-CD11c+
(Figure 1A). As reported, MDCs showed a higher level
of mean fluorescence intensity (MFI) for HLA-DR com-
pared to PDCs (median values 161.9 vs. 94.9, n = 22,
p = 0.001, Mann-Whitney test). The low expression of
costimulatory molecules and absence of CD83 expression
confirmed the immaturity of the cells. The viability was
consistently >95% for both DC subsets (supplemental
Figures IA and IB). Freshly isolated and highly purified
PDCs and MDCs were used as single stimulator subsets
in the alloproliferation assay (Figure 1B and supplemental

2840

oo
<t @
o O
29
ofs
jlew
=3
2=
3 %9;
e 8¢
5| £2¢
) 205 O
B 0w d?% <<
|~ T N N
20
= 0
= o
o Q
g%oo — O o
< & | © © O O ©
o
€S
gmr\m 0 O N
N~ NN~
<o ™ ™M <™
©
©
'_
'_
© é
< O
o O
= g
= o
O g QO
5 <<
=S OE «
<E SRS
SIS XS]
29 O3F
<= (."J<U
O <=
< O oS5
[GRG) <5
= o [SRGRG)
== O G
O+ O <
3o ES9
522  E£50
2loo [SYGES
c|= - [ORSQ U]
[0
c <|O O O
o
_(C) a
Q O
o O
= 5}
L <
@ <
5 )
=
=1 I
S 5 <
= Q
o
) © <
a 5!— O
- @) OO
c O OF «
© == <=0
» ©C o (Ol
o < g
o <= o
c < O <(UU
o) O = 0=
g o Q 8(9(3
3 =3 <EQ
0] [ONS} E(DUO
i) QO I5E
9 <= .
D (SN O
S| o|Eo Goo
5 ""_r('—g ow'_
c|O =
2 &lEO L350
= 0| <C < <+
@]
- T
3 SRy
c O | N < T Z <
= [ =L g

American Journal of Transplantation 2005; 5: 2838-2848



Th1 Alloresponse Induced by Combined PDCs and MDCs

>

PDC

=
=T [99% B
e ] \\ R1 gated cells
_E = 2 =
o 2 - iii
e, ] % - . 10,5 |1,4
-=I[ = o -, = w = U
..EEIFD- B US\E_ ;N‘D—
= 5000 PDC =51 z
'Ctg ] iﬁg_ =]
= T T T -
L[ [ RS [V | R ) M. P
EOCAZ FE 0 200 400 €00 800 1000
Farward Scatter
T = 1ii
= L5 "=
o 3 =2 w =
e ] =32 =os ]
&= 5000 MDC g e
o, ] = e
Dl."'\-l b an:;_ =T
T 2 =1 -
273 G =
- =} T T T T T = T T T
e 0 200 400 600 800 1000 gl qpt qpd qpd qpt
= Forward Scatter CFSE-FITC
-=['=.
= T T T
10 10 (R [ R
C CO11c PE
07 [mmpC S 60
5 =i
_g 404 [EPDC © 50 -
g 3w
& 30 E=
) < 304
fud o
a 20 4 = 20
= a o
]
O 10 - NLT
X a2
O b T T T 0 ' T
noS 150 312 625 1250 2500 5000 nos  PDCs PDCs
+IL3  +ODN

Number stimulating APC/ 50.000 CbT cells

Figure 1: Isolation and alloproliferative induction by DC subsets. Panel A. Isolated PDCs (BDCA2+ DR+, the small inner histogram
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region. The proportion of proliferative cells is determined as the CFSE-low population contained in the lower left quadrant of the dot plots
(iii and iv). A single representative experiment is shown. Panel C: Cell dose-dependent induction of alloresponse was determined using
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Figure 11). Overall, MDCs induced an important, dose (as positive control, Figure 1D), but not at lower ratios
dependent, alloproliferative response in naive T cells (up (Figure 1C). Different proportions of cells from both DC
10 57.8% £ 11.7, n = 11, 5000 MDCs per 50 000 T cells, subsets were then combined and used as APCs in the
ratio 1 : 10) (Figure 1C). In contrast, purified PDCs only MLC, to test whether a higher proportion of PDCs (as

induced a mild alloproliferation of naive T lymphocytes in G-PBSC harvest) may influence allogeneic response.
at high ratios (20.6% =+ 13.9, n = 11, 5000 PDCs per These experiments showed that the presence of MDCs
50 000 T cells, ratio 1 : 10) or upon CpG-ODN activation had a dominant effect, as the alloproliferative response
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of T cells (68.6% =+ 2.3, n = 2) remained similar to that
elicited by MDCs alone even when the proportion of
MDCs versus PDCs was 1 : 3 (1250 MDCs + 3750 PDCs
per 50 000 T cells (ratio 1 : 10)) (data not shown).

MDCs and PDCs act synergistically to induce

a potent T-cell response

To further study the dominant role of the MDC subset,
suboptimal numbers of these cells were merged with a
constant number (5000 cells) of PDCs to set up the MLC.
As above, the APC : T-cell ratio (1 : 10) was not substan-
tially modified—the number of MDCs added to PDCs only
ranged between 0.2% and 2% of the total APCs, and
between 0.02% and 0.2% of the responder T cells (un-
able to induce any T-cell proliferation). The addition of just
50 MDCs to PDCs was sufficient to induce a higher level
of T-cell proliferation compared to PDCs alone (41.7% =+
14.0 vs. 20.6% + 13.9, n = 9, p = 0.007, Tukey test)
(Figure 2A). When the APC mixture consisted of 5000
PDC + 100 MDC (referred as PDC+100MDC onwards), the
level of alloresponse was not significantly different to that
obtained using MDCs alone as single APC subset (44.1%
+ 13.5vs. 57.8% £+ 11.7, n = 7, p = 0.148, Tukey test)
(Figure 2A). By contrast, T-cell alloproliferation induced by
PDC + 100 T cell-depleted PBMCs (as control) only reached
PDCs levels (20.0% =+ 5.2, n = 3). Thus, a suboptimal num-
ber (approximately one order of magnitude below optimal)
of MDCs merged with PDCs may dramatically modify out-
come of alloproliferative response. To investigate whether
cell contact may be involved in this effect, trans-well ex-
periments were performed. The results showed that cell
contact among the three cell subsets may be necessary,
as the alloresponse was reduced when MDCs and PDCs
were separated by a 0.45 um pore size filter (Figure 2B).
However, soluble factors, possibly derived from activated
T cells, may also be involved.

To further investigate whether MDCs could directly mod-
ify the PDCs' induced response, sorted MDCs were cocul-
tured with control or CD40L-transfected L-cells for 24 h,
while PDCs from the same donor were CFSE-labeled and
maintained in IL3. Then PDCs and MDCs were mixed (3 :
1) and cultured for additional 12-16 h. Finally, CFSE-PDCs
were sorted again (99% pure) and used as the stimula-
tory population. PDCs ‘conditioned’ by CD40L-stimulated
MDCs induced a potent alloresponse by T lymphocytes
(Figure 2C), indicating that activation of MDCs may be im-
portant for the conditioning of PDCs, and therefore influ-
ence PDCs’ function.

PDC+MDC allostimulation induces IL3 secretion

and promotes PDC survival

Using PDC+100MDC was enough to modify the magni-
tude of alloresponse in vitro. As IL3 and CD40 ligation are
important factors in the biology of PDCs, we examined
the possible contribution of the production of IL3 and the
expression of CD154 by the T cells used in the assay.
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performed in each condition. Black bars indicate the mean value
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PDCs. Values represent the mean and three replicates from a sin-
gle experiment of two.
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Addition of IL3-blocking antibodies to MLCs stimulated by
PDC+100MDCs resulted in a 40% reduction of T-cell pro-
liferation (73.3% =4 2.5 t0 45.8% =+ 0.5, n = 2) (Figure 3A),
whereas in MLCs stimulated with MDCs, the reduction
was only 16% (84.0% + 4.3 t0 70.7% =+ 0.5, n = 2) (Fig-
ure 3A). This reduced T-cell proliferation may reflect the
role played by IL3 in the survival and maturation of PDCs.
To address these points, CFSE-PDCs were cultured for
24 hin the presence of MDC+T cells (as in previous MLCs)
or in the presence of IL3 alone (Figure 3B). After incuba-
tion, CFSE-labeled PDCs were detected by flow cytome-
try, and survival was determined as a function of Annexin
V and 7-Amino-Actinomycin D staining. Relative survival
of CFSE-PDCs in the MLC was similar to that obtained
in the presence of IL3 (relative survival 97.9-100%) (Fig-
ure 3B). The addition of IL3 blocking antibodies reduced
survival of CFSE-PDCs to only 25% in the IL3 control ex-
periment (75% reduction) and to 55% in the MLC experi-
ment (45% reduction) (n = 2 in each situation). Moreover,
CFSE-PDCs survival was impaired when cocultured with
MDCs but without allogeneic T cells. These results con-
firmed that IL3 (probably secreted by stimulated T cells)
may be at least partially involved in the survival of PDCs
during the MLC setup. /n vitro maturation of PDCs was
also determined. After 72 h, CFSE-PDCs cultured in the
PDC+100MDC MLC showed a higher proportion of cells
expressing CD83, CD80 and CD40, and a higher MFI for
CD86 and HLA-DR compared to controls (Figures 3C and
3D). In addition, the levels of interferon alpha, as deter-
mined by ELISA in the culture supernatants, were below
20 pg/mL in all conditions tested (Figure 3E). Thus, the
combination of PDC+MDC+T favors both PDCs’ matura-
tion and survival in vitro, but do not significantly induce the
production of interferon alpha by PDCs.

PDC-+MDC allostimulation confers a Th1 skewed
phenotype to responder T cells

We then analyzed the phenotype of the responder T-cell
population. After 5 days of incubation, the majority of CFSE-
low responding T cells were found to express CD154,
IL2Ra, IL12RB1 and IL18Ra. (Figures 4A and 4B, n = 4)
in either PDC+100MDC or MDC stimulated cultures. Fur-
thermore, the B2 chain of IL12R was transiently detected
in all conditions (Figure 4C, n = 3).

Cytokine production by allostimulated T cells was also
studied. In MDC stimulated cultures, mRNA for IL2, IL10
and interferon gamma (IFNy) were detected 12 h after
the MLC setup and the levels increased for at least 24 h
(Figure 5A). Similarly, PDC+100MDC allostimulated T cells
also expressed IL2, IL10 and IFNy mRNA, although re-
sponse was slightly delayed (Figure 5A). After 5 days
of allogeneic culture, intra-cellular IFNy was detected
in proliferating CFSE-low T cells following restimulation
(Figure 5B). A higher proportion of IFNy producing cells
was obtained when merged PDC+100MDC were used as
stimulators, compared to MDCs alone (24.0% =+ 8.9, vs.
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13.1% £ 5.2, p =0.004, n = 8, paired T test) (Figures 5B
and 5C). Both CD4+ and CD8+ T lymphocytes were found
in the IFNy -positive population (data not shown). No intra-
cellular IL4 was detected in any experiments, and no
mRNA expression for this cytokine was detected by rt-PCR
after short stimulation with APCs (Figure 5A).

Discussion

DCs play a crucial role in antigen recognition, presentation
and modulation of the immune response. Several reports
have demonstrated that DCs are involved in the develop-
ment of GVHD, a serious complication of HSCT. In fact,
depletion of host MDCs by antibody treatment has been
shown to significantly reduce aGVHD (25). Similarly, host
skin Langerhans cells may trigger GVHD despite complete
blood chimerism (9). In HSCT, it is thought that donor DCs
may induce GVHD by taking up and presenting host anti-
gens to donor T cells. This ‘indirect’ mechanism only stim-
ulates a small number of responder T cells compared to
the 'direct’ mechanism, as this number is similar to the per-
centage of T cells responding to a nominal antigen (26). The
main sources of stem cell progenitors for HSCT are bone
marrow (BM), cord blood and G-PBSC harvests. G-PBSC
harvests have been associated with a lower incidence of
aGVHD (27,28) and with a preference for inducing a Th2
cytokine response. The particular features of each source
may influence the outcome of the graft. For example,
G-CSF treatment may affect the function of other cell
types, such as MDCs or T cells (29,30). Moreover, the
presence of marrow stromal cells in BM preparations may
facilitate engraftment (31). Concerning DCs, G-PBSC har-
vests contain approximately five times more PDCs than
BM preparations (14,15), and two to three times more
PDCs than MDCS. PDCs were thought to preferentially in-
duce Th2 responses (16), to promote tolerance (19,21), and
be poor inducers of allogeneic T-cell proliferation. Hence,
PDCs may be important for the induction of graft toler-
ance. However, recent clinical studies have provided in-
conclusive results. The infusion of more than 0.9 x 10°
donor PDCs per kg has been associated with a lower in-
cidence of cGVHD in BMT patients (11). Besides, studies
using G-PBSC from HLA-matched donors have shown that
cGVHD correlated with higher numbers of infused PDCs
(3.3 x 10%/kg) (12). In these studies, the number of other
cell types present in the graft did not correlate with the
incidence of GVHD. These results justify the conduct of in
vitro studies in order to clarify the role of DC subsets in the
allogeneic response.

To determine how the interaction of both DC subsets
may influence outcome of the alloreactive T-cell response,
MLC experiments were performed, in which the APC pop-
ulation was composed by different proportions of merged
MDCs and PDCs. As expected, isolated PDCs were
poor allogeneic response inducers, whereas MDCs alone
induced a potent naive T-cell proliferation. Surprisingly, the
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addition of only 100 MDCs (one order of magnitude below
the optimal number) to PDCs (PDC+100MDC) increased
the alloproliferative T-cell response, thus suggesting a
possible role of PDCs in sustaining alloresponse in vitro.
This may be due to the higher survival and maturation
state shown by PDCs cultured in these MLC conditions,
in which IL3 and CD154 are involved. IL3 plus CD40
ligation have been shown to promote a PDC-induced Th2
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response (16). However, the T-cell response in the MLC
stimulated by merged PDC+100MDC does not correlate
with a Th2 profile, but rather with a Th1 profile. Several
previous reports have suggested that PDCs may be
involved in Th1 induction. PDCs are the main cell source
of interferon alpha in response to viral or CpG stimulation
(32), and secrete pro-inflammatory chemokines such as
CCL3 in response to T cell derived stimuli (33). Moreover,
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in mice, Interferon Producing Cells (similar to PDCs) fail
to induce proliferation of naive T cells, but promote the
expansion and Th1 differentiation of antigen-experienced
T cells (22). In this model, the expression of several
markers, including IL12RB2 (34,35), the expression of IL2
mRNA and synthesis of IFNy by proliferating CbT cells (36)
indicated a Th1 phenotype. This Th1 response induced by
PDC+100MDC is most probably due to the presence of
MDCs or MDC-secreted factors. In fact, CD40L-activated
MDCs were sufficient to increase the capacity of PDCs
to induce a potent T-cell alloproliferation. Interestingly, the
combination of PDC+100MDC as APCs is more efficient
than MDCs alone in the induction of IFNy expressing
T cells. This finding emphasizes the importance of the
two types of DCs in this kind of alloresponse, although
the mechanism is not clear. Cytokines like interferon
alpha could play a role, but were detected at low levels
in cell culture supernatants in the PDC+100MDC con-
dition. Other myeloid derived cytokines, like IL18, may
support Th1 responses induced by CD40L-activated PDCs
(37,38). In preliminary experiments, and as previously
reported in mice (22), the addition of IL18-blocking
antibodies to MDC-stimulated and PDC+100MDC-
stimulated cultures does not alter the level of T-cell
proliferation and does not reduce the production of intra-
cellular IFNy by T lymphocytes. Although not addressed
here, it is also possible that other factors secreted by
MDCs or PDCs, such as IL23 produced by PDCs (22)
or trace levels of IL12p70 (37), may also contribute to
response outcome. Current experiments are underway to
clarify these points.

The data presented here show that when both PDCs
and a suboptimal number of MDCs are merged and used
as APCs, may promote an allogeneic Th1 response in
CbT cells in vitro. A recent model of T-cell activation and
polarization has suggested that both DC subsets are impor-
tant to induce a potent Th1 response (22). In an allogeneic
situation, it is possible that MDCs capture host antigens
from peripheral tissues and migrate to the lymph nodes,
where PDCs are continuously recruited both under normal
and inflammatory conditions (39-41). MDCs may induce
a rapid expansion and activation of naive T cells through
antigen presentation and cytokine secretion that may also
influence PDCs. Activated T cells would then support PDC
survival and maturation via IL3 plus CD40 ligation, and in
turn PDCs may promote final differentiation of T cells. Fur-
ther investigation is required to determine whether this
final differentiation is antigen specific, is mediated by cy-
tokines acting on PDCs, or both. In the allogeneic situation
analyzed here, several results suggest that both soluble
factors and also cell-cell contacts, either between DC sub-
sets or with T cells, are involved. In fact, cell-cell contact
between DC subsets has already been described (42,43)
and cannot be completely ruled out. Overall, these data
suggest that both DC subsets may be important in the in-
duction of a potent T-cell response from a rather low num-
ber of activated APCs. Besides, in an allogeneic response,
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it is possible that both DC populations play a role in the
development of a GVH reaction by controlling Th commit-
ment through cytokine and cellular interactions. Additional
studies are needed to establish whether the elimination of
MDCs present in the graft may help reduce GVHD, without
altering the beneficial effects of the GVL response follow-
ing HSCT. Finally, these results support the usefulness of
in vitro assays with purified populations to complement
clinical studies.

Supplementary Material

The following supplemental material is available for this
article online:

Figure S1: Evaluation of PDCs survival and phenotype after the
isolation process. 1B Evaluation of MDCs survival after the isola-
tion process

Figure S2: T-cell proliferation was also measured by thymidine
incorporation in some experiments.

This material is available as part of the online article from
http://www.blackwell-synergy.com.
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RESUMEN

Antecedentes:

Historicamente, la IL-2 se conoce como el principal factor de crecimiento de
los linfocitos T aunque podria actuar sobre mdultiples células diana. Ademas, la
induccién de la cadena alfa para el receptor de IL-2 (CD25) se ha asociado,
clasicamente, a un marcador de activacion linfocitario. Sin embargo, se ha descrito
que distintos subtipos de DCs, tanto en modelos murinos como en humanos, expresan
CD25. Asi, algunos trabajos han reportado que las pDCs activadas expresan CD25,

aunque no se ha estudiado el papel que la IL-2 tiene en este tipo celular.

Objetivos:

En el trabajo anterior (Resultados I) definimos la existencia de posibles
factores solubles derivados de linfocitos T activados que podian influir en la
activacion de la pDC; en base a estas observaciones y los datos existentes en la
literatura pretendemos investigar la expresion y funcionalidad del receptor para IL-2
en pDCs humanas activadas, utilizando dos tipos de estimulos: CD40L (no inductor de
IL-2 en DCs) y CpG (inductor de IL-2 en DCs).

Resultados y Conclusiones:

Los resultados de este trabajo demuestran que las pDCs expresan el receptor

funcional para IL-2 en respuesta a diferentes estimulos de activacién, siendo el CD25

73
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un buen marcador de activacién temprana. Ademas, la IL-2 se muestra como un
importante factor auto- y/o paracrino para las pDCs, ya que modula su supervivencia
y activacion (incremento en la secrecion de citocinas proinflamatorias: TNF-a y IL-6).
Es por tanto, uno de los factores solubles que pueden contribuir a la activacion de las

pDCs en el contexto de una respuesta inmune.

Este trabajo constituye el primer ensayo funcional sobre el papel de IL-2/I1L-

2R en la biologia de las pDCs humanas.
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Human and mouse plasmacytoid dendritic cells (PDC) express IL-2 mRNA specifically
upon TLR stimulation, but not under CD40L stimulation. Even though the expression of
the IL-2R by PDC has been described, the functional implications of this expression
remain unknown. Here, we investigated the expression and function of the IL-2R in
activated human PDC. The IL-2Ra chain, CD25, is expressed in both CpG- and CD40L-
activated PDC. CD25 expression is a relatively rapid event, as the receptor was detected
6 h after the initial activation signal. Exogenous IL-2 added to CD40L-activated PDC
increased the expression of CD25, enhanced the secretion of pro-inflammatory
cytokines and promotes PDC survival. CpG-activated PDC cultured in the presence of
IL-2R-blocking monoclonal antibodies showed a reduced expression of pro-inflamma-
tory cytokines, especially TNF-a. This reduction was dose and time dependent,
suggesting a regulatory role of IL-2 in TNF secretion that might occur at the post-
transcriptional level. These results indicate that the expression of the IL-2R is relevant to
human PDC activation, and that IL-2 may be an important auto- and/or paracrine factor
modulating the activation and survival of PDC. Finally, CD25 expression may be
considered as a useful early activation marker for human PDC.
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Dendritic cells (DC) play an important role in both the
innate and adaptive immune responses [1]. Plasma-
cytoid DC (PDC) are the DC subtype endowed with the
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capacity to secrete large quantities of type I IFN upon
microbial infection [2], a cytokine that induces an
antiviral state and contributes to the integration of
innate and adaptive immunity. Importantly, stimulation
of PDC by microbial products also promotes the
secretion of pro-inflammatory cytokines such as TNF-a
and IL-6 [3]. Similarly, both human conventional DC
and PDC have been described to express IL-2 mRNA
upon CpG activation but not upon CD40 ligation [4].
Several reports have demonstrated that PDC participate
in the activation of various cell types involved in the
immune response, including NK cells, B and
T lymphocytes and myeloid (conventional) DC [5]. In
this sense, the expression of IL.-2 by PDC may play a role
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in the activation of NK cells in murine models [6, 7]. In
humans, a novel molecular mechanism through the
TNFR family member glucocorticoid-induced tumor
necrosis factor receptor ligand (GITRL) is used by
PDC to costimulate NK cells in the presence of IL-2 or
IFN-a [8]. However, the role of IL-2 secreted by
conventional DC or PDC in the induction of immune
responses is still controversial [9-11].

IL-2, historically known as the main T cell growth
factor, may act on multiple cell targets. It binds to a
specific high-affinity receptor (Kq = 5-10 pM) consist-
ing of three different polypeptide chains [12]. The o
(CD25) chain is mainly involved in cytokine binding,
whereas the p (CD122) and y (CD132) chains are
necessary for signal transduction events involving the
tyrosine-specific kinases JAK1 and JAK3. Although the
induction of CD25 has been classically used as a
lymphocyte activation marker, different DC subtypes
from both human and mice may express CD25 [13-16].
Additionally, IL-2 and CD25 have been associated with
maturation of human monocyte-derived DC [17, 18],
and CD25 induction has also been shown in murine
intestinal lymph DC [19]. Functionally, the expression of
IL-2Ro by murine DC does not modify the magnitude of
allogeneic T cell proliferation [20]. In contrast, IL-2 has
been reported to augment the IL-12-induced IFN-y
production by murine splenic DC [21], an effect that
could be blocked by anti-CD25 monoclonal antibodies.

Although mentioned in several publications [22, 23],
the functional characteristics of CD25 and the possible
role of IL-2 on activated PDC have not been studied.
Here, we have investigated the expression and func-
tional implications of the IL-2R on human activated
PDC, using separately CD40L (a non-IL-2-inducing
stimulus) and CpG (an IL-2-inducing stimulus) as
activating factors. Our results show that CD25 is an
early activation marker that plays a functional role in the
modulation of cytokine secretion by activated PDC, and
provide evidence that IL-2 may also enhance the survival
of these cells upon activation.

Results

Activation-induced expression of CD25 by
human PDC

Immature human PDC did not express either CD25 or
CD122 upon isolation (n >10). To analyze the capacity
of these cells to express CD25 and CD122 following
activation, sorted PDC (Fig. 1A) were cultured for up to
48 h and the surface expression of each marker was
assessed using specific monoclonal antibodies. In
control experiments, PDC cultured for 48 h in the
presence of IL-3, or the combination of IL-3 + IL-2

© 2007 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim
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(200 U/mL), did not show any CD25 expression.
However, activation of PDC using either CpG or
CD40L induced the expression of CD25 in these cells
(66 + 17% and 55 + 13%, respectively, n >4). Con-
firming the activation state of these cells, PDC also
expressed high levels of HLA-DR and CD86, as expected.
In contrast, a moderate expression of CD122 was
detected in all conditions tested (Fig. 1B).

Time course experiments revealed that the majority
of the cultured PDC expressed CD25 as early as 6 h after
CpG activation (92 + 19%, n =>5). At the same time
point, CD40L activated CD25" PDC represented about
30% of the total PDC. However, this proportion was
increased up to 60% at 24 h of activation (Fig. 1C).
Finally, as previously reported, IL-2 mRNA expression
could only be detected upon CpG activation but not
upon CD40L activation (Fig. 1D).

IL-2 effect on CD40L-activated PDC

As CD40L-activated PDC express IL-2R but do not
produce endogenous IL-2, these cells were cultured
either in the presence or absence of exogenous IL-2 to
assess the effect of the cytokine on CD40L-activated
PDC. Based on the results mentioned above, the
induction of CD25 expression was used as an early
marker of cell activation. After 24 h of incubation, the
addition of increasing amounts of IL-2 resulted in a
higher proportion of CD40L-activated CD25" PDC
(48 £ 12 vs. 63 +9, n = 4, paired t-test, p = 0.01)
(Fig. 2A). The secretion of cytokines was also analyzed
in supernatants from these CD40L-induced cultures
(Fig. 2B). The presence of IL-2 (800 U/mL) resulted in a
significantly increased secretion of TNF-o in these
cultures (240 + 215 vs. 354 + 271 pg/mL, n = 6,
Wilcoxon test, p = 0.03). IL-6 did not show significant
changes, although some samples contained increased
levels (29 + 38 vs. 90 £ 163 pg/mL, n = 7, Wilcoxon
test, p = n.s.). Additionally, an important secretion of
IL-4 was found in cultures containing exogenous IL-2
(11 +£6 vs. 55+ 34pg/mL, n =7 paired t-test,
p <0.0001). Finally, small amounts of IFN-y were also
detected in cultures where CD40L-activated PDC
received the IL-2 stimulus during 24 h (1.7 + 1.3 vs.
31 + 26 pg/mL, n =5, Wilcoxon test, p = 0.06)
(Fig. 2B). Overall, the results showed that the presence
of IL-2 had a significant effect on the secretion of some
cytokines induced by CD40L stimulation in PDC,
including TNF-a and IL-4.

As activated T cells may supply both CD40L and IL-2
stimuli, and the effect of T cells on PDC survival has been
well established, we also tested whether exogenous IL-2
may have a positive effect on PDC survival upon
activation. In four different experiments, CD40L activa-
tion of PDC in the presence of IL-2 resulted in a higher
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proportion

of

Annexin V/7-amino-actinomycin D
(7-AAD) double-negative cells compared to those
receiving the CD40L stimulus only (58 + 24 vs.

Eur. J. Immunol. 2007. 37: 1764-1772

44 + 21, n = 4, p = 0.01, paired t-test) (Fig. 2C),
confirming that IL-2 may play a role in PDC survival
upon activation.
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Figure 1. The expression of CD25, CD122 and IL-2 mRNA on activated PDC. (A) Assessment of PDC isolation after sorting. Cells were
gated (left plot) and analyzed for the double expression of CD4 and HLA-DR (middle plot) and BDCA-2 (right plot). Numbers in the
middle plot indicate the percentages of cells in each quadrant. (B) Sorted PDC were cultured for 48 h in the presence of IL-3 + IL-2,
CpG or CD40L as indicated. The expression of CD25, CD122 and the activation markers HLA-DR and CD86 is shown (one
representative experiment of four). (C) Histograms show the expression of CD25 after 6 h of CpG or CD40L activation. The time
course expression of CD25 upon activation is shown in the bar plot (mean + SD, n >5 experiments). (D) The induction of IL-2
mRNA in PDC. Cells were incubated for 6 h in the presence of IL-3, IL3 + CpG or IL-3 + CD40L as shown. After the incubation, total
mRNA was extracted and the proportion of IL-2 mRNA was calculated as relative to f2-microglobulin expression. The mean + SD
of three independent experiments is shown.
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Figure 2. IL-2 modulates CD25 expression, cytokine secretion
and survival of CD40L-activated PDC. Sorted PDC were cultured
with IL-3 + CD40L for 24 h. In some cultures, exogenous IL-2
was added. (A) The presence of increasing amounts of IL-2
enhanced the proportion of CD25* CD40L-activated PDC. The
mean =+ SD of four independent experiments is shown
(*p <0.05). (B) Supernatants of at least five independent
experiments were collected and the indicated cytokines
quantified by CBA. Plots show the results of the respective
treatment in each individual sample. Significance is indicated
by the p value. (C) PDC were cultured for 24 h as above, but
without exogenous IL-3. After the incubation period, cells were
recovered and viability analyzed by Annexin V and 7-AAD
expression. Contour plots show the results of one representa-
tive experiment of four. The numbers indicate the percentages
of cells in each quadrant.
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Effect of IL-2 blockade in CpG-induced PDC
activation

As previously shown, CpG-activated PDC induced IL-2
mRNA shortly after the stimulation. In our experiments,
minute amounts of IL-2 were detected in supernatants
by cytometric bead array (CBA), but the results showed a
wide variation depending on each sample (data not
shown). However, the presence in the culture of
endogenous IL-2 secreted by PDC upon CpG activation
could have a functional effect on PDC. To explore this
possibility, PDC were in vitro CpG-stimulated during 6 h
in the presence of an anti-CD25 blocking monoclonal
antibody (MAR108) or an isotype control antibody.
Interestingly, the presence of MAR108 significantly
reduced the secretion of TNF-o by activated PDC
(4637 £ 3191 vs. 3103 4+ 2957 pg/mL, n = 8, paired
t-test, p = 0.0034) (Fig. 3A). IL-4 was also detected at
slightly reduced levels (242 + 215 vs. 178 + 223 pg/
mL, n =8, Wilcoxon test, p = 0.0078). Finally,
although in some samples IL-6 also exhibited reduced
levels (1412 + 911 vs. 950 + 759 pg/mL, n = 8, paired
t-test, p = 0.081), the results were not found to be
significant. In sharp contrast, IFN-a secretion was not
modified in the presence of the blocking CD25 antibody
(837 £ 790 vs. 751 + 642 pg/mL, n = 6, p = n.s.).

The effect of CD25 blockade was both dose and time
dependent (Fig. 3B). In three independent experiments,
blocking anti-CD25 antibodies added to the culture
media for the whole activation period (6 h) were able to
inhibit TNF secretion up to 30% (Fig. 3B). The inhibitory
effect was still observed when the blocking antibody was
added for the last 180 min of incubation (after 3 h of
activation). In contrast, when the blocking antibody was
added during the last 90 min of incubation (after 4.5 h
of activation), the inhibitory effect was lost. These
results suggest that the putative effect of endogenous
IL-2 on TNF-a secreted by PDC occurs during the early
phases of cell activation.

To further analyze the inhibition of TNF-a secretion
due to CD25 blockade, total mRNA of 6-h CpG-activated
PDC was obtained and RT-PCR was performed. In two
independent experiments, the relative expression of
TNF-a was approximately increased by tenfold in CpG-
activated PDC compared to non-activated controls
(Fig. 4). The presence of blocking anti-CD25 antibodies
did not induce any significant change on the TNF mRNA
levels, suggesting that the modulatory effect of CD25
blockade must occur at the post-transcriptional level.

Finally, the addition of exogenous IL-2 (400 U/mL)
to CpG-activated PDC resulted in a moderate increase of
TNF and IL-4 secretion whilst IL-6 levels were not
substantially different (data not shown).
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Figure 3. CD25 blockade on CpG-activated PDC impairs cytokine secretion in a time-dependent fashion. (A) PDC were cultured
with IL-3 + CpG in the presence of CD25-blocking antibodies (anti-CD25) or isotype control antibodies (Ig). After 6 h, supernatants
were collected and the indicated cytokines analyzed by either ELISA or CBA. Plots show the results of the respective treatment in
each individual sample (eight independent experiments). Significance is indicated by the p value. (B) Time- and dose-dependent
CD25 blockade on CpG-activated PDC. Cells were activated in culture by CpG for 6 h. The CD25-blocking antibody was added at the
beginning of the incubation (360 min of blockade), after 3 h since the initial activation (180 min of blockade), or after 4.5 h since the
initial activation (90 min blockade). All supernatants were analyzed after the whole incubation period (6 h). For the dose-response
experiments (right panel), cells were incubated for 6 h in the presence of the indicated antibodies (black symbols). Isotype control
(white square) was measured at the highest concentration. The results (mean + SD, n = 3) are expressed as the proportion of
secreted TNF compared to non-blocking (isotype) conditions (dotted line).

Discussion levels of expression being detected within the first 6 h of

activation. A recent report has also shown an early up-

Different subtypes of DC, including activated PDC, have
been shown to express CD25 [22, 23], but to our
knowledge the data reported here constitutes the first
functional study on the role of IL-2/IL-2R in the biology
of human PDC.

Our results confirm that both CpG and CD40L induce
the up-regulation of CD25 in human PDC, with high
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regulation of CD25 expression by murine intestinal
migrating lymph DC that had been activated by
resiquimod, a TLR7/8 ligand [19], indicating that
CD25 may be one of the early activation markers for
PDC.

Depending on the stimulus, some differential effects
may be observed. CpG induces a rapid and important
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Figure 4. CD25 blockade on CpG-activated PDC did not affect
TNF mRNA expression. PDC were activated and cultured in the
presence (striped bar) of CD25-blocking antibody (10™) or
isotype control antibody (white bar). After 6 h, the cells were
recovered, total mRNA was extracted, and TNF-a mRNA
revealed by RT-PCR using specific primers. The results are
expressed as the fold induction of normalized values (TNF-
a/B2m) compared to non-stimulating conditions (IL-3). A
representative experiment of two is shown.

expression of CD25, which is concomitant to IL.-2 mRNA
induction by these cells. In contrast, CD25 expression by
CD40L-activated PDC is slightly delayed when compared
to CpG. These differences were not all that unexpected,
given the different sources of the stimuli, i.e. activated
T cells versus microbial DNA/RNA, which use completely
different signaling pathways that also trigger very
different levels of inflammatory cytokine secretion. It
is well established, and also confirmed here, that CpG
stimulation of PDC induces high levels of inflammatory
cytokine production while the CD40L effect is much
more moderate [3].

To explore the function of newly expressed IL-2R, we
recurred to experiments in which either exogenous IL-2
was added or the CD25 was blocked with antibodies,
depending on the activating stimuli used.

Functionally, the addition of exogenous IL-2 to
CD40L-activated PDC resulted in: (1) a higher expres-
sion of CD25 by these cells, a classical effect of IL-2-
IL-2R ligation in T cells [24]; (2) an increased expres-
sion of pro-inflammatory cytokines, similarly to data
described in monocyte-derived DC [18]; and (3) an
increased survival, the latter supporting the view that
factors other than IL-3 may have an anti-apoptotic effect
in PDC [25]. Although previously described in PDC from
lymph nodes [26], an unexpected observation was the
secretion of IL-4 by CpG-activated and/or CD40L + IL-2-
activated PDC. This effect is similar to the well-described
IL-4 secretion by T cells in response to IL-2 [27].
Functionally, IL-4 was first shown to induce apoptosis on
freshly isolated PDC [28]. However, activated PDC are
resistant to IL-4-induced cell death ([28] and our own
results) but may still be responsive to this cytokine. A
recent report has linked the expression of IL-4 and
secretion of IFN-y by mouse PDC [29]. Interestingly, we
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also detected small amounts of IFN-y in supernatants
from CD40L-stimulated PDC in the presence of IL-2, in
which IL-4 was also found. With regard to IFN-y
secretion, IL-2 has also been demonstrated to have a
synergistic effect with IL-12, CD40 ligation and/or MHC
class II stimulation on DC to induce IFN-y production
[21]. Altogether, our results may suggest a modulatory
role for IL-2 and CD40L provided by activated T cells on
DC, which may in turn secrete important factors to direct
the final differentiation of T cells. Thus, IL-2 may act as a
modulatory factor for cytokines secreted by activated
human PDC. Being located in the T cell area of the lymph
node, PDC are ideal candidates for creating a cytokine
environment influencing T cell differentiation.

Granucci et al. [30] demonstrated that mouse DC
were able to produce IL-2. A more recent publication
from the same group has also confirmed the capacity of
both subtypes of human DC (conventional and plasma-
cytoid) to produce IL-2, but only upon microbial
stimulation [4], a finding with implications for both
innate and adaptive immune responses. As CpG
activation clearly up-regulated IL-2R expression by
PDC, a putative auto/paracrine role for IL-2 could be
proposed. To explore this possibility, we conducted
experiments in which an anti-CD25 blocking mono-
clonal antibody [31] was added to PDC activated by CpG
in a setting in which the only source of IL-2 are PDC
themselves. Anti-CD25 antibodies were indeed able to
reduce the secretion of TNF-a and, to a lesser extent, of
IL-6, but did not substantially modify IFN-a secretion.
CpG is a powerful stimulus for PDC, and it is not
surprising that the blockade of CD25 does not
completely abolish the production of inflammatory
cytokines. Our group has reported similar results when
PDC were pretreated with the calcineurin inhibitor
Tacrolimus prior to CpG activation [32]. Among other
effects, Tacrolimus may directly inhibit the binding of
NF-xB, induced by CpG-TLR induction, to its DNA
regulatory motifs, which are present in the promoter of
TNF among many other genes. Thus, it is possible that
the interaction between IL-2 and its receptor leads to the
activation and nuclear translocation of NF-xB in PDC, as
known for other cell types [33]. In this sense, type I IFN
production is considered the only non-NF-kB-mediated
activation event in PDC [34], which could explain the
unchanged levels detected here and in our previous
work [32].

Interestingly, the inhibitory effect observed by CD25-
blocking antibodies was both dose and time dependent.
When PDC were activated and the blocking monoclonal
antibody was added 3 h later, the inhibitory effect was
lost, suggesting a modulatory effect on TNF production,
most possibly through IL-2. The results obtained in the
CD40L experiments also support the view that the IL-2-
IL-2R interaction exhibits cytokine modulatory proper-
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ties. Moreover, the modulation of TNF secretion by IL-2
has already been published [35, 36]. From the results
presented here, a post-transcriptional regulation of TNF
secretion is strongly suggested. This modulation of TNF
secretion has been previously reported in monocytes
and T cells in the presence of MAPK and PI3K inhibitors
[37, 381, thus suggesting a potential regulatory role of
these two signaling mediators in the IL-2/IL-2R pathway
also in PDC.

To summarize, our results show that PDC express a
functional IL-2R in response to different activation
stimuli. This acquisition of IL-2 responsiveness by PDC
may be important in the context of antigen presentation.
When T cells recognize antigen on DC, the interaction is
prolonged and IL-2 is produced. The ability of PDC to
respond to IL-2 may contribute to the ongoing T cell
activation by providing further cytokines such as TNF or
IL-4. In the small enclosure of the immunological
synapse, the amount of cytokines released may reach
considerably high concentrations [39]. This active role
of PDC during the interaction with T cells may contribute
to shift T cell differentiation to one of the effector
phenotypes [40]. Additionally, CD25 is a good candidate
as PDC early activation marker in functional experi-
ments.

Materials and methods
PDC isolation

Buffy coats, provided by our Blood Bank department, were
obtained from healthy blood donors following all the guide-
lines and standards for blood donation. PBMC were isolated by
Ficoll-Paque density gradient centrifugation (Lymphoprep;
Axis Shield, Oslo, Norway) and PDC were isolated from PBMC
by sorting (FACSVantage cell sorter; BD Biosciences, San Jose,
CA) as described [25]. PDC were defined as CD4" BDCA2*
HLADR* CD11c". In all samples, the purity and viability of the
purified PDC was over 99%, as assessed by expression of
specific markers and Trypan blue exclusion or Annexin V +
7-AAD labeling (BD Biosciences, Oxford, UK), respectively.
Immaturity of isolated cells was revealed by the low/negative
expression of CD80 and CD86.

Cell culture

PDC were cultured for the indicated time periods and
conditions in 96-well flat-bottom plates at approximately
1 x 10° cells/well (Nunc, Roskilde, Denmark). The culture
medium was composed of RPMI 1640 (Gibco, Invitrogen
Corporation, Paisley, UK) supplemented with 10% v/v heat-
inactivated fetal calf serum (FCS) (Gibco), 2 mM L-glutamine
(Sigma-Aldrich Company LTD, St. Louis, MO), 100 U/mL
penicillin (Cepa S.L, Madrid, Spain), and 100 ug/mL strepto-
mycin (Laboratorios Normon S.A, Madrid, Spain). Recombi-
nant human IL-3 (Peprotech, London, UK) was used at 10 ng/
mL, and IL-2 (Roche, Mannheim, Germany) was used as
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indicated. Previously described CpG-A ODN [41] (Sigma-
Aldrich) was used at 50 pg/mL to yield maximal activity.
Murine CD40L-transfected and control L-cells (kindly donated
by Prof. John Gordon) were used as a source of CD40L. These
cells were maintained in RPMI + 10%FCS and irradiated
(90 Gy; CLINAC 2100C Varian, Milpitas, CA) before use.

Antibodies, immunostaining and flow cytometry

The following murine monoclonal antibodies were used:
peridinin chlorophyll protein (PerCP)-labeled anti-HLA-DR;
fluorescein isothiocyanate (FITC)-labeled anti-CD4; phycoer-
ythrin (PE)-labeled anti-CD11c, -CD25, -CD40, -CD80, -CD83,
-CD86, -CD122 and -CD123 (BD Biosciences); FITC-labeled
anti-BDCA2 (Miltenyi Biotec); RPE-Cy5-labeled anti-CD14,
-CD19 (Serotec Ltd., Kidlington, Oxford, UK). Isotype-matched
antibodies were used as controls. Cells were washed,
resuspended in 50 pL buffer (PBS + 0.1% BSA) and incubated
with monoclonal antibodies for 20 min at 4°C. Analyses were
performed in a FACSCalibur flow cytometer using the standard
CellQuest acquisition software (BD Biosciences). Samples were
gated using forward (FSC) and side scatter (SSC) to exclude
dead cells and debris. The CD25-blocking monoclonal anti-
body MAR108 (kindly donated by Prof. Miguel Lopez-Botet,
UPF, Barcelona) was used at a 107° dilution unless otherwise
stated. This antibody has been previously shown to block IL-2
binding to its high-affinity receptor in T lymphocytes [31].

Cytokine analyses

Cytokines were determined on supernatants using the CBA
assay (BD Biosciences). IFN-a was determined on supernatants
using an ELISA kit (Bender Medisystems) following the
manufacturer's instructions.

Relative mRNA expression by real-time PCR

Total RNA was extracted from cells using TRIzol reagent
(Sigma-Aldrich) according to the manufacturer's protocol.
Aliquots of 1 pg total RNA, 0.5 pg oligo-(dT) (Sigma-Aldrich)
as primers and 2 pL. ANTPs (mix, 5 mM each; Sigma-Aldrich)
were dissolved with sterile RNase-free water until 12 pL,
heated at 65°C for 5 min and cooled at 4°C. Then, 4 uL of First
Strand Buffer 5x (250 mM Tris-HCl, 375 mM KCl, 15 mM
MgCl, pH 8.3; Invitrogen SA, Barcelona, Spain), 2 pL. 100 mM
dithiothreitol (Invitrogen) and 1 pL RNase inhibitor (RNasa
OUT; Invitrogen) were added and incubated at 42°C for 2 min.
The reaction was started adding 1 uL (200 U) SuperScript II
reverse transcriptase (Invitrogen), incubated at 42°C for
50 min and finished at 70°C for 15 min. The cDNA were
amplified using a commercially available kit, LightCycler
FastStart DNA MasterPLUS SYBR Green I (Roche). Each
reaction was carried out with 2 pl. ¢cDNA, 4 ul. 5x Master
Mix (FastStart DNA MasterPLUS SYBR Green I), 0.5 uM of
each primer and sterile RNase-free water at a final volume of
20 pL. Real-time PCR was carried out for 35 cycles using the
LightCycler instrument (Roche). Specific primers were
selected according to the GeneBank database resource. Primer
sequences and temperatures for amplification were as follows:
IL-2: amplimer 457 bp, forward: 5'-ATG TAC AGG ATG CAA
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CTC CTG TCT T-3/, reverse 5-GTC AGT GTT CAG ATG ATG
CTT TGA C-3' (5 sat95°C, 5 s annealing at 69°C, 19 s at 72°C,
and acquire for 4 s at 80°C); TNFa: amplimer 266 bp, forward:
5'-CTT CTC CTT CCT GAT CGT GC-3/, reverse: 5-GCT GGT
TAT CTC TCA GCT CCA-3’ (5 sat 95°C, 5 s annealing at 60°C,
11 s at 72°C, and acquire for 4 s at 84°C); p2-microglobulin:
amplimer 107 bp, forward: 5'-ACA CAA CTG TGT TCA CTA
GC-3', reverse: 5-CAA CTT CAT CCA CGT TCA CC-3' (5 s at
95°C, 10 s annealing at 58°C, 4 s at 72°C, and acquire for 4 s at
85°C). PB2-Microglobulin mRNA levels were used as an
endogenous control to normalize mRNA quantities. The
relative mRNA levels of each gene were calculated as follows:
Relative mRNA expression = 27(Ct gene - €t p2-microglobulin) 1497

Statistical analysis

Results are expressed as the mean + standard deviation (SD)
unless otherwise stated. Comparison between groups was
conducted using the Wilcoxon test for paired non-parametric
data or the paired t-test for parametric data. Normal
distributions were confirmed by the Kolmogorov-Smirnov
test. Analyses were performed using the SigmaStat v3.0
software (SPSS, Erkrath, Germany). A value of p <0.05 was
considered significant.
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RESUMEN

Antecedentes:

En los estudios anteriormente mencionados, definimos la activacion de las
pDCs en un modelo de respuesta alogénica in vitro, y observamos el efecto de
diferentes tipos de interacciones celulares y factores solubles involucrados en su
activacion. Quizas la interaccién CD25-IL-2 sea una de las mas novedosas respecto a
este tipo celular. Esta interaccion y su modulacion esta bien definida en linfocitos T
por sus implicaciones en el rechazo de los transplantes y otras patologias. Asi, se han
definido muchos inmunosupresores que actdan a nivel de la sintesis de IL-2 y/0 su
receptor, y que contribuyen a reducir el rechazo del injerto tras un trasplante de
organo y también en el tratamiento de algunas enfermedades autoinmunes y

transtornos inflamatorios, como la artritis reumatoide y la dermatitis atépica.

El tacrolimus (FK506) es un agente inmunosupresor ampliamente utilizado que
inhibe la proliferacién de linfocitos T a través del blogueo de la activacién por NF-AT.
Aunque los linfocitos T son las principales dianas de estas drogas farmacoldgicas,
también se ha demostrado que afectan a otros tipos celulares, especialmente a APCs

y en particular a las DCs. Sin embargo, el papel del FK506 en pDCs no se ha descrito.

Objetivos:

La finalidad de este estudio es investigar como el FK506 puede modular las

funciones de las pDCs in vitro. Para ello, determinaremos el efecto que este
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inmunosupresor tiene sobre la viabilidad, el fenotipo, la secrecién de citocinas y la

capacidad aloestimuladora de las pDCs.

Resultados y Conclusiones:

El efecto del FK506 se observa principalmente cuando las pDCs, se han

incubado previamente con el agente inmunosupresor, es decir, antes de la activacion.

Los resultados obtenidos en este estudio muestran como el tacrolimus reduce
la expresién de moléculas coestimuladoras en superficie y afecta a la secrecion de
citocinas, especialmente de TNF-a. Asi pues en el contexto de la respuesta inmune,

el tratamiento con FK506 afectaria a la respuesta adaptativa inducida por pDCs.
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Introduction

Summary

Tacrolimus is a widely used immunosuppressive agent. Although T cells
are the main targets of these pharmacological drugs, antigen presentation
may also be affected. Among antigen-presenting cells, plasmacytoid dend-
ritic cells (PDCs) are the main source of type I interferons upon microbial
challenge, and are involved in several diseases and autoimmune disorders.
The aim of this study was to evaluate whether tacrolimus can modulate
the function of PDCs in vitro. Maturation and function of PDCs was
determined using flow cytometry, enzyme-linked immunosorbent assay
and cytometry bead arrays. The effect of tacrolimus on PDCs was
observed mainly when the cells were pretreated with the immunosuppres-
sive agent before activation. Upon dinucleotide—oligodeoxynucleotide
(CpG-ODN) activation, tacrolimus pretreated PDCs showed a significant
reduction in the surface expression of co-stimulatory molecules and
human leucocyte antigen D-related (HLA-DR) and secreted reduced levels
of tumour necrosis factor (TNF)-o. These results show that tacrolimus
treatment of PDCs impairs CpG-induced activation, which could affect
the outcome of the immune response.

Keywords: autoimmunity; immunosupression; plasmacytoid dendritic cells;
tacrolimus; transplantation

ated-NF-AT in the cytoplasm and the inhibition of inter-
leukin (IL)-2 secretion by T cells. Several authors have

Immunosuppressive agents (IAs) are used currently to
reduce allograft rejection following organ transplanta-
tion"? and also in the treatment of several autoimmune
disorders and inflammatory diseases, such as rheumatoid
arthritis and atopic dermatitis.>* One of the most widely
used IAs is tacrolimus, a macrolide lactone antibiotic
obtained from a Japanese fungus (Streptomyces tsukuaben-
sis). Similar to cyclosporin A, the main effect of tacroli-
mus in T lymphocytes is the inhibition of the calcineurin
activity, although it binds to FKBP12, whereas cyclosporin
binds to cyclophilin A.> These intracellular proteins form
a complex with calcium, calmodulin and calcineurin,
inhibiting the phosphatase activity of calcineurin. One of
the final consequences is the sequestration of phosphoryl-
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pointed out that IAs, including tacrolimus, may be also
affecting the immune response at the level of antigen
presentation,”” especially in dendritic cells (DCs).*"* In
particular, CD34"-derived DCs cultured in the presence
of tacrolimus showed a poor capacity to stimulate allo-
geneic T cell responses and secreted low levels of IL-12.'*
Also, monocyte-derived DCs (MDDCs) cultured in the
presence of tacrolimus display a reduced allostimulatory
capacity and impaired cytokine production, including
IL-12, IL-6 and tumour necrosis factor (TNF)-o,'>'¢
possibly affecting the nuclear factor (NF)-kB translocation
to the nucleus as shown in other cell types.'”

The effect of different IAs has been studied mainly on
myeloid DCs. However, DCs form a heterogeneous family
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represented by two main populations, the myeloid and
the plasmacytoid subsets.'®'® Plasmacytoid DCs (PDCs)
are the main producers of type I interferons (IFN) upon
microbial infection, linking innate and adaptative
immune responses.”’ In vitro, PDC may be activated by
CD40 ligation and/or dinucleotide (CpG) oligodeoxy-
nucleotide (CpG-ODN),*" inducing different types of
responses, including peripheral tolerance.”**> CpG oligo-
deoxynucleotides are often used to induce PDC activation
via recognition of Toll-like receptor 9 (TLRY). It has
been shown that diverse CpG-ODNs may induce a differ-
ent type of maturation/activation on PDCs, especially
with regard to IEN-o secretion.”’ PDCs may migrate con-
stitutively to lymph nodes in steady-state conditions.**
However, PDCs have been also found in different tissues
upon inflammation and in some autoimmune disorders,
such as rheumatoid and psoriatic arthritis.®> Importantly,
autoimmune disorders such as systemic lupus erythema-
tosus (SLE)***” and primary Sjogren’s syndrome® are
also related to PDC function. This relation is based
mainly in the capacity of PDCs to secrete type I IFN,
the presence of factors inducing this function — such as
anti-dsDNA antibodies® in the serum of autoimmune
patients®® — and the consistent up-regulation of IFN-regu-
lated genes observed in SLE patients.”’ Also, the induc-
tion of SLE-like syndromes in patients after type I IFN
treatment further confirmed the role of the cytokines and
PDCs in the etiology of the disorder. Often, patients
affected by lupus and other autoimmune diseases are
treated with corticosteroids, which have been shown to
reduce both the number of circulating cells and the ability
to produce IFN per PDC.** In this regard, a recent study
exposed the role of dexamethasone in PDC-enhanced
apoptosis and suppression of differentiation from haema-
topoietic precursors.’

Due to the implication of PDCs in several autoimmune
disorders and their essential role in innate and adaptative
immunity, our aim was to investigate whether tacrolimus
could modulate PDC function. Our results show that
tacrolimus may affect the immune response induced by
PDCs through co-stimulatory blockade and impairment
in cytokine secretion.

Materials and methods

Cells

Human peripheral blood mononuclear cells (PBMC) were
isolated from apheresis products of healthy blood donors
from the Blood and Tissue Bank (BTB) by Ficoll-Paque
density gradient centrifugation (Lymphoprep, Axis Shield,
Oslo, Norway). Blood PDCs were enriched from PBMC
using the BDCA-4 cell isolation kit and the Automacs
device (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Germany). In
some experiments PDCs were obtained by cell sorting, as
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reported previously.”* In all samples, the purity and viab-
ility of the enriched PDCs was over 90%, as assessed by
expression of specific markers and trypan blue exclusion
or annexin V + 7-actinomycin D labelling (BD Bioscien-
ces, Oxford, UK), respectively. Naive cord blood T cells
(CbT) were obtained from umbilical cord blood units
(supplied by the Cord Bank of Barcelona) rejected for
banking owing to their low volume. Cord blood mono-
nuclear cells were obtained as in PBMCs and CD3* T
lymphocytes were purified by negative selection (Miltenyi
Biotec). The purity of the CbT cells was 90-95% in all
experiments.

Oligodeoxynucleotides

Endotoxin-free phosphorothioate-modified stimulatory
CpG-ODNs (CpG-2216 and CpG-2006) (Invitrogen
Corporation, Paisley, UK) have been described previ-
ously.” CpG-ODNs were resuspended in TE buffer, dilu-
ted in phosphate-buffered saline (PBS) and used as
indicated.

Monoclonal antibodies

The following murine monoclonal antibodies (mAbs) and
isotype controls were used: peridinin chlorophyll protein
(PerCP)-labelled CD3 and human leucocyte antigen
D-related (HLA-DR); fluorescein isothiocyanate (FITC)-
labelled CD4; phycoerythrin (PE)-labelled CD11c, CD80,
CD83, CD86 and CD123 (BD Biosciences); allophycocya-
nin (APC)-labelled IFN-y (Caltag Laboratories, Hamburg,
Germany); FITC-labelled anti-BDCA2 (Miltenyi Biotec);
and RPE-Cy5-labelled CD14, CD19 (Serotec Ltd, Kidling-
ton, UK).

Immunostaining and flow cytometry

Cells were washed, resuspended in 50 pl of buffer
[PBS + 0-1% bovine serum albumin (BSA)] and incuba-
ted with mAbs for 20 min at 4°. Cells were then washed,
resuspended in PBS and analysed in a FACSCalibur flow
cytometer using the standard CellQuest™ acquisition soft-
ware (BD Biosciences, Oxford, UK). Samples were gated
using forward (FSC) and side (SSC) scatter to exclude
dead cells and debris.

Cell culture media and reagents

A minimum of 50 000 PDCs were cultured in 200 pl in
flat-bottomed 96-well plates (Nunc, Roskilde, Denmark)
containing RPMI-1640 (Gibco, Invitrogen Corporation,
Paisley, UK) supplemented with 10% (v/v) heat-inacti-
vated fetal calf serum (FCS) (Gibco), 2 mm L-glutamine
(Sigma-Aldrich, St Louis, MO), 100 U/ml penicillin
(Cepa SL, Madrid, Spain), 100 pg/ml streptomycin
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(Laboratorios Normon SA, Madrid, Spain), 250 ng/ml
Fungizone® (Sigma-Aldrich) and recombinant human
IL-3 (Peprotech, London, UK) used at 25 ng/ml. Tacrolimus
(PROGRAF®; Fujisawa Ireland Limited, Killorglin, Ire-
land) was used mainly at 5 um, based on published obser-
vations."" Other doses are indicated in each experiment.
CpG-ODNs were used at 50 pg/ml to yield maximal
activity and were added at the indicated time-points.
After the incubation, supernatants were collected and
cells counted using perfect count beads (BD Bioscien-
ces). Dead cells were excluded by size and annexin V
detection.

Cytokine analyses

Cytokines were determined on supernatants using the
cytometric bead array (CBA) assay (BD Biosciences).
PDCs secreted IFN-o was determined on supernatants
using an enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) kit
(Bender Medisystems, Vienna, Austria) following the
manufacturer’s instructions. The presence of tacrolimus
in supernatants was analysed using a specific immuno-
assay (IMX system, tacrolimus II; Abbott Diagnostics,
Madrid, Spain).

Relative mRNA expression by real-time polymerase
chain reaction (RT-PCR)

Total RNA was extracted from cells using TRIzol reagent
(Sigma-Aldrich) according the manufacturer’s protocol.
Aliquots of 1 pg total RNA, 0-5 pg of oligo-(dT) (Sigma-
Aldrich) as primers and 2 pl ANTPs (mix, 5 mM each;
Sigma-Aldrich) were dissolved with sterile RNAse-free
water until 12 pl, heated at 65° for 5 min and cooled at
4°, Then, 4 pl of first-strand buffer 5x (250 mm Tris-HCI,
375 mm KCl, 15 mm MgCl, pH 8-3; Invitrogen), 2 pl of
100 mm dithiothreitol (Invitrogen) and 1 pl of RNAse
inhibitor (RNasa OUT; Invitrogen) were added and incu-
bated at 42° for 2 min. The reaction was started adding
1 pl (200 units) of SuperScript II RT (Invitrogen), incu-
bated at 42° for 50 min and finished at 70° for 15 min.
The ¢cDNAs were amplified using a commercially available
kit (LightCycler FastStart DNA MasterPLUS SYBR Green
I; Roche). Each reaction was carried out with 2 pl of
cDNA, 4 pul of 5x Master Mix (FastStart DNA Master-
PLUS SYBR Green 1), 0-5 um of each primer and sterile
RNAse-free water at final volume of 20 pl. RT-PCR was
carried out for 35 cycles using the LightCycler instrument
(Roche). Specific primers were selected according to the
GenBank database resource. Primers and PCR conditions
were as follows: TNF-o: amplimer 266 base pairs (bp),
forward: 5-CTT CTC CIT CCT GAT CGT GC-3/,
reverse: 5'-GCT GGT TAT CTC TCA GCT CCA-3' 5 sec-
onds at 95° 5 s annealing at 60°, 11 seconds at 72°, and
acquire for 4 seconds at 84°); f2-mycroglobulin: amplimer
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107 bp, forward: 5-ACA CAA CTG TGT TCA CTA
GC-3/, reverse: 5'-CAA CTT CAT CCA CGT TCA CC-3'
5 seconds at 95°, 10 s annealing at 58°, 4 seconds at 72°,
and acquire for 4 seconds at 85°). P2-mycroglobulin
mRNA levels were used as an endogenous control to nor-
malize mRNA quantities. The relative mRNA levels of

TNF-o, were calculated as 27 (¢t TNF-o = Ct p2-mycroglobulin)

Allostimulatory assays

Allostimulatory conditions were set up following previous
results.”* Briefly, allogeneic 5 X 10* CbT cells were stimu-
lated in vitro with the indicated PDCs at a 10:1 ratio dur-
ing 4 days. Previously, PDCs were washed three times
with an excess of PBS + 0-1% BSA to exclude dead cells
and debris and to minimize the direct effect of tacrolimus
on CbT cells. Cell proliferation was assessed using the
carboxyfluorescein diacetate succinimidyl ester (CFSE)-
based (Molecular Probes Europe, Leiden, the Nether-
lands) flow cytometry assay. Briefly, 5 x 10° isolated CbT
cells were resuspended in 1 ml PBS + 0-1% BSA and
incubated with an equal volume of 1-25 um CFSE. After
10 min, unbound dye was quenched with an equal vol-
ume of RPMI-1640 + 10% FCS at 37°. Labelled cells were
washed twice in RPMI-1640 + 10% FCS before placing in
culture. Alloproliferative CbT cells were determined as the
CFSE-low/negative population by FACS analyses (BD Bio-
sciences). The number of cell divisions was estimated by
gating the cells in areas based on the non-proliferating T
cells area (as shown in Fig. 4b).

Intracellular cytokines

Day 4 alloproliferative CbT cells were washed and restim-
ulated for 5 hr with phorbol-12-myristate 13-acetate
(PMA) (50 ng/ml) and ionomycin (500 ng/ml) in the
presence of monensin (2-5 pg/ml). Then cells were
washed, fixed and permeabilized using the IntraStain kit
(Dako Cytomation, Glostrup, Denmark). Finally, cells
were labelled with anti-IFN-y allophycocyanin (APC)
mAbs (Caltag Laboratories) or the corresponding isotype
control.

Statistical analysis

Results are expressed as the mean + standard deviation
(SD). Comparison between groups was conducted using
the Wilcoxon test for paired nonparametric data and the
paired t-test for parametric data after confirming normal
distribution by the Kolmogorov—Smirnov test, as indi-
cated. Unpaired observations were analysed by Mann—
Whitney test (nonparametric data) and unpaired t-test
(parametric data), respectively. Analyses were performed
using SigmaStat version 3-0 software (SPSS, Ekrath, Ger-
many). A value of P < 0-05 was considered significant.

© 2006 Blackwell Publishing Ltd, Immunology, 119, 488-498



Results

Tacrolimus does not modify the viability and
phenotype of unactivated cultured PDCs and does
not block CpG activation of PDCs

Freshly isolated PDCs were defined as CD4" HLADR+
CD14°CD19°CD11c and confirmed by the expression of
the PDC-specific marker BDCA-2. Immaturity of cells
was demonstrated by the low expression of co-stimulatory
molecules (CD80 and CD86) and the absence of CD83
(Fig. 1a). Cells were cultured in complete medium in the
presence or absence of tacrolimus. After 48 hr, non-acti-
vated PDCs showed a similar phenotype (data not shown)
and survival (46 + 12% versus 41 + 16%, n = 6, ns) in
both conditions, indicating that tacrolimus did not affect
the viability of the cells. As expected, the addition of
CpG-ODN at the onset of the culture period increased
the survival of PDCs and induced the activation of PDCs,
as revealed by the up-regulation of HLA-DR and co-stim-
ulatory molecules (Fig. 1b). Activation was not blocked
by the presence of tacrolimus, although CD86 expression
did not reach the levels of the CpG-activated controls. An
unexpected observation was a reduced survival of PDCs
in the presence of tacrolimus only upon CpG2216 activa-
tion (49 * 7% versus 26 * 1%, n = 3, P = 0-006, paired
t-test). In contrast, this reduction was less evident when
CpG 2006 was used in the same conditions (62 £ 10%
versus 55 = 13%, n = 4, ns).

Tacrolimus-pretreated PDCs (Tp-PDCs) show lower
activation and secretion of inflammatory cytokines

As tacrolimus pretreatment could affect PDCs survival
upon activation, dose-viability experiments were per-
formed. Isolated PDCs were cultured in the absence or
presence of tacrolimus (tacrolimus-pretreatment, Tp).
After 48 hr, CpG—ODNs were added to the cultures to
induce activation of PDCs and the cells were incubated
further for 48 hr (Tp-CpG PDCs). In these experiments,
the recovered cells were counted using perfect count
beads (Fig. 2a). A significant reduction of cell numbers
was detected in CpG2216 activated Tp-PDCs at the higher
dose of tacrolimus used (5 um) (23416 + 6149 versus
13805 * 3560, n =7, P < 0-002, paired t-test). Also, a
slightly reduced cell survival was detected in CpG2006
activated Tp-PDCs, although this was not found signifi-
cant. At lower doses, the survival of activated Tp-PDCs
was not different compared to activated controls, suggest-
ing a direct implication of the drug in the activation-
induced cell death. However, in the absence of CpG
activation, the higher dose of tacrolimus used did not
affect PDCs survival (Fig. 2a). Importantly, over 90% of
PDCs contained in the living gate in all situations were
annexin V negative, suggesting that they were not prone

© 2006 Blackwell Publishing Ltd, Immunology, 119, 488-498
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Figure 1. Assessment of plasmacytoid dendritic cells (PDCs) pheno-
type upon isolation and after dinucleotide—oligodeoxynucleotide
(CpG—ODN) activation. (a) The phenotype of PDCs upon isolation.
Isotype controls are shown in grey. (b) PDCs were cultured for
48 hr in the presence of interleukin (IL)-3, tacrolimus and CpG-
ODN as indicated. After the incubation period, the expression of
human leucocyte antigen D-related (HLA-DR) and CD86 was ana-
lysed by flow cytometry. Each symbol represents an independent
sample. Significant differences are indicated in the figure (n > 5,
paired r-test).

to cell death (Fig. 2b). These cells were used later as sti-
mulators in alloresponse experiments.

In all experiments, the majority of cells were positive
for the analysed markers upon activation. However,
Tp-CpG PDCs showed reduced levels of HLA-DR, CD80
and CD86 compared to their fully activated controls
(Fig. 2c). This effect was independent of the CpG-ODN
used, and was marked specially on the expression of
CD80. Finally, supernatants of the cultured Tp-CpG
PDCs and controls were analysed to evaluate the presence
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Figure 2. Tacrolimus pretreatment impairs plasmacytoid dendritic cells (PDC) survival and maturation upon dinucleotide (CpG) activation.
PDCs were cultured during 48 hr in the presence of interleukin (IL)-3 and tacrolimus at the concentrations indicated. After this pretreatment,
dinucleotide-oligodeoxynucleotide (CpG—ODNs) were added and cells further incubated during 48 hr. (a) The number of viable cells in each

condition (mean + SD of at least four independent experiments) recovered at the end of this period as determined by perfect count. The cells

contained in the R1 gate were mainly annexin V negative (a single representive experiment is shown in panel b). (c) The expression of the indi-

cated markers was analysed after the activation period. Each symbol represents an individual sample. Black symbols represent cells activated by
CpG-ODN 2006 and white symbols represent cells activated by CpG-ODN 2216. Significant differences are shown by the indicated P-value

(n > 4, paired t-test).

of proinflammatory cytokines. The results, summarized in
Table 1, showed a consistent (14 of 16 experiments) and
important reduction (up to 85%) in the secreted levels of
TNF-a by Tp-PDCs stimulated by CpG. In CpG2216-
stimulated cultures secretion of IL-6 was also reduced
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(Fig. 3a). However, overall this reduction was quantita-
tively less important, and only four of 13 experiments
showed values below 50% compared to controls. Finally,
the presence of tacrolimus did not significantly affect the
levels of secreted IFN-o (Fig. 3a).
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Table 1. Cytokine
pretreated plasmacytoid dendritic cells (Tp-

secretion by tacrolimus-

Cytokine secretion (pg/ml)

PDCs). The indicated cytokines (pg/ml) were

determined in supernatants after culture. The CpG 2006 CpG2216

number of independent experiments is indica- Tacrolimus Tacrolimus

ted (n). Statistical differences are indicated by Control (5 ) p n  Control (5 pum) p n

the P-value (paired t-test)
TNF-o 126 + 46 69 + 47 0-02 4 871 + 400 538 + 496 0-002 12
IL-6 752 £ 504 716 + 491 ns 3 1138 + 562 947 £ 605  0-02 10
IFN-a 212 + 186 198 + 249 ns 3 1540 + 571 1059 + 457 ns 9

CpG: dinucleotide; IFN: interferon; IL: interleukin; TNF: tumour necrosis factor.
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Figure 3. Tumour necrosis factor (TNF)-o secretion by activated plasmacytoid dendritic cells (PDCs) is impaired by tacrolimus pretreatment.

(a) PDCs were incubated during 48 hr in the presence of interleukin (IL)-3 and tacrolimus at the dose indicated. After this pretreatment,

dinucleotide—oligodeoxynucleotide (CpG—ODNs) were added. After the additional 48 hr of incubation, supernatants were recovered. Indicated

cytokines were determined either by enzyme-linked immunosorbent assay or cytometric bead array (CBA). Each symbol represents an individual
sample. Significant differences are indicated (*P < 0-05, paired #-test). (b) Cells were pretreated with the indicated dose of tacrolimus for 12 hr.
Then CpG-ODN were added and cells incubated further during 6-8 hr before mRNA was extracted. The expression of TNF-oo mRNA is shown
as the relative proportion (TNF-0/B2 m) normalized to the maximum level of stimulation (CpG-activated non-pretreated PDCs). The

mean * SD of two independent experiments is shown.

As the impaired survival observed in 5 um Tp-PDCs
could account for the reduced secretion of some cytokines,
i.e. TNF-0, and to investigate further the involvement of
tacrolimus in the reduced cytokine secretion, PDCs were
pretreated with two different doses of the drug for 12 hr.
Then CpG2216 was added to cultures and both mRNA
and protein levels were analysed in short-term cultures
(up to 8 hr upon activation). Under these experimental
conditions, in which cell viability was not affected, 5 pm
Tp-PDCs showed an important reduction in the TNF-o
mRNA levels. When used at lower doses, this reduction
was no longer detected (Fig. 3b). Accordingly, protein lev-
els were also reduced in these conditions (about 60%, data

© 2006 Blackwell Publishing Ltd, Immunology, 119, 488-498

not shown), indicating that tacrolimus was indeed affect-
ing TNF secretion by PDCs at the transcriptional level.

Tp-PDCs are poor inducers of allostimulation

We next studied whether the defect on maturation
observed in Tp-PDCs was affecting their allogeneic stimu-
latory capacity. As before, Tp-PDCS were activated with
CpG2216 for 48 hr. Cells were then recovered and washed
extensively. PDCs included in the living gate were coun-
ted and added to fresh U-bottomed wells in which CFSE-
labelled naive CbT cells had been dispensed. As shown
before, cells included in the living gate were not prone to
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Figure 4. Allostimulatory capacity of dinucleotide (CpG)-activated tacrolimus-pretreated plasmacytoid dendritic cells (Tp-PDCs). PDCs were incu-
bated during 48 hr in the presence of interleukin (IL)-3 alone or IL-3 plus tacrolimus. After this pretreatment period, dinucleotide—oligodeoxynucleo-
tide (CpG—-ODNs) were added to induce cell activation. After 48 hr, cells were recovered, washed and counted before allostimulatory experiments
were set up, using carboxyfluorescein diacetate succinimidyl ester (CFSE)-labelled cord blood T cell (CbT) lymphocytes as responders. After 4 days,
cells contained in the living gate (R1 in panel a) were analysed for CFSE labelling. (b) The loss of CFSE in proliferating T cells (gated in R1) in a
single representative experiment. The thick line represents the proliferation of T cells responding to activated PDCs (control), whereas the grey area
represents the proliferation of T cells responding to Tp-activated PDCs. (c) Number of cell divisions was estimated based on the area of CFSE-
labelled non-proliferating cells. The dotted line shows the non-stimulated control. Circles (black CpG2006 stimulated-PDCs, white CpG2006 stimu-
lated Tp-PDCS) show the number of cell divisions and the proportion of proliferating T cells. Each symbol represents the mean of at least three
independent determinations. A representative experiment of nine is shown. (d) Summary of results of the alloproliferation experiments induced by
CpG2216 activated PDCs pretreated or not with tacrolimus at the concentrations indicated. Proliferation is represented as the percentage of CFSE-
low T cells. Each symbol represents an individual experiment (mean of at least two replicates). Significant differences are indicated (*P < 0-05,

paired t-test).

cell death (Fig. 2b). After 96 hr, cells contained in the tions (lower detection limit was 1-8 nm) do not permit to
living gate (R1) were analysed and the proportion of completely rule out the possibility of a carryover effect.
proliferating T cells was significantly lower in allogeneic

cultures induced by activated Tp-PDCs than in activa- T cells responding to Tp-PDCS show impaired

ted control PDCs (39 + 18% versus 20 + 14%, n = 8,

. . .. ki ducti
P = 0-0003, paired t-test) (Fig. 4). Similar results were cytokine production

obtained with CpG2006 (data not shown). PDCs pretreat- To gain some knowledge of the cytokines secreted by
ed with a lower dose of tacrolimus (0-5 pm) still showed these responding cells, CFSE-low alloproliferative T
a reduced capacity to induce allogeneic T cell prolifer- lymphocytes were re-stimulated with PMA + ionomycin
ation compared to untreatred controls (28 + 5%, n = 4, and the production of IFN-y was measured by intracellu-
P = 0-02, paired t-test). In these experiments, the higher lar staining. The capacity of responder T cells to produce
proportion of proliferating T cells in control cultures had IFN-y was almost completely abrogated in cultures where
suffered three divisions, whereas Tp-PDCs-stimulated T activated Tp-PDCs were used as stimulators compared
cells reached only two divisions in the same period to controls (Fig. 5). As before, the effect was equally
(Fig. 4). Additionally, the presence of tacrolimus in 24-hr observed when both CpG 2216 or 2006 were used to acti-
and 48-hr mixed lymphocyte culture (MLC) supernatants vate PDCs. Also, CBA analyses of allogeneic culture
was determined. Although all measured values were below supernatants stimulated with CpG2216 confirmed these
the negative control (data not shown), technical limita- results (Fig. 5d). In general, pretreatment of PDC with
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tacrolimus reduced the production of IFN-y and IL-2 to
less than 10% by allogeneic T cells.

Discussion

The results of this study provide evidence that tacroli-
mus affects the adaptative immune response induced by
activated PDCs. PDCs have been broadly shown to
induce T cell responses only upon activation. In partic-
ular, some CpG-ODNs are well known to promote
TNF-a secretion by PDCs and to induce IFN-y pro-
duction by allogenic T cells.?’”> When tacrolimus and
the activating factor (CpG) were added simultaneously,

PDCs acquired an activated phenotype similar to

© 2006 Blackwell Publishing Ltd, Immunology, 119, 488-498

Tacrolimus pretreatment

controls. However, when PDCs were pretreated with
tacrolimus, CpG-activated Tp-PDCs showed a reduced
level of co-stimulatory molecules upon activation, an
effect already described in PDCs treated with cyclosporin
A These observations could indicate that in the pres-
ence of calcineurin inhibitors PDCs may reach a state
of ‘partial’ maturation only upon activation. Also, a
reduced capacity to secrete IFN-o. was reported.” Our
results showed only a slightly reduced capacity of
Tp-CpG PDCs to secrete IFN-o upon activation. This
minor difference may be due to the timing at which inter-
feron was measured (24 hr in the cyclosporine study versus
48 hr in our experiments). Although it has been described
that the maximum level of IFN-o production by activated
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PDCs may be around 24 hr,*>*! it is possible that incuba-
tion with the immunosuppressive agent may delay the pro-
duction and secretion of the cytokine, which may
accumulate and be detected at 48 hr. Also, tacrolimus pre-
treatment could modulate TLRY levels on PDCs. In this
sense, no differences were found in intracellular staining
experiments using monoclonal antibodies to TLR-9
between tacrolimus-treated PDCs and controls (data not
shown). This observation is in tune with those reported for
other immunosuppressive agents, such as dexamethasone.’

Secretion of TNF-a and IL-6, both negatively regulated
by calcineurin inhibitors in myeloid DCs,'>'® was also
studied. TNF-a secretion showed a consistent and signifi-
cant reduction in Tp-CpG PDCs. The secretion of IL-6
was also reduced significantly, although to a much lesser
extent. Tacrolimus, as other calcineurin inhibitors, blocks
the binding of nuclear factor (NF)-kB to their regulatory
domains.® The promoter regions of TNF-o and IL-6>
contain NF-kB regulatory domains. Interestingly, the
NF-xB domain in the IL-6 promoter functions as a
potent IL-1/TNE-o-responsive element in myeloid cells.”®
In addition, NF-kB activation is crucial for TNF produc-
tion.”” Recently, in NF-kB™~ mice, it has been shown
that murine pDCs produced type I interferon but not
IL-6.*° In our system, IL-6 secretion by PDCs was impaired
importantly only when TNF-a levels were reduced dras-
tically (> 80% reduction). These results further suggest
TNF-o as one of the potential regulators of IL-6 secretion
by PDCs. Also, a cross-regulation between TNF-o and
IEN-o has been suggested in autoimmune diseases.* It is
considered that TNF-oo may block IFN-ao secretion, a
capacity owned by immature PDCs, by inducing PDC
maturation. Consequently, TNF blockade is thought to
impair PDC maturation, thus indirectly promoting IFN-o
secretion. Our results show that tacrolimus treatment
impaired TNF-o secretion by PDCs and affected PDC
maturation, but did not increase IFN-o secretion upon
activation. This is due most probably to the multiple fac-
tors affected by tacrolimus on PDCs that can modulate
IFN-o secretion, rendering basal or even lower levels of
type I IFN upon stimulation.

Of note, tacrolimus-pretreated PDCs showed a dose-
dependent impaired survival exclusively upon activation.
Glucocorticoids®™ but not cyclosporin A’ have been
shown to induce apoptosis in PDCs. As NF-xB transloca-
tion is related to PDC survival,*® it is possible that block-
ade of this factor may be involved in the induction of
apoptosis on PDCs upon activation.

With regard to allogeneic T cell responses, both pro-
liferation and cytokine secretion were clearly impaired
when Tp-CpG PDCs were used as stimulators. A putative
carryover effect of tacrolimus, suggested in MDDC
cultures,” could also be affecting these MLCs. In our
titration experiments 1 nm tacrolimus affected only 1% of
PMA + ionomycin-induced T cell proliferation (data not
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shown). However, it has been reported that murine T cell
proliferation and IFN-y secretion were reduced by
approximately 50% using 1 nm tacrolimus.'* Using a
commercial immunoassay we could not detect tacrolimus
in supernatants from 24-hr and 48-hr MLCs, although
due to technical limitations we cannot completely exclude
that minute amounts of tacrolimus would still be present
in those cultures and may affect, at least partially, the
outcome of the alloresponse. However, other factors, such
as the lower expression of HLA-DR and co-stimulatory
molecules on Tp-activated PDCs and the reduced secre-
tion of cytokines such as TNF-o, may also account for
the functional impairment exhibited by these cells. Also,
in the context of an immune response, the reduced secre-
tion of proinflammatory cytokines such as TNF-o may
have an autoparacrine activity to direct the PDCs final
differentiation and also affect the function of other cells,
such as monocytes, neutrophils or endothelial cells.

In conclusion, tacrolimus pretreatment importantly
affected the secretion of TNF-o by PDCs upon activa-
tion. TNF blockade using monoclonal antibodies is an
alternative approach to control autoimmune disorders,
but it may induce the secretion of IFN-a by PBMCs,
and particularly PDCs.*' In fact, 0-2% of rheumatoid
arthritis patients on TNF-blockade treatment have
developed symptoms of SLE, including increased anti-
dsDNA antibodies.*> Regulation of IFN-o secretion may
be crucial in some autoimmune disorders such as SLE,
where increased levels of IFN-o are found routinely.
Use of tacrolimus, providing reduced levels of TNF-o
and a moderate decrease in IFN-ao secretion, may be an
alternative choice in these situations. Studies on samples
from patients under continuous immunosuppressive
therapy would further clarify the role of IAs in PDCs
function.
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DISCUSION

as DCs son las células presentadoras de antigeno mas potentes y eficientes del
sistema inmune. Dado su relevante papel en la homeostasis del organismo,
las DCs han sido profundamente estudiadas en los dltimos 15 afios. Gran parte de los
trabajos realizados en células de origen humano han abordado el estudio de las DCs
en base al modelo de células dendriticas derivadas de monocito (MDDC). El uso
preferente de este modelo responde, probablemente, a la dificultad de obtener
células dendriticas o sus precursores presentes en sangre periférica debido a su
escasez. Sin embargo, el modelo MDDC es muy interesante por dos razones claves: 1)
se ha demostrado in vivo que algunos estimulos influencian la diferenciacién de
monocitos a DCs, por lo que se trata de un modelo “fisiol6gico”; 2) hoy por hoy,
cualquier terapia celular que utilice DC (exceptuando el “targeting” in vivo aun en
desarrollo) debe basarse en el modelo MDDC por cuestiones meramente numéricas.
Este necesario “sesgo” en el tipo de estudios realizados ha sido causa, al menos en
parte, de algunos vacios de conocimiento que aun restan por definir y que afectan a
los diferentes subtipos de DCs. Por ejemplo, a pesar de los estudios realizados en la
biologia molecular y celular de estas células, apenas existian trabajos (anteriores al
2005) que describiesen la posible interaccién de ambos subtipos de DCs presentes en
sangre periférica (cDCs y pDCs) en la respuesta inmune [34, 83, 351]. Determinar
cémo interaccionan ambos subtipos de DCs y cdmo esta interaccién puede influenciar
la respuesta T inducida han sido uno de los objetivos principales de esta tesis, y los
datos obtenidos muestran un efecto cooperativo entre ambas subpoblaciones en la

modulacién de esta respuesta.

Diversos autores habian descrito que las pDCs aisladas muestran una pobre
capacidad aloestimuladora, mientras que las cDCs inducen una potente proliferacion
en linfocitos T naive. En esta observacion, entre otras, se basaba la hipotesis (hoy
descartada) de que las subpoblaciones de DCs podrian desempefiar un papel
diferencial en la induccion de tolerancia e inmunidad. La diferente capacidad

aloestimuladora observada entre los dos subtipos de DCs inmaduras podria explicarse
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por multiples factores. Uno de ellos podria ser la mayor expresién de moléculas de
MHC Il (HLA-DR) y coestimuladoras (CD86 y CD40) que muestran las cDCs. Por otra
parte, la labilidad de las pDCs en cultivos in vitro podria también explicar,
parcialmente, su pobre capacidad aloestimuladora. En los primeros ensayos
realizados, nuestros resultados mostraron como la adicion de s6lo 100 cDCs a la pDCs
(pDCs+100cDC) incrementaba su capacidad aloestimuladora, lo que parecia sugerir
algun tipo de aspecto cooperativo entre ambos subtipos celulares. Ademas, también
observamos cémo la presencia de ambas subpoblaciones favorecia la induccién de
una potente respuesta de tipo Thl. Este efecto sinérgico -observado en respuesta
alogénica- podria ser también de importancia en la generacion de potentes
respuestas frente a un antigeno nominal en condiciones fisiolégicas (infecciones),

patoldgicas (autoinmunidad) y terapéuticas (transplante, terapia celular).

Entre los trabajos pioneros que describieron la posible accion coordinada de
las dos subpoblaciones de DCs en el contexto de la respuesta inmune cabe destacar
los estudios de Krug y col. (2003), que sugirieron por primera vez que la cooperacién
de ambos subtipos podria ser importante para la regulacién de la respuesta inmune.
En experimentos llevados a cabo en ratones, se demostr6 como las pDCs podian
inducir la proliferacion y diferenciacion Thl de linfocitos T antigeno-especificos no
polarizados. En estos trabajos se ponia de manifiesto que la induccion de la
expresion de IFN-y por parte de los linfocitos T dependia en gran medida de las pDCs.
De forma similar, en nuestros experimentos comprobamos cémo la produccion de
IFN-y por parte de los linfocitos T naive alo-reactivos se incrementaba de manera
importante cuando la activacion se llevaba a cabo en presencia de pDCs. Ademas,
pudimos también comprobar cémo la maduracion de las cDCs era suficiente para
condicionar a las pDCs y dotarlas de una capacidad aloestimuladora que sélo exhiben
cuando eran directamente activadas por estimulos potentes como son CpG (via TLR9)
0 bien por CD40L.
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En nuestro modelo detectamos mdultiples evidencias indicativas de la
induccion de una respuesta Thl. Entre ellas sefialar la expresion de varios
marcadores [352, 353], incluyendo IL12RB2 cuya expresion en la superficie de los
linfocitos T se detectd de forma transitoria coincidiendo con el patron descrito por
otros autores [5], ademas de la expresion del mRNA para IL-2 y la sintesis de IFN-y
por los linfocitos T respondedores [354]. A pesar de mostrar un perfil Thl en ambas
condiciones de aloestimulacion, se evidencié un retraso temporal en la expresion de
IL12RB2 y de IL-2 por parte de los linfocitos T aloestimulados con pDCs+cDC. Sin
embargo, la combinacién de ambos subtipos de DCs promueve una respuesta Thl mas
eficiente existiendo una mayor proporcién de células productoras de IFN-y. Esta
diferencia en la produccion de IFN-y podria explicarse, en parte, a través de un
mecanismo regulador por parte de la IL-10. Esta citocina esta considerada como
factor inmunosupresor de la respuesta Thl [205]. Nuestros resultados muestran
(aunque no de forma cuantitativa) una mayor expresion de IL-10 por parte de los
linfocitos T estimulados con cDCs aisladas, hecho que podria estar condicionando la
produccién de IFN-y mediante un mecanismo de feedback negativo. La produccion de
IL-10 permitiria el retorno a un estado de no inflamacion (steady state) gracias a la
disminucién de citocinas proinflamatorias y/o a la inhibicion de la maduracion de DCs
[355, 356] lo cual impediria que las APCs fueran potentes estimuladoras de linfocitos
T[77].

Factores implicados en la activacion de las pDCs

Por qué las pDCs muestran un comportamiento proinflamatorio en el contexto
estudiado? El conjunto de resultados subrayan la importancia de ambos subtipos de
DCs en la modulacién de la respuesta inmune. Estos resultados parecen indicar que la
mayor supervivencia y la induccion del estado madurativo que muestran las pDCs en
nuestras condiciones de cultivo mixto linfocitario podrian ser algunos de los multiples

factores que pudieran influir en la generacion de este tipo de respuesta. En las pDCs,
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hemos observado un incremento de MHC Il (HLA-DR) y de moléculas coestimuladoras
(CD80, CD86, CD40), caracteristicas propias de un fenotipo maduro, lo que sin duda
contribuye al incremento de su capacidad aloestimuladora. A parte de los estimulos
recibidos por parte de una célula T activada, es muy posible que la propia

interaccion entre los dos subtipos de APCs contribuya a la generacion de la respuesta.

La comunicacion entre distintas células es un hecho crucial en todos los
sistemas bioldgicos. Los modelos clasicos comprenden basicamente dos grandes
sistemas de comunicacién: por un lado, el contacto intimo célula-célula y por otro
lado, la accién de factores solubles (como las citocinas). En nuestros experimentos
pudimos evidenciar que ambos sistemas pueden contribuir a la activacién y

supervivencia de las pDCs.

De entre los factores solubles, la IL-3 se ha descrito como factor clave en la
supervivencia de las pDCs. En la literatura, se ha relacionado la elevada expresion en
superficie de la subunidad o del receptor para IL-3 (CD123) con el requerimiento de
la IL-3 como factor de supervivencia en las pDCs [28]. No en vano, el cultivo in vitro
de pDCs requiere la adicién de IL-3 al medio, a un a riesgo de inducir un cierto
estado de activacion, para evitar un proceso masivo (proximo al 90%) de muerte
celular por apoptosis en 4-6 horas. Existen un gran nimero de trabajos que muestran
como la IL-3 es secretada por numerosos tipos celulares, en especial los linfocitos T
[357]. Nuestros resultados evidenciaron que la presencia de la IL-3 (muy
probablemente secretada por los linfocitos T) en los cultivos de estimulacion
combinada (pDCs+100cDC) es fundamental para la viabilidad de las pDCs in vitro, a
diferencia de los cultivos estimulados con ¢cDCs como poblacién Unica en los que esta

citocina podria tener un papel secundario.

Por lo que a contacto intercelular se refiere, los experimentos de transwell

demostraron que el contacto celular entre los tres subtipos celulares (pDCs, cDCs y
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linfocitos T) era necesario para que las pDCs adquirieran una potente capacidad
aloestimuladora. En este sentido, la expresién del CD40L en los linfocitos T
aloestimulados (pDCs+100cDC) como también se demostré en nuestras condiciones de

cultivo, juega un papel destacado.

La sefializacion a través de los miembros de la familia del TNF/TNFR ha sido
una de las principales vias de estudio en la comunicacion DC/linfocito T
constituyendo una via de coestimulacion en las respuestas T [266]. Uno de los
eventos clave para que tenga lugar una respuesta inmune efectiva es la sefal
obtenida por la interaccién CD40/CD40L [243, 358]. Las interacciones entre linfocitos
T y DCs proporcionan sefiales bidireccionales estimuladoras para ambos tipos
celulares. Asi pues, la interaccién CD40/CD40L, entre otras, regula la activacion de
las DCs incrementando su actividad coestimuladora, la supervivencia celular asi como
también la produccion de citocinas [74, 244], y en consecuencia, podria determinar
la polarizacion de la respuesta T. Es importante destacar que no sélo la maduracién
de las DCs se ve afectada, sino que otros factores antiapoptoticos estan regulados
por la interaccion CD40/CD40L gracias a la induccién del factor de transcripcion NF-
kB [248].

El CD40L pertenece a la superfamilia TNF y su expresion esta finamente
regulada. En condiciones fisiolégicas, los linfocitos T activados son la poblacion
predominante que presenta en su superficie CD40L. Asimismo, la expresion también
fue detectada en nuestra situacion de estimulacién alogénica combinada
interviniendo en la interaccion y promoviendo la activacion de las pDCs, permitiendo
su diferenciacion y convirtiéndose en pDCs completamente maduras. Sin embargo, la
expresion del CD40L no es exclusiva de linfocitos T CD4. En la literatura ya se han
descrito otros tipos celulares que presentan CD40L en superficie (células endoteliales,
macroéfagos, eosindfilos y plaquetas activas). Incluso, se ha encontrado una expresion
moderada de CD40L en las propias DCs [359] (DCs humanas de sangre periférica [360],

células de Langerhans murinas, DCs murinas localizadas en el pulmon y en pDCs
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[361]). Este marcaje moderado en la superficie de las DCs podria explicarse por
diversas razones (rapida endocitosis tras su unién con CD40 y por su enmascaro por la
presencia de CD40 soluble, por ejemplo) y es lo que ha dificultado su consideracion

como candidato de estudio.

Las interacciones CD40/CD40L se han asociado con la maduracion de las DCs,
aunque la mayoria de las investigaciones se han llevado a cabo desde el punto de
vista en el que las DCs expresan CD40 en su superficie, mientras que la expresion de
CD40L ha merecido menos atencion. Muchos autores han asumido que el CD40L era
un marcador tipico de linfocitos T y ha sido obviado como posible marcador
coestimulador de DCs. Sin embargo, la expresién de CD40L también es importante en
DCs promoviendo una éptima estimulacién de linfocitos T CD8 sin la presencia de los
T CD4 [359]. Por tanto, la presencia de CD40L y CD40 en linfocitos T (CD4 y CD8) y en
DCs podria explicar las multiples posibilidades de amplificacion de la respuesta

inmune por las potenciales interacciones entre cada tipo celular.

En el capitulo de las interacciones intercelulares, otro grupo de moléculas a
tener en cuenta son las moléculas de adhesion [362]. La presencia combinada de
complejos p-MHC con moléculas de adhesién intercelulares y de coestimulacién en
los mismos microdominios son esenciales para la estimulacion de linfocitos T naive
antigeno-especificos [12, 139]. Los cambios en el patron de expresion de moléculas
de adhesion reportados en MDDCs revelan alteraciones transitorias y estables de un
gran nimero de moléculas durante su proceso de maduracion [363, 364]. Una de
estas moléculas es el CD54 (ICAM-1), el cual incrementa su expresién tanto a nivel
génico [365, 366] como proteico [30, 367] en DCs que han sufrido un proceso de
maduracién gracias a la presencia de distintos tipos de estimulos. Otro ejemplo
destacado es el CD58, también conocido como LFA-3, y receptor para CD2 [218, 365,
366]. Otras moléculas de adhesion presentes en DCs convencionales maduras incluyen
CD49d [368], CD44, CD61, CD100, CD147 [369]. Alguno de ellos (CD54; CD58; CD166

ligando para CD6) son receptores importantes para el contacto con linfocitos T; y
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otros (CD54, CD58, CD162 [365]) destacan por su interaccion con moléculas presentes
en pDCs (LFA-1, LFA-2 (CD2) [66]; CD62L [79], respectivamente). Estos datos, entre
otros, contribuyen a explicar al menos en parte por qué la maduracion de las cDCs
(via CD40/CD40L) fue suficiente para condicionar a las pDCs y dotarlas de una
capacidad aloestimuladora, estabilizando la interaccion pDCs-linfocitos T. El tiempo
de contacto y la organizacién molecular de la sinapsis inmunoldgica entre la célula
presentadora y los linfocitos T es un parametro clave, el cual conduce a la tolerancia
inmune o a la generacion de respuestas T efectoras [370]. De nuevo, las moléculas de
adhesion presentes en la superficie de las DCs serian esenciales en las fases iniciales
de la formacion de la sinapsis [371, 372]. Se ha descrito que las pDCs inmaduras
muestran una menor capacidad para formar conjugados estables con linfocitos T, ya
que tan s6lo median interacciones transitorias [373]. Esto podria explicarse, en parte,
por la menor expresion de moléculas de adhesion, integrinas y tetraspaninas en pDCs
inmaduras. Sin embargo, con la ayuda de las cDCs, las pDCs promoverian contactos

estables prolongados que facilitarian la activacion eficiente de los linfocitos T.

Asi pues, evidenciamos que la IL-3 y el CD40L eran factores clave en la
activacion de las pDC. Sin embargo, se ha descrito que la IL-3 y la sefalizacién via
CD40L condicionan a las pDCs a inducir respuestas del tipo Th2 [100]. En este aspecto,
los resultados obtenidos en nuestros experimentos parecen contradictorios, ya que
revelan que los linfocitos T estimulados en cultivos mixtos linfocitarios con la
combinacion pDCs+100cDCs muestran un perfil de respuesta T que no se corresponde
con el tipo Th2, sino mas bien con un tipo Thl. En la literatura, ya se han descrito
trabajos en los que se apunta la capacidad por parte de las pDCs de inducir una
respuesta del tipo Thl [111, 374]. Ademas, recientemente se ha demostrado,
mediante un modelo indirecto de presentacion alogénica, que las pDCs inducen una

gran produccion de IFN-y en los linfocitos T estimulados [375].
Hoy por hoy no podemos sefialar cual o cuales son los mecanismos

responsables de la generacion de la respuesta Thl. Sin embargo, existen distintos

factores que merecen especial atencién. Asi, analizamos el papel que el IFN-a —una
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de las principales citocinas secretadas por las pDCs- podria estar desempefiando en la
determinacion de la respuesta. Los IFNs de tipo | (IFNo/B), podrian contribuir a el
tipo de respuesta T inducida; no s6lo por su posible capacidad de inducir respuestas
Th1, sino también por su papel autocrino en la supervivencia y maduracion de las
pDCs. Sin embargo, la combinacion de pDCs+cDCs+T favorece la maduracion y
supervivencia de las pDCs in vitro, pero no induce la produccion de interferon alfa.
Por otra parte, aunque se ha descrito que los IFNs tipo | incrementan el receptor de
alta afinidad para la IL12 (IL12RB1+IL12RB2) en células Th productoras de IFN-y [376]
existe cierta controversia sobre el papel del IFNa en la estimulacion de la respuesta
con un perfil Thl [89].

Otras citocinas, derivadas de las cDCs como son la IL-18 [187, 188], también
podrian apoyar el resultado observado en la induccién de una respuesta Thl inducida
por pDCs activadas a través de CD40L. La IL-18 originalmente se identific6 como un
potente factor inductor en la produccién de IFN-y por parte de los linfocitos T.
Ademas, las pDCs expresan el receptor para dicha citocina [190]. De este modo, se
podria sugerir un papel directo de la IL-18 sobre las pDCs en la induccion de la
respuesta Thl. Sin embargo, los resultados obtenidos en experimentos de bloqueo
de la IL-18 por su receptor, demostraron que no existe alteracion en los niveles de
proliferacion sobre los linfocitos T (resultados no mostrados). Dichos resultados
fueron confirmados en la literatura por experimentos realizados en modelos murinos
[374], aunque existe aun cierto grado de controversia al respecto [190]. Asi pues,
parece que la citocina IL-18 no interviene directamente en la capacidad

aloestimuladora de las pDCs en nuestro contexto de estimulacién combinada.

En este sentido, es importante valorar si podrian contribuir al tipo de
respuesta inducida citocinas secretadas por las cDCs estimuladas a través de la via
CD40/CD40L. En el contexto de una respuesta inmune, la estimulacién via CD40L
tendria lugar en los ganglios linfaticos donde las DCs interactuarian con los linfocitos
T naive promoviendo la secrecion de IL-12 y otras citocinas por parte de las DCs

aumentando asi su capacidad para estimular a los linfocitos T [74, 244, 377, 378].
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Sin embargo, la IL-12 por si sola no es suficiente para una 6ptima polarizacion
a Thl [379, 380]. Se cree que otros miembros de la familia de la IL-12 [216, 381]

como es la IL-27 son necesarios.

La IL-27 (subunidades IL-27p28 y EBI3) se expresa predominantemente en
macrofagos y DCs activadas. Como he mencionado anteriormente, la IL-27 esta
involucrada con el desarrollo y la diferenciaciéon de células Thl induciendo la
produccién de IFN-y en linfocitos T no polarizados. Regula en positivo la subunidad
beta 2 del receptor de IL-12 (IL-12RB2) en la superficie de linfocitos T activados
mientras suprime la induccion hacia linaje Th2. Ademas, esta diferenciacion a Thl
por parte de la IL-27 es dependiente de la sefializacién ICAM-1/LFAL. Destacar que la
IL-27 tiene un efecto sinérgico con la IL-12 en la produccién de IFN-y, especialmente
cuando los niveles de IL-12 son bajos. Otra citocina secretada por las cDCs
estimuladas a través de la via CD40/CD40L es la IL-15 [377, 382, 383]. Existen
trabajos publicados que demuestran el papel autocrino de la IL-15 como un factor
activador de DCs [384]. Ademas, se ha descrito a la IL-15 como una via de
comunicacion entre los subtipos de DCs [361]. Esta comunicacion se produciria a
través de interacciones CD40/CD40L en la que la IL-15 promoveria la induccion en

cDCs de CD40 el cual interactuaria con su ligando (CD40L) expresado en pDCs.

Por todos los indicios apuntados anteriormente y por otro lado, la presencia
de IL-10 en nuestra condicion de cultivo, un inhibidor critico en la produccion de IL-
12 [385], la ausencia del receptor IL-12RB2 y la ligera expresiéon de IL-12RB1 en pDCs
[190]; asi como la expresion de EBI3 (subunidad de IL-27) en pDCs activadas [386],

parece ser la IL-27 un buen candidato de estudio.
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Papel de la IL-2 secretada por linfocitos T activados en la biologia de las pDCs

El perfil de citocinas inducido en los linfocitos T aloestimulados por pDC+cDCs
incluye la expresion de IL-2. Este resultado no fue sorprendente; a finales de los 80
ya se propuso que la IL-2 era una citocina producida por linfocitos T CD4 y CD8
activados [387]. Esta citocina ejerce mdultiples efectos bioldgicos directos sobre
células del sistema inmune de los cuales destacamos la supervivencia, la produccion
de citocinas asi como la proliferacién y la actividad citotdxica entre su variedad de
células respondedoras. Una de sus dianas potenciales son las células dendriticas, de
las que se sabia podian expresar el receptor de alta afinidad para esta citocina (IL-2
afy). Sin embargo, pocos autores han investigado el papel de la IL-2 en las funciones
de las DCs [194, 388, 389], y su funcién en las pDCs no estaba definido.

En nuestros experimentos demostramos que la presencia de IL-2 en pDCs
activadas via CD40L se traduce en una elevada expresion de CD25; un aumento en la
secrecion de citocinas proinflamatorias (TNF-o e IL-6) y un incremento en la
supervivencia de las pDCs. El conjunto de estos resultados, sugieren un papel
modulador sobre las pDCs por parte de la IL-2 y del CD40L proporcionados por
linfocitos T activados. En el contexto de la respuesta inmune, las pDCs localizadas en
las zonas T de los ganglios linfaticos, serian las candidatas ideales para la creacién de
un microambiente determinado (en funcion de la secrecion de citocinas) para influir
en la diferenciacién de los linfocitos T. Este podria ser pues uno de los mecanismos
moduladores de la respuesta Thl. Asi, se ha descrito que la sefializacion IL-2/1L-2R
conferiria a las DCs su habilidad por dirigir respuestas inmunes hacia un fenotipo Thl
[390].

Por otra parte, la IL-2 se ha utilizado a nivel terapéutico para promover la
respuesta inmune en pacientes que padecen estadios de cancer avanzados [391, 392]
y para reforzar el sistema inmunitario de pacientes que padecen infecciones cronicas
[393].
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Los resultados obtenidos de la administracién inmunoterapéutica de la IL-2
muestran un extenso abanico de efectos proinflamatorios [391, 394]. Parece ser que
la administracion local o sistémica de IL-2 no tendria un efecto directo sobre las
células cancerigenas sino mas bien una accion moduladora de las funciones efectoras
de las células inmunes a través de factores secretados como resultado de la
administracion de IL-2 [395]. La cascada de citocinas y quimiocinas producidas como
consecuencia de la IL-2 ha sido extensamente reportada [396]. De hecho, multiples
variables clinicas se han asociado como respuesta a la IL-2, entre las cuales
destacamos concentraciones séricas elevadas de citocinas como TNF-a, IL-6 e IL-1en

pacientes que han recibido IL-2 [397].

También se han llevado a cabo estudios a nivel génico para determinar las
moléculas responsables de las acciones que se obtienen como consecuencia de la
presencia de IL-2 [398]. Existen un amplio abanico de genes dianas para esta
citocina, que incluyen aquellos relacionados con la apoptosis celular, como por
ejemplo bcl-2, que podria estar relacionado con la supervivencia dependientes de IL-
2. Ademas, existen evidencias que los genes regulados por IL-2 se localizan en
clusters cromosémicos [399]. Dos de ellos, uno localizado en 531 conocido como el
cluster de citocinas; y otro, 6p21.3, region que contiene genes que codifican para los
miembros de la superfamilia TNF, serian de relevancia en nuestro modelo y podrian
contribuir a explicar los resultados que hemos obtenidos en pDCs como consecuencia

de la presencia de IL-2.

La IL-2 por si sola no induce ninguna sefal de activacion en DCs inmaduras, ya
gue dichas células no expresan CD25 (subunidad alfa del receptor para IL-2) en su
superficie. Solo las DCs activadas expresan el receptor, siendo pues uno de los

marcadores de activacion en DCs [400].

En nuestros resultados, observamos que las pDCs expresan CD25 en respuesta

a diferentes estimulos de activacion (CD40L y CpG).
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Los anticuerpos monoclonales anti-CD25 se han utilizado ampliamente a nivel
clinico. Aunque sus efectos sobre linfocitos T han sido copiosamente estudiados,
existen pocos trabajos que estudien los efectos del bloqueo de CD25 en DCs [390, 401,
402]. Estos estudios apuntan que el impedimento de la unién de IL-2 por su receptor
(anti-CD25) se traduce en una menor capacidad para estimular linfocitos T asi como
una disminucién en la secrecion de citocinas por parte de las DCs. De hecho, en
modelos murinos se ha descrito que las DCs obtenidas de un animal knockout para IL-
2 (IL-2 -/-) tienen disminuida su habilidad para inducir respuestas alogénicas sobre
linfocitos T CD4 [195]. Y lo que a la secrecion de citocinas se refiere, existe una
inhibicion de IFN-y e IL-12 [194, 390] asi como de TNF-o e IL-6 [403, 404]. Estos
altimos datos concuerdan con los resultados que hemos obtenido en pDCs cuando
utilizamos MAR-108 (anticuerpo que bloquea la union de IL-2 por su receptor).
Resumiendo, la IL-2 jugaria un papel importante en la regulacion del patron de
sintesis de citocinas en DCs determinante en el resultado de las respuestas T

inducidas.

Los anticuerpos monoclonales anti-CD25 se han utilizado ampliamente en la
clinica del trasplante para prevenir el rechazo agudo. De hecho, Mnasria y col. y
otros autores [291], han observado que la ciclosporina A y otros inmunosupresores de
uso clinico, inhibian la induccion de CD25 (datos también observados por nuestro
grupo de trabajo). Hasta la fecha, a la ciclosporina y al FK506 (drogas
anticalcineurina) se les atribuia una actuacion principal sobre linfocitos T. Sin
embargo, actualmente se cree que también ejercen su funcién tolerogénica en el
mantenimiento de DCs inmaduras gracias a la inhibicién, entre otros efectos, de la
maduracion dependiente de la produccion de IL-2 en DCs. Como consecuencia, las
DCs fracasarian en su progreso a una maduracién, un procesamiento y una
presentacion de aloantigenos a los linfocitos T de forma eficiente; lo cual interferiria
en la activacion de estos linfocitos. Este hecho, ha promovido la visién de una nueva
perspectiva que apunta a un modelo integrador en el modo de accion de los

inmunosupresores que inhiben la actividad de la calcineurina [405].
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Nuestro grupo aporta un trabajo original donde se describe con detalle el
papel que juega FK506 en la biologia de las pDCs. Se presenta, por primera vez, el
efecto del tacrolimus en la inmunomodulacion fenotipica y en la secrecion de
citocinas por parte de las pDCs y sus consecuencias en la induccion de la respuesta
alogénica. Cabe sefialar que se trata de una aportacién de conocimiento basico que
debe trasladarse a un estudio clinico en el contexto de diversas situaciones
patoldgicas. Aunque esta ultima propuesta puede resultar de dificil abordaje ya que,
normalmente, las terapias inmunosupresoras no son monoterapias (un Unico

inmunosupresor) sino la combinacion de varios agentes supresores [406].

Por Gltimo destacar que, una de las nuevas perspectivas en el estudio de los
subtipos de células dendriticas es la de profundizar en la definicion de los posibles
efectos cooperativos de ambas subpoblaciones, y de como pueden modular la
respuesta inmunitaria. De hecho, debemos subrayar que existen numerosos trabajos
contemporaneos al nuestro que manifiestan la coordinacion entre ambos subtipos de
DCs en distintos contextos que avalan nuestra hipoétesis inicial de trabajo [134, 361,
407-413].

El desarrollo de experimentos que permitan clarificar la comunicacion que se
establece entre distintos tipos celulares asi como el conocimiento de los diferentes
aspectos de la biologia de las DCs puede aportar nuevos datos que permitan
esclarecer puntos importantes de la respuesta inmune y en un futuro, manipular o
regular dicha respuesta en distintas condiciones de aplicacion clinica. Asi pues, el
balance entre cDCs y pDCs activadas podria ser crucial en la regulacién de una
respuesta inmune efectiva. Descifrar los mecanismos moleculares y celulares de las
funciones de cada uno de los subtipos de DCs es importante para el disefio de futuros
ensayos clinicos. El uso de las DCs en inmunoterapia (estimular o inhibir un
determinado subtipo) representaria una aproximacion alternativa que permitiria

conseguir resultados mas efectivos a nivel clinico.
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Para terminar, a modo de resumen, proponemos un modelo de actuacion
complementaria de los dos subtipos de DCs en la definicién de una potente respuesta
T (ver Figura 10). De forma general, estd ampliamente aceptado que las cDCs
capturan y procesan antigenos en la periferia. Posteriormente, migran a los ganglios
linfaticos donde tiene lugar la presentacion antigénica. Para que la mencionada
presentacioén tenga lugar de manera “productiva” la DC debe experimentar una serie
de cambios morfoldgicos, fenotipicos y funcionales, proceso conocido como
maduracion [121]. En el transcurso de una respuesta inmune, y concretamente
durante el proceso de maduracion, también se introducen cambios en el patron de
expresion de receptores de quimiocinas y se reorganizan ciertas proteinas del
citoesqueleto, para permitir la movilizacién de la DC hacia su nuevo destino en el
ganglio linfatico regional. Cuando alcanzan el ganglio, las cDCs maduras y activadas
son las primeras en estimular a los linfocitos T [414] (Figura 10 punto 1). Y no sélo
se encuentran con los linfocitos T inmaduros sino también con las pDCs (Figura 10
punto 3-4). Asi, hipotéticamente, el linfocito T naive reconoceria el péptido
antigénico presentado por la cDC activada. Esta, a su vez, secretaria factores que
influenciarian tanto a la célula T como a la pDC (Figura 10 punto 2 y 3). Ademas, los
linfocitos T activados proporcionarian factores solubles (IL-3 e IL-2, entre otros) asi
como factores celulares (CD40L) que modularian la biologia de las pDCs
(supervivencia y activacion) (Figura 10 punto 4). Lo que su conjunto conduciria a
gue la pDC respondiera a esta estimulacion aportando factores accesorios necesarios
para la maduracién final del linfocito T. Este modelo podria ser exportable a la
presentacién antigénica en tejido diana de diversos tipos de enfermedades

inflamatorias cronicas y autoinmunidad.
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Figura 10. Modelo de actuacion complementaria de los dos subtipos de DCs en la
induccion de una potente respuesta T
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endotelial linfatic
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Vasos sanguineo:
eferente/aferente

Via linfatica eferente

Figura 10. En los tejidos periféricos, las cDCs capturan y procesan antigenos. Tras un
proceso de activacion, viajan a los ganglios a través del circuito aferente de la linfa. En
condiciones fisiolégicas, en las zonas T de los drganos linfoides secundarios, las cDCs
maduras y activadas son las primeras en estimular a los linfocitos T (1). Tras contactos con
linfocitos T, las cDCs activadas por la via CD40/CD40L, asi como los linfocitos T
secretarian diversos factores solubles, que podrian atraer a las pDCs al lugar de la sinapsis
inmunoldgica (2). Por un lado, la ¢cDC madura condicionaria la biologia de las pDCs (3); y
por otro lado, los linfocitos T proporcionarian factores solubles (IL-3 e IL-2, entre otros)
asi como factores celulares (CD40L, por ejemplo) que modularian aspectos fundamentales
en las pDCs (supervivencia y activacion) (4). Lo que su conjunto conduciria a que la pDC
respondiera a esta estimulacion aportando factores accesorios necesarios para la
maduracidon final del linfocito T. Finalmente, existiria la posibilidad de encontrar
conjugados celulares compuestos por cDCs, pDCs, linfocitos By T (5) que determinarian el
resultado final de las respuestas inmunes efectoras de la inmunidad adaptativa.
(adaptacion de Annu. Rev. Immunol., 2008)
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CONCLUSIONES

as conclusiones que se derivan de este estudio son:

1-. La capacidad aloestimuladora de las subpoblaciones de DCs aisladas de sangre
periférica sigue el patron descrito previamente. En contraposicion a este patron,
hemos definido que la combinacion ¢DCs y pDCs juega un papel determinante en la
magnitud y el fenotipo de la respuesta T inducida. Este papel se manifiesta

principalmente a dos niveles:

1.1- Existe una potente respuesta proliferativa en linfocitos T alogénicos

cuando ambos subtipos de DCs estan presentes.

1.2- Esta respuesta representa un perfil Thl caracterizado por una mayor
produccién de IFN-y por parte de los linfocitos T (estimulados con la combinacion
pDCs+100cDCs+T), comparado con los niveles obtenidos en la respuesta inducida con

cDCs como unicas APCs.
2-. La respuesta alogénica inducida por la combinacion pDC+cDC depende de forma
determinante de la supervivencia y la maduracion/activacion del subtipo pDCs.

Algunos de los factores que contribuyen a este nivel son:

2.1- La IL-3 que se demuestra como un factor clave en la supervivencia de las

pDCs también en alogenicidad.

2.2- El CD40L, sefal proporcionada tanto por linfocitos T como por cDC,

promueve la supervivencia y activacion de las pDCs.
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2.3- La IL-2, cuyo receptor expresan las pDCs activadas, y que actla
directamente sobre este tipo celular incrementando su viabilidad a través de la via
CD40/CD40L, promoviendo un fenotipo maduro y contribuyendo a la secrecién de

citocinas proinflamatorias (TNF-a y IL-6).

3-. Los inhibidores de la calcineurina, como el tacrolimus, reducen de forma
significativa la maduracién/activacion de las pDCs, afectando de forma especial a la
secrecion de TNF. Este efecto podria ser en parte debio a la no expresion de CD25 en

pDCs preincubadas con el inhibidor.
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