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Introduccion

1. CELULAS DENDRITICAS HUMANAS.

Las células dendriticas (DCs) son una poblacion heterogénea de células presentadoras de
antigeno profesionales que regulan tanto el inicio de una respuesta inmune como la tolerancia
central y periférica. Las DCs estan especializadas en la captacion, transporte y presentacion de
antigenos y por lo tanto tienen capacidad para generar repuestas inmunes especificas mediadas
por linfocitos T, tanto naive como memoria, linfocitos B y células natural killer (NK) (Reis e

Sousa 2006, Palucka y Banchereau 2012).

Las DCs inician una respuesta inmune mediante el procesamiento y la presentacion de un
antigeno a través del complejo principal de histocompatibilidad (MHC) a linfocitos T naive en
los 6rganos linfoides. En los tejidos periféricos las DCs por lo general se encuentran en estado
inmaduro. Estas DCs inmaduras tienen la capacidad de capturar, procesar y presentar antigenos
eficientemente en contexto de moléculas MHC. En su condiciéon inmadura las DCs acumulan
moléculas de MCH-II en el compartimento endosoma-lisosomal, mientras que expresan bajos
niveles de moléculas coestimuladoras (CD80 y CDS86) y tienen una limitada capacidad para

producir citocinas (Trombetta y Mellman 2005, Palucka y Banchereau 2012).

Cuando una DC inmadura en la periferia recibe una sefial de maduracién en forma de
moléculas propias de patogenos (PAMPs) (Joffre y col. 2009), senal de peligro (DAMPs) (Nace
y col. 2012) o citocinas inflamatorias, se induce su migracion hacia organos linfoides
secundarios donde dara lugar a una DC madura con capacidad para inducir la diferenciacion de
los linfocitos T naive y lanzar asi una respuesta inmune (Reis e Sousa 2006). Tradicionalmente
se pensaba que las DCs maduras perdian su capacidad para captar y procesar antigenos, pero
estudios mas recientes demuestran que la exposicion de DCs inmaduras a estimulos de
maduracidon permite un incremento inicial y transitorio en su capacidad para captar antigenos
seguido de una rapida reduccion de esta funcién y una transicion hacia el estado maduro

inmunogénico (Reis e Sousa 2006).

Los TLR (Toll-like receptors) son los principales receptores de reconocimiento de
patogenos (PRRs) expresados por las DCs capaces de reconocer un amplio rango de PAMPs y en
algunos casos también DAMPs (Liu y col. 2010). Es bien conocido que la activacion de los TLR
inicia una cascada de sefializacion intracelular en las DCs que resulta en la induccion de la
presentacion antigénica, la produccion y secrecion de citocinas pro-inflamatorias y el aumento en

la expresion de moléculas de adhesion y coestimuladoras en la superficie de estas células lo que
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conlleva la induccion de una respuesta inmune adaptativa determinada (Pasare y Medzhitov

2005, Liuy col. 2010).

Las DCs durante su maduracion incrementan la expresion en superficie de MHC y
moléculas coestimuladoras, asi como su capacidad para producir citocinas y adquirir CCR7, que
les permite migrar hacia los ganglios linfaticos. Sin embargo, el proceso de maduracion de las
DCs no resulta en un fenotipo unico, sino que diferentes sefiales inducen a las DCs a adquirir
distintos fenotipos que finalmente conducen a diferentes respuestas inmunes (Palucka y
Banchereau 2012). En una respuesta inmunogénica las DCs van a aportar tres tipos de senales a
los linfocitos T naive que van a definir su destino, y por tanto el tipo de respuesta inmune. Por un
lado, la sefial a través del receptor de las células T (TCR) cuando reconoce el complejo MHC-
péptido presentado por las DCs. Por otra parte, una sefial de coestimulacion que resulta del
balance de diferentes senales a través de muchos receptores, como la unién de las moléculas
coestimuladoras CD80 y CD86 en las DCs con CD28 en los linfocitos T, o la union de la
molécula de adhesion ICAM-1 con LFA-1. Por ultimo, sefales producidas por las DCs y otras
células que determinan la diferenciacion de los linfocitos T en células efectoras. Por ejemplo
como resultado de la union de CD40 con CD40L se induce la secrecion de IL-12 por parte de las
DCs que promueve la diferenciacion de los linfocitos T naive hacia Thl (Reis e Sousa 2006,
Schmidt y col. 2012). El tipo de célula T efectora que se origine va a estar profundamente
influenciado por el patron de citocinas que produzcan la DCs, y esto a su vez va a estar
determinado, al menos en parte, por la union de un determinado TLR a su ligando. Asi para la
diferenciacion de los Thl se necesitan DCs productoras de IL-12, mientras que para la
polarizacion Th2 es necesaria la produccion de IL-4. Por otra parte, las DCs productoras de IL-

1B, IL-6, IL-23 y/o TGFp inducen la polarizacion hacia Th17 (Wan y Flavell 2009; Wan 2010).

Por lo tanto, para que una DC induzca una respuesta inmunogénica, es decir, promueva la
diferenciacion de un clon de linfocitos T naive hacia un tipo de célula efectora en concreto y se
dispare asi una respuesta inmune especifica, se tienen que dar las 3 sefales, puesto que si por
ejemplo solo se da la sefal a través de TCR se promueve la inactivacion de los linfocitos T naive

por anergia y delecion, lo que a fin de cuentas, conlleva tolerancia.

Ademas de su funciéon inmunogénica, las DCs estan implicadas en mantener la tolerancia
frente a antigenos propios asi como frente a moléculas o microorganismos inocuos (Schmidt y
col. 2012). Tolerancia es la ausencia total o inhibicién parcial de una respuesta inmune

adaptativa dafiina. El balance entre tolerancia e inmunidad permite el ataque especifico y la
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consecuente eliminacion de patdgenos peligrosos o células cancerosas, mientras que moléculas o

microorganismos inocuos y antigenos propios son ignorados (Mayer y col. 2012).

Existe una gran controversia sobre como las DCs regulan la tolerancia inmunologica. La
vision tradicional sugeria que en situacion de reposo las DCs se mantienen en estado inmaduro y
serian las encargadas de inducir tolerancia puesto que, aunque las DCs inmaduras procesan y
presentan antigenos, en ausencia de coestimulacion promueven la anergia y delecion de los
linfocitos T (Jonuleit y col. 2000; Lutz y col. 2000; Steinman y col. 2003; Reis e Sousa 2006;
Manicassamy y Pulendran 2011). Sin embargo, durante los ultimos afos se han encontrado DCs
con fenotipo maduro que presentan funciones reguladoras (Popov y col. 2006, von Bergwelt-
Baildon y col. 2006; Popov y col. 2008). Proponiéndose asi que las DCs tolerogénicas (tDCs)
son un estado funcional méas que una unica subpoblacién definida por marcadores fenotipicos
(Schmidt y col. 2012). Esto sugiere una dicotomia funcional, es decir, que existen poblaciones de
DC potencialmente capaces de llevar a cabo, dependiendo de las circunstancias, tanto una
respuesta inmune tolerogénica como una inmunogénica. Por ejemplo, en condiciones de reposo
las células de Langerhans (LCs) de la piel median la tolerancia frente a antigenos propios
induciendo la proliferacion de linfocitos T reguladores (Treg), mientras que durante una
infeccion las LCs se activan e inducen la proliferacion de linfocitos T efectores mediando, por
tanto, una respuesta inmunogénica (Seneschal y col. 2012). Otros autores proponen, sin embargo,
que en la induccion de tolerancia estarian implicadas subpoblaciones especializadas de DCs,
como las DCs CD103" del intestino que juegan un papel crucial en la tolerancia frente a bacterias
comensales y antigenos de la comida (del Rio y col. 2010, Scott y col. 2011; Mayer y col. 2012).
Por lo tanto, la capacidad tolerogénica de las DCs puede ser inherente o adquirida por las
condiciones ambientales. La gran heterogeneidad que existe entre las poblaciones de DCs con
funcion tolerogénica puede ser debido a su plasticidad, puesto que son capaces de responder e
integrar distintas seflales de su microambiente, siendo éste diferente dependiendo de la
localizacion anatomica donde se encuentren. No obstante, todas estas DCs comparten la
habilidad de regular o inhibir la activacion de células T y de inducir o promover el desarrollo y

expansion de linfocitos Treg. (Schmidt y col. 2012).

Se han descrito diversos factores solubles anti-inflamatorios como IL-10, TGF-p o PGE,
que dirigen la diferenciacion de las tDCs tanto in vivo como in vitro (Popov y col. 2008). In vivo
estos factores juegan un papel importante en estado estacionario para mantener la integridad de

muchos organos, particularmente aquellos que estan en contacto continuo con el exterior como
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los pulmones o el intestino. Por ejemplo las células epiteliales del intestino producen TGF que
promueve la generacion de tDCs y éstas, a su vez, la de células Treg (Iliev y col. 2009). Por otra
parte, muchos patogenos y tumores pueden producir estos factores tolerogénicos como
mecanismo de escape del sistema inmune. /n vitro se puede inducir la generacién de tDCs
usando moléculas biologicas, agentes farmacoldgicos o por modificacion genética. Dentro de
los factores bioldgicos mas utilizados estan, como hemos dicho antes, la IL-10 y el TGFp, pero
también la vitamina Ds, el péptido vasoactivo intestinal, estrégenos, incluso anticuerpos o

ligandos solubles como el HLA-G (Maldonado y von Andrian 2010).

En general las tDCs presentan un estado de maduracién incompleto que se define por
bajos niveles de expresion de MHC-II, moléculas co-estimuladoras (CD80, CD86 y CD40) y
CCRY7. Sin embargo, tienen una mayor capacidad para captar antigenos. Asimismo son incapaces
de producir citocinas pro-inflamatorias, como IL-12 y TNFa, mientras que tienen mayor
capacidad para secretar IL-10. Todo esto hace que las tDC puedan producir anergia y supresion
de las células T y la generacion de linfocitos Treg (Maldonado y von Andrian 2010; Mayer y col.
2012; Schmidt y col. 2012).

Como hemos comentado anteriormente, las DCs estdn implicadas en el mantenimiento de
la tolerancia central y periférica. Respecto a la tolerancia central, la DCs timicas que se
encuentran en la médula o en el limite cortico-medular participan en la eliminacion de linfocitos
T autoreactivos, proceso conocido como seleccion negativa (Brocker 1997) asi como en el
desarrollo de linfocitos Treg naturales (nTreg) (Mayer y col. 2012). Respecto a la tolerancia
periférica las DCs participan mediante diferentes mecanismos. El mas importante es la
generacion de nuevos linfocitos Treg inducibles (iTreg) asi como el mantenimiento y la
activacion de los diferentes linfocitos Treg. Por otra parte, las DCs participan en la tolerancia
periférica promoviendo la delecion clonal de linfocitos T no reguladores mediante induccion de
muerte celular mediada por activaciéon o bien induciendo la anergia clonal lo que conlleva la
inactivacion funcional de los linfocitos T. Asimismo, existen numerosos mecanismos, como la
produccion de moléculas inmnomoduladoras y factores inmunosupresores, que resultan en un
ciclo de retroalimentacion entre las DCs y los Treg que ayudan a mantener la tolerancia

periférica (Ezzelarab y Thomson 2011; Mayer y col. 2012).
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1.1 Poblaciones de DCs

Las diferentes funciones de las DCs son llevadas a cabo por diferentes subpoblaciones
que, gracias a su plasticidad, reaccionan y se adaptan a las condiciones del entorno en el que se
encuentran. Las DCs se pueden clasificar en funcion de diferentes criterios. Segun su
localizacion, se dividen en migratorias, residentes o circulantes. Las DCs migratorias terminan su
proceso de diferenciacion en los tejidos periféricos y migran hacia los érganos linfoides cuando
maduran en respuesta a un estimulo. Sin embargo, las DCs residentes finalizan su diferenciacion
en los o6rganos linfoides y se mantienen en ellos durante su ciclo de vida. Alli reciben los
antigenos o bien a través de la linfa o bien a través de las DCs migratorias. Asi en los ganglios
linfaticos podemos encontrar tanto DCs residentes como migratorias, mientras que en el bazo
solo encontramos DCs residentes. Las DCs que se encuentran circulando por la sangre son las
DCs circulantes, que hasta el momento s6lo han sido descritas en humanos (Naik 2008). Otro
criterio utilizado para clasificar a las DCs es si aparecen en situacion estacionaria o si por el
contrario solo aparecen durante procesos infecciosos o de inflamacidn, estas ultimas son las
denominadas DCs inflamatorias. Por ultimo clasificamos a las DCs segtn el progenitor celular
del que se originen. Todas las DCs proceden de un progenitor mieloide de la médula 6sea con
potencial para dar lugar a monocitos, macréfagos y DCs (MDP) pero que ha perdido la
capacidad para dar lugar granulocitos o cualquier otro tipo celular de linaje mieloide. A partir de
este MDP se obtienen dos tipos celulares diferentes con capacidad para originar DCs: el

precursor comun de DCs (CDP) y los monocitos (Esquema 1) (Geissmann y col. 2010).

Tanto en ratén como en humano existen dos tipos fundamentales de DCs que se originan
a partir del CDP, las DCs plasmacitoides (pDCs) y las DCs convencionales (cDCs), estas ultimas
tradicionalmente conocidas como DCs mieloides, aunque, como ya hemos comentado, ambos

tipos son de origen mieloide.

Las pDCs fueron descritas inicialmente en humanos como células T plasmacitoides o
monocitos plasmacitoides por su morfologia similar a la de una célula plasmatica, su expresion
de CD4 y de marcadores monociticos como CD123 y CD68. Posteriormente se demostrd que
podian adquirir caracteristicas de DCs, tales como su morfologia tras maduracion. Las pDCs
expresan en su superficie las moléculas BDCA2 (también conocido como CD303 o CLEC4C) y
BDCAA4 (también conocido como CD304 o Neurofilina-1), marcadores que sirven para definirlas
y diferenciarlas del resto de DCs. Estas células reconocen componentes virales a través de TLRs

especificos, como TLR7 y TLRY, produciendo grandes cantidades de IFNa (Ueno y col. 2010).
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Puesto que almacenan moléculas MHC-I en el compartimento endosoma-lisosomal, tras ser
estimuladas van a activar rapidamente a los linfocitos T CD8" desencadenando una respuesta
anti-viral especifica (Cervantes-Barragan y col. 2012). El IFNa producido por las pDCs puede
también promover la maduracion inmunogénica de otros tipos de DCs que a su vez ayudan a
activar nuevos clonos de células T. Ademas las pDCs pueden inducir la maduracion de linfocitos
B activados en células plasmadticas a través tanto de las citocinas que producen como de la
sefalizacion por moléculas de superficie (Jego y col. 2003; Shaw y col. 2010). Por otra parte, en
estado estacionario las pDCs tienen un papel importante en el mantenimiento de la tolerancia
inmunologica, dirigiendo el desarrollo de los nTreg en el timo (Martin-Gayo y col. 2010) y

participando en la tolerancia oral (Liu 2005; Palucka y Banchereau 2012).

Médula 6sea

Esquema 1. Origen y diferenciacion de las DCs. En la médula dsea las células madre hematopoyéticas
(HSC) dan lugar al progenitor comun de macrofagos y DCs (MDP). Este a su vez puede dar lugar a monocitos
(Mo) y al precursor comun de las DCs (CDP). Los monocitos dejan la médula osea y entran en la sangre. En
condiciones estacionarias los monocitos pueden dar lugar a macrofagos (M®) y DCs de la lamina propia que
expresan CX;CRI (CX;CRI" IpDCs) en tejidos no linfoides. Durante un proceso inflamatorio, los monocitos pueden
dan lugar a DCs derivadas de monocitos (moDCs) y a DCs productoras de TNFa y iNOS (TipDCs). Bajo
condiciones determinadas, los monocitos también diferencian hacia células de Langerhans (LC) y microglia. Por
otro lado, el CDP da lugar a precursores de las DCs convencionales (pre-cDC) y a DCs plasmacitoides (pDCs).
Las pre-cDCs circulan por la sangre y entran en los organos linfoides donde dan lugar a ¢DCs residentes que
expresan BDCA3 (BDCA3" ¢DCs) y a las que expresan BDCAI (BDCAI" cDCs). En los érganos no linfoides las
pre-cDCs dan lugar a las cDCs migratorias BDCA3" ¢DCs y BDCA1" ¢DCs, y a DCs de la ldmina propia que
expresan CD103 (CD103" IpDCs). Modificado de (Geissmann y col. 2010)
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El estudio y la clasificacion de las poblaciones de cDCs se inici6 en raton donde podemos
diferenciar dos grupos de cDCs: las ¢cDCs de tipo CD8a y las ¢cDCs de tipo CD11b. Dentro de las
DCs tipo CD8a podemos encontrar tanto DC migratorias (CD8o” CD103" CD11b” DEC205"
DNGR-1") como residentes en 6rganos linfoides (CD8o" CD103"" CD11b" DEC205" DNGR-1")
(Sancho y col. 2008; Ginhoux y col. 2009; del Rio y col. 2010, Edelson y col. 2010). Las DCs
tipo CD11b también incluyen DC residentes y migratorias, ambos compuestos por subgrupos
heterogéneos de DCs (Ginhoux y col. 2009; Guilliams y col. 2010; Henri y col. 2010). Mientras
que las cDCs tipo CDI11b estan mas especializadas en la respuesta innata y en la inmunidad
mediada por linfocitos T CD4", las cDCs tipo CD8a son eficientes en la presentacion cruzada o
“cross-presentation”, es decir, en la presentacion de antigenos exdgenos en contexto de
moléculas MHC-I a linfocitos T CDS8" (Guilliams y col. 2010). Ademéas de estos dos grandes
grupos, en la lamina propia del intestino existe una poblacion de cDCs migratoria que expresan
CD103 y CD11b con caracteristicas funcionales unicas (Jaensson y col. 2008; Bogunovic y col.
2009; Ginhoux y col. 2009, Schulz y col. 2009; Helft y col. 2010, Mayer y col. 2012). Ademas se
han descrito en raton otras poblaciones de ¢cDCs con peculiaridades funcionales en diferentes
localizaciones anatomicas como el pulmén (Lambrecht y Hammad 2012), la piel (Henri y col.

2010), el intestino (Bogunovic y col. 2012) y el rindn (Teteris y col. 2011).

A diferencia de las pDCs que fueron descubiertas antes en humano que en ratdn, el
estudio de las ¢cDCs humanas ha sido méas complicado por varias razones. Por un lado por la
dificultad de hacer estudios funcionales ex vivo debido a la baja frecuencia de estas células en
sangre. Por otra parte por la falta de sistemas de cultivo que permitan la generacion de células
equivalentes a ellas in vitro y, por ultimo, porque los marcadores para identificar los distintos

subtipos difieren sustancialmente de las cDCs de raton (Crozat y col. 2010).

En humano se han descrito dos tipos de cDCs en sangre inicialmente definidas en funcion
de la expresion de BCDA3 (CD141) y BDCA1 (CDlc). En los ultimos afios se ha hecho un gran
esfuerzo para caracterizar con mas precision las DCs humanas que equivaldrian a las DCs tipo
CDS8a de raton. Asi ya ha quedado establecido que las DCs BDCA3" son equivalentes a las DCs
tipo CD8 de ratdon puesto que ambas comparten caracteristicas fenotipicas y funcionales tales
como su gran capacidad para captar antigenos exdgenos y presentarlos en contexto de MHC-I es
decir, llevar a cabo presentacion cruzada, asi como la expresion de XCR1 y DNGR-1 (Bachem y
col. 2010; Crozat y col. 2010, Jongbloed y col. 2010, Poulin y col. 2010; Crozat y col. 2011;
Bachem y col. 2012). XCRI1 es el receptor de la quimioquina XCL1 que es producida por las
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células NK y los linfocitos T CDS8" activados, por lo tanto, su funcién seria la de promover el
contacto entre estos dos tipos celulares (Bachem y col. 2010; Crozat y col. 2010). Por su parte
DNGR-1, también conocido como CLEC9A, es un receptor tipo lectina que detecta células
necroticas, esencial para que estas DCs puedan llevar a cabo la presentacion cruzada de péptidos
procedentes de células necroticas infectadas por virus (Poulin y col. 2010; Iborra y col. 2012;
Schreibelt y col. 2012; Zelenay y col. 2012). Ademas tanto las DCs BDCA3" humanas como las
DCs tipo CD8" de raton expresan los factores de transcripcion Batf3 e IRF-8, mientras que han
perdido la expresion de IRF-4, factor requerido para el desarrollo de otros tipos de DCs

(Jongbloed y col. 2010; Poulin y col. 2010, Villadangos y Shortman 2010).

Por otra parte, las DCs BDCAI" serian funcionalmente equivalentes a las DCs tipo
CD11b de raton y estarian especializadas en el reconocimiento de patdégenos extracelulares y en
la activacion de linfocitos T CD4" (Crozat y col. 2010). El namero de trabajos enfocados al
estudio de esta poblacion es reducido. No obstante, se ha descrito que a diferencia de las DCs
BDCA3", las DCs BDCA1" expresan TLR4 y responden a Escherichia coli secretando IL-10 e

inhibiendo la proliferacion de linfocitos T alogénicos (Kassianos y col. 2012).

Ademés de en la sangre, en los ultimos afios se ha descrito la presencia de estas
poblaciones de DCs en 6rganos no linfoides. Recientemente se ha demostrado la presencia de
DCs BDCA3" en el higado, pulmén y dermis humana (Haniffa y col. 2012). Las DCs BDCA3"
de la dermis producen IL-10 constitutivamente e inducen tanto la anergia de células T
autoreactivas mediante presentacion cruzada de auto-antigenos, como la activacion de linfocitos
Treg, jugando por tanto un papel esencial en la homeostasis de la piel (Chu y col. 2012).
Respecto a las DCs BDCAI" se ha descrito una poblacion en la dermis humana con gran

capacidad para estimular linfocitos T (Zaba y col. 2007).
1.2 DCs derivadas de monocitos

Como hemos comentado anteriormente, algunos tipos de DCs pueden originarse a partir
de monocitos. Los monocitos derivan de un progenitor de la médula 6sea y se encuentran
circulando por la sangre. Pueden subdividirse en varias poblaciones que difieren en su tamaifio,
en la expresion de receptores de quimioquinas y moléculas de adhesion, asi como en su
capacidad para diferenciar hacia macrofagos o DCs en respuesta a una estimulacion por citocinas

o moléculas microbianas (Auffray y col. 2009). Los monocitos median en la defensa contra
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patdogenos microbianos (Serbina y col. 2008) y también estan implicados en diversas

enfermedades inflamatorias, incluyendo la aterosclerosis (Woollard y Geissmann 2010).

Los monocitos pueden dar lugar a diferentes tipos de DCs tanto en condiciones de reposo
como tras infeccion, inflamacion o pérdida de DCs (Dominguez y Ardavin 2010; Geissmann y
col. 2010). En condiciones estacionarias se ha demostrado que las DCs de pulmén y un subtipo
de las DCs presentes en la lamina propia del intestino de ratéon derivan de monocitos (Varol y
col. 2007). Asimismo, los monocitos también pueden dar lugar a LCs. Recientemente se ha
demostrado que las LCs presentes en estado adulto proceden, en su mayoria, de monocitos de
higado fetal embrionario (Hoeffel y col. 2012). En condiciones de reposo las LCs son
independientes de precursores circulantes y se mantienen o bien gracias a su capacidad de
autorrenovacion y/o a través de un precursor localizado en la epidermis (Merad y col. 2002). Sin
embargo, en situaciones de infeccidon, inflamacién o pérdida de DCs, los monocitos pueden
actuar como precursores de las LCs y las DCs de la dermis (Valladeau y Saeland 2005; Ginhoux
y col. 2006). En humano las LCs son eficientes en la presentacion cruzada de antigenos a
linfocitos T CD8" induciendo asi su diferenciacion hacia linfocitos T citotoxicos efectores

(Stoitzner y col. 2006, Segura y col. 2012).

En situaciones de inflamacion, los monocitos van a dar lugar a DCs derivadas de
monocitos (moDCs). Las moDCs son el tipo de DCs humanas mas estudiadas porque se pueden
generar in vitro a partir de monocitos de sangre periférica. In vivo las moDCs so6lo aparecen
cuando son requeridas en los sitios de inflamacion (Tacke y Randolph 2006). Asi se ha
demostrado un papel crucial de las moDCs en la inmunidad contra ciertos patdgenos tales como
en la infeccion por Leishmania major (Leon y col. 2007), virus influenza (Nakano y col. 2009),
virus herpes simplex (Eidsmo y col. 2009), Aspergillus fumigatus (Hohl y col. 2009) y en
pacientes con lepra (Krutzik y col. 2005). En raton las moDCs expresan CD11b y CD24 (Xu y
col. 2007), asi como DC-SIGN/CD209 y MMR/CD206 (Cheong y col. 2010). Funcionalmente
las moDCs tienen gran capacidad para producir citocinas pro-inflamatorias (Xu y col. 2007;
Zhan y col. 2010) e inducen la diferenciacion hacia Thl (Leon y col. 2007). Por otra parte,
también tienen capacidad para activar linfocitos T CD8" memoria en tejidos no linfoides (Wakim
v col. 2008) y son eficientes en la presentacion cruzada de antigenos tanto in vitro como in vivo

(Cheong y col. 2010).

Los monocitos también pueden dar lugar a otro tipo de DCs llamadas TipDCs, puesto que

son células productoras de TNFa y iNOS (Oxido Nitrico Sintetasa inducible) (Serbina y col.
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2003). Sin embargo estas cé€lulas parece que no estan involucradas en la induccion de una
respuesta T antigeno-especifica. Existen diversos trabajos que describen la existencia de células
fenotipicamente similares a las TipDCs involucradas en los mecanismos de la defensa innata
contra patdgenos bacterianos y parasitos (De Trez y col. 2009; Guilliams y col. 2009). No
obstante, existe cierta controversia en considerar si estas células representan una subpoblacion de
DCs especializadas en la inmunidad innata frente a patdgenos o si en realidad son macrofagos
activados de manera cléasica, puesto que presentan muchas caracteristicas comunes con estos

ultimos (Dominguez y Ardavin 2010).

La mayor parte de los estudios in vitro con DCs humanas se basan en la exposicion de
monocitos a diferentes combinaciones de citocinas basadas en el factor estimulador de colonias
granulocito-macrofago (GM-CSF). La combinacion de GM-CSF con IL-4 fue descrita por
primera vez por Sallusto y Lanzavecchia en 1994, y es la combinacion de citocinas mas
extensamente caracterizada y utilizada para la diferenciacion de DCs in vitro a partir de
monocitos (Sallusto y Lanzavecchia 1994). GM-CSF es necesario para la supervivencia y
diferenciacion de los monocitos, mientras que IL-4 induce su diferenciacion hacia DCs,
inhibiendo la diferenciacién hacia macrofagos (Conti y Gessani 2008). Ademas de su
combinacion con IL-4, GM-CSF puede combinarse con otras citocinas como I[FNa, TNFa o IL-
15 para inducir la diferenciacion de distintos tipos de DCs. La combinacion de citocinas es
crucial porque determina el fenotipo y la funciéon de las DCs resultantes. Asi cultivando
monocitos en presencia de GM-CSF, IL-4 y TGFB1 se pueden obtener LCs (Conti y Gessani
2008; Palucka y Banchereau 2012).

Los monocitos humanos cultivados en presencia de GM-CSF e IL-4 dan lugar a DCs con
un fenotipo inmaduro y con reducida capacidad para la presentacion de antigenos. Tras la
adicion de diferentes factores que inducen su maduracion, las DCs adquieren caracteristicas de
DCs maduras o activadas incluyendo cambios en su morfologia, pérdida de la capacidad para
captar antigenos, aumento en la expresion de moléculas co-estimuladoras asi como MHC tipo I y
I1, y adquieren la capacidad para inducir eficientemente la activacion de linfocitos T naive (Conti

y Gessani 2008).

Las DCs, por tanto, juegan un papel clave tanto en el inicio de las repuestas inmunes

como en la consecucion de la tolerancia dependiendo de su estado de maduracion y activacion.

15



Introduccion

Son, por todo ello, importantes herramientas terapéuticas potenciales tanto para dirigir y
promover respuestas especificas (vacunas contra el cancer) como para atenuar o prevenir el
rechazo de transplantes, la enfermedad injerto contra huésped (EICH) o los desordenes
autoinmunes. En este sentido, se estan dirigiendo numerosos esfuerzos con el fin de esclarecer
qué mecanismos son los que regulan la diferenciacion y maduracion de estas células y cuales
dirigen la aparicion in vivo de las distintas poblaciones de DCs en localizaciones y momentos

especificos.

2. PROTEINAS WNT

La familia de proteinas de secrecion Wnt estd formada por 19 glicoproteinas que se
caracterizan por tener residuos de cisteina muy conservados. Ademas estan modificadas
lipidicamente, siendo estos residuos lipidicos muy importantes para su secrecion y para una

eficiente sefializacion (Clevers y Nusse 2012).

La sefializacion Wnt comienza con la unidon de una proteina Wnt a un receptor de la
familia Frizzled (Fzd), a través de su dominio rico en cisteina (CRD). En humanos se conocen 10
miembros de la familia de proteinas Fzd. Estas proteinas estan formadas por 7 dominios
transmembrana y pertenecen a la familia de receptores acoplados a proteinas G. Se sabe que
existe cierta especificidad entre determinados receptores Fzd y las proteinas Wnt (Hsieh 2004;
Gordon y Nusse 2006). Ademas de la interaccion entre el ligando Wnt y su receptor Fzd, se
necesita la mediacion de un co-receptor para iniciar la sefializacion Wnt. Dos miembros de la
familia LRP (Low-density—lipoprotein Receptor-related Protein), LRP5 y LRP6, actian como
co-receptores de las proteinas Wnt, y forman un complejo terciario, junto con el receptor Fzd,
que iniciara la ruta de sefializacion Wnt canonica (Tamai y col. 2000). Existen otras proteinas
que pueden actuar como receptores o co-receptores de Wnt, como son Rorl, Ror2 y Ryk, todos
pertenecientes la superfamilia de receptores tirosina quinasa (RTK) (Hendrickx y Leyns 2008,

Clevers y Nusse 2012).

La unién del ligando Wnt a su complejo receptor conduce a la activacion de multiples
cascadas de sefializacion intracelulares mediadas por la proteina Disheveled (Dsv). Existen al
menos tres rutas de sefalizacion Wnt que surgen a partir de Dsv, la mas conocida y estudiada es

o) . . . . +2
la ruta candnica o ruta Wnt/B-catenina, la segunda que implica un incremento del Ca “ es
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conocida como ruta Wnt/Ca™ y la tercera, que regula la organizacion del citoesqueleto, se
conoce como ruta PCP (Planar-Cell-Polarity) o ruta Wnt/polarity (Komiya y Habas 2008; Gao y
Chen 2010).

2.1 Ruta Wnt canonica

La proteina P-catenina es el mediador principal de la ruta candnica de Want.
Originalmente se identifico como una proteina periférica de membrana que cumplia un papel
crucial en las uniones adherentes, sin embargo sus funciones son mdas amplias; existe otro
reservorio de B-catenina citoplasmica libre que tiene una vida media muy corta por accion de un
complejo multiproteico de destruccion que marca a la proteina para su posterior degradacion por
el proteosoma (Valenta y col. 2012). Este complejo estd formado por la proteina Axina (Axis
Inhibitor), la proteina APC (Adenomatous Polyposis Coli), la caseina quinasa 1 (CK1), y la
glucdgeno sintetasa quinasa 3B (GSK3p) (dngers y Moon 2009). En ausencia de senal Wnt, la
proteina Axina estd unida a APC y a la P-catenina recién sintetizada, favoreciendo su
fosforilacién en residuos Ser/Thr de la zona amino terminal por parte las quinasas, CKI1 y
GSK3, que forman parte del complejo. Como resultado de la fosforilacion se crea un motivo
reconocido por la proteina B-TrCP (B-transducin repeat containing protein) que forma parte del
complejo Ubiquitin ligasa E3 que marca a la B-catenina con moléculas de ubiquitina para su
degradacion proteosomal (Esquema 2).

En presencia de ligando Wnt, éste se une a un receptor Fzd y al co-receptor LRP5 o
LRP6; a través de Dsv se promueve la fosforilacion de LRP5 o LRP6 por CKI1 y GSK3f
permitiendo el reclutamiento de la proteina Axina a los residuos fosforilados de LPR; de esta
manera la proteina Axina se separa del complejo de destruccion inhibiendo la fosforilacion de -
catenina y su posterior degradacion. La acumulacion de B-catenina no fosforilada en el
citoplasma permite su translocacion al niicleo donde reemplaza al factor co-represor de la familia
GRC (Groucho-related genes) que esta unido a un factor de transcripciéon miembro de la familia
TCF (T Cell Factor). A través de su region C-terminal, dominio de transactivacion, B-catenina se
une a los factores de transcripcion TCF y LEF (Lymphocyte Enhancer-binding Factor). A
continuacion, B-catenina recluta a la proteina CBP (Cyclic AMP-responsive-element-binding
(CREB)- Binding Protein) y otras proteinas como p300 (acetilasa de histonas) y BRG1 (Brama
related genel) -componente del complejo remodelador de la cromatina en mamiferos-,
facilitando la transcripcion de los genes diana (Reya y Clevers 2005; Staal y col. 2008, Clevers y
Nusse 2012).
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Esquema 2. Ruta de seializacion Wnt canonica. En ausencia de ligando Wnt (izquierda) las quinasas
CK1 y GSK3p que forman parte del complejo mutiprotéico de destruccion junto con las proteinas Axina, APC,
fosforilan a f-catenina. A continuacion, la [f-catenina fosforilada es marcada con residuos de ubiquitina por fTrCP
para su posterior degradacion por el proteasoma. Cuando el ligando Wnt a se une a su complejo receptor
(derecha), formado por Fzd y LRP5/6, se produce la union de Dsv a la cola citoplasmica de Fzd lo que promueve la
fosforilacion de LRP5/6 por CK1 y GSK3p. Esto induce el reclutamiento de Axina a la membrana inhibiéndose asi
la fosforilacion y posterior degradacion de p-catenina. Esto se traduce en una acumulacion de p-catenina en el
citoplasma que, a continuacion, se transloca el niicleo donde se va a unir a los factores de transcripcion TCF/LEF
estimulando la expresion de los genes diana (Modificado de (Staal y Clevers 2005; Staal y col. 2008)).

En el ntcleo la actividad transcripcional del complejo B-catenina-TCF puede ser
modulada por distintas proteinas que compiten con los miembros de la familia TCF/LEF por
unirse a B-catenina. Se ha visto que Chibby inhibe la activacion transcripcional mediada por -
catenina por competencia con LEF1 en la union a B-catenina. Otro factor similar, ICAT (cell
autonomus inhibitor of B-catenin and TCF) interfiere en la interaccién entre B-catenina y los
miembros de la familia TCF/LEF. Existen ademas otras dos proteinas nucleares adicionales que
modulan la actividad trancripcional de B-catenina: pygopus (PYGO) y legless (LGS). Por otra
parte, se conocen al menos ocho isoformas de TCF, que se forman por splicing alternativo, con

distinta capacidad para unirse a B-catenina. En general las isoformas largas de TCF mantienen el
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dominio amino terminal de uniéon a B-catenina, mientras que las isoformas cortas no pueden
unirse a P-catenina y funcionan como un represor natural de la ruta (Staal y Clevers 2005; Staal

y col. 2008).

2.2 Rutas Wnt no candnicas

Como hemos comentado anteriormente, ademas de la ruta Wnt candnica existen al menos
otras dos rutas de sefializacion mediadas por receptores Fzd, pero que son independientes de
LPR5/6 y B-catenina (Hendrickx y Leyns 2008). En la ruta PCP la sefial Wnt es transducida por
Dsv que activa, a través de dos rutas paralelas a las pequefias GTPasas Rho (Ras homologue
gene-family), y Rac (Ras-related C3 botulinum toxin sustrate). Para la activacion de Rho la
sefnalizacion Wnt induce la asociacion de Dsv con Daam1 (Dishevelled-associated acivator of
morphogenesis) provomiendo la activacion de esta ultima. La activacion de Rho por el complejo
Dsv-Daam] permite la activacion de la quinasa ROCK (Rho-associated coiled-coil-containing
kinasa) que media la reorganizacion del citoesqueleto de actina. Por otra parte, Dsv activa a la
GTPasa Rac de forma independiente de Daaml, y ésta a su vez activa la ruta de JNK (JUN N-
terminal quinasa) influyendo en el citoesqueleto y la forma celular (Esquema 3) (Komiya y

Habas 2008, Staal y col. 2008).

Esquema 3. Ruta PCP. En esta ruta la sefializacion Wnt es
mediada por el receptor Fzd promoviendo la activacion de Dsv, pero de
forma independiente de LRP5/6. A continuacion Dsv induce la
activacion de Rho a través de Daaml, que a su vez activa ROCK. Por
otra parte, Dsv también activa a Rac que a su vez activa a JNK. La
senalizacion procedente de ROCK y JNK produce cambios en el
citoesqueleto de actina, la polarizacion y forma celular (Adaptado de
(Komiya y Habas 2008; Staal y col. 2008).

Remodelacion
citoesqueleto
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La otra ruta Wnt no candnica mas estudiada es la ruta Wnt/ Ca™. Esta ruta puede modular
la sefializacion candnica y la sefializacion PCP. En este caso la sefial Wnt mediada por Fzd activa
a Dsv a través de la activacion de proteinas G triméricas. Dsv a través de PLC (Fosfolipasa C)
promueve la fragmentacion de fosfatidilinositol bifosfato (PIP2) en inositol trifosfato (IP3) y
diacilglicerol (DAG), que activa a la PKC (Protein quinasa C). El IP; produce un incremento del
Ca™ intracelular lo que activa a diferentes proteinas como la PKC, la CamKII (Ca™*-calmodulina
kinasa II) y la Calcineurina que activa a NFAT (Nuclear Factor of Activated T cells) (Esquema
4) (Komiya y Habas 2008; Staal y col. 2008).

iMoo
suabsel] ]I ses6
e 0 Frizzled
0 Dishevelled
Esquema 4. Ruta Wnt/Ca'™”. En esta ruta el ligando
Wnt se une a Fzd mediando la activacion de Dsv a través de
proteinas G triméricas. Dsv activa PLC induciendo la PIP,
fragmentacion de PIP, en DAG e IP; lo que conlleva un
incremento en los niveles de Ca'? intracelular lo que activa a
la CaMKII y la Calceneurina que a su vez activa al factor

NFAT. Por su parte, el DAG, junto con el Ca'’, activa a PKC DAGHIP,

(Modificado de (Komiya y Habas 2008, Staal y col. 2008). -=

NUCLEO

INONON OOV

Histéricamente, las proteinas Wnt han sido agrupadas en dos categorias, candnica y no-
canonica, en base a su actividad. Los ligandos Wnt canonicos (p.ej. Wntl, Wnt3a y Wnt8)
estabilizan -catenina, que a su vez promueve la transcripcion de los genes diana de los factores
TCF/LEF. Por su parte los ligandos Wnt no canonicos (p.ej. Wnt4, Wnt5a y Wntl1) activan la
ruta PCP, la ruta Wnt/Ca™* u otra ruta independiente de B-catenina. Sin embargo, algunos Wnt y
receptores Fzd pueden activar tanto la ruta candnica como las rutas no candnicas, lo que descarta

la clasificacion directa de las proteinas Wnt como candnicas o no canonicas. Incluso un mismo
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ligando Wnt puede activar dos rutas diferentes uniéndose a un mismo receptor a través de
diferentes mecanismos (Sato y col. 2010). Todo esto sugiere que la clasificacion funcional de los
ligandos Wnt depende del repertorio de receptores que tenga un tipo celular concreto en un
momento de desarrollo determinado (Kawano y Kypta 2003; Komiya y Habas 2008; van
Amerongen 2012).

2.3 Regulacion de la sefializacion Wnt

La senalizacion Wnt esta regulada a distintos niveles por una amplia gama de moléculas
efectoras. Estds moléculas funcionan como agonistas o antagonistas y actian o bien de forma
intracelular modulando los componentes de la maquinaria de transduccion de sefial o de forma

extracelular modulando la interaccion ligando—receptor.

Hasta la fecha se conocen seis familias de antagonistas Wnt que son proteinas de
secrecion, y cuatro familias de proteinas transmembrana. Dentro de los inhibidores secretados
encontramos: las proteinas Dickkopf (Dkk), las proteinas de secrecion relacionadas con Frizzled
(sFRP), el factor inhibidor de Wnt 1 (WIF-1), las proteinas Wise/SOST, Cerberus y la proteina
de unidn al factor de crecimiento tipo insulina 4 (IGFBP-4) (Cruciat y Niehrs 2012).

Dkk y Wise/SOST inhiben especificamente la sefializacion Wnt canonica porque se unen
a LRP5/6 con alta afinidad, impidiendo la formaciéon del complejo receptor. Sin embargo, las
sFRP, Wif-1 y Cerberus se unen directamente a Wnt impidiendo su union al complejo receptor
inhibiendo tanto la ruta canonica como la no canoénica. Ademas los antagonistas sFRPs pueden
unirse a Fzd inhibiendo la sefializacion Wnt. Por otro lado, IGFBP-4 se une a LRP5/6 y Fzd
impidiendo la unién del ligando Wnt e inhibiendo, por tanto, la sefializacion Wnt candnica

(Kawano y Kypta 2003; Kikuchi y col. 2009; Cruciat y Niehrs 2012).

También existen varias familias de proteinas transmembrana que pueden antagonizar la
sefial Wnt. Entre ellas encontramos la familia de proteinas Shisa, el factor inhibidor activado por
Wnt 1 (Waifl), APCDDI1 y Tiki-1, este ultimo descrito recientemente como una metaloproteasa
que inhibe la sefializacion Wnt eliminando ocho residuos de la zona amino terminal del propio

ligando impidiendo su unioén al receptor (Zhang y col. 2012).

Ademas de antagonistas existen también proteinas agonistas o activadoras de la sefial
Whnt. La familia de proteinas R-spondins esta formada por 4 factores de crecimiento que, junto

con el ligando, potencian la activacion de la sefializacion Wnt candnica (Cruciat y Niehrs 2012).
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El mecanismo por el cual actian estas proteinas no se conoce completamente, aunque
recientemente se ha descrito la existencia de LGR4 y LGRS, dos receptores necesarios para la
sefializacién de R-spondin, cuya activacion potencia la ruta Wnt canonica mediada por Wnt3a
(Glinka y col. 2011). Ademas las R-spondin también pueden activar la ruta Wnt/PCP. Por otro
lado, la proteina Norrin se une con gran afinidad a Fzd4, formando un complejo con LPRS y
activando, en ultima instancia, la transcripcion de genes diana de los factores TCF/LEF (Xu y
col. 2004; Cruciat y Niehrs 2012). Se ha descrito también la existencia de otro co-factor
extracelular llamado Cthrcl que estabiliza el complejo Wnt-Fzd-Ror2 y activa selectivamente la

ruta PCP (Yamamoto y col. 2008).

Ademas de proteinas con capacidad para antagonizar la sefial Wnt, existen pequefias
moléculas que pueden funcionar como agonistas o antagonistas de esta sefializacion. Las
pequetias moléculas agonistas de la sefnalizacion Wnt mas usadas inhiben a GSK3. Entre ellas la
mas clasica es el Litio, que a concentraciones mM es un potente inhibidor de GSK3 permitiendo
la estabilizacion de B-catenina (Willert y Nusse 2012). Pero el uso de inhibidores de GSK3 puede
ser problematico puesto que esta enzima es una pieza clave en otras muchas rutas de sefializacion
ademas de la sefializacion Wnt. Recientemente, han salido al mercado IWP (Inhibitor of Wnt
Production) y IWR (Inhibitor of Wnt Response) dos potentes inhibidores con alta especificidad
por la sefializacion Wnt (Chen y col. 2009). IWR interacciona y estabiliza la proteina Axina
acelerando la degradacion de B-catenina, mientras que IWP interacciona con Porc inhibiendo su
actividad acetil transferasa. Puesto que la actividad de Porc es esencial para el procesamiento de
las proteinas Wnt, IWP bloquea, en ultima instancia, la secrecion de todos los ligandos Wnt

(Willert y Nusse 2012).

Pero la ruta de sefializacion Wnt es mas compleja aun, si cabe. No solo se han descrito
ligandos no pertenecientes a la familia de proteinas Wnt que sefializan a través de los receptores
Fzd, como las proteinas Norrin y R-spondin sino que existen también receptores alternativos a
los Fzd, como Ryk, Rorl y Ror2, que median la sefializacion Wnt (Hendrickx y Leyns 2008;
Willert y Nusse 2012).

El descubrimiento de dominios de union a Wnt en Rorl, Ror2 y Ryk, proteinas
pertenecientes la superfamilia de RTK, hizo pensar que la sefial Wnt podria ser transducida por
estos receptores distintos a los Fzd. Desde entonces se ha demostrado que estos receptores estan
implicados tanto en la sefializacion Wnt candnica como en la no canoénica (Angers y Moon 2009,

van Amerongen 2012). Rorl y Ror2 pueden unirse a diferentes ligandos Wnt. Por un lado, Ror2
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transmite la sefial Wnt5a provocando la inhibicion de la sefalizacion Wnt candnica (Mikels y
Nusse 2006). Sin embargo, también se ha demostrado que Ror2 promueve la sefializacion Wnt
canodnica actuando como co-receptor junto con Fzd (Li y col. 2008). En el caso de Ryk, se ha
demostrado que interacciona con Fzd y Dvl y es esencial para la sefializacion Wnt dependiente
de B-catenina. Pero al igual que Fzd y Ror, Ryk puede tener diferentes funciones dependiendo

del contexto celular (Angers y Moon 2009; van Amerongen 2012).

3. FUNCIONES DE LA SENALIZACION WNT

Las proteinas Wnt participan en diversos fenomenos bioldgicos durante el desarrollo tales
como la determinacion de los diferentes destinos celulares, la proliferacion de células
progenitoras, el establecimiento del eje dorsal y el control de la division celular asimétrica (van
Amerongen y Nusse 2009). En el estado adulto las proteinas Wnt controlan el mantenimiento y la
diferenciacion de las células madre (Nusse 2008), promueven la regeneracion del hueso (Minear
y col. 2010), modulan el metabolismo del tejido adiposo (Ouchi y col. 2010; Bilkovski y col.
2011) y regulan la hematopoyesis (Staal y Luis 2010). Ademas, una desregulacion de la
senalizacion Wnt se asocia al desarrollo de céncer y otras enfermedades (Wend y col. 2010;
Clevers y Nusse 2012, Polakis 2012). Por otra parte, se ha propuesto a las proteinas Wnt como
un factor endocrino asociado al envejecimiento (Brack y col. 2007, Liu y col. 2007) la septicemia

(Pereira y col. 2008) y la obesidad (Schulte y col. 2012).

3.1 Wnt y hematopoyésis

La idea de que la sefializacion Wnt pudiera estar involucrada en la homeostasis del
sistema hematopoyético surgié a partir de estudios de progenitores y células madre en otros
sistemas (Reya y Clevers 2005). Sin embargo, las primeras evidencias que muestran la
implicacion directa de la sefializacion Wnt en la biologia de las HSC (Hematopoietic Stem Cell)
parten del hecho de que los ligandos Wnt y sus receptores son expresados no so6lo por estas
células sino también por las que constituyen su microambiente, sugiriendo que Wnt puede tener
un papel tanto autocrino como paracrino sobre la poblacion hematopoyética (Rattis y col. 2004,
Nemeth y Bodine 2007; Fleming y col. 2008; Staal y col. 2008). En este sentido, diferentes
aproximaciones, utilizando medios condicionados con proteinas Wnt, o proteinas Wnt solubles,

resultan en un aumento de la expansion/ supervivencia de los progenitores hematopoyéticos mas
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primitivos, frenando al mismo tiempo su diferenciacion, e incrementando ademads su eficacia de
reconstitucion del sistema hematopoyético de ratones letalmente irradiados (Austin y col. 1997;
Van Den Berg y col. 1998, Murdoch y col. 2003; Willert y col. 2003; Staal y col. 2008;
Malhotra y Kincade 2009; Staal y Luis 2010).

Por otra parte, gran cantidad de evidencias demuestran que la sefalizacion Wnt es
esencial para la proliferacién de los timocitos y el desarrollo de los linfocitos T (Malhotra y
Kincade 2009). En el timo, la regulacion de la supervivencia y proliferacion de los timocitos esta
estrechamente integrada en el propio proceso de diferenciacion T. La sefializacion Wnt parece
formar parte del conjunto de sefiales implicadas en la modulacion de los tres procesos,
participando de forma distinta durante las diferentes etapas de la diferenciacion T. De hecho los
factores de transcripcion TCF-1 y LEF-1 fueron los primeros componentes de la sefializacion
Wnt cuya expresion fue demostrada en el timo, antes de que se supiera que formaban parte de
ella (Oosterwegel y col. 1991; Verbeek y col. 1995; Hattori y col. 1996). Desde entonces muchos
han sido los trabajos que, utilizando diferentes estrategias experimentales, han demostrado el
papel de la sefializacion Wnt en la regulacion de la diferenciacion T (Staal y col. 2008, Staal y
Sen 2008). Colectivamente, todos estos estudios demuestran un papel crucial de la sefializacion
Wnt en los estadios mas inmaduros de la diferenciacién T, donde proporciona seiales esenciales
de proliferacion (Staal y Luis 2010). Asimismo varios trabajos han revelado un papel similar,
aunque quizds menos importante que en el desarrollo de los linfocitos T en el timo, de la
sefalizacion Wnt en el desarrollo de los progenitores de células B en la médula 6sea (Reya y col.
2000; Liang y col. 2003; Ranheim y col. 2005, Dosen y col. 2006, Staal y col. 2008, Staal y Sen
2008).

3.2 Senalizacion Wnt y regulacion de la respuesta inmune

Diversos tipos celulares implicados en la respuesta del sistema inmune secretan proteinas
Wnt. Asi los ligandos Wnt procedentes de células endoteliales (Cheng y col. 2003; Wu y col.
2007), células estromaticas de médula 6sea (Rauner y col. 2012), DCs (Blumenthal y col. 2006,
Lehtonen y col. 2007; Manicassamy y col. 2010), macréfagos (Blumenthal y col. 2006; Pereira y
col. 2008, Bilkovski y col. 2011) y células T (Ghosh y col. 2009) podrian regular la respuesta

inmune frente a un proceso infeccioso, de inflamacién o céncer.

24



Introduccion

Diferentes componentes de la sefializacion Wnt canodnica forman parte a su vez de
sistemas moleculares que modulan la funciéon inmune y, de forma global, se sugiere que la
activacion de esta ruta podria tener un papel anti-inflamatorio. De hecho, la inhibicion de GSK3,
proceso que ocurre durante la activacion de la ruta Wnt canoénica, tiene un efecto global anti-
inflamatorio y afecta negativamente a la respuesta inmune tanto innata como adaptativa (Beurel
vy col. 2010; Beurel y col. 2011). Por otra parte, se ha demostrado que una amplia variedad de
inhibidores de esta enzima, incluyendo el litio, actian como moléculas anti-inflamatorias en
diferentes tipos celulares de distintos organos y sistemas (Klamer y col. 2010). El papel pro-
inflamatorio de GSK3 estd mediado en gran parte por la activacion de NF-kB (Wang y col.
2010). Reforzando el poder anti-inflamatorio de la ruta Wnt candnica, -catenina es capaz de
interaccionar directamente con NK-kBp65 lo que se traduce en el bloqueo de esta sefializacion
(Deng y col. 2002; Du y col. 2009; Dai y col. 2011; Die y col. 2012). Ademas, la activacion de la
ruta Wnt candnica en si misma afecta a la migracion de distintos tipos celulares implicados en
los proceso de inflamacion. Asi, Wnt3a activa esta ruta en monocitos produciendo una reduccion
de su migracion transendotelial, regulando asi los procesos inflamatorios (Tickenbrock y col.
2006). En contraste, proteinas Wnt producidas por células endoteliales activan la ruta
dependiente de B-catenina en linfocitos T efectores induciendo su transmigracion hacia la zona
de inflamacién (Wu y col. 2007). Curiosamente, durante el proceso de inflamacion los
macrofagos cambian su perfil de receptores para proteinas Wnt, modificando su respuesta a
dicha senal de no candnica (pro-inflamatoria) a canénica (anti-inflamatoria) (Neumann y col.

2010).

En relacion al papel que juega la ruta Wnt candnica en las poblaciones de células T
periféricas existe cierta controversia y todavia queda mucho por esclarecer, aunque en los
ultimos anos se ha conocido mas acerca del papel de esta sefializacion.

Respecto a los linfocitos T CD8", en estado naive expresan altos niveles de los factores
de transcripcion TCF-1 y LEF-1, pero mientras que su expresion se reduce en las células
efectoras vuelve a incrementarse cuando éstas pasan a ser células T CDS" de memoria,
sugiriendo que la activacién de la sefial Wnt canonica favorece la diferenciacion de esta
poblacion (Zhao y col. 2010). Usando Wnt3a o inhibidores de GSK3B en células T CD8" de
raton, Restifo y colaboradores (2009) han demostrado que activar la ruta Wnt canonica produce
un arresto en la diferenciacion de estas células pero promueve la generacion de linfocitos T
CDS8" memoria con caracteristicas de células progenitoras (Gattinoni y col. 2009). Sin embargo

este trabajo ha sido cuestionado por otros autores, puesto que obtienen resultados distintos
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cuando activan la ruta Wnt canonica mediante estabilizacién de B-catenina que cuando usan
células que sobreexpresan Wnt3a (Xue y Zhao 2012). No obstante, si existe consenso en cuanto a
la idea de que la activacidn constitutiva de la sefializacion Wnt dependiente de -catenina reduce

la expansion de los linfocitos T CD8" efectores.

Numerosos estudios tratan de explicar los mecanismos que regulan la diferenciacion de
los linfocitos T CD4" en los distintos tipos de células efectoras con el propésito de facilitar el
desarrollo de nuevos tratamientos para las enfermedades provocadas por la desregulacion del
sistema inmune. Dentro de estos mecanismos se encuentra la sefializacion Wnt-f-catenina-TCF1.
En este sentido, dos trabajos recientes han demostrado que la sefializacion Wnt canodnica es
necesaria para iniciar la diferenciacion Th2 (Yu y col. 2009, Notani y col. 2010). TCF1 induce la
expresion de GATA-3, factor de transcripcion necesario para la produccion de IL-4 y por tanto,
para la diferenciacion Th2 (Yu y col. 2009). En linea con estos resultados, la adicion de DkkI,
inhibidor de la sefializaciéon Wnt candnica, o el silenciamiento de B-catenina en cultivos de
linfocitos T CD4", reduce la expresion de GATA-3 y la produccion de citocinas Th2 (Notani y
col. 2010).

En cuanto a la diferenciacion Thl, es 16gico pensar que si la sefalizacion Wnt canonica
promueve la diferenciacion Th2, va a inhibir la generacion de linfocitos Thl. Esto es bastante
probable puesto que TCF1 regula negativamente la produccion de IFNy, lo que parece apoyar
esta idea (Yu y col. 2009). Sin embargo, mientras que la diferenciacion Th2 requiere tanto de -
catenina como de TCF1, el efecto negativo de TCF1 sobre la diferenciacion Thl es
independiente de B-catenina (Yu y col. 2009). Asimismo, se ha visto que T-bet, factor de
transcripcion fundamental en la diferenciacion Thl, regula negativamente TCF1 lo que conlleva
la inhibicién de la diferenciacion Th2 y la estimulacion de la polarizacion Thl (Oestreich y col. ;
Oestreich y col. 2011).

Sobre el papel que juega la sefializacion Wnt en la diferenciacion Th17 existe cierta
controversia. Datos de dos trabajos recientes muestran que TCF1 regula la diferenciacion Th17
(Ma y col. 2011; Yu y col. 2011). Linfocitos T TCF1”" muestran una mayor diferenciacion hacia
Th17, un incremento en la produccion de citocinas Th17, incluyendo IL-17A e IL-17F y un
aumento en la expresion del receptor de IL-23 (Ma y col. 2011). Sin embargo, a diferencia de
otros factores que regulan la diferenciaciéon Th17, TCF1 no modifica los niveles de expresion de
RORyt, factor de transcripcion especifico del linaje Th17, lo que sugiere de TCF1 regula I1L-17
en las células T maduras (Ma y col. 2011; Yu y col. 2011). Sin embargo, la expresion de TCF1 se

reduce rapidamente tras la activacion de las células T, por lo que se propone que TCF1 podria
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regular modificaciones epigenéticas en el locus IL-17 durante el desarrollo de las células T en el
timo (Ma y col. 2012). No obstante, un trabajo reciente demuestra que la adicion de sFrpl,
inhibidor de la sefializacion Wnt candnica, durante la estimulacion de linfocitos T CD4", induce
un incremento en la produccién de IL-17 (Lee y col. 2012). Es mas, observan como la activacion
de la sefalizacion Wnt, mediante la adicion de Wnt3a o Wnt5a, reduce los niveles de IL-17
sugiriendo un papel negativo de la sefializacion Wnt en la diferenciacion Th17. Los autores
proponen que la sobreexpresion de sFrpl favoreceria entonces el desarrollo de patologias
mediadas por Thl7, como la artritis reumatoide, lo que contrasta con trabajos anteriores que
denotan que Wnt5a esta implicado en la etiologia de esta enfermedad (Sen y col. 2001).

Finalmente, aunque son pocos los trabajos que han estudiado el papel de la sefializacién
Wnt-B-cateina-TCF1 en el desarrollo, diferenciacion y funcion de los linfocitos Treg, un estudio
de Ding y colaboradores (2008) muestra que -catenina promueve la supervivencia y funcion de
las células Treg CD4" CD25" y protege de la enfermedad intestinal inflamatoria (Ding y col.
2008; Ma y col. 2012; Xue y Zhao 2012).

Continuando con el posible papel anti-inflamatorio de la sefializacion Wnt candnica se ha
demostrado que Dkk-1, antagonista de esta sefial, esta sobreexpresado en el tejido sinovial de
ratones y en el suero de pacientes con artritis reumatoide, y que su expresion es inducida por
TNFa. Puesto que la sefializacion Wnt canonica promueve la diferenciacion de las células
mesenquimales en osteoblastos promoviendo la formacion del hueso, en pacientes con esta
enfermedad, Dkk-1 impide la formaciéon de nuevo hueso inhibiendo directamente Ia

diferenciacion y funcion de los osteoblastos (Diarra y col. 2007; Polzer y col. 2008).

Por su parte Wnt5a, considerado un ligando no canonico prototipo, ha sido repetidamente
propuesto como una sefal pro-inflamatoria. En este sentido, Wnt5a es detectado en el contexto
de diferentes enfermedades inflamatorias como en las lesiones granulomatosas de pacientes con
tuberculosis (Blumenthal y col. 2006), en el suero y médula 6sea de pacientes con sepsis o shock
séptico (Pereira y col. 2008), en las placas de ateroma de pacientes con ateroesclerosis
(Christman y col. 2008; Kim y col. 2010), en sinoviocitos de pacientes son artritis reumatoide
(Sen y col. 2000; Kim y col. 2010; Rauner y col. 2012) y en las lesiones de pacientes con
psoriasis (Gudjonsson y col. 2010). Ademas es producido por poblaciones como macrofagos
(Blumenthal y col. 2006, Pereira y col. 2008, Bilkovski y col. 2011), células endoteliales, DCs
(Wu y col. 2007) y células estromaticas de médula 6sea (Rauner y col. 2012) en respuesta a

situaciones inflamatorias o patégenos.
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Es bien conocido el papel autocrino de Wnt5a en los macrofagos que incrementan su
expresion y la de su receptor Fzd5, en respuesta a estimulos bacterianos (Blumenthal y col.
2006). De esta forma, en el contexto adecuado, Wnt5a induce en los macréfagos humanos la
produccion de citocinas pro-inflamatorias y estd implicado en su activacion (Pereira y col. 2008,
Schaale y col. 2011). Ademas Wnt5a estimula la capacidad fagocitica de esta poblacion aunque
no promueve su actividad bactericida (Maiti y col. 2012). Wnt5a también es capaz de activar en
lineas de células monociticas procedentes de leucemias humanas (THP-1) la produccion de
quimioquinas y citocinas pro-inflamatorias, asi como aumentar su adhesion a células endoleliales
(Kim y col. 2012). Sin embargo, recientemente se ha visto in vitro que, bajo condiciones pro-
inflamatorias, Wnt5a impide la diferenciacion de los monocitos humanos en macréfagos pro-
inflamatorios promoviendo, por el contrario, la diferenciaciéon de macréfagos con actividad
inmunosupresora (Bergenfelz y col. 2012). Los autores proponen que estos macrofagos serian
similares a los monocitos CD14" presentes en pacientes con sepsis o a los macréfagos asociados
a tumor (TAM) encontrados en las pacientes con carcinoma de mama (Bergenfelz y col. 2012).

Continuando con el papel pro-inflamatorio de Wnt5a, tanto las células endoteliales como
los linfocitos T son también diana de su efecto. Asi, Wnt5a participa en la activacion de células
endoteliales promoviendo la produccion de citocinas pro-inflamatorias, lo que conduciria, en
ultima instancia, al mantenimiento de los procesos de inflamacion de forma sistémica (Kim y col.
2010). Por otra parte, los linfocitos T producen Wnt5a en respuesta a la quimioquina CXCL12

que, de forma autocrina, media su migracion hacia los sitos de inflamacion (Ghosh y col. 2009).

Respecto a la artritis reumatoide se ha propuesto que Wnt5a, cuya expresion esta
incrementada en el tejido sinovial de pacientes con esta enfermedad (Sen y col. 2000; Kim y col.
2010; Rauner y col. 2012), promueve su desarrollo puesto que al inhibir su sefializacion se
reduce la produccion de las citocinas pro-inflamatorias que contribuyen a la activacion de los

sinoviocitos en las articulaciones afectadas (Sen y col. 2001, Sen 2005).

Mas recientemente, también ha sido demostrado que Wnt5a jugaria un papel en la
obesidad, considerada una enfermedad inflamatoria cronica de intensidad leve. Wnt5a es
secretado por los macrofagos que infiltran el tejido adiposo, que responden a ¢l de forma
autocrina incrementando la secrecion de citocinas pro-inflamatorias. Junto a este papel pro-
inflamatorio, Wnt5a, ademas, seria mediador del desarrollo de la resistencia a la insulina por su
capacidad para inducir la ruta no candnica que activa a JNK1 en los adipocitos. Estos modularian

los niveles de Wnt5a activo produciendo el bloqueante soluble sFrp5. En condiciones de
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obesidad el numero de macréfagos en el tejido adiposo se incrementa y, ademas, los niveles de
sFrp5 producidos por el adiposo se reducen (Ouchi y col. 2010; Schulte y col. 2012) lo que
favorece tanto la inflamacién como el desarrollo de la resistencia a la insulina. Es mas,
recientemente se ha demostrado que en el suero de pacientes con obesidad se detectan niveles
elevados de Wnt5a (no detectable en individuos delgados). La restriccion caldrica en estos
pacientes resulta en un incremento en los niveles de sFrp5 que cursa en paralelo con una mejoria

en los problemas relacionados con la resistencia a la insulina (Schulte y col. 2012).

4. SENALIZACION WNT Y DCs

Recientes evidencias apuntan a las proteinas Wnt y otros componentes de su ruta de
sefializacion como importantes moduladores del sistema inmune participando en el balance entre
tolerancia e inmunidad, siendo las DCs una de sus poblaciones diana (Jiang y col. 2007; Zhou y

col. 2009; Manicassamy y col. 2010; Hack y col. 2012).

Como comentamos anteriormente, P-catenina se identificé originalmente como una
proteina periférica de membrana que cumplia un papel crucial en las uniones adherentes donde
interacciona con E-cadherina (Valenta y col. 2012). En condiciones de reposo, la mayor parte de
la B-catenina es secuestrada por el dominio citopldsmico de E-cadherina, reduciéndose el
reservorio de PB-catenina libre en el citoplasma que puede ser fosforilada por GSK3 para su
posterior degradacion por el proteasoma (Staal y Clevers 2005). Jiang y colaboradores (2007)
han demostrado que la ruptura de la adhesion mediada por E-cadherina en DCs derivadas de
progenitores de médula dsea de raton induce la activacion de la ruta de B-catenina provocando un
fallo en la maduracién de las mismas. Estas DCs presentan un fenotipo que se ha calificado
como “semimaduro” puesto que, aunque expresan ciertos marcadores de maduracion, son
incapaces de producir citocinas pro-inflamatorias. Consecuentemente, promueven la generacion
de linfocitos T CD4" reguladores que inducen tolerancia tanto in vitro como in vivo. Se sugiere,
por tanto, que la activacion de la sefializacion E-cadherina/B-catenina podria ser uno de los
mecanismos de generacion de DCs tolerogénicas en estado estacionario (Jiang y col. 2007; Fu y
Jiang 2010). También E-cadherina parece jugar un papel en la diferenciacion de las LCs de la
epidermis. En un modelo in vitro se ha demostrado que la E-cadherina expresada por los
queratinocitos proporciona el ambiente necesario para la diferenciacion de LCs a partir de
monocitos, siendo indispensable la interaccion entre E-cadherinas de ambas células para la

obtencion de células Langerina” (Mayumi y col. 2012).
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Apoyando la idea de que la sefializacion a través de B-catenina media la induccién de DCs
tolerogénicas, un trabajo del grupo del Dr. Bali Pulendran, de gran impacto en este ambito, ha
revelado que B-catenina juega un papel importante en el balance que establecen las DCs entre
inmunidad y tolerancia en la mucosa intestinal del raton (Manicassamy y col. 2010). En este
trabajo demuestran que la delecion de B-catenina en las células CD11c" de ratén conlleva una
reduccion en el nimero de células Treg y un aumento en la frecuencia de linfocitos Thl y Th17
en el intestino pero no en el higado. De hecho, en contraste con las DC esplénicas, la
sefalizacion Wnt estd constitutivamente activa en las poblaciones de DCs intestinales y en los
macrofagos del intestino de raton. Las DCs intestinales deficientes en B-catenina producen
menores niveles de citocinas anti-inflamatorias, promoviendo que estos ratones sean mas
susceptibles a desarrollar enfermedad inflamatoria intestinal. Por lo tanto, los autores concluyen
que la senalizacion a través de B-catenina promueve la diferenciacion de las DCs hacia un estado
tolerogénico limitando la respuesta inflamatoria (Manicassamy y col. 2010). No obstante, puesto
que la delecion de B-catenina se realiza bajo el promotor de CD11c, y éste también esta activo en
ciertas poblaciones de macrofagos, es posible que los macréfagos también contribuyan al
mantenimiento de la tolerancia en el intestino mediada por B-catenina (Murphy 2011).

Mas recientemente, Ke y colaboradores (2012) han mostrado en raton que, durante la
estimulacion de DCs derivadas de progenitores de médula dsea, la estabilizacion de B-catenina
mediada por STAT3 tiene un efecto negativo en su maduraciéon y funcion. En contraste, la
reduccion de los niveles de esta proteina aumenta la actividad de NF-xB y el programa de
citocinas pro-inflamatorias en respuesta a LPS. No obstante, estos autores también observan que
la activacion de estas DCs en respuesta a LPS induce la estabilizacion de -catenina, mediante la
inhibicion de GSK3. Por tanto, sugieren que [B-catenina actia modulando la maduracion y
funciéon de las DCs, como mecanismo de regulacion negativa de la respuesta inflamatoria
dirigida por LPS-TLR4. Sin embargo estos autores no conectan la regulacion de 3-catenina con

la activacion de la ruta Wnt sino con la actividad de STAT3 (Ke y col. 2012).

Respecto al papel que juega la senalizacion Wnt canonica en la diferenciacion de las
DCs, Zhou y colaboradores (2009) describieron que es necesaria la cooperacion entre la senal
Notch y la sefial Wnt canénica para la diferenciacion de los progenitores hematopoyéticos en
DCs. En este trabajo demostraron que la sefalizaciéon Notch en progenitores hematopoyéticos
favorece su diferenciacion hacia ¢cDCs mediante la activacion de la ruta de sefializacion Wnt
canonica. Esta misma sefial, en contraposicion, reduce drasticamente la generacion de pDCs.

Asimismo demuestran que B-catenina es necesaria para la diferenciacion de las DCs in vitro,
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puesto que la inhibicion de la expresion de esta proteina en los progenitores hematopoyéticos
reduce el nimero de DCs generadas a partir de ellos (Zhou y col. 2009). Por el contrario,
resultados previos de nuestro grupo ponen de manifiesto que la activacion transitoria de la ruta
Wnt canonica en los precursores timicos humanos reduce su capacidad para diferenciar hacia
DCs, incrementando la produccion de NKs (Valencia y col. 2010). En esta misma linea, en un
trabajo del grupo del Dr. Paul Kincade se observa como el cocultivo de progenitores
hematopoyéticos de médula 6sea de raton con células estromdticas que sobreexpresan Wnt3a
inhibe la diferenciacion de pDCs, mientras que no modifica la generacion de cDCs (Malhotra y
col. 2008). En contraste, el cocultivo con células que sobreexpresan Wnt5a no modificaba la
generacion de los dos tipos de DCs. No obstante, mas recientemente, un trabajo de este mismo
grupo ha revelado que el efecto de Wnt3a no se produce directamente sobre los progenitores
hematopoyéticos, si no que Wnt3a provoca alteraciones en las células estromaticas tales como la
expresion de diferentes moléculas que le confieren caracteristicas osteoblésticas. Por lo tanto
sugieren que la sefializacion Wnt canonica influye sobre el nicho que sustenta la hematopoyesis
(Ichii y col. 2012).

Continuando con la funcién de la senalizacion Wnt canodnica en el desarrollo de las DCs,
la adicion de Wnt3a, en combinacion con TGFB1, GM-CSF y M-CSF, a los cultivos de
progenitores de médula 6sea incrementa la proporcion de LCs recuperadas, mientras que la
inhibicion de esta ruta mediada por Dkk1 reduce el niimero de LCs tanto in vitro como in vivo,
sugiriendo que la sefalizacion Wnt canodnica influye en el desarrollo de las células de

Langerhans en la piel (Becker y col. 2011).

La actividad de GSK3, inhibida tras la activacion de la ruta Wnt candnica, influye
profundamente en la diferenciacion y maduracion de las DCs. Sin embargo, los distintos estudios
que demuestran este papel no lo asocian a la presencia de un ligando Wnt.

Diferentes trabajos han analizado las consecuencias de la inhibicién farmacologica de
GSK3 durante la diferenciacion de las DCs a partir de monocitos humanos o progenitores de
médula ésea de raton obteniendo resultados contradictorios. Rodionova y colaboradores (2007)
demostraron que este tratamiento impide la diferenciacion de los monocitos a DCs desviandola
hacia el linaje macrofagico, y produciendo células que mantienen la expresion de CDI14,
altamente fagociticas, pero que no son capaces de producir IL-12 (Rodionova y col. 2007). Por el
contrario, en un trabajo posterior, Liu y colaboradores (2011), usando este mismo modelo
experimental, no observaron este bloqueo aunque no llevaron a cabo un estudio funcional de las

células obtenidas (Liu y col. 2011). Por otra parte, Ono y colaboradores (2007), utilizando
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progenitores de médula 6sea de ratdon, observaron que la inhibicion de GSK3 durante su
diferenciacion en DCs no inhibe la generacion de las mismas, pero conduce a importantes
cambios en su fenotipo y funcion. Asi estas DCs generadas en presencia de un inhibidor de
GSK3 son mas eficaces induciendo la diferenciacion de células Thl pero han perdido la
capacidad para promover una respuesta Th2, lo que se asocia con una disminucion en la
produccion de IL-6 en respuesta a CD40L. (Ono y col. 2007).

Asimismo, mas recientemente se ha demostrado que GSK3 esta constitutivamente activa
en las DCs inmaduras (iDCs) aisladas de bazo y médula 6sea de ratén en estado estacionario
(Alessandrini y col. 2011) asi como en las moDCs humanas (Rodionova y col. 2007). La
actividad de GSK3 impide la maduracidon espontanea de las DCs, y su inhibicion farmacolédgica
resulta en el incremento de la expresion de moléculas coestimuladoras y en la produccion de IL-
6, aunque no conlleve la adquisicién de un fenotipo maduro (Jiang y col. 2007, Rodionova y col.
2007, Alessandrini y col. 2011).

La actividad de GSK3 se reduce tanto durante la activacion normal de las DCs de bazo y
médula 6sea de raton in vitro e in vivo (Alessandrini y col. 2011), como la de las moDCs
humanas (Rodionova y col. 2007), lo que se traduce en un incremento de los niveles de f-
catenina. No obstante, debe ser necesaria cierta actividad de esta enzima en el momento de la
maduracion de las DCs, puesto que su inhibicion farmacolédgica durante la activacion de las DCs
bloquea la secrecion de IL-12 y reduce la produccion de otras citocinas pro-inflamatorias, como
IL-6 y TNFa (Rodionova y col. 2007).

Ademas de regular la diferenciacion y maduracion de las DCs, GSK3 lleva a cabo otras
funciones en la biologia de las DCs. Por un lado, se comporta como una molécula pro-apoptotica
en DCs maduras, cuya actividad se reduce por las sefiales desencadenadas tras la union de CCR7
a sus ligandos (Escribano y col. 2009). Por otra parte, GSK3 regula la produccién de IL-10
inducida por IFN-§ en moDC humanas (Wang y col. 2011). Su inhibicidon aumenta la produccion
de IL-10 por parte de las DCs, lo que estaria en relacion con la idea, anteriormente comentada,

de que la sefializacion Wnt canonica en las DCs jugaria un papel anti-inflamatorio (Wang y col.

2011).

Si nos centramos en el papel de Wnt5a en las DCs, un trabajo reciente muestra que
Wnt5a inhibe la activacion de las pDCs humanas, bloqueando el incremento en la expresion de
CD80 y CD86, asi como la produccion de IFNo mediada por CpG (Hack y col. 2012). En este

trabajo sugieren que Wnt5a puede ser uno de los factores inmunosupresores que producen las
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células del melanoma que induce la inhibicion la activacion de las pDCs provocando el estado de

anergia de esta poblacidon que se observa en estos pacientes (Hack y col. 2012).
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Objetivos

A la vista de los resultados existentes en la literatura, es evidente que los estudios acerca
del papel de la sefializacion Wnt en la diferenciacion y funcion de las DCs se han centrado en el
modelo de raton y en el uso de métodos indirectos para estudiar la sefializacion Wnt, tales como
la inhibicion farmacolégica de GSK3 asi como la estabilizacion o delecion de B-catenina. Por
otra parte, practicamente todos estos trabajos estudian el papel que juega la sefializacion Wnt

candnica en estas células.

Por todo ello, el objetivo global de nuestro trabajo sera el analisis del papel de la
sefalizacion Wnt, tanto canonica como no canoénica, en la diferenciacion y funcion de las

moDCs humanas. Concretamente estudiaremos:

1. Expresion de receptores de ligandos Wnt durante el proceso de diferenciacion y
maduracion de las moDCs humanas.

2. Efecto de la activacion de la senalizacion Wnt, mediada por Wnt3a o Wnt5a,
durante la diferenciacion de los monocitos en DCs, analizando la morfologia,
fenotipo, capacidad funcional y perfil transcripcional de las DCs generadas.

3. Mecanismos celulares a través de los cuales las proteinas Wnt ejercen su funcion
en la diferenciacion de los monocitos a DCs.

4. Determinacion de las posibles rutas de sefializacion que median el efecto de
Wnt5a en el proceso de diferenciacion de los monocitos a DCs.

5. Analisis del efecto de la activacion de la sefializacion iniciada por Wnt5a en DCs
antes y durante su estimulacion.

6. Expresion de ligandos Wnt no candnicos durante la diferenciaciéon y maduracion
de las DCs.

7. Papel autocrino y paracrino del Wnt5a producido por las DCs.
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1. Generacion de DCs a partir de monocitos

Las células mononucleares de sangre periférica fueron obtenidas a partir de concentrados
celulares, cedidos por el Centro de Transfusion de la Comunidad de Madrid, mediante
centrifugacion en gradiente de densidad (Lymphocyte Isolation Solution, Rafer, Espafia). Se
aislaron monocitos CD14" mediante separacién inmunomagnética utilizando anticuerpos anti-
CD14 conjugados a esferas magnéticas (Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach, Alemania). Los
monocitos (>95%) fueron cultivados durante 6 dias en placas de 48 pocillos a una concentracion
de 1x10° células/ml (500 pl/pocillo) en medio AIM-V suplementado con 2 mM L-glutamina
(Sigma-Espana), 20 ng/ml de GM-CSF y 20 ng/ml de IL-4 (ambos de Invitrogen; Life
Technologies, Carlsbad, CA, EEUU). Todos los cultivos se llevaron a cabo a 37° C en una
atmosfera de 5% de CO, y cada 2 dias la mitad del medio fue reemplazado por medio fresco
atemperado.

Para analizar el efecto del incremento de la sefial Wnt durante la diferenciacion de las
DCs se establecieron cultivos como los descritos anteriormente en presencia o ausencia de 100
ng/ml de Wnt3a o Wnt5a (ambos de Chemicon; Millipore Corporation, Billerica, MA, EEUU)
(Esquema 5). Donde se indica, los monocitos fueron tratados con LiCl (10uM) (Sigma-Espaiia).
En el caso de los cultivos en los que el tratamiento con Wnt5a se llevo a cabo Unicamente
durante las primeras 24 horas, en ese momento del cultivo todo el medio fue reemplazado por
medio procedente de cultivos de monocitos en condiciones control. Tanto los cultivos control

como los tratados con Wnt5a fueron sometidos a un proceso equivalente.

DIFERENCIACION &
6 DIAS
GM-CSF +IL-4
/ CTRL-DCs
N
¥ Wnt3a
Monocitos Wnt3a-DCs Esquema 5. Incremento de la seiializacion Wnt
Wnt5a durante el proceso de diferenciacion de las moDCs.
Monocitos humanos fueron cultivados durante 6 dias con
GM-CSF e IL-4 en ausencia de tratamiento (CTRL-DCs) o en
presencia de 100ng/ml de Wnt3a (Wnt3a-DCs) o WntSa
(Wnt5a-DCs).
Wnt5a-DCs
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En un grupo de cultivos se inhibieron especificamente moléculas transductoras de la
seflal Wnt simultdneamente al tratamiento con Wnt5a durante 24 horas. Los inhibidores se
afadieron a los monocitos 15 minutos antes de la adicion del coctel GM-CSF/IL-4 y el ligando
Whnt. Tras las 24 horas de tratamiento, todo el medio de estos cultivos fue sustituido por medio
procedente de cultivos establecidos en paralelo bajo condiciones control. A partir de este
momento las células se mantuvieron hasta el dia 6 en presencia del coctel GM-CSF/IL-4. Los
cultivos control de estos experimentos, llevados en paralelo, sufrieron también este tipo de
manipulacion. Los inhibidores empleados fueron los siguientes: CK59, inhibidor de CaMKII (1-
50uM); SP600125, inhibidor de JNK (20uM); Go6983, inhibidor de PKC (5 uM); o JSH-23,
inhibidor de NF-kB (5-10 uM) (todos de TOCRIS; Merck KGaA, Darmstadt, Alemania).

2. Maduracion de las DCs

A los 6 dias de cultivo se procedid, donde se indica, a la estimulacion de la maduracion
de las DCs obtenidas. Tras retirar el medio en el que habian diferenciado las células, eliminando
asi, el GM-CSF/IL-4 o los posibles tratamientos que todavia se encontraran en el cultivo, se
anadié medio atemperado suplementado con el estimulo madurativo correspondiente durante 24-
48 horas. Se emplearon los siguientes agonistas TLR: LPS (100 ng/ml), Poly I:C (12,5 pg/ml),
FSL1 (100 ng/ml), ssRNA40 (1 pg/ml), Pam3CsK (250 ng/ml) y Flagelina (500 ng/ml ) (todos
de Invivogen, San Diego, CA, EEUU). Asimismo, donde se indica se utiliz6 CD40L (1 pg/ml)
(Prospec-Tany TechnoGene Ltd, East Brunswick, NJ, EEUU), TNFa (10ng/ml) (Invitrogen) o
un coctel de citocinas compuesto por IL-1B (10 ng/ml), IL-6 (15 ng/ml), TNFa (10 ng/ml) (las
tres de Invitrogen) y PGE2 (1 pug/ml) (Sigma-Espana).

En un grupo de experimentos, las DCs inmaduras obtenidas como se describe en el
apartado 1 fueron tratadas con 100 ng/ml de Wnt5a durante 24 horas. Tras eliminar del medio el
WntSa y citocinas sobrantes como se describe en el apartado anterior, se afiadio LPS (100 ng/ml)
para inducir su maduracion. Los cultivos control sufrieron el mismo tratamiento. Donde se indica

se afiadi6 100 ng/ml de WntSa simultaneamente al estimulo con LPS (Esquema 6).
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ESTIMULACION OM
24hr LPS éﬁ%
CTRL maDCs
DIFERENCIACION
6 DIAS \
-CSF +IL-4 CTRL-|DCs 24hr
) — 24 hr Wnt5a + LPS

Wnt5a-maDCs

Monocitos |DCs

Wnt5a-iDCs

Pre-Wnt5a-maDCs

Esquema 6. Incremento de la sefial Wnt5a antes y durante la maduracion de las DCs. Monocitos
humanos fueron cultivados en presencia de GM-CSF e IL-4 para inducir su diferenciacion a DCs. Tras 6 dias de
cultivo las DCs inmaduras (iDCs) recuperadas fueron tratadas con 100 ng/ml de Wnt5a durante 24 horas (WntSa-
iDCs) o mantenidas en condiciones control (CTRL-iDCs). A continuacion se estimularon durante 24 horas las
CTRL-iDCs, con LPS solo (CTRL-maDCs) o en combinacion con Wnt5a (WntSa-maDCs). Las Wnt5a-iDCs también
fueron estimuladas con LPS obteniéndose DCs maduras que habian sido previamente tratadas con Wnt5a (Pre-
Wnt5a-maDCs).

3. Silenciamiento de Wnt5a en iDCs

Para llevar a cabo el silenciamiento de la expresion de WntSa en las iDCs utilizamos
ARN pequenos de interferencia (siRNA) (Silencer® Select Pre-Designed & Validated siRNA de
Ambidn; Life Technologies) disefiados con las ultimas tecnologias que permiten una alta
eficiencia, potencia y especificidad. Como método de transfeccion utilizamos la técnica de
Nucleofeccion®, usando el kit P3 Primary Cell 4D-Nucleofector® X Kit y el Amaxa 4D-
Nucleofector™ (ambos de Lonza Hopkinton, MA, EEUU). La tecnologia de la Nucleofeccion®
consiste en la creacion momentanea de pequenos poros en la membrana de las células aplicando
un pulso eléctrico. Ademads los programas del Nucleofector™ vy las soluciones especificas para
cada tipo celular permiten no s6lo la entrada de los siRNA al citoplasma, sino también su entrada
en el nucleo a través de la membrana nuclear. Esto permite una alta eficacia de transfeccion y
hace que el éxito de la transfeccion sea independiente de la proliferacion.

En todos los experimentos se llevaron a cabo los siguientes controles:
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o Control de transfeccién (Mock): células sometidas al proceso de nucleofeccion

pero en ausencia de un siRNA. El andlisis de estas células indica si el proceso de transfeccion
resulta citotoxico o si produce otro efecto inespecifico.

. Control siRNA negativo: Usamos un siRNA no especifico, es decir, que no tiene

un gen diana en el tipo celular que vamos a silenciar. El estudio de estas células nos sirve para
diferenciar el efecto especifico del silenciamiento del gen diana, de los posibles efectos
inespecificos que se pueden producir por la entrada de un siRNA dentro de la célula. En nuestro
caso utilizamos el Silencer® Select Negative Control siRNA#1 (Life Technologies) a la misma
concentracion que el siRNA especifico.

En ningln caso encontramos diferencias entre el siRNA negativo y el control mock, por
lo que en nuestros resultados siempre haremos referencia al control siRNA negativo.

Para el silenciamiento de Wnt5a se probaron 2 siRNA (s14872, s14873) (Ambion).
Asimismo, se probaron varias concentraciones de siRNA para conseguir las condiciones Optimas
de silenciamiento (250-300nM). Una vez puesta a punto la técnica, en todos los experimentos se

utilizo6 el siRNA s14872 a 300nM.

ESTIMULACION
Control
S?QN"X 20hr LPS
) D)
DIFERENCIACION X
- 6 DIAS
[ 4 5 GM-CSF + L4 0 CTRL-siRNA DCs
) >

Monocitos iDCs K
20hr LPS
Wnt5a
SiRNA
Wnt5a-siRNA DCs
} %

Wnt5a + LPS
Whnt5a-siRNA DCs + Wnt5a

Esquema 7. Silenciamiento de Wnt5a en DCs. Monocitos humanos fueron cultivados en presencia de GM-
CSF e IL-4 para inducir su diferenciacion a DCs. Tras 6 dias de cultivo las DCs recuperadas fueron transfectadas
por nucleofeccion con un siRNA especifico para Wnt5a (Wnt5a-siRNA) o con un siRNA irrelevante (CTRL-siRNA).
Tras 20 horas de estimulacion con LPS (100ng/ml) se obtuvieron las Wnt5a-siRNA DCs y las CTRL-siRNA DCs,
respectivamente. Donde se indica se aniadio Wnt5a a los cultivos a la vez que el estimulo madurativo obteniéndose
asi las Wnt5a-siRNA DCs + Whatja.
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Los cultivos de diferenciacion de DCs para estos experimentos fueron llevados a cabo en
presencia de 10% de suero fetal bovino (SFB) (Gibco; Life Technologies) para incrementar la
viabilidad de las células que eran sometidas al proceso de silenciamiento. Tras 6 dias de cultivo
las iDCs obtenidas fueron lavadas tres veces con tampon fosfato salino (PBS) al 0.5% BSA. A
continuacion cada grupo experimental por separado fue resuspendido en 100 pl de solucion de
nucleofeccion y se le afiadid el siRNA especifico antes de ser transferido a una cubeta de
nucleofeccion, suministrada en el kit. Inmediatamente después de la nucleofeccion se afiadié a
cada cubeta RPMI-1640 al 10% SFB suplementado con 2 mM L-glutamina, ImM piruvato
sodico, 100 U/ml de penicilina y 100 pg/ml de estreptomicina (Sigma-Espafia), que a partir de
ahora llamaremos medio RPMI al 10% SFB completo. El medio estaba previamente atemperado
a 37° y las células se repartieron cuidadosamente en placas de 24 pocillos de fondo plano a
1x10° células /ml/pocillo. Tras 3 horas de cultivo a 37° C y 5% de CO,, se aiiadi6 el estimulo
madurativo, LPS (100 ng/ml) y, en algunos experimentos, el ligando Wnt5a (100 ng/ml)
(Esquema 7). Tras 20 horas de cultivo se valoro6 la viabilidad de las células obtenidas mediante
doble tincion con ioduro de propidio y Anexina V. Los experimentos en los que las células
control no mostraron una viabilidad adecuada (mayor del 70%) fueron descartados. Esta
situacion sélo tuvo lugar en uno de los 8 experimentos realizados. Asimismo, se analizé por
PCRq los niveles de transcrito de Wnt5a para confirmar y valorar el nivel del silenciamiento de

este gen.
4. Aislamiento de linfocitos T CD4 naive

A partir de células mononucleares obtenidas de concentrados celulares mediante
centrifugacion en gradiente de densidad (Lymphocyte Isolation Solution), se aislaron los
linfocitos T CD4 " naive por seleccion negativa mediante separacion inmunomagnética utilizando
el kit Naive CD4" T Cell Isolation II (Miltenyi Biotech). Brevemente, las células mononucleares
fueron marcadas con un coctel de anticuerpos biotinados contra moléculas no expresadas por los
linfocitos T CD4 naive (CD19, CD8, CD56, CD45RO CD14 y CD15, entre otros) durante 10
minutos a 4° C y tras un lavado con PBS se incubaron con anticuerpos anti-biotina cojugados a
esferas magnéticas durante 20 minutos a 4° C. A continuacion se hizo pasar la suspension celular
a través de una columna de separacion magnética colocada en un iman (Miltenyi Biotech)

obteniéndose asi los linfocitos T CD4" naive.
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5. Reaccion linfocitaria mixta (MLR)

DCs que habian sido activadas con distintos ligandos TLR durante 24 horas, como se
describe en el apartado 2, fueron utilizadas como estimuladoras de células T CD4" naive
alogénicas aisladas de sangre periférica de donantes sanos, como se describe en el apartado
anterior. Los cocultivos se llevaron a cabo en un ratio 1:10 DC/célula T (1,5x104/ 1,5x10%) en

placas de 96 pocillos con fondo plano en medio RPMI al 10% SFB completo.
6. Activacion de linfocitos T CD4" naive via CD3/CD28

Para la activacion de linfocitos T CD4" naive, aislados segiin se describe en el apartado 4,
se recubrieron los pocillos donde se iban a cultivar estas células con anticuerpos anti-CD3 (10
pg/ml) (NA/LE, BD Bioscience San Diego, CA, EEUU) diluido en PBS, durante al menos 1,5
horas. Antes de cultivar los linfocitos T, se lavaron tres veces los pocillos con PBS para eliminar
el exceso de anticuerpo. En el momento del cultivo se anadieron anticuerpos anti-CD28 (4ug/ml)
(NA/LE, BD Bioscience,) a las células en suspension. Los linfocitos fueron cultivados hasta 6
dias en RPMI al 10% de SFB completo a una concentracion de 2-3x10° células /pocillo en 200ul.
Para analizar el efecto del incremento de la sefial Wnt5a durante la activacion de estas células se

anadio a los cultivos 100 ng/ml de Wnt5a.
7. PCR cuantitativa a tiempo real

La extraccion de las muestras de ARN se llevo a cabo utilizando un kit especifico para
extraccion de ARN total (4bsolutely RNA Microprep kit; Stratagene cloning Systems, La Jolla,
CA, EEUU) en cuyo protocolo incluye un paso de digestion con ADNasa I que evita la
contaminacion con ADN gendmico. Los ADN complementarios (ADNc) fueron sintetizados con
el kit High capacity cDNA Reverse transcription (Applyed Biosystems; Life Technologies) de
acuerdo con las instrucciones del fabricante. Estos ADNc fueron usados como dianas para la
amplificacion por PCR.

Para los analisis por PCR cuantitativa (PCRq) se utilizaron los siguientes ensayos
TagMan: PU.1 (Hs00231368 ml), ETS1 (Hs00428287 ml), ID2 (Hs00747379 ml), ID3
(Hs00171409 _ml) IRF1 (Hs00971965 m1), IRF2 (Hs01082884 ml), IRF3 (Hs01547282 ml),
IRF4 (Hs01056534 ml), IRF8 (Hs00175238 ml), SOCS1 (Hs00864158 gl), SOCS3
(Hs01000485 gl), TLR1 (Hs00413978 ml),  TLR2 (Hs01872448 s1),  TLR3
(Hs00152833 ml), TLR4  (Hs00152939 ml), TLRS5 (Hs00152825 ml), TLR6
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(Hs00271977 s1), TLR8 (Hs00607866 ml), Fzdl (Hs00268943 s1), Fzd2 (Hs 00361432 sl),
Fzd3 (Hs00184043 ml), Fzd4 (Hs00201853 ml), Fzd5 (Hs00361869 gl), Fzd7
(Hs00275833 ml), = RORI (Hs00178178 m1), = ROR2  (Hs00171695 ml),  Ryk
(Hs00243196 ml), Wnt4 (Hs01573504 ml), WntSa (Hs00998537 ml) y Wntll
(Hs00182986 ml) todos ellos suministrados por Applied Biosystems. Asimismo, como control
endogeno se utilizo GAPDH (Hs99999905 ml1) o RPLPO (Hs00929873 ml). Todas las
reacciones de PCR fueron realizadas por duplicado usando la TagMan Gene expression PCR
Master Mix (Applied Biosystems) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Las
amplificaciones, detecciones y analisis fueron realizados en un 7.900HT Fast Real-time PCR

System (Centro de Gendémica, UCM).
8. Analisis fenotipico mediante citometria de flujo

La determinacién de marcadores de superficie se realizd sobre suspensiones celulares de
0,5-1x10° células con concentraciones saturantes de anticuerpos monoclonales (mAbs)
conjugados a un fluorocromo (FITC, PE, PE-Cy5 o APC).

Cuando el anticuerpo no estaba conjugado directamente a un fluorocromo, tras la
incubacioén del primer anticuerpo purificado se afiadid6 un anticuerpo (fragmentos F(ab)’,),
preabsorbido con suero humano, frente a IgG de la especie en la que estaba hecho el anticuerpo
primario y conjugado a un fluorocromo (FITC, PE, o APC — Jackson InmunoResearch
Laboratories, Pensylvania, PA, EEUU). Como controles negativos se emplearon, en el caso de
anticuerpos directamente conjugados a fluorocromos, mAbs irrelevantes del mismo isotipo y
especie que el utilizado en cada caso (BD Biosciences) y, en el caso de anticuerpos indirectos, el
mismo anticuerpo secundario en ausencia del primario.

Para evitar uniones inespecificas, previo al marcaje con un mAb especifico, se llevo a
cabo una incubacion de 5 minutos con un reactivo que bloquea la unién de la fraccioén constante
(Fc) de los mAb a los receptores de Fc presentes en la superficie de las células (Miltentyi
Biotech). Todas las incubaciones se realizaron en PBS al 0,1% SFB y 1% EDTA a 4° C durante
30 minutos y posteriormente se lavaron (5 minutos, 750g, 4° C) en el mismo buffer.

Siempre que las condiciones experimentales lo permitieron se analizaron 2-5x10* eventos
en un citometro de flujo FACScalibur (Becton Dickinson) del Centro de Microscopia y

Citometria de la UCM. Los datos fueron analizados con el software FCS Express V3.
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9. Valoracion de los niveles de proteinas intracelulares por citometria de flujo

Para llevar a cabo los marcajes intracelulares las células fueron tratadas con la solucion
Cytofix/Cytoperm (BD Biosciences) durante 20 minutos a 4° C, lavadas con el tampén Perm
Wash (BD Biosciences) y marcadas con los correspondientes anticuerpos diluidos en este mismo

tampon (30 minutos 4° C). Las células fueron analizadas en un citdmetro de flujo FACScalibur.
10. Valoracion de los niveles de fosforilacion de proteinas intracelulares

En el caso de la deteccion de moléculas fosforiladas, las células fueron tratadas con la
solucion Cell Fix (BD Biosciences) durante 30 minutos a 4° C, lavadas con PBS y tratadas con el
tampon Perm Buffer I1I (BD Biosciences) (previamente enfriado a -20° C) durante 30 minutos a
4° C, para evitar la accion de fosfatasas. A continuacidon, fueron marcadas con los
correspondientes anticuerpos (30 minutos 4° C). Las células fueron analizadas del mismo modo

que los marcajes de membrana.
11. Anticuerpos utilizados en el estudio citofluorimétrico

En el presente estudio se utilizaron los siguientes anticuerpos monoclonales conjugados a
fluorocromos: CD3 (33-2A3), CD14 (M5E2), (Inmunostep S.L, Salamanca, Espafia), CDla
(HI149), HLA-DR (G46-6), CD40 (5C3), CD80 (L307.4) (BD Biosciences); CD25 (BC96),
CDS83 (HB15e), CD86 (1T2.2), CD197/CCR7 (TG8), CD206/MMR (15-2), CD209/DC-SIGN
(9E9AS), CD273/PD-L2 (24F.10C12), CD274/PD-L1 (29E.2A3), CD324/E-Cadherina (67A4)
(Biolegend, San Diego, CA, EEUU).

Los anticuerpos dirigidos contra antigenos intracitoplasmicos utilizados en el presente
estudio han sido: anti-phosphoSTATS (Tyr®*), anti-phophoSTAT6 (Tyr®"'), anti-B-catenina,
anti-IFNy (25723.11) (BD Biosciences); anti-phosphoCaMKIlo (Thr*®), anti-IRF1, anti-IRFS,
anti-ID3 y anti-SOCS3 (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, EEUU).

12. Determinacion de los niveles de apoptosis

La proporcion de células apoptoticas presentes en los cultivos fue determinada mediante
un ensayo de union de Anexina-V-FITC (Boehringer Mannheim, Mannnhein, Alemania).
Brevemente, las células fueron lavadas con una solucion de tampon HEPES (10mM, NaCl

140mM, CaCl, 5SmM; pH 7,4), incubadas durante 20 minutos a 4°C con una soluciéon que
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contenia ioduro de propidio (IP) y Anexina-V (Anex V) conjugada con FITC e inmediatamente
después, analizadas por citometria de flujo Se consideraron células apoptéticas aquellas Anex V"
IP". En todos los casos al menos 3x10* células fueron analizadas. Para determinar el porcentaje

de células viables se considero las células AnexV IP".
13. Ensayos de proliferacion celular

Se utilizo el método de dilucion de CFSE como ensayo para medir la proliferacion
linfocitaria. Para ello, previo a su cocultivo con DCs, los linfocitos T CD4" naive fueron
marcados con CSFE 5 uM (Sigma-Espafia) durante 5 minutos a temperatura ambiente, y a
continuacion fueron lavados con PBS 5% SFB dos veces, y una tltima vez con medio RPMI al
10% SFB completo. Tras 6-7 dias de cocultivo, se analiz6 la disminucién en la fluorescencia de

CFSE en las células CD3" mediante citometria de flujo.
14. Cuantificacion de la produccion de citocinas

Los sobrenadantes de los cultivos de maDC, de los cocultivos DCs/ linfocitos T y de los
cultivos de linfocitos T CD4" activados via CD3/CD28 fueron recogidos tras 24-48 horas de
estimulacion, tras 6-7 dias de cocultivo y tras 6 dias de activacion, respectivamente, y fueron
utilizados para determinar la secrecion de diferentes citocinas. Los niveles de IL-2, IL-12p70,
IFNy, IL-10, IL-4, TNFa e IL-8 fueron analizados usando kits especificos ELISAMAX
(Biolegend), mientras que la producciéon de IL-1B, IL-6, IL-17A y TGFp fue medida utilizando
ensayos CBA (BD Biosciences).

15. Deteccion de citocinas intracelulares por citometria de flujo

Tras 6-7 dias de cultivo, los linfocitos T fueron recuperados y reactivados, de manera
TCR independiente, para promover la produccion de citocinas. Se utiliz6 PMA (20 ng/ml) e
ionomicina (1uM) (ambos de Sigma-Espafia) para promover su activacion a través de PKC e
incrementar directamente los niveles de Ca™ intracelular, respectivamente. Por otra parte, se
afiadio brefeldin A (20 pgml) (Biolegend) para bloquear el transporte de las citocinas al exterior
de las células. Tras 5-6 horas de incubacion se llevd a cabo el marcaje citopladsmico segin se

describe en el apartado 9.
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16. Ensayos de endocitosis

Para estudiar la capacidad de captar antigenos de las iDCs, se llevaron a cabo estudios de
endocitosis mediada por receptor y de captacion inespecifica por endocitosis de fase fluida. Para
ello iDCs obtenidas como se describe en el apartado 1 fueron incubadas durante 45 min con
40KDa FITC-dextrano (100-500 pg/ml) o Img/ml de Lucifer Yellow (Sigma-Aldrich) a 37° C.
Como control se incubaron las mismas células con los mismos tratamientos a 0° C. Tras la
incubacion con productos exdgenos, se midio la intensidad de fluorescencia por citometria de

flujo.
17. Inmunofluorescencia

Para el andlisis por inmunofluorescencia se cultivaron monocitos humanos promoviendo
su diferenciaciéon a DCs como hemos descrito en el apartado 1, pero utilizando en este caso
chamber slides con pocillos de 0.8 cm? (Thermo Fisher Scientific). Las células adherentes fueron
fijadas in situ, se permeabilizaron usando la solucién Cytofix/Cytoperm (BD Biosciences) y se
marcaron de manera secuencial con anticuerpos anti-HLA-DR (BD Biosciences), y anti-IgG de
raton conjugado a Alexa 488 (Jackson ImmunoResearch Laboratories). Se us6 Hoechst 33258
(0,1 pg/ml) como marcador nuclear, incubandose durante 2 minutos.

Las muestras fueron montadas con Prolong Gold (Invitrogen) y observadas en un
microscopio de fluorescencia Zeiss Axioplan 2 (Zeiss Oberkochen, Alemania) del Centro de
Microscopia y Citometria de la UCM. La adquisicion de las imdgenes se realizo utilizando el

programa Metamorph 6.0 (Molecular Devices, Chicago, EEUU).
18. Analisis estadistico

Todos los datos mostrados en el presente trabajo son la media de, al menos, tres
experimentos distintos. Las significaciones estadisticas de las diferencias entre medias fueron
determinadas mediante un contraste T con los siguientes niveles de significacion: * p<0.05; **

p<0.005; *** p<0.0005.
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1. LA EXPRESION DE LOS RECEPTORES DE LIGANDOS WNT SE REGULA
DURANTE EL PROCESO DE DIFERENCIACION Y MADURACION DE
LAS moDCs

La cascada de senalizacion iniciada por un ligando Wnt va a depender en gran medida del
repertorio de receptores que para dicho ligando exprese una célula en un momento concreto de
su ciclo de vida (van Amerongen 2012).Con el fin de conocer a través de qué receptores podrian
ejercer su funcion las proteinas Wnt durante la diferenciacion y maduracion de las moDCs,
analizamos durante el ciclo de vida de estas células el patron de expresion de diferentes
receptores para ligandos Wnt, tanto los receptores Fzdl, Fzd2, Fzd3, Fzd4, Fzd5 y Fzd7 como
los receptores no convencionales Ryk, ROR1 y ROR2.

El estudio por PCR cuantitativa reveld que los monocitos humanos de sangre periférica
expresaban bajos niveles de ARNm de la mayor parte de los receptores estudiados, siendo Fzd1
el receptor mas expresado en estas células (Fig.1A). Durante las primeras 20 horas de
diferenciacion de los monocitos en DCs se indujo fuertemente la transcripcion de Fzd2, FzdS y
Fzd7. Destacaba Fzd5 cuya expresion, durante este corto espacio de tiempo, lleg6é a multiplicarse
por 400 (Mo: 0,7+0,1; 20hr diferenciacion DCs: 464+139), siendo en estas etapas iniciales de la
diferenciacion de las DCs cuando encontramos sus niveles mas altos. Asimismo, en este periodo,
Fzdl, Fzd3 y Ryk mostraron un incremento moderado de su expresion, mientras que la expresion

de Fzd4 se mantuvo baja y la de ROR1 y ROR2 fue practicamente indetectable (Fig. IA 'y 1B).

En las DCs inmaduras, obtenidas tras seis dias de cultivo, la cantidad de transcrito de
Fzd2 y Fzd7 se redujo frente a lo observado a las 20 horas de iniciar el proceso de
diferenciacion, pero se mantenian en niveles similares a Fzd1, Ryk y Fzd3 que por el contrario
aumentaron en este periodo. Sin embargo, la transcripcion de Fzd5 cayd notablemente

equiparandose a los niveles de transcrito de Fzd4, ROR1 y ROR2 (Fig. 1A y 1B).

El proceso de maduracion también modifico la expresion de los diferentes receptores para
proteinas Wnt estudiados. En respuesta al ligando de TLR4, LPS, la transcripcion de Fzd2 y
Fzd3 se redujo de forma significativa durante las primeras 3 horas de estimulacidn, y sus niveles
se mantuvieron bajos a lo largo de todo el periodo de maduracién, como ocurria con la
transcripcion de Fzd5, Fzd7 y los receptores no convencionales estudiados. Sin embargo, Fzd1 y

Fzd4 mostraron una cinética diferente. La expresion de Fzd1 se redujo drasticamente en
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Figura 1. Expresion de receptores para ligandos Wnt durante el proceso de diferenciacion y maduracion
de. Andlisis por PCR cuantitativa de los niveles de transcrito de diferentes receptores para proteinas Wnt durante el
proceso de diferenciacion (monocitos, 20 horas tras el inicio del proceso de diferenciacion y DCs inmaduras-iDCs-
)y maduracion (3, 6, 24 y 48 horas tras estimulacion con 100ng/ml de LPS-maDCs-) de moDCs. (4) Cada grafica
muestra la expresion de los distintos receptores en un momento concreto del proceso de diferenciacion o
maduracion de las DCs. (B) Cinética de expresion de cada receptor a los largo de este proceso. La variacion entre
muestras fue corregida normalizando contra la expresion de GAPDH que fue utilizado como control endogeno. Los
datos representan la media + SD de 4 a 7 experimentos independientes. Notese el corte en el eje Y y el cambio de
escala después del corte en las grdficas de (4) y el corte en el eje X y cambio de escala en las grdficas de (B).
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respuesta al estimulo madurativo aunque de forma transitoria puesto que a las 48 horas sus
niveles no solo se recuperaban sino que superaban a los observados en las DCs inmaduras. En el
caso de Fzd4 su transcripcion se indujo transitoriamente durante las primeras horas de estimulo
reduciéndose después hasta niveles tan bajos como los que observabamos en las DCs inmaduras

(Fig. 1Ay 1B).
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Figura 2. Expresion de receptores para ligandos Wnt en las DC inmaduras y tras su maduracion con
distintos estimulos TLR. Los niveles de transcrito de diferentes receptores para proteinas Wnt fueron determinados
por PCR a tiempo real en DCs inmaduras (iDCs) y DCs maduras tras 24 horas de estimulo con LPS (100ng/ml),
Polyl:C (12,5ug/ml) o ssRNA40 (1 ug/ml). La variacion entre muestras fue corregida normalizando contra la
expresion de GAPDH que fue utilizado como control enddgeno. Los datos representan la media = SD de al menos 4

experimentos independientes. Notese el corte en el eje Y y el cambio de escala después del corte en la grdfica de
Fzd4.

Analizamos también el perfil de expresion de estos receptores en DCs maduras obtenidas
tras ser estimuladas 24 horas con otros ligandos TLR, demostrando que los distintos estimulos
estudiados dan lugar a DCs maduras con una bateria diferente de receptores para proteinas Wnt
(Fig. 2). Observamos que s6lo Fzd3, Ryk y RORI, regulaban su expresion del mismo modo,
independientemente del estimulo utilizado, reduciéndose en todos los casos. Con respecto al
resto de receptores, las DCs estimuladas con Poly I:C via TLR3 presentaban niveles altos de

Fzd4 y ROR2, superiores a cualquiera de los detectados en las diferentes muestras analizadas.
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Por su parte, las DCs estimuladas con ssSRNA40 via TLR8 no s6lo mantenian la expresion de
Fzd7 respecto a las DCs inmaduras, sino que presentaban niveles mas altos de Fzdl, Fzd2 y
Fzd5 (Fig.2). Por tanto, estos datos nos sugerian que una diferente sensibilidad o capacidad de
respuesta a las proteinas Wnt podria afadirse a las diferencias fenotipicas y funcionales que

existen entre las DCs que han madurado en respuesta a distintos estimulos.

2. WNT5a MODIFICA LA DIFERENCIACION DE LOS MONOCITOS HACIA
DCs CON CARACTERISTICAS TOLEROGENICAS

2.1 Las proteinas Wnt interfieren en la diferenciacion de los monocitos humanos en

DCs inmaduras

Puesto que nuestros datos, asi como la bibliografia (Tickenbrock y col. 2006, Lehtonen y
col. 2007) mostraban que los monocitos humanos expresan diferentes receptores para proteinas
Wnt, y que su expresion se modula durante el proceso de diferenciacion de los mismos hacia
DCs, decidimos estudiar el posible papel de la sefializacion Wnt durante este proceso. Para ello,
llevamos a cabo cultivos de monocitos humanos, aislados de sangre periférica, en un medio libre
de suero suplementado con GM-CSF e IL-4, citocinas necesarias y suficientes para la
diferenciacion de los monocitos hacia DCs (Sallusto y Lanzavecchia 1994, Zhou y Tedder 1996).
A estos cultivos les afiadimos, desde el primer dia, 100 ng/ml de Wnt3a o Wnt5a, ligandos
tipicamente considerados como canénico y no candnico, respectivamente (van Amerongen; van
Amerongen 2012).

La adicion de proteinas Wnt a los cultivos no modifico significativamente el nimero total
de células recuperadas, ni la viabilidad de las mismas, esta ultima cuantificada mediante un
ensayo de unién de Anexina V (datos no mostrados). No obstante, observamos importantes
modificaciones en el fenotipo de las células obtenidas, siendo mas importantes los cambios
observados en las células diferenciadas en presencia de Wnt5a. Asi, el ligando canonico, Wnt3a,
incremento ligeramente el porcentaje de células CDla" recuperadas en todos los experimentos
analizados, mientras que no modifico significativamente la expresion de CD14 (Fig. 3A y 3B).
Sin embargo, el ligando no canénico, Wnt5a, aunque también aumentd el nimero de células
CDla", inhibio la pérdida de expresion de CD14 que se produce durante el proceso normal de
diferenciacion de los monocitos a DCs. De esta forma, tras 6 dias de cultivo entre un 10-40% de
las células recuperadas de los cultivo tratados con Wnt5a expresaban niveles bajos de CD14

aunque eran mayoritariamente CD1a" (Fig. 3A y 3B).
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Figura 3. Anadlisis por citometria de flujo de la expresion de CDI14 y CDla en las DCs que habian
diferenciado en presencia o ausencia de proteinas Wnt. Monocitos humanos fueron cultivados durante 6 dias con
GM-CSF/IL-4 tanto en ausencia como en presencia de Wnt3a (100 ng/ml) o Wnt5a (100 ng/ml). (A) En la figura se
muestra el porcentaje de células CD14" o CDla" recuperadas tras 3 o 6 dias tanto de los cultivos control (CTRL)
como de los cultivos tratados con proteinas Wnt (n= 6-8). Cada simbolo representa un donante y los valores medios
se indican con una linea horizontal (B) Fenotipo de las iDCs recuperadas a 6 dias de cultivo. Las células
recuperadas tras 6 dias de cultivo fueron marcadas con anticuerpos especificos para los marcadores CDI14 y
CDla, y analizadas por citometria de flujo. Los diagramas de puntos mostrados corresponden a un experimento
representativo de 8 experimentos independientes. * p<0.05; ** p<0.005; *** p<0.0005.

Un analisis mas profundo del fenotipo de las Wnt5a-DCs nos revelé un importante
incremento en los niveles de expresion en superficie de DC-SIGN, PD-L1 y PD-L2, que iba
acompanado de un ligero aumento en la expresion de CD40 y una reduccion en la expresion de
HLA-DR, CD86 y MMR. Sin embargo, la expresion de E-Cadherina, CD80 y CD83 apenas se

vio afectada (Fig. 4) (Tabla 1).

El tratamiento con Wnt3a produjo un menor impacto en el fenotipo de las DCs
recuperadas en comparacion con el efecto inducido por Wnt5a. Las Wnt3a-DCs mostraban
niveles de expresion muy similares a los encontrados en las CTRL-DCs para la mayor parte de
los marcadores estudiados excepto para HLA-DR y MMR cuyos niveles estaban notablemente

reducidos (Fig. 4) (Tabla 1).
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Figura 4. Expresion de diferentes marcadores de membrana en las DCs. Estudio por citometria de flujo
en las celulas recuperadas tras 6 dias de cultivo. (A) El porcentaje de células que expresa los distintos marcadores
asi como la intensidad media de fluorescencia (IMF) (en paréntesis) se muestran en cada histograma. Como
controles negativos se usaron mAbs irrelevantes del mismo isotipo (histogramas en gris). Los datos son
representativos de 4-9 experimentos independientes.

CD86
CD83
CD40
CD80
DC-SIGN
HLA-DR
PD-L1
PD-L2
MMR
E-Cadherin

WNT3a-DCs WNT5a-DCs
62+11* 51+17%**
113+38 125+43

90+14 126+30
93+12 138+20
89+23 228+62*
75+15* 8 +13*
143+19* 259+43*
127+ 9 165+21*
41+4** 63+17*
110431 110445

Tabla 1. Expresion de diferentes
marcadores de membrana en las DCs. La tabla
muestra los resultados de la IMF de la expresion
de los diferentes marcadores en las Wnt-DCs
respecto a los obtenidos en las CTRL-DCs. Los
datos representan la media £ SD de 9
experimentos independientes, expresados como
relativos al control (referido como 100%) *
p=0.05; ** p<0.005; *** p<0.0005

Morfolégicamente, no encontramos diferencias en el andlisis de tamafio/complejidad

realizado por citometria de flujo entre las Wnt-DCs y las CTRL-DCs (datos no mostrados). Sin

embargo, la observacion in situ de estas células nos mostré que mientras las DCs inmaduras

diferenciadas en condiciones control son células redondeadas ricas en lamelipodios, en los

cultivos donde se adicionaron proteinas Wnt las células presentaban morfologia fusiforme con

abundantes filopodios (Fig 5).
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Figura 5. Andlisis morfologico de CTRL-, Wnt3a- y Wnt5a-DCs. (4) Imdgenes con microscopico
invertido y (B) analisis mediante inmunofluorescencia de iDCs a los 6 dias de cultivo diferenciadas en presencia o
ausencia de Wnt3a o Wnt5a. (B) Las iDCs fueron marcadas con anticuerpos anti-HLA-DR (fluorescencia verde) y
se uso Hoechst 33258 como marcador nuclear (fluorescencia azul). Los resultados mostrados son representativos
de 3 experimentos diferentes. Notese la forma redondeada de las células presentes en los cultivos control mientras
que en los cultivos de iDCs diferenciadas en presencia de proteinas Wnt las células son alargadas y forman una
red.
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Una de las caracteristicas mas importantes de las DCs en su condicion inmadura es su
capacidad para captar antigenos. Con el propdsito de estudiar el posible efecto de las proteinas
Wnt en esta funcidon de las DCs, llevamos a cabo estudios para valorar la endocitosis mediada
por receptor y la capacidad de captacion inespecifica por macropinocitosis constitutiva utilizando
dextrano y Lucifer Yellow, respectivamente. Nuestros resultados mostraron que las DCs
diferenciadas en presencia de proteinas Wnt eran menos eficientes en la endocitosis de dextrano.
Este efecto estaria probablemente relacionado, en parte, con sus menores niveles de expresion
de MMR, receptor de manosa involucrado en la captacion de este tipo de moléculas, presentes,
entre otros, en las glucoproteinas y glucolipidos de las paredes celulares microbianas (Mahnke y
col. 2000). Asimismo, también encontramos una disminuciéon en la macropinocitosis o

endocitosis de fase fluida determinada mediante la captacion de Lucifer Yellow (Fig. 6).

Figura 6. Analisis por citometria
de flujo de la capacidad para captar
antigenos de las DCs diferenciadas en

DEQ)T;';A“:“IO DE&)TIZ'?“:“IO bg(L:II_FOEVE presencia o ausencia de proteinas Wnt.
Tras 6 dias de cultivo, las DCs
_ﬂ'\ | 75% . . . ’ .
CTRL /’h ll‘-. | . A 96% [ l\' (106) diferenciadas en ausencia o en presencia de
J (1487) : (2044) | Wnt3a o WntSa fueron incubadas con
& i 76% diferentes  concentraciones de  FITC-
WNT3a| ! 85% IR’ '01% | (129; Dextrano (40KDa) (100 ng/ml o 500 ng/ml)
i (1248) |1, (1429) " o Lucifer yellow (1 mg/ml) a 37°C, y tras 45
A 7"10/ {'11 rﬁl 56% minutos su internalizacion fue medida por
WNT5a I.nj 7 47‘3 | g 1340 B (61) citometria de flujo. Como controles
gy (1465) ' negativos se incubaron DCs con los mismos

tratamientos a 0° C (histogramas en gris).
La IMF (en paréntesis) se muestra en cada
histograma. Los datos son representativos
de 3 experimentos independientes.

2.2 Las Wnt-DCs presentan alterada su capacidad para responder a estimulos TLR

A continuacién analizamos la capacidad de las DCs que habian diferenciado en presencia
de proteinas Wnt para responder a diferentes estimulos TLR. Esta etapa del cultivo se realizo en
ausencia de proteinas Wnt exdgenas, y asi antes de anadir el estimulo, el medio de cultivo fue
remplazado por medio fresco atemperado, sufriendo este mismo proceso los cultivos control.
Nuestros resultados mostraron que, comparando con las CTRL-DCs, las Wnt-DCs responden de
forma anomala a la estimulacién via TLR, en diferente grado dependiendo del estimulo, y de

nuevo, en términos generales las Wnt5a-DCs estaban mas afectadas que las Wnt3a-DCs.
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La exposicion de las DCs a ligandos TLR desencadena un proceso madurativo que se ve
reflejado en su fenotipo. Por una parte las DCs disminuyen su capacidad de capturar antigenos
por lo que reducen la expresion, entre otros receptores, de DC-SIGN, y por otra, incrementan los
niveles en superficie de MHC-II y moléculas coestimuladoras como CD40, CD80 y CD86, asi
como otros marcadores (CD83, PD-L1 y PD-L2). Ademas adquieren CCR7 lo que les permite
migrar a los ganglios linfaticos (Fig.4 y 7) (Palucka y Banchereau 2012). En nuestros cultivos
tratados con Wnt5a este proceso se veia profundamente alterado. Asi las Wnt5a-DCs estimuladas
con el lipopolisacéarido bacteriano LPS, no incrementaban correctamente la expresion de CD83,
HLA-DR, CD40, CD86, CD80 y CCR7. Sin embargo, si aumentaban, como las CTRL-DCs, los
niveles de PD-L1 y PD-L2, lo que podria favorecer un balance inhibitorio durante la interaccion
con las células T. Ademas los niveles de DC-SIGN de estas células se mantuvieron por encima

de los de las CTRL-DCs (Fig. 7 y Tabla 2).

Obtuvimos un efecto similar en el fenotipo de las Wnt5a-DCs durante la maduracion con
otros ligandos TLR bacterianos, como Pam3CSK4, que sefaliza a través de TLR2/1, y flagelina,
ligando de TLRS (datos no mostrados). Por otra parte, en respuesta a la lipoproteina sintética
FSL1, que senaliza a través de TLR2/6, o a otros ligandos viricos como Poly I:C y ssRNA40,
que sefializan a través de TLR3 y TLRS, respectivamente, los efectos que se observaron fueron
menos notables ((Fig. 7 y Tabla 2). Asi, mientras las Wnt5a-DCs estimuladas con los ligandos
viricos no incrementaban la expresion de CD86 como lo hacian sus respectivos cultivos control,
los niveles de esta molécula coestimuladora eran normales en las WntSa-DCs estimuladas con
FSL1. Sin embargo, los niveles de CD40 y CD80 en estas células tras la estimulacion con los
tres ligandos eran similares a los obtenidos en las CTRL-DCs. Por otra parte, en todos los casos
la expresion de los ligandos inhibidores PD-L1 o PD-L2 en las Wnt5a-DCs era mayor que en sus

respectivas células control (Fig. 7 y Tabla 2).

Los efectos observados en el fenotipo de las Wnt3a-DCs fueron menos notables, aunque
en todos los casos, excepto tras la estimulacion con ssRNA40, observdbamos una menor
expresion de CD86 y CD83 respecto a los cultivos control. No obstante, la mayor parte de los
marcadores estudiados en estas células no presentaban grandes cambios en sus niveles de

expresion respecto a las CTRL-DCs (Fig. 7 y Tabla 2)
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LPS FSL1 POLY I:C ssRNA40
WNT3a-DCs WNT5a-DCs WNT3a-DCs WNT5a-DCs WNT3a-DCs WNT5a-DCs  WNT3a-DCs WNT5a-DCs
CD86 64+ 6* 35420 ** 115+41 105+29 77+10* 62+20* 97+6 65+12*
CD83 82+19 50£15%** 66+4* 65+19* 96123 63+£23* 89120 9748
CD40 68+5* 60+18 100+10 146156 99+19 119+11 101+23 129+22
CcD80 56+8* 52+18* 72+12* 142+48 97+7 153+38 84+11 145459
DC-SIGN 104+12 246+90* 75 + 32 128+26 90£19 164+33* 70£27 149+38*
HLA-DR 75+20* 63+24* 110+12 104+34 80+15* 112434 109+26 99+34
PDL1 123+31 90+28 88+4 126+12* 153+20 152+17* 85+11 93+28
PDL2 99+22 89 + 20 90+8 149+7* 10319 130+8* 103+23 159+27*
CCR7 68+3** 70 + 9% 97+23 98+10 101+7 82129 98+43 92+14

Tabla 2. Cambios fenotipicos en las Wnt-DCs tras estimulacion via TLR. La tabla muestra la IMF de la
expresion de los diferentes marcadores en las Wnt-DCs tras estimulacion durante 24 horas con diferentes ligandos
TLR (LPS, FSLI, Poly I:C y ssRNA40) respecto a los obtenidos en las CTRL-DCs. Los datos representan la media +
SD de 5 experimentos independientes, expresados como relativos al control (referido como 100%) * p<0.05; **
p=<0.005; *** p<0.0005

En respuesta a un estimulo madurativo las DCs producen diferentes citocinas que juegan
un papel muy importante en la polarizacion de los linfocitos T (Reid y col. 2000). Por ello a
continuacion analizamos la capacidad de las Wnt-DCs para secretar diversas citocinas en

respuesta a distintos estimulos TLR (TLR-Wnt-DCs).

Como se observa en la Figura 8, las Wnt-DCs producen niveles significativamente
menores de las dos citocinas tipicamente pro-Thl, IL-12 y TNFa, en comparacion con las DCs
diferenciadas en condiciones control. La reduccion en los niveles de IL-12 en los cultivos de
Wnt5a-DCs llego6 a ser de hasta un 95% en el caso de la estimulacion con LPS. En contraste, la
secrecion de IL-10 por parte de estas células se vio incrementada significativamente en todos los
casos excepto tras el estimulo con FSL1, llegando a multiplicarse por dos tras el estimulo con
Poly I:C (Fig.8). De acuerdo con esto, el ratio IL-10/IL-12 increment6 en todos los casos, lo que

podria reducir la capacidad de las Wnt-DCs para polarizar a los linfocitos T naive hacia Thl.

Asimismo, encontramos diferencias en la capacidad de las Wnt-DCs para secretar otras
citocinas como IL-6, IL-1P, TGF e IL-8. Los efectos que observdbamos en nuestros cultivos
dependian tanto del estimulo TLR con el que hubieran sido activadas las DCs como del ligando
Wnt en presencia del cual hubieran diferenciado. Asi, mientras que todas las TLR-Wnt5a-DCs
estudiadas producian menor cantidad de TGFp respeto a las TLR-CTRL-DCs, s6lo obtuvimos
niveles significativamente menores de IL-6 en los sobrenadantes de los cultivos de Wnt5a-DCs
respecto a los cultivos control en el caso de la estimulacion de estas con LPS y FSL1 (Fig. 8).
Sin embargo, los efectos sobre la produccion de IL-8 e IL-1P fueron mas dispares. En general,

las Wnt5a-DCs producen mas cantidad de IL-8 que las CTRL-DCs excepto tras el estimulo con
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FSL1, llegando a multiplicarse por seis los niveles de esta citocinas en los cultivos de Wnt5a-
DCs estimuladas con ssSRNA40. Por otra parte, las diferencias en los niveles de IL-1p s6lo fueron
significativas en los cultivos de Wnt5a-DCs estimuladas con ligandos viricos, aunque de nuevo
encontramos diferencias entre ambos estimulos. Mientras que las Wnt5a-DCs estimuladas con
ssRNA40 producen menos IL-1B que las CTRL-DCs, los niveles de esta citocina encontrados en
los cultivos de Wnt5a-DCs estimuladas con Poly I:C triplicaban los niveles encontrados en

condiciones control (Fig. 8).
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Figura 8. Produccion de citocinas por las Wnt-DCs en respuesta a ligandos TLR. Las DCs que habian
diferenciado en presencia o ausencia de proteinas Wnt fueron estimuladas con diferentes ligandos de receptores
TLR (LPS, FSL1, Poly I:C y ssRNA40). Tras 48 horas, los sobrenadantes de los distintos cultivos fueron recogidos,
midiéndose en ellos la concentracion de IL-12p70, IL-10, TNFa, IL-8 por ELISA e IL-1p, IL-6 y TGFp mediante
ensayos CBA. Notese el corte en el eje Y, asi como el cambio de escala a partir del mismo en algunas grdficas. Los
datos representan la media £ SD de 5 a 9 experimentos independientes, expresados como relativos a cada control
individual (barras negras, referidas como 100%) * p<0.05; ** p<0.005; *** p<0.0005.
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2.3 Las Wnt5a-DCs tienen menor capacidad aloestimuladora y promueven la

secrecion de IL-10 por parte de los linfocitos T CD4" naive

Como hemos mostrado hasta el momento, las Wnt-DCs tenian un fenotipo alterado y su
capacidad para producir citocinas tras estimulacion con diferentes ligandos TLR estaba afectada.
Esto nos sugirid6 que su funciéon como célula presentadora de antigenos podria haberse
modificado también. Para analizar esta posibilidad llevamos a cabo ensayos de MLR utilizando
DCs, diferenciadas en presencia o ausencia de proteinas Wnt, activadas con distintos ligandos
TLR para estimular linfocitos T CD4" naive alogénicos. Mediante el método de dilucion de
CFSE estudiamos la respuesta proliferativa de los linfocitos T inducida por las DCs. Para ello los
linfocitos T CD4" naive fueron marcados con CFSE, lo que nos permitié analizar, tras 7 dias de
cultivo, el porcentaje de células CD3" CFSE™" y por tanto valorar los niveles de proliferacion.
Como se observa en la Figura 9, en términos generales las Wnt-DCs inducian una respuesta
proliferativa significativamente menor a la inducida por las CTRL-DCs, llegando a obtenerse
una reduccion de mas del 70% en el porcentaje de linfocitos T que habian proliferado en
respuesta a las Wnt5a-DCs estimuladas con flagelina (Fig. 9). Curiosamente, aunque las WntSa-
DCs estimuladas con Poly I:C tenian un fenotipo alterado y su capacidad para producir citocinas
también estaba profundamente afectada (Fig. 7 y 8), no obtuvimos un efecto significativo en la

respuesta proliferativa de los linfocitos T CD4 naive estimulados con estas (Fig. 9).
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Figura 9. Andlisis de la respuesta proliferativa de linfocitos T CD4" naive estimulados con Wnt-DCs
maduras. Wnt-DCs, estimuladas con diferentes ligandos TLR, fueron cultivadas en MLR con linfocitos T CD4"
naive (marcados con CFSE) en un ratio 1:10 DC/ célula T. Tras siete dias de cultivo las células fueron marcadas
con anti-CD3. Los histogramas muestran el porcentaje de células CD3" con mas de 1 ciclo de division. Usamos
celulas T cultivadas en ausencia de DCs como control negativo. Los datos son representativos de al menos 3
experimentos independientes.
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Por otra parte, analizamos la capacidad de estas DCs para polarizar la respuesta de los
linfocitos T CD4 naive, determinando los niveles de ciertas citocinas en los sobrenadantes de los
MLR tras 7 dias de cultivo. Observamos que las CTRL-DCs eran capaces de polarizar
eficientemente hacia una respuesta Thl, puesto que inducian la produccion de niveles
importantes de IFNy por parte de los linfocitos T (2-7 ng/ml) mientras que fallaban en la
induccién de una repuesta Th2 o Th17, puesto que los niveles de IL-4 e [L-17A detectados en los
sobrenadantes fueron muy bajos (3-10 pg/ml) e indetectables (<2,5 pg/ml), respectivamente. Los
linfocitos T primados con TLR-Wnt5a-DCs producian menor cantidad de IFNy y TNFa, siendo
esta reduccion mas importante en los MLR establecidos con Wnt5a-DCs estimuladas con
ligandos bacterinos, LPS y FSLI. Encontramos los niveles mas bajos de estas citocinas en los
sobrenadantes de los cultivos establecidos con FSL1-Wnt5a-DCs, llegando a reducirse hasta un
80 y un 70% los niveles de IFNy y TNFa respectivamente, en relacion a los cultivos control (Fig.
10).

Sin embargo, los linfocitos T primados con TLR-Wnt5a-DCs producian mayor cantidad
de IL-10, multiplicdndose por dos, en todos los casos, los niveles de esta citocina en los
sobrenadantes de los MLR establecidos con Wnt5a-DCs respecto a los cultivos en condiciones
control (Fig. 10). Por lo tanto, parece que las Wnt5a-DC estarian regulando negativamente la
polarizacion de los linfocitos T CD4 naive hacia una respuesta Thl reduciendo los niveles de

IFNy e induciendo, en cambio, una mayor produccion de 1L-10.

Por otra parte encontramos diferencias en la produccion de IL-8 e IL-6 respecto a los
cultivos control. En los sobrenadantes de los MLR establecidos con TLR-Wnt5a-DCs
detectamos mayores niveles de ambas citocinas, llegando a multiplicarse por 6 y por 7 los
niveles de IL-8 e IL-6, respectivamente, en los cultivos establecidos con LPS-Wnt5a-DCs
respecto a los cultivos control. Sin embargo, no encontramos diferencias en la produccion de IL-
4 e IL-17A (datos no mostrados) y s6lo en los MLR establecidos con LPS-Wnt5a-DCs los
niveles de TGFp eran menores que en los establecidos con LPS-CTRL-DCs (Fig. 10).
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Figura 10. Andlisis de los niveles de citocinas en los sobrenadantes de MLR establecidos con TLR-Wnt-
DCs y linfocitos T CD4" naive alogénicos. TLR-Wnt-DCs fueron cultivadas en MLR para estimular linfocitos T
CD4" naive. Tras 7 dias de cocultivo los sobrenadantes fueron recogidos y la cantidad de IFNy, IL-10, TNFa, IL-8,
IL-6 y TGFP fue analizada. Los datos representan la media = SD de 6 a 9 experimentos independientes, expresados
como relativos a cada control individual (barras negras, referidas como 100%) * p<0.05; ** p<0.005; ***
p=0.0005

Respecto a las Wnt3a-DCs, aunque detectamos una menor capacidad para inducir una
respuesta proliferativa que las CTRL-DCs (Fig. 9), en general, los niveles de citocinas obtenidos
en los sobrenadantes de los MLR establecidos con estas células, no fueron significativamente
diferentes a los encontrados en los cultivos control. Cabe destacar, que al igual que en el caso de
las Wnt5a-DCs, detectamos una reduccion significativa en los niveles de TNFa en los MLR
establecidos con FSL1-Wnt3a-DCs y un incremento en los niveles de IL-8 en aquellos
establecidos con Flagelina-Wnt3a-DCs. Sin embargo, al contrario de lo observado con las LPS-
Wnt5a-DCs, los niveles de IL-10 detectados en los sobrenadantes de los MLR establecidos con

LPS-Wnt3a-DCs eran menores que en los cultivos control (Fig. 10).
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2.4 El perfil transcripcional de las Wnt5a-DCs se correlaciona con sus alteraciones

funcionales

Puesto que una disminucion en la expresion de los receptores TLR podria explicar, al
menos en parte, la respuesta andémala de las Wnt-DCs a los diferentes estimulos TLR, llevamos a
cabo un andlisis comparativo por PCRq de los niveles de transcrito de los diferentes TLR en las
Wnt-DCs respecto a las CTRL-DCs en su condicién inmadura, tras 6 dias de cultivo. Como se
observa en la Figura 11, las Wnt-DCs presentaban niveles de transcrito de TLR3, TLR4, y TLRS
significativamente menores que las CTRL-DCs, lo que estaria de acuerdo con la inadecuada
respuesta que observamos a Poly I:C, LPS y Flagelina, respectivamente. Sin embargo, aunque la
respuesta a Pam3CSK4, FSL1 y ssRNA40 en las Wnt5a-DCs también se vio afectada, no
encontramos en estas células cambios estadisticamente significativos en los niveles de transcrito
de TLR2, TLR6 y TLRS, e incluso observamos un incremento en los niveles de TLRI.
Curiosamente las Wnt3a-DCs presentaban niveles menores de TLR6 aunque su respuesta a FSL1
estaba menos afectada que la de las Wnt5a-DCs (Fig. 11). Por otra parte, al igual que lo
observado para las Wnt5a-DCs, las Wnt3a-DCs expresaban niveles menores de TLR3 y TLRS
que las CTRL-DCs (Fig. 11)..

Figura 11. Andlisis por PCR
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A continuacidn seguimos estudiando otros mecanismos, ademas de la expresion de TLRs,
que pudieran estar determinando las caracteristicas funcionales de las Wnt-DCs. Para ello
analizamos los niveles de ARNm de diferentes factores de transcripcion y proteinas reguladoras

implicadas en la maduracion y funcion de las DCs (Fig. 12).
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Mostramos especial interés por IRF1 e IRF8 puesto que son factores de transcripcion
esenciales para la expresion de IL-12 (Wang y col. 2000; Liu y col. 2004), cuya produccion
estaba seriamente afectada en las Wnt-DCs. El estudio por PCR cuantitativa mostr6é que antes de
ser estimuladas, las Wnt5a-DCs expresaban niveles menores de IRF8, aproximadamente un 60%
de los valores observados en las CTRL-DCs, mientras que los niveles de IRF1 en estas células
estaban incrementados (Fig. 12A). Cuando analizamos los niveles de transcripcion de estos
genes en las DCs tras 3 horas de estimulacion con LPS, encontramos que en las CTRL-DCs los
valores de IRF1 e IRF8 se multiplicaban entre 6 y 14 veces (datos no mostrados), lo que era
coherente con la induccion de la expresion de IL-12 que acontece como consecuencia de la
maduracion de las DCs. En contraste, tras el estimulo con LPS en las Wnt5a-DCs no observamos
esta induccion de IRF1 e IRF8, cuyos niveles, por tanto, quedaban muy por debajo de los

observados en las CTRL-DCs (Fig 12B).
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Figura 12. Estudio a nivel de ARNm de la expresion de factores de transcripcion y proteinas reguladoras
implicadas en el desarrollo, diferenciacion y funcion de las DCs. (A) Cuantificacion por PCR a tiempo real de los
niveles de ARNm de diferentes factores de transcripcion y proteinas reguladoras en DCs diferenciadas en presencia
de proteinas Wnt respecto a los niveles en DCs control.(B) Control (barra negra) y Wnt5a-DCs (barra azul) fueron
estimuladas durante 3 horas con LPS y los niveles de transcrito de IRF1 e IRFS8 fueron analizados por PCR
cuantitativa. En cada caso la expresion en las células control es 1. La variacion entre muestras fue corregida
normalizando contra la expresion de GAPDH que fue utilizado como control endogeno. Los datos representan la
media £ SD de 3 a 5 experimentos independientes. * p<0.05; ** p<0.005

Una vez conocido el efecto a nivel transcripcional, quisimos conocer si esto se traducia
en cambios a nivel de proteina. Como se observa en la Figura 13A, en las CTRL-DCs la
expresion intracelular de IRF1 e IRF8 se incrementa tras su estimulo con LPS, mientras que en
las Wnt5a-DCs aunque los niveles de expresion de IRF8 se incrementan, lo hacen notablemente
menos que en las CTRL-DCs. En el caso de IRF1 su expresion en las Wnt5a-DCs incluso

disminuye tras la estimulacion (Fig. 13A). Por lo tanto, los efectos observados en estos genes a
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nivel transcripcional se traducian en cambios a nivel de proteina. Estos resultados podrian

explicar, al menos parcialamente, la menor produccion de IL-12 por parte de estas células.

Otra de las modificaciones funcionales que encontrabamos en las Wnt5a-DCs era la
mayor produccion de IL-10. Se ha descrito que en monocitos y moDCs la sobreexpresion de D3
se asocia a un incremento en la produccion de IL-10 y que la respuesta a IL-10 a su vez induce la
expresion de ID3, estableciéndose un lazo de retroalimentacion positiva (Kuo y col. 2011). En
este sentido encontramos un importante incremento en los niveles de ID3 en las Wnt5a-DCs
respecto a los de las CTRL-DCs y este efecto se observaba tanto a nivel de transcrito (Fig. 12A)

como a nivel de proteina (Fig. 13B).
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Figura 13. Estudio a nivel de proteina de la expresion de factores de transcripcion y proteinas
reguladoras implicadas en el desarrollo, diferenciacion y funcion de las iDCs. A y B) La expresion intracelular de
IRF1, IRFS8, ID3 y SOCS3 analizada por citometria de flujo en CTRL- y Wnt5a-DCs tras 6 dias de cultivo o tras 20
horas de estimulo con LPS. La IMF total se muestra en cada histograma. Como controles negativos se usaron mAbs
irrelevantes del mismo isotipo (histogramas en gris). Los resultados son representativos de 3 experimentos
independientes.

Las proteinas SOCS son también importantes moduladores de la activacion de las DCs ya
que regulan negativamente tanto la sefalizacién a través de TLR como la transduccion de
sefales iniciadas por citocinas y mediada por el complejo de proteinas Jak-Stat (Dimitriou y col.
2008). Nuestros resultados muestran que las Wnt5a-DCs expresaban niveles normales de
transcrito para SOCS1 mientras que los de SOCS3 eran tres veces mayores que en las CTRL-
DCs (Fig. 12A). De nuevo los resultados que obtuvimos mediante citometria de flujo

confirmaban el efecto a nivel de proteina. (Fig. 13B).
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También encontramos una reduccion en la expresion de ID2 en las Wnt5a-DCs respecto a
las CTRL-DCs, caracteristica que se ha descrito en DCs tolerogénicas (Torres-Aguilar y col.
2010), mientras que la expresion de IRF2 en estas células era mayor que en las CTRL-DCs (Fig.
12A).

Respecto a las Wnt3a-DCs cabe destacar que expresaban mayores niveles de ID3 y
SOCS3 que las CTRL-DCs, al igual que las Wn5a-DCs, mientras que a diferencia de estas
ultimas las Wnt3a-DCs multiplicaban la expresion de SOCS1 hasta por un factor de tres (Fig.
12A).

2.5 WntS5a interfiere en la sefalizacion GM-CSF/IL-4 necesaria para la

diferenciacion de monocitos en DCs

A continuacion, quisimos saber en qué aspectos moleculares del proceso de
diferenciacion de los monocitos a DCs habia interferido Wnt5a. Puesto que el resultado de la
diferenciacion in vitro de los monocitos hacia DCs depende en ultima instancia de lo eficiente
que sea la senalizacion GM-CSF/IL-4 (Conti y Gessani 2008, Zhan y col. 2012), analizamos los
niveles de fosforilacion de STATS y STAT6. Estas proteinas transductoras de sefial y
activadoras de la transcripcion son activadas (fosforiladas) por la senalizacion GM-CSF e IL-4
respectivamente (Maier y col. 2012; van de Laar y col. 2012). El andlisis por citometria de flujo
de monocitos cultivados con GM-CSF e IL-4 en presencia de Wnt3a o Wnt5a mostr6 una
inhibicidn, significativa pero parcial, en la fosforilacion de STATS y STAT6. Este efecto se
hacia patente entre las 2 y 20 primeras horas de cultivo lo que nos sugeria que la reduccion en la
respuesta a GM-CSF e IL-4 era un efecto secundario a la sefializacion Wnt en estas células (Fig.
14). De nuevo el efecto observado en respuesta a Wnt5a era muy superior al de Wnt3a. Cabe
destacar que el tratamiento con Wnt5a redujo en mas de un 60%, respecto a los cultivos control,
el porcentaje de monocitos que tras 20 horas de cultivo con GM-CSF e IL-4 expresaban STAT6
fosforilada (Fig. 14).
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Figura 14. Niveles de fosforilacion de STATS y STAT6 durante la fase temprana de diferenciacion de
los monocitos en DCs. Monocitos humanos fueron cultivados con GM-CSF/IL-4 en presencia o ausencia de Wnt3a
o WntSa. Los niveles intracelulares de STATS y STATG6 fosforiladas en Tyr™ y Tyr®* respectivamente, se
analizaron tras 2 y 20 horas de cultivo por citometria de flujo. El porcentaje de células positivas, determinado de
acuerdo al control negativo (histograma en gris), y la IMF total (en paréntesis) se muestra en cada histograma. Los
datos mostrados con representativos de 4 experimentos independientes.

Puesto que las proteinas SOCS pueden interferir en la activacion de las STAT, mediante
la inhibicion de la activacion de proteinas JAK, (Croker y col. 2008) a continuacion analizamos
los niveles de expresion de SOCS1 y SOCS3, dos miembros de la familia de proteinas SOCS. La
expresion de estos genes es baja durante las primeras etapas de la diferenciacion de las DCs pero
se va incrementando durante el proceso de diferenciacion (Dimitriou y col. 2008), y su
sobreexpresion en precursores de DCs se ha asociado con un bloqueo en la diferenciacion de las
mismas (Bartz y col. 2006). En este sentido, como se observa en la Figura 15, durante las
primeras horas de cultivo de los monocitos con GM-CSF e IL-4, el tratamiento con proteinas
Wnt inducia un incremento en la expresion de SOCS3 pero no de SOCS1 respecto a los cultivos
control. Asi detectamos que el tratamiento con Wnt5a promovia un rapido y fuerte incremento en
los niveles de SOCS3 y a las 3 horas de cultivo los niveles de transcrito de esta proteina eran 6
veces mayores en estas células que en los cultivos control (Fig. 15). Sin embargo, aunque el
tratamiento con Wnt3a también inducia un incremento en la transcripcion de SOCS3, éste no se
detecta de manera estadisticamente significativa hasta pasadas 20 horas de cultivo. Asimismo, es
importante destacar, que los niveles de transcrito de esta proteina se mantenian elevados en las
Wnt-DCs a los 6 dias de cultivo (Fig.15 y Fig. 12A). Curiosamente era en este momento, y solo
tras el tratamiento con Wnt3a, cuando detectdbamos un incremento significativo en los niveles

de SOCSI (Fig. 15).
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Figura 15. Anadlisis de la expresion de SOCSI y SOCS3 por PCR cuantitativa durante el proceso de
diferenciacion de las DCs. Los niveles de ARNm de SOCS1 y SOCS3 fueron determinados por PCR a tiempo real
durante el proceso de diferenciacion de los monocitos en DCs, tras 3 y 20 horas y 6 dias de cultivo. Los resultados
mostrados se expresan respecto a la expresion en cada control individual siendo ésta igual a 1. La variacion entre
muestras fue corregida normalizando contra la expresion del control endogeno GAPDH. Los datos representan la
media £ SD de 3 a 5 experimentos independientes.* p<0.05.

Por lo tanto, el incremento observado en las proteinas SOCS tras el tratamiento con los
ligandos Wnt podria explicar, al menos en parte, la inhibicion parcial en la fosforilacion de las

proteinas STAT que se producia en las Wnt-DCs (Fig. 14).

2.6 WntS5a modifica el programa genético de los monocitos durante las primeras

etapas de su diferenciacion en DCs

Durante las primeras horas de cultivo, la senalizacion GM-CSF/IL-4 desencadena un
programa genético que permite el desarrollo de las DCs induciendo importantes cambios en la
expresion de diversos factores de transcripcion y proteinas reguladoras necesarias para su
diferenciacion y posterior funcion (Gabriele y Ozato 2007; Belz y Nutt 2012). Puesto que
habiamos observado que la sefializacion Wnt interferia con la sefializacion de estas citocinas,
analizamos si esto se veia reflejado en los cambios transcripcionales que se desencadenan
durante las primeras 20 horas de cultivo.

Se ha descrito un papel crucial de algunos miembros de la familia IRF en la
diferenciacion y activacion de las DCs (Gabriele y Ozato 2007) por lo que analizamos la cinética
de la expresion de 5 de sus miembros. Como se observa en la Figura 16, en los cultivos control
las cinéticas de expresion de IRF2, IRF3 e IRF4 eran similares. En los tres casos sus niveles de
expresion eran muy bajos en los monocitos y aumentaban notablemente durante las primeras

horas de su diferenciacion en DCs. De hecho, de entre todos los genes estudiados, fue
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Figura 16. Anadlisis por PCR cuantitativa del efecto de las proteinas Wnt durante la fase temprana de
diferenciacion de los monocitos en DCs. Monocitos humanos fueron cultivados, en presencia o ausencia de
proteinas Wnt, con GM-CSF/IL-4 promoviendo su diferenciacion hacia DCs. Se analizaron por PCR cuantitativa
los niveles de expresion de diferentes factores de transcripcion y proteinas reguladoras en los monocitos (Mo) y
tras 3 o 20 horas de cultivo. Las grdficas de lineas representan la cinética de expresion en los cultivos control
(cuadrados negros), Wnt3a (circulo verde) y Wnt5a (triangulo azul); los datos mostrados son representativos de 3
experimentos independientes. Las grdficas de barras muestran los niveles de expresion relativos a cada control
individual (barras negras referidas como 1). La variacion entre muestras fue corregida normalizando contra la
expresion de GAPDH que fue utilizado como control endogeno. Los datos representan la media + SD de 4
experimentos independientes.* p<0.05.
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IRF4 el que alcanzé los niveles de expresion mas altos a las 20 horas de cultivo (Fig. 16). En
cuanto a IRF8 también sufria un incremento importante pero so6lo durante las 3 primeras horas de
cultivo. En contraste, la cinética de IRF1 en los controles era totalmente diferente, su expresion
en monocitos era elevada, y se reducia rapidamente en las primeras horas de la diferenciacion a
DCs (Fig. 16).

Por otra parte, PU.1 y ETSI, dos factores de transcripcion de la familia ETS implicados
también en el desarrollo de las DCs (Belz y Nutt 2012), mostraban una cinética de expresion
ascendente durante la fase temprana de diferenciacion de las DCs, alcanzando, en el caso de
PU.1, valores muy altos a las 20 horas de cultivo. Analizamos también la modulacion de la
expresion de ID2 e ID3. La expresion de ID3 era baja en los monocitos aunque se multiplicaba
por un factor de 2 durante este corto periodo de tiempo (Fig. 16). Sin embargo, los niveles de
transcripcion de ID2 en los monocitos eran los mas altos de entre todos los genes estudiados. Es
resefiable su dréstica reduccion durante las tres primeras horas de cultivo, reduccion que era

transitoria puesto que a las 20 horas los valores volvian a sus niveles iniciales (Fig. 16).

Aunque no podemos descartar cambios en otros genes, de acuerdo con el efecto
modulador pero no inhibidor de Wnt5a en la diferenciacion de las DCs, durante las primeras
horas de cultivo en los monocitos tratados con Wnt5a observabamos una regulacion normal de la
mayor parte de los genes analizados (Fig. 16). No obstante, el tratamiento con Wnt5a bloqueaba
la reduccion del 50% en los niveles de ID2 que se producia en los monocitos control a las 3
horas de cultivo, induciendo un incremento de su transcripcion respecto a la condicion inicial del
cultivo (Fig. 16). Ademas la presencia de Wnt5a en estos cultivos inhibia parcialmente el
aumento en la expresion de IRF3 y PU.1 que se observaba en los monocitos control durante las
siguientes 17 horas de cultivo (Fig. 16). Asimismo, a las 20 horas del inicio del proceso de
diferenciacion Wnt5a indujo un descenso significativo en los niveles de transcripcion de IRF8
respecto a las condiciones control, que se mantuvo hasta los 6 dias de cultivo (Fig. 12A). Por su
parte, Wnt3a solo reducia parcialmente el incremento en la expresion de IRF3 que se produce en
los monocitos control a las 20 horas de cultivo (Fig. 16). De acuerdo con estos resultados, las
modificaciones inducidas por Wnt5a en la expresion de los diferentes genes estudiados durante
las primeras horas de diferenciacion de las DCs, podrian explicar las caracteristicas funcionales

de las Wnt5a-DCs.
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2.7 El efecto de WntSa sobre la diferenciacion de las DCs se produce durante las

primeras horas de cultivo

Nuestros resultados sugerian que el efecto de Wnt5a en la diferenciacion de las DCs
podria producirse durante las primeras horas de cultivo. Para comprobarlo, llevamos a cabo
cultivos en los cuales los monocitos fueron tratados con Wnt5a solo durante las primeras 24
horas (24hrWnt5a-DCs). Estos cultivos fueron comparados tanto con sus controles, que no
recibian ningun tratamiento, como con cultivos en los que se mantuvo el tratamiento con Wnt5a
durante los 6 dias del proceso de diferenciacion a DCs. En este grupo de experimentos
valoramos so6lo los parametros fenotipicos y funcionales que se veian mas afectados por el

tratamiento con Wnt5a.

Efectivamente, observamos que la adicion de Wnt5a so6lo durante el primer dia de cultivo
era suficiente para modificar la diferenciacion de los monocitos a DCs (Fig. 17). Asi, tras 6 dias
en cultivo, en las 24hrWnt5a-DCs se observaban los mismo cambios en los niveles de CD14,
CD86 o PD-L1 que en las Wnt5a-DCs (Fig. 17A). Lo mismo ocurria con la produccion de IL-12,
TNFa e IL-10 en respuesta a la estimulacion con LPS (Fig. 17B) o con la capacidad

aloestimuladora de las DCs, valorada mediante el establecimiento de MLR (Fig. 17C).
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Figura 17. Efecto de la adicion de Wnt5a durante las primeras 24 horas de diferenciacion. Monocitos
humanos fueron cultivados con GM-CSF/IL-4 para promover su diferenciacion hacia DCs. La adicion de Wnt5a se
realizo o bien durante todo el cultivo (Wnt5a-DCs) o solo durante las primeras 24 horas (24hr Wnt5a-DCs). En este
caso a las 24 horas de cultivo, el medio de cultivo fue reemplazado por medio condicionado por monocitos
cultivados durante 24 horas con GM-CSF/IL-4 para eliminar el Wnt5a sobrante. Tanto los cultivos control como
los tratados con Wnt5a fueron sometidos a un proceso equivalente. (A) Andlisis por citometria de flujo del fenotipo
de las DCs a los 6 dias de cultivo. En la figura se muestra el porcentaje de células CD14" y los valores de la IMF
de CD86 y PD-L1 de las Wnt5a-DCs y 24hr Wnt5a-DCs respecto a las CTRL-DCs. (B) Las CTRL-, Wnt5a- y 24hr-
Wnt5a-DCs fueron estimuladas con LPS durante 48 horas. A continuacion, se midio por ELISA la concentracion de
IL-12, TNFa e IL-10 en los sobrenadantes de estos cultivos. (C) Se utilizaron estas DCs para establecer cultivos en
MLR con linfocitos T CD4" naive. Los sobrenadantes de estos cocultivos fueron recogidos a los 7 dias y los niveles
de IFNy, TNFa e IL-10 fueron analizados por ELISA. Los datos representan la media = SD de 4 a 5 experimentos
independientes, expresados como relativos al control (barras negras referidas como 100%). * p<0.05; ** p<0.005;
*** p<0.0005.Notese corte el el eje Y en (4) y (C).
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2.8 Los monocitos producen IL-6, IL-10 y TNFa en respuesta a proteinas Wnt

Se ha descrito que diferentes factores solubles como IFNy, TGFf, IL-6 e IL-10 interfieren
en la diferenciacion de los monocitos hacia DCs (Torres-Aguilar y col. ; Chomarat y col. 2000;
Delneste y col. 2003, Conti y Gessani 2008, Torres-Aguilar y col. 2010). Cuando analizamos la
produccion de estas citocinas durante las primeras 24 horas del proceso de diferenciacion nos
encontramos que, en condiciones control, los monocitos producian cantidades muy pequefias de
IFNy (<50 pg/ml), TGFB (80-150 pg/ml), IL-6 (55-90 pg/ml) e IL-10 (<15pg/ml). Sin embargo,
mientras que los niveles de IFNy y TGFp no se veian afectados por la adicion de proteinas Wnt,
los sobrenadantes de estos cultivos contenian cantidades mucho mayores de IL-10 e IL-6. Asi, el
tratamiento con Wnt3a multiplicaba la produccidon de estas citocinas por factores de 2 y 13,
respectivamente. De nuevo, los efectos de la adicion de Wnt5a fueron mucho mayores, y en este
caso los niveles de IL-10 se llegaban a multiplicar por 30 y los de IL-6 por 180 (Fig. 18A),
detectandose hasta 16 ng/ml de esta citocina en los sobrenadantes de los cultivos tratados con

Wnt5a.

La induccién en la secrecion de IL-6 por Wnt5a era evidente a las 3 horas de cultivo,
aunque fue a las 24 horas cuando encontramos los niveles mas altos de esta citocina (Fig. 18B).
Sin embargo, la secrecion de IL-10 en los cultivos tratados con proteinas Wnt se hizo evidente
mas tarde, después de las primeras 24 horas de cultivo. Tras la induccién de la produccion de IL-
6 e IL-10, en los cultivos tratados con proteinas Wnt, sus niveles se mantenian por encima de los
encontrados en los cultivos control hasta el sexto y tltimo dia de cultivo (datos no mostrados).
Ademas, en ausencia de senalizacion GM-CSF/IL-4, tras 24 horas de cultivo los monocitos
tratados con Wnt5a duplicaban la secrecion de IL-6 e IL-10 (datos no mostrados), sugiriendo que
las sefiales que inducen la diferenciacion de las DCs podrian tener un efecto negativo sobre esta

respuesta de los monocitos a Wnt5a.

En contraste con los efectos observados por nosotros tras el tratamiento con Wnt5a,
Chomarat y colaboradores (2000) demostraron que la adicion de dosis altas de IL-6 (100 ng/ml)
a los cultivos de monocitos suplementados con GM-CSF/IL-4 redirigia su diferenciacion hacia
macrofagos, que mantenian la expresion de CD14 pero no adquirian la de CDla (Chomarat y
col. 2000). No obstante, en un trabajo posterior del mismo grupo se demostrd que la adicion

simultdnea de TNFa puede contrarrestar el efecto de IL-6 y redirigir su diferenciacion hacia
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DCs, inhibiendo la sefializacion M-CSF en los monocitos (Chomarat y col. 2003). A la vista de
estos resultados, analizamos los niveles de TNFa en nuestros cultivos y observamos que el
tratamiento con proteinas Wnt también promovia la secrecion de TNFa, lo que podria estar
produciendo un efecto similar al propuesto en este trabajo (Chomarat y col. 2003) permitiendo

asi la diferenciacion hacia DCs (Fig. 18A y 18B).
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Es importante remarcar en este momento que la induccion de la secrecion de estas
citocinas en los monocitos no se debia a un efecto estimulante del detergente CHAPS que
formaba parte del solvente de las proteinas Wnt, puesto que a la baja dosis a la que se encuentra
(un 1% que pasa a ser 0,001% tras la dilucidon), no producia ningun efecto ni en la secrecion de
estas citocinas ni en la diferenciacion de las DCs (datos no mostrados). Es maés, cuando
adicionamos la misma dosis de Wnt5a durante la diferenciacion de progenitores CD34" de
sangre de cordon umbilical a DCs, ésta no estimulaba la produccion de citocinas (datos no
mostrados). Finalmente, como luego comentaremos, Wnt5a tampoco era capaz de inducir la

maduracion de las moDCs.
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3. EL EFECTO DE WNT5a DURANTE LA DIFERENCIACION DE LAS moDCs
ES DEPENDIENTE DE LA SENALIZACION WNT NO CANONICA

Los resultados obtenidos hasta el momento demostraban que, en presencia de proteinas
Wnt, el proceso de diferenciacion de monocitos humanos a DCs sufria modificaciones
importantes, siendo las alteraciones obtenidas tras el tratamiento con Wnt5a mads significativas
que las obtenidas tras el tratamiento con Wnt3a. Por esta razén, decidimos analizar la via de
sefalizacion Wnt a través de la cual Wnt5a estaba interfiriendo en la diferenciacion de las DCs.

Como ya comentamos en la introduccion, la interaccion de las proteinas Wnt con sus
receptores en la superficie celular puede resultar en una gran variedad de respuestas
intracelulares. Tradicionalmente se ha clasificado las diferentes rutas de sefializacion activadas
por proteinas Wnt en funcidn de si estabilizaban o no B-catenina, llaméndose rutas candnica o no
canodnicas, respectivamente. En la actualidad se sabe que la sefalizacion Wnt es mucho mas
compleja. Un mismo ligando Wnt puede unirse a diferentes receptores, o activar dos rutas
diferentes uniéndose a un mismo receptor a través de diferentes mecanismos (Sato y col. 2010).
Por lo tanto, a priori parecia realmente complejo el analisis de los componentes de las distintas
rutas de sefializacion Wnt a través de los cuales Wnt5a podria estar interfiriendo en la
diferenciacion de las DCs.

Puesto que la estabilizacion de B-catenina a través de la inhibicion de GSK3, es un punto
“clave” en la ruta canonica de sefalizacion Wnt (ver Esquema 2 en Introduccién) comenzamos
analizando sus niveles mediante citometria de flujo. Nuestros resultados muestran que en
condiciones control los monocitos incrementaban sus niveles de B-catenina en las primeras 3
horas de cultivo en presencia de GM-CSF/IL-4, pero estos niveles se reducian durante las
siguientes 20 horas (Fig. 19). La adicién de Wnt5a a los cultivos no sélo no produjo niveles de 3-
catenina mayores que en los cultivos control, sino que, por el contrario, este tratamiento parecia

interferir ligeramente con la acumulacion de esta proteina.

;f' 180 Figura 19. Niveles de [p-catenina en monocitos
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3hr 20 hr como en presencia de Wnt5a. Andlisis por citometria de

flujo de la expresion intracelular de p-catenina en
monocitos (t =0) y tras 3 o 20 horas de cultivo. En cada
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Este ligero efecto negativo de Wnt5a sobre los niveles de B-catenina nos sugeria que los
efectos de Wnt5a no eran ocasionados por la activacion de la ruta canénica. De hecho, la
inhibicion de GSK3 y la subsiguiente estabilizacion de B-catenina durante la diferenciacion de
los monocitos a DCs, producida por el tratamiento de los cultivos con LiCl, no mimetizaba los
efectos de Wnt5a (Fig.20). En primer lugar, a diferencia de lo observado tras el tratamiento con
Wnt5a (Fig.18), la adicion de LiCl no indujo la produccion de IL-6, IL-10 y TNF-a en las
primeras horas de cultivo de los monocitos (Fig 20A). No obstante, la adicion de LiCl producia
una acumulacion de células CD14" mucho mas importante que la obtenida por el tratamiento con
Wnt5a, y, al contrario que éste, bloqueaba la adquisicion de CD1a. (Fig 20B). Tras estimulacion
con LPS, las células producidas bajo la influencia del LiCl mostraron, como las Wnt5a-DCs, una
expresion significativamente menor de CD86 y CD83 mientras que la expresion de CD40 y PD-
L1 no se vio afectada (Fig 20C). En cuanto a su capacidad para producir citocinas en respuesta a
LPS, al igual que las Wnt5a-DCs, las células producidas en presencia de LiCl apenas producian
IL-12 y secretaban mas IL-10 que sus controles pero, al contrario que las Wnt5a-DC, secretaban

una cantidad mayor de TNFa (Fig 20D).
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Figura 20. El tratamiento con LiCl no mimetiza los efectos de Wnt5a en la diferenciacion de las DCs.

Monocitos humanos fueron cultivados con GM-CSF/IL-4 en presencia o ausencia de Wnt5a o LiCl (10 uM). (By C)
Andalisis por citometria de flujo del fenotipo de las iDCs (B) y de las LPS-DCs tras 48 horas de estimulo (C). Los
datos mostrados son representativos de 3 experimentos independientes. (A y D) Sobrenadantes de monocitos tras 24
horas de cultivo (4) y de LPS-DCs tras 48 horas de estimulacion (D) fueron recuperados y en ellos se analizo la
concentracion de diferentes citocinas. Los datos representan la media £ SD de 3 a 4 experimentos independientes,
expresados como relativos al control (referidas como 100%). Notese el corte en el eje Y y el cambio de escala
después del corte. * p<0.05; ** p<0.005; *** p<0.0005.
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El fenotipo de las células producidas bajo la influencia del LiCl, concordaba con lo
observado por Rodionova y colaboradores (2007) que proponen que la actividad de GSK3 es
necesaria para la diferenciacion de los monocitos en DCs, puesto que el uso de inhibidores de

esta quinasa dirige su diferenciacion hacia células macrofagicas (Rodionova y col. 2007).

Por otra parte, a través de una ruta no canoénica, Wnt5a puede estimular la movilizacion
intracelular de Ca™, que actiia como segundo mensajero y desencadena la activacion de CaMKII
(Kuhl y col. 2000). Apoyando esta posibilidad, mediante estudios por citometria de flujo nuestros
resultados demostraron que, aunque en las CTRL-DCs detectabamos niveles basales de
activacion de CaMKII, el tratamiento con Wnt5a inducia un aumento dosis dependiente en los
niveles de fosforilacion de esta quinasa (Fig. 21.A). Asi, como se observa en la Figura 21B, tanto

el porcentaje de células p(Thr’™

)-CaMKIlo positivas como la intensidad media de su
fluorescencia eran mayores en los cultivos tratados con Wnt5a. Este efecto de detectaba desde
los primeros 15 minutos de tratamiento, aunque era mas notable tras la primera hora de cultivo

(Fig. 21.B).
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A continuaciéon analizamos si la inhibicion especifica de CaMKII simultanea al
tratamiento con Wnt5a, podria recuperar la diferenciacion y funcién normales de las DCs. Para
ello inhibimos la actividad de la CamKII mediante la adicion a los cultivos del inhibidor CK59.
Para impedir el posible efecto toxico de un tratamiento prolongado con el inhibidor de la

CaMKII restringimos la presencia de Wnt5a y CK59 a las primeras 24 horas de cultivo. El
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estudio de estos cultivos reveld que, de una manera dosis dependiente, CK59 bloqueaba
practicamente la secrecion de citocinas inducida en los monocitos por Wnt5a durante las

primeras horas de cultivo con GM-CSF/IL-4 (Fig 22).
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Figura 22. Niveles de citocinas en los cultivos de monocitos tratados con el inhibidor de CaMKII
simultineamente a la adicion de Wnt5a. Monocitos humanos fueron cultivados con GM-CSF/IL-4 en presencia o
ausencia de Wnt5a solo o en combinacion con diferentes dosis del inhibidor especifico para CaMKII (CK59; 1-50
uM). Tras 24 horas de cultivo, se retiré el medio determindandose la concentracion de IL-10, TNFa e IL-6. Los datos
representan la media £ SD de 3 a 4 experimentos independientes, expresados como relativos al control (barras
negras referidas como 100%). Notese el corte en el eje Y y el cambio de escala después del corte en la grafica de
IL-6. * p<0.05;, ** p<0.005; significacion de los cultivos tratados con WntSa respecto al cultivo control. ##
p=0.005; ### p<0.0005; significacion de cultivos tratados con Wnt5a mas el inhibidor de CaMKII respecto a los
cultivos tratados con Wntja.

En el mismo sentido, la inhibicion de CaMKII restauraba, en parte, las alteraciones
fenotipicas encontradas en las Wnt5a-DCs restableciendo la expresion, detectada en las CTRL-
DC, de CD14 y CD86, entre otros marcadores (datos no mostrados). En cuanto a los cambios
funcionales observados en las Wnt5a-DCs, el tratamiento con CK59 restaurd los niveles de IL-
10 en los cultivos de DCs estimuladas con LPS (Fig. 23A) asi como la producciéon de IFNy y
TNFa en los cultivos en MLR (Fig. 23B). Sin embargo, la inhibicion de CaMKII no recupero la
capacidad de las Wnt5a-DCs para producir IL-12 y TNFa tras su estimulacion con LPS (Fig.
23A). Estos resultados nos sugerian que, aunque la activacion de la CamKII estaba mediando
parte de los efectos de Wnt5a, probablemente otra de las vias no canoénicas podria estar también

participando.
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Figura 23. Efectos sobre la funcionalidad de las DCs tras la inhibicion de CaMKII durante las primeras
horas de cultivo de los monocitos. Monocitos humanos fueron tratados como se describe en la figura anterior. Tras
24 horas de cultivo se retiré el tratamiento, sustituyendo el medio de cultivo por medio procedente de cultivos de
monocitos mantenidos durante esas 24 horas en condiciones control con GM-CSF/IL-4. Tanto los cultivos control
como los tratados fueron sometidos a un proceso equivalente. Tras 6 dias, las DCs obtenidas fueron estimuladas
con LPS (100 ng/ml). Los sobrenadantes de los cultivos de DCs tras 48 horas de estimulo (4) y de los cultivos de
MLR (6 dias) establecidos con estas DCs (B) fueron recuperados y la concentracion de diferentes citocinas fie
analizada en ellos. Los datos representan la media + SD de 3 a 4 experimentos independientes, expresados como
relativos al control (barras negras referidas como 100%). * p<0.05; ** p<0.005; *** p<0.0005; significacion

respecto al cultivo control. # p<0.05, significacion respecto a los cultivos de Wnt5a-DCs.

Como consecuencia de la movilizacion de Ca™ intracelular Wnt5a puede, ademas de
activar CaMKIIL, promover la activacion de PKC y, de forma independiente de Ca™, puede
sefalizar via INK (Gao y Chen 2010; Rao y Kuhl 2010). La inhibicion de PKC, utilizando el
inhibidor especifico Go6983 durante las 24 horas de tratamiento con Wnt5a, fue capaz de reducir
la cantidad de IL-6 en los sobrenadantes de los cultivos de monocitos pero incrementd
dramaticamente los niveles de IL-10 (Fig. 24). Sin embargo, el tratamiento con un inhibidor
especifico de INK, SP600125, no modifico significativamente la cantidad de IL-6, IL-10 y TNFa
secretada por los monocitos en respuesta a Wnt5a (Fig. 24). Consecuentemente, la inhibicion de
estas rutas de sefializacion no consiguid recuperar la produccion de IL-12 y TNFa por parte de

las Wnt5a-DCs (datos no mostrados).
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Figura 24. Niveles de citocinas producidos por los monocitos tcultivados durantes 24 horas en presencia
de inhibidores de distintas rutas de sefializacion Wnt. Monocitos humanos fueron cultivados con GM-CSF/IL-4 en
presencia o no de Wnt5a solo o en combinacion con diferentes dosis de inhibidores especificos para NF-kB (JSH-
23; 5-10 uM), PKC (Go6983; 5uM) o JNK (SP600125; 20uM). Tras 24 horas, los sobrenadantes fueron
recuperados y se midio en ellos la concentracion de diferentes citocinas. Los datos representan la media £ SD de 3
a 4 experimentos independientes, expresados como relativos al control (barras negras referidas como 100%).
Notese en algunas grdficas el corte en el eje Y y el cambio de escala después del corte. * p<0.05; ** p<0.005;
significacion de los cultivos tratados con Wnt5a respecto al cultivo control # p<0.05; ## p<0.005; significacion de
cultivos tratados con Wnt5a mas los distintos inhibidores respecto a los cultivos tratados con WntJa.

También se ha demostrado que Wnt5a puede activar NF-kB a través de un mecanismo
que no se conoce por completo (Bradley y Drissi 2010; Kim y col. 2010; Kim y col. 2012).
Siguiendo una estrategia similar a la de los experimentos anteriores, demostramos que la
inhibicién de NF-kB durante las primeras 24 horas de cultivo no solo era capaz de reducir
significativamente la secrecion de IL-6 e IL-10 provocada por el tratamiento con Wnt5a sino que
ademas conseguia restaurar la produccion de IL-12 por las Wnt5a-DCs (Fig. 24 y 25).
Concluimos por tanto que, junto a CaMKII, la actividad de NF-kB cumple un papel en el efecto
de Wnt5a sobre la diferenciacion de los monocitos en DCs. No obstante, ninguno de los
inhibidores utilizados fue capaz de recuperar la produccion de TNFa por parte de las WntSa-
DCs. Por lo tanto, Wnt5a podria estar activando otras rutas alternativas que mediarian el efecto

observado sobre esta citocina.
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Figura 25. Niveles de IL-12 y TNFa
en cultivos de DCs diferenciadas en
presencia del inhibidor de NF-kB.
Monocitos humanos fueron tratados
como se describe en la figura
anterior. Tras 24 horas de cultivo se
retiro el tratamiento como se explica
en la figura 23. Los sobrenadantes de
los cultivos de DCs tras 48 horas de
estimulo con LPS fueron recuperados
y se midio en ellos la cantidad de IL-
12 y TNFa. Los datos representan la
media + SD de 3 a 4 experimentos
independientes, expresados como
relativos al control (barras negras
referidas  como  100%). Hoxk
p<0.0005; significacion de Wnt5a-
DCs respecto a CTRL-DCS. #
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4. WNT5a MODULA LA MADURACION DE LAS DCs Y PARTICIPA EN SU
POSTERIOR FUNCION

Una vez estudiado el efecto del incremento de la sefializacion Wnt5a durante la
diferenciacion de las moDCs humanas y puesto que, como hemos comentado anteriormente,
Wnt5a se postula como una molécula cuya produccion se asocia a procesos de inflamacion,
sepsis y cancer, analizamos su posible papel en la maduracion y posterior funcion de las DCs, ya
que es facil pensar que estas cé€lulas se pueden ver expuestas a WntSa antes y durante su
exposicion a estimulos madurativos.

Para ello, obtuvimos DCs a partir de monocitos humanos y, en este caso, tras 6 dias de
cultivo les afiadimos el ligando Wnt5a en diferentes momentos estableciendo 5 grupos
experimentales distintos (Esquema 6 en Material y Métodos). Los dos primeros se obtuvieron
cultivando iDCs en presencia (Wnt5a-iDCs) o ausencia (CTRL-iDCs) de Wnt5a durante 24
horas. A continuacion se estimularon durante 24horas las CTRL-iDCs, con LPS s6lo (CTRL-
maDCs) o en combinacién con Wnt5a (Wnt5a-maDCs). Por su parte las Wnt5a-iDCs también
fueron estimuladas con LPS obteniéndose DC maduras que habian sido previamente tratadas con

Wnt5a (Pre-Wnt5a-maDCs)

4.1 WntS5a no supone un estimulo madurativo para las DCs

Inicialmente analizamos la respuesta de las DCs inmaduras afiadiendo Wnt5a durante 24
horas. Estudiamos su fenotipo y capacidad endocitica, y a continuacion, el efecto en su posterior
maduracion. Como se observa en la Figura 26A, el tratamiento con WntSa no modificd
significativamente el nimero de células recuperadas tras 24 horas de cultivo. Ademads, parecia no
suponer un estimulo madurativo para las DCs puesto que no indujo la expresion de moléculas
coestimuladoras como CD86, CD80 y CD40, ni modificé la expresion de moléculas como HLA-

DR, PD-L1 y PD-L2, que tipicamente aumentan tras un estimulo madurativo (Fig. 26B).
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Figura 26. Andlisis del efecto del incremento de la seiializacion Wnt5a en las iDCs. Monocitos humanos
fueron cultivados con GM-CSF/IL-4 para promover su diferenciacion hacia DCs. Tras 6 dias, se ariadieron 100
ng/ml de Wnt5a a los cultivos y después de 24 horas de tratamiento se analizo el efecto del mismo usandose como
controles cultivos que no habian sido tratados. (4) Porcentaje del numero de células recuperadas respecto al
control (referido como 100%). (B) Fenotipo de las Wnt5a-iDCs respecto al control. En la grafica de barras se
muestra la IMF de diferentes marcadores de superficie en las Wnt5a-iDCs respecto a las CTRL-iDCs (referidas
como 100%). Los datos representan la media = SD de 3 a 5 experimentos independientes. (C) Andlisis de la
capacidad endocitica de las Wnt5a-iDCs. Tras 24 horas de tratamiento con o sin Wnt5a, las iDCs fueron incubadas
con Dextrano (100 ng/ml o 500 ng/ml) o Lucifer Yellow (I mg/ml) a 37°C. treinta minutos o 1 hora después, su
internalizacion fue medida por citometria de flujo. Como controles negativos se incubaron iDCs con los mismos
tratamientos a 0° C (histogramas en gris). La IMF (en paréntesis) se muestra en cada histograma. Los datos
mostrados son representativos de 3 experimentos independientes.

Asimismo los niveles de citocinas como IL-12, IL-10, TNFa e IL-6 en estos cultivos eran
muy bajos o estaban por debajo del limite de deteccion de los sistemas utilizados (datos no
mostrados), demostrando que Wnt5a tampoco inducia su produccion. No obstante, cuando
analizamos por citometria de flujo la capacidad de endocitosis mediada por receptor o
macropinocitosis de estas DCs, observamos que el tratamiento con Wnt5a favorecia la capacidad
endocitica mediada por receptor de estas células, mientras que no modificaba su capacidad de

llevar acabo macropinocitosis (Fig. 26C).
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4.2 El incremento de la sefial Wnt5a modifica ligeramente la respuesta de las DCs a
LPS

A continuacion analizamos el efecto de la adicion de WntSa antes y durante la
maduracion de las DCs en respuesta a LPS. Para ello tratamos las DCs inmaduras con Wnt5a
(100 ng/ml) bien durante las 24 horas previas al estimulo (pre-Wnt5a-maDCs) o bien
simultaneamente a ¢l (Wnt5a-maDCs). Llevamos en paralelo un grupo control estimulado con
LPS (CTRL-maDCs).

De nuevo, Wnt5a no produjo cambios significativos en los niveles de expresion de las
proteinas de membrana analizadas en las DCs (CD86, CD83, CD40, CD80, HLA-DR, PD-L1 y
PD-L2). Tampoco observamos modificaciones significativas en el namero de células
recuperadas tras el estimulo via TLR4 (Fig. 27A y 27B). Sin embargo, tanto en el pretratamiento
con Wnt5a como el tratamiento simultaneo a la estimulacién con LPS indujeron que las DCs

produjeran mas IL-12 y menos IL-10 (Fig. 27C).

Notablemente los cambios observados en la produccion de IL-10 e IL-12 por parte de las
DCs que habian sido tratadas con Wnt5a, no parecian verse proporcionalmente reflejados en su
capacidad aloestimuladora, analizada mediante el establecimiento de MLR con linfocitos T CD4
naive. Asi, observamos como la adiciéon de Wnt5a simultanea al LPS no se tradujo en cambios
en la expansion de los linfocitos T naive (datos no mostrados) ni en los niveles de IFNy o IL-10
en los sobrenadantes de los MLR. Algo similar encontramos cuando establecimos MLR con las
pre-Wnt5a-maDCs, aunque en este caso si se detectd una reduccion de un 40% en los niveles de
IL-10 en los sobrenadantes de estos cocultivos. Sin embargo esta reduccion no se reflejaba en un
mayor numero de células T recuperadas ni en un incremento significativo de los niveles de IFNy

en los sobrenadantes de los MLR (Fig. 27D).
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Figura 27. Anadlisis de la funcionalidad de las DCs tratadas con Wnt5a antes y durante su estimulacion
con LPS. Para la obtencion de las pre-Wnt5a-maDCs, se afiadio Wnt5a (100 ng/ml) a las iDCs y tras 24 horas de
cultivo se retiro el medio y se anadio LPS (100 ng/ml). Las Wnt5a-maDCs se obtuvieron aiiadiendo
simultaneamente Wntba y el estimulo madurativo. En paralelo se establecieron cultivos control a los que no se les
trato con WntSa (CTRL-maDCs). Tras 24 horas de cultivo en presencia de LPS se cuantifico: (A) el numero de
celulas recuperadas; (B) la expresion (IMF), por citometria de flujo, de diferentes marcadores de superficie; (C) la
concentracion de IL-12 e IL-10 producidos en estos cultivos. (D) Las DCs asi obtenidas se utilizaron para estimular
linfocitos T naive en cultivos en MLR. Tras 7 dias de cocultivo se recuperaron los sobrenadantes y se analizo la
concentracion de IFNy e IL-10 por ELISA. En todos los casos los datos se representan como el porcentaje de los
valores encontrados en los cultivos tratados respecto a sus controles individuales (CTRL-maDCs, referidas como
100%), obteniéndose la media a partir de 3-4 experimentos + SD. * p<0.05; ** p<0.005.
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4.3 Las DCs inmaduras expresan WntSa e incrementan drasticamente su

produccion tras estimulacion

A la vista de los resultados anteriores, la adicion de Wnt5a exogeno tenia un efecto
minimo sobre las moDCs, cuando se adicionaba en el momento de su activacion. Resultados de
Lehtonen y colaboradores (2007) indicaban que distintos tipos de DCs humanas expresaban
WntSa y que esta expresion se incrementaba tras la estimulacion con IL-4 (Lehtonen y col.
2007). En base a estos resultados quisimos cuantificar en nuestro laboratorio dicha expresion
tanto durante el proceso de diferenciacion de las moDCs como durante su estimulacion. El
analisis por PCR cuantitativa mostr6 que tanto los monocitos aislados como los que habian
iniciado el proceso de diferenciacion hacia DCs expresaban niveles minimos de Wnt5a. Es decir,
en una condicion control, las etapas iniciales de la diferenciaciéon de las DCs a partir de
monocitos se llevarian a cabo bajo la influencia de niveles muy bajos de Wnt5a. En contraste, el
nivel de transcripcion de Wnt5a se incrementaba 100 veces en las DCs ya diferenciadas con
respecto a lo que habiamos detectado en los monocitos. No obstante esta expresion se
incrementaba hasta 10 veces mas cuando las DCs maduraban en respuesta a LPS (Fig. 28). Por
lo tanto podemos decir que, en la condicion control, las DCs tanto en su estado inmaduro como
durante su maduracion estarian en presencia de Wnt5a endégeno que podria senalizar de forma
autocrina. Es esperable, entonces, que la adicion de dosis extras de Wnt5a tenga una repercusion

menor, tal y como nuestros resultados parecen indicar.

Wnt5a Figura 28. Modulacion de la expresion de

3000 Whnt5a durante la diferenciacion de los monocitos en

@ DCs y su posterior maduracion. Analisis por PCR
'E 2000 - cuantitativa de los niveles de ARNm de Wnt5a en distintas
= poblaciones: monocitos recién aislados (Mo) y tras 3 y 20
S horas de cultivo con GMCSF/IL-4; iDCs y LPS-DCs tras
& 1000 3 y 24 horas de estimulacion (se usaron 100 ng/ml de
g i LPS). La variacion entre muestras fue corregida
'g 100 7 - £  normalizando contra la expresion de GAPDH que fue
o utilizado como control endogeno Los datos representan la
= 50 1 media = SD de 4 a 9 experimentos independientes. Notese
= 0 - el corte en el eje Y y el cambio de escala después del

S S P S corte.
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A continuaciéon comprobamos si otros estimulos capaces de inducir la maduracion de
estas cé¢lulas tenian el mismo efecto sobre la expresion de Wnt5a en las DCs y, por tanto, la
produccion de Wnt5a podia considerarse una caracteristica general de las DCs maduras.

Utilizamos o bien otros estimulos TLR como Poly I:C o ssRNA40, o bien promovimos la
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activacion de las DCs de forma independiente de receptores TLR usando un coctel de citocinas
pro-inflamatorias compuesto por IL-1B, IL-6, TNFa y PGE2, o el ligando de CD40 o
simplemente la citocina pro-inflamatoria TNFa. En la Figura 29 se observa como no todos los
estimulos producen el mismo efecto en la expresion de Wnt5a por parte de las DCs. Mientras
que la estimulacion con Poly I:C tenia un efecto muy similar al observado en las LPS-DCs, el
otro estimulo TLR estudiado, ssRNA40, no indujo un incremento en la produccion de Wnt5a,
sino que lo valores de éste eran menores que los observados en las DCs en su condicion
inmadura. Por otra parte, los efectos observados en las DCs tras la estimulacion independiente de
TLR indicaban que, mientras que la activacion mediada por el ligando de CD40 si era capaz de
inducir la produccion de Wnt5a, la estimulacion con TNFa, s6lo o en combinacion con IL-1p,

IL-6, y PGE2, apenas inducia o incluso reducia la expresion de Wnt5a respecto a las iDCs (Fig.

29)

Wnt5a Figura 29. Expresion de Wnt5a en DCs

inmaduras y tras su maduracion con distintos
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% 1000 - (10ng/ml). La variacion entre muestras fue corregida
© normalizando contra la expresion de GAPDH que
-g 500 - fue utilizado como control endogeno. Los datos
) representan la media £ SD de 3 a 9 experimentos

0 e e independientes.
R S S
\g $ YP‘ 00 VQV é@'
& & &«
s

4.4 Wnt5a es el principal ligando Wnt no candnico expresado por las DCs en su

condicion inmadura y tras su maduracion

A continuacién analizamos si, ademds de Wnt5a, las moDCs expresaban otros ligandos
Wnt considerados no canonicos como Wnt4 y Wntll. Como se observa en la Figura 30, los
niveles de transcrito de Wnt4 y Wntll eran, en todos los casos, muy bajos o incluso
indetectables. Si comparamos con los datos mostrados en la Figura 29 podemos concluir que
WntSa es el principal ligando Wnt no canodnico expresado por las DCs antes y después de su

maduracion con distintos estimulos.
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Expresion ligandos Wnt no canénicos Figura 30. Expresién de
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4.5.- Papel del Wnt5a producido por las DCs tras su estimulacion

Puesto que nuestros datos sefialaban que las DCs expresaban Wnt5a, y que la expresion
de este gen se inducia notablemente tras estimulacién con LPS, analizamos su papel durante la
maduracion y funcion de las DCs silenciando su transcripcion mediante siRNA especificos. Para
ello, llevamos a cabo, por nucleofeccion, la transfeccion de DCs con siRNAs pre-disefiados para
el silenciamiento de Wnt5a (Wnt5a-siRNA DCs), usando como control negativo una mezcla de
siRNAs irrelevantes (CTRL-siRNA DCs). Tres horas después de la nucleofeccion (tiempo que
permite estabilizar la membrana de las células nucleofectadas) estimulamos las DCs con LPS
durante 20 horas. Para recuperar la presencia de Wnt5a durante la maduracién y la funcion de las
DCs se afiadid a los cultivos Wnt5a (Wnt5a-siRNA DCs + Wnt5a) (Esquema 7 en Material y
Métodos).

Se valor6 la viabilidad de las células obtenidas mediante doble tincifiion con ioduro de
propicio y Anexina V. Los experimentos en los que las células control no mostraban un
aviabilidad adecuada (mayor del 70%) fueron descartados. Asimismo, mediante PCRq, llevamos
a cabo la cuantificacion del nivel de silenciamiento de la transcripcion de Wnt5a. Como se
observa en la Figura 32A obtuvimos un porcentaje de silenciamiento significativo, alrededor del
70%. Por tanto, aunque no podemos decir que hubiéramos alcanzado la eliminacion total de
WntSa, si que conseguimos bloquear considerablemente la induccion de la expresion que se

produce tras la estimulacion.
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En cuanto a los efectos de la reduccion de la expresion de WntSa durante la maduracion
de las DCs, observamos un descenso ligero pero estadisticamente significativo del niimero de
DCs recuperadas de los cultivos donde habiamos reducido la transcripcion de Wnt5a, respecto a
aquellos cultivos con células que habian sido transfectadas con el siRNA control. Esta reduccion

coincidia con un ligero aumento en el porcentaje de células apoptoticas (Fig. 31B).
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Figura 31. Efecto del silenciamiento de Wnt5a en la viabilidad de las iDCs. DCs inmaduras fueron
transfectadas mediante nucleofeccion con siRNA especificos para silenciar la expresion de WntS5a (Wnt5a siRNA
DCs) o con una mezcla de siRNAs irrelevantes (CTRL-siRNA DCs). Tres horas después de la transfeccion se anadio
LPS (100 ng/ml) manteniéndose las células en cultivo otras 20 horas antes de su analisis (A) Porcentaje de
silenciamiento tras la estimulacion. La grafica muestra los niveles relativos de ARNm para Wnt5a en las Wnt5a
siRNA-DCs respecto a CTRL-siRNA DCs (barra negra, referido como 100%.). (B) Porcentaje de células
recuperadas respecto a la condicion control (referida como 100%) y proporcion de células apoptoticas (IP
AnexV") en un experimento representativo de al menos 4 experimentos independientes. Los datos de las grdficas de
barras representan la media = SD de 5 a 7 experimentos independientes. * p<0.05; ** p<0.005.

El analisis por citometria de flujo indic6 que durante la maduracion de las DCs el WntSa
autocrino no mediaba en la modulacion de la expresion en membrana de las moléculas
coestimuladoras e inhibidoras analizadas (Fig. 32A). Asi, como ocurria tras la adiciéon de Wnt5a
a las DCs en maduracion, las Wnt5a-siRNA DCs mostraron perfiles de expresion de HLA-DR,
CD40, CD80, CDS83, CD86 y PD-L1 muy similares a los de sus controles individuales (Fig.
32A). En contraste, el silenciamiento de Wnt5a en las DCs si redujo significativamente su
capacidad para producir IL-12 (Fig. 32B). En cuanto a la produccion de IL-10, ésta se
incrementaba ligeramente aunque la variabilidad entre experimentos conducia a que estos

cambios no fueran estadisticamente significativos (Fig. 32B).
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Figura 32. Efecto del silenciamiento de Wnt5a en la funcionalidad de las DCs. DCs inmaduras fueron
transfectadas para silenciar la expresion de WntSa segun se describe en la figura anterior. (A) Analisis por
citometria de flujo del fenotipo de las Wnt5a-siRNA DCs tras 20 horas de estimulo con LPS. Los datos son
representativos de 3 experimentos independientes. (B) Niveles de IL-12 e IL-10 en los cultivos de siRNA-Wnt5a DCs
respecto a sus controles individuales, siRNA-Control DCs (barra negra, referido como 100%.). (C y D) Estas DCs
fueron utilizadas para establecer cultivos de MLR con linfocitos T naive. Tras 6 dias de cocultivo se analizo el
porcentaje de células T recuperadas (C) y se midio la cantidad de INFy e IL-10 en el sobrenandante de estos
cultivos (D). Donde se indica, se aniadio 100 ng/ml de Wnt5a a las DCs silenciadas en el momento del estimulo y
estas células también fueron utilizadas para establecer cultivos de MLR. Los datos representan la media + SD de 5
a 7 experimentos independientes.* p<0.05; ** p<0.005.

El cultivo en MLR demostré que el silenciamiento de Wnt5a en las DCs afectaba
negativamente a la capacidad aloestimuladora de las mismas. Este efecto negativo se veia
reflejado a dos niveles. En primer lugar, el nimero de células T recuperadas de los MLR tras 6
dias era entre un 20 y un 30% menor tras el silenciamiento de Wnt5a en las DCs que en sus
controles (Fig.32C). En segundo lugar, y correlacionado con lo anterior, los niveles de IFNy se
reducian significativamente mientras que los de IL-10 se incrementaban alrededor de un 40%
(Fig.32D). Corroborando que este efecto se debia a la reduccion en la expresion de Wnt5a en las

DCs, la adicion de esta proteina recuper6 la capacidad aloestimuladora de las Wnt5a-siRNA DCs
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restaurando en los MLR la expansion de los linfocitos T y los niveles de IFNy e IL-10 (Fig. 32C
y 32D).

4.6 Los linfocitos T CD4 naive humanos expresan receptores para proteinas Wnt

Segun los resultados mostrados en el apartado anterior, la reduccion en la produccion de
Wnt5a en las DCs estimuladas tenia un efecto autocrino sobre las DCs, reduciendo su viabilidad
y alterando su capacidad para producir citocinas. Ademas observdbamos un efecto negativo en
su capacidad aloestimuladora. Esto ultimo podria ser consecuencia directa de los cambios
funcionales ocasionados en las Wnt5a-siRNA DCs pero también podria estar reflejando un papel
paracrino del Wnt5a producido por las DCs sobre los linfocitos T CD4. Para esclarecer esta
posibilidad nos planteamos estudiar el efecto de la adicion de Wnt5a durante el proceso de
activacion via CD3/CD28 de linfocitos T CD4 naive humanos.

Comenzamos este estudio analizando por PCRq la expresion de los receptores para
ligandos Wnt Fzd1, Fzd2, Fzd3, Fzd4, FzdS, Fzd7 y Ryk tanto en los linfocitos T CD4 naive
como durante el transcurso de su activacion. Como se observa en la Figura 33 los linfocitos T
CD4 naive presentaban transcritos de todos los receptores analizados salvo de Fzd4.
Exceptuando el receptor Ryk, los niveles de expresion fueron bajos tanto en la condicion naive
como durante su estimulacion. Las cinéticas de expresion de los distintos receptores mostraban
que Fzdl y Fzd5 incrementaban ligeramente sus niveles en el dia 2 de cultivo aunque
posteriormente estos se reducian, como ocurria con el resto de los receptores analizados. Los
niveles mas bajos de transcrito de estos genes se observaban en el dia 4 de cultivo,
produciéndose, a continuacion, un ligero incremento en la expresion de todos los receptores,
exceptuando Fzd5, entre el dia 4 y el dia 6. Sin embargo, estos valores permanecian muy por
debajo de los encontrados en las células T naive (Fig. 34).

En paralelo llevamos a cabo un estudio similar analizando los niveles de trascripcion de
los ligandos Wnt4, Wnt5a, y Wntll. La expresion de estas moléculas, en todos los dias

analizados, fue indetectable o minima (datos no mostrados).

91



Resultados

Fzd1 N Fzd2 - Fzd3
s s §“
3 s £ . } £ S
G 5 \ 2
g 10 g 10 g 20
g7 | 8. i 5. )
sl v ElL N AT E]L L T
SO L SO A G SO A G
Fzd4 N Fzd5 N Fzd7 Ryk
A 8 g 8™ 3
E 204 'E 20 E § 20 E 200]
g = £ }/ B \E 2
© © © ©
FRRCE o 104 8 104 2 100
E 59 § 54 é 54 /E E 50
s ., ., ,—]5, g5, L J5 T, =
O A L S G SO G

Figura 33. Expresion de receptores para ligandos Wnt antes y durante la activacion de linfocitos T CD4*
naive humanos. Andlisis por PCR cuantitativa de la cinética de expresion de diferentes receptores para proteinas
Wt en linfocitos T CD4 naive recién aislados (T=0) y tras su activacion (2, 4 y 6 dias) con anti-CD3 (10ug/ml ) y
anti-CD28 (4ug/ml).. La variacion entre muestras fue corregida normalizando contra la expresion de RPLP0 que
fue utilizado como control endogeno. Los datos representan la media + SD de 3 a 6 experimentos independientes.

4.7 Wnt5a induce un incremento en la produccion de IFNy durante la activacion de

linfocitos T CD4 naive

El estudio de la expresion de los receptores Wnt indicaba que los linfocitos T CD4 naive
humanos podrian responder a Wnt5a. Por ello, continuamos nuestro estudio analizando el efecto

de la adicion de esta proteina durante la activacion de estas células via CD3/CD28.

Como se observa en la Figura 34, tras 6 dias de cultivo el incremento de la sefial Wnt5a
no produjo cambios significativos en el nimero de células T recuperadas (Fig. 34A), lo que
concordaba con los porcentajes similares de pérdida de tincion CFSE encontrados en células
control y tratadas con Wnt5a (Fig. 34B). Asimismo tampoco observamos un efecto en la

viabilidad celular (Fig. 34C).
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Figura 34: La adicion de Wnt5a durante la activacion de linfocitos T CD4" naive no modifica su
expansion ni su viabilidad. Linfocitos T CD4 naive aislados de sangre periférica fueron activados con anti-CD3
(10ug/ml) y anti- CD28 (4ug/ml) en presencia o ausencia de 100 ng/ml de Wnt5a. En algunos experimentos las
células fueron marcadas con CFSE. Tras 6 dias de cultivo se determind: (A) el numero de células recuperadas
respecto a la condicion control (referida como 100%). Los datos representan la media + SD de 8 experimentos
independientes; (B) el porcentaje de células con mas de 1 ciclo de division, usamos células T cultivadas en ausencia
de anti-CD3 y anti-CD28 como control negativo; (C) el porcentaje de células apoptéticas (IP” AnexV') en ambos
cultivos. Los datos de (B) y (C) son representativos de al menos 3 experimentos independientes.

En contraste, cuando analizamos el efecto de Wnt5a en la produccién de citocinas por
parte de los linfocitos T observamos que este tratamiento inducia un importante incremento en
los niveles de IFNy detectados en los sobrenadantes tras 6 dias de cultivo (Fig. 35A). Asi,
encontramos de media tres veces mas cantidad de IFNy en los sobrenadantes de los linfocitos T
tratados con Wnt5a, respecto a los linfocitos T control. Este incremento en los niveles de IFNy
en los sobrenadantes se correlacionaba con un mayor porcentaje de células productoras de IFNy
a los 6 dias de cultivo (Fig. 35B). Ademads, este andlisis por citometria de flujo puso de
manifiesto que el efecto de Wnt5a sobre la produccion de IFNy ya era detectable a los 4 dias de
cultivo, y que, tanto en el dia 4 como en el dia 6, las células IFNy™ presentaban mayores nivel de
expresion de esta proteina (Fig. 35B). Ademas de la cantidad de INFy, medimos los niveles de
otras citocinas como IL-10 e IL-2. En el caso de la IL-10 no encontramos que Wnt5a indujera
diferencias significativas en sus niveles respecto a los cultivos control (Fig. 35A). Por el
contrario, como consecuencia del tratamiento con Wnt5a, los niveles de IL-2 se duplicaban a los
6 dias de cultivo (Fig. 35A), un efecto que ya era evidente a los 4 dias de cultivo (datos no

mostrados).
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Figura 35. Wnt5a induce un incremento en la produccion de IFNy durante la activacion de linfocitos
T CD4" naive. Linfocitos T CD4" naive fueron cultivados como se explica en la Figura 34. (A) Determinacion tras
6 dias de cultivo de los niveles de distintas citocinas en los sobrenadantes de linfocitos T CD4" naive tratados con
Wnt5a respecto a los cultivos control (referido como 100%). Los datos representan la media + SD de 4 a 7
experimentos independientes. * p<0.05. (B) Expresion intracelular de IFNy analizada por citometria de flujo en
linfocitos T CD4" naive activados, tras 4 y 6 dias de cultivo, en presencia o no de Wnt5a. El porcentaje de células
positivas, determinado de acuerdo al control negativo (histograma en gris), y la IMF (en paréntesis) se muestra en
cada histograma. Los datos son representativos de 4 experimentos independientes.

Puesto que la respuesta a IL-2, la produccion de IFNy y la proliferacion de los linfocitos
T estan intimamente relacionadas, a continuacidon analizamos los niveles de CD25 y de pérdida
de CFSE en los cultivos a 3 dias, momento en el que comienza a ser evidente el inicio de la
expresion de esta molécula y la proliferacion. Como se observa en la Figura 36, en este momento
del cultivo alrededor de un 9% de células control eran CD25", y menos del 4% eran CD25"€", En
los cultivos que se habian estimulado en presencia de Wnt5a, encontrdbamos una proporcion
significativamente mayor de linfocitos que expresaban CD25 y el porcentaje de células CD25"eh
duplicaba al de los controles (Fig. 36A).

Mediante el método de dilucion de CFSE pudimos analizar la tasa proliferativa de estas
células. Asi, a los 3 dias de cultivo, observamos que en la condicion control sélo una proporcion
muy pequefia de células habia comenzado a proliferar, y que esta poblacion se caracterizaba por
expresar altos niveles de CD25 (Fig. 36B). Sin embargo, en los cultivos tratados con Wnt5a
aunque el porcentaje de células que habian iniciado la proliferacion también era pequefio, éste
era mucho mayor que el observado en los cultivos control, al igual que ocurria con la proporcion
de células CD25"e" (Fig. 36B). Por otra parte, a los 6 dias de cultivo ya no se observaba un
incremento en la proporcion de células que habian proliferado en los cultivos tratados respecto a
los controles, que se correspondia con el porcentaje de células CD25". Sin embargo, la
intensidad de expresion de CD25 seguia siendo significativamente mayor en los linfocitos T

tratados con Wnt5a (Fig. 36A y 36B).
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Figura 36. Andlisis de la proliferacion y la expresion de CD25 en linfocitos T CD4" activados en
presencia de Wnt5a. Linfocitos T CD4" naive fueron cultivados como se explica en la Figura 34. Las células
recuperadas tras 3 y 6 dias de cultivo fueron marcadas con un anticuerpo especifico para CD25. (4) Andlisis por
citometria de flujo de la expresion de CD25. Se muestra el porcentaje de células CD25" y CD25"¢" (B) Los
diagramas de puntos muestran la expresion de CD25 respecto a la pérdida de tincion de CFSE. Los datos
mostrados son representativos de 4 experimentos independientes.

En conjunto estos resultados sugerian que Wnt5a producido por las DCs maduras podria
participar durante el proceso de estimulacién de los linfocitos T CD4 naive favoreciendo la

produccion de citocinas pro-Thl.
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Discusion

Las DCs juegan un papel clave, gracias a su plasticidad, tanto en el inicio de una repuesta
inmunogénica como en la consecucion de la tolerancia. Numerosos estudios centran su atencion
en esclarecer qué mecanismos regulan tanto la diferenciacion como la funcidon de estas células
con el fin de poder modular estos procesos. Nuestro trabajo demuestra que Wnt5a seria una de
estas moléculas moduladoras que jugaria un papel dual durante la diferenciacion y maduracion

de las moDCs.

A la vista de nuestros resultados tanto los monocitos como las moDCs expresan
receptores para ligandos Wnt, y sus niveles se modifican a lo largo de su ciclo de vida. La
activacion de la senalizacion Wnt es capaz de modular la diferenciacion de las moDCs humanas,
asi como su posterior maduracion y funcion. El incremento en la sefalizacion Wnt no canonica
mediada por Wnt5a interfiere en la diferenciacion de las moDCs humanas, dando lugar a células
con caracteristicas propias de DCs tolerogénicas. En contraste, el incremento de la sefial WntSa
en las DCs antes o durante su maduracion produce un efecto opuesto aunque menos
significativo. Este menor impacto de la adicion de Wnt5a parece estar relacionado con el hecho
de que las DCs inmaduras producen Wnt5a y su produccion se incrementa notablemente tras su
maduracion. E1 Wnt5a producido por las DCs es necesario tanto para su correcta maduracion

como para su funcion aloestimuladora de linfocitos T y la induccidon de una respuesta Thl.

La consecuencia final de la sefalizacion Wnt va a estar determinada no so6lo por el
ligando Wnt que la desencadena, sino también, por el repertorio de receptores y moléculas
transductoras de sefial que exprese la célula diana (van Amerongen 2012). Las variaciones en el
panel de receptores para proteinas Wnt que observamos a lo largo del ciclo vital de las moDCs
denotan no s6lo una diferente sensibilidad o respuesta a estos ligandos, sino que los propios
acontecimientos que tienen lugar durante este proceso inciden sobre la expresion de estos
receptores sugiriendo una funcidn para la sefial Wnt.

En un trabajo anterior Tickenbrock y colaboradores (2006) demostraron que los
monocitos expresan Fzdl, Fzd5 y Fzd7 y en menor medida Fzd4 y Fzd8 (Tickenbrock y col.
2006). Nuestro analisis mediante PCRq pone de manifiesto que los monocitos expresan niveles
detectables, pero bajos, de todos receptores Wnt analizados, Fzd1, Fzd2, Fzd3, Fzd4, Fzd5,
Fzd7, Ryk, ROR1 y ROR2. No obstante, la expresion de la mayor parte de ellos se incrementa
durante las primeras horas de cultivo con GM-CSF/IL-4, es decir, durante los primeros
momentos del proceso de diferenciacion de las DCs, sugiriendo que la sefializacion Wnt puede

jugar un papel importante en este periodo. De entre los receptores que sufren un mayor
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incremento en su expresion durante este espacio de tiempo destaca FzdS. La expresion de Fzd5
se ha descrito en macrofagos (Blumenthal y col. 2006, Pereira y col. 2008; Maiti y col. 2012) y
sinoviocitos (Sen y col. 2001), actuando como receptor de Wnt5a, y asociando esta sefializacion
a procesos inflamatorios.. Otros receptores como Fzd2 y Fzd7 también aumentan
significativamente su expresion durante este periodo. El incremento en la expresion de Fzd2
durante la diferenciacion de las DCs ya fue descrita por Lehtonen y colaboradores (2007)
quienes sugieren, pero no demuestran, que mediaria la sefializacion de Wnt5a activando la ruta
dependiente de Ca™ (Lehtonen y col. 2007). Fzd7, por su parte, forma un complejo con ROR2 a
través del cual puede sefializar Wnt5a activando la ruta PCP en fibroblastos (Nishita y col. 2010).
Por lo tanto, parece facil pensar que Wnt5a estaria sefializando a través de uno o varios de estos
receptores durante los primeros momentos de la diferenciacion de las moDCs.

Es en la poblacion de DCs inmaduras en la que encontramos una mayor diversidad de
receptores. Mientras que la expresion de Fzd5 se reduce drasticamente tras las primeras horas de
cultivo, los niveles de transcritos de Fzd2 y Fzd7, aunque disminuyen, se mantienen elevados en
las DCs inmaduras. Sin embargo, el receptor mas expresado en estas células es Fzdl. Este
receptor media la sefial de Wnt3a resultando en la activacion de la ruta dependiente de B-catenina
tanto en raton (Neumann y col. 2010) como en células humanas (Gazit y col. 1999). Pero
ademas, es en este momento del ciclo de vida de las moDCs donde encontramos mayores niveles
de transcrito de Fzd3 y de los receptores no convencionales estudiados, Ryk, ROR1 y ROR2. Se
ha demostrado que Fzd3 puede actuar como receptor de Wnt5a en fibroblastos de la dermis
humana en los que activaria la ruta PI3K/Akt promoviendo la adhesion mediada por integrinas
(Kawasaki y col. 2007).

Dentro de los receptores no convencionales analizados, s6lo Ryk es expresado tanto en
los monocitos como a lo largo del proceso de diferenciacion de las DCs. Varios trabajos han
demostrado que Wnt5a sefializa a través de Ryk en diferentes tejidos (Lu y col. 2004, Keeble y
col. 2006) pero, hasta el momento, ningin estudio ha abordado su papel en el sistema inmune y
hematopoyético. Nosotros detectamos Ryk tanto en las DCs como en los linfocitos T CD4 naive,
en los que es el receptor Wnt que presenta mayores niveles de transcrito. La sefializacion
mediada por Ryk puede tanto activar la ruta Wnt candnica uniéndose a Wntl y Wnt3a (Lu y col.
2004), como desencadenar distintas rutas Wnt no candnicas tras su union a Wnt5a o Wntl1 (Kim
v col. 2008; Andre y col. 2012; Hutchins y col. 2012). Ryk puede utilizar tres mecanismos para
transducir la sefial Wnt. Por un lado puede activar la ruta Wnt canénica, como hemos comentado
anteriormente. Por otro lado puede reclutar proteinas efectoras cataliticamente activas

interaccionando con quinasas de la familia Src (Wouda y col. 2008). Y por ultimo, Ryk puede
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utilizar un sistema de sefializacion que recuerda a la via Notch. Tras la unién del ligando Wnt,
Ryk es cortado proteoliticamente gracias a la accion de la y-secretasa y su dominio intracelular
se dirige al nucleo donde activa la transcripcion de genes involucrados en la diferenciacion
neuronal (Fradkin y col. 2010).

Asimismo, los receptores no convencionales ROR1 y ROR2 deben jugar un papel en las
DCs inmaduras, puesto que su expresion es practicamente indetectable a lo largo del proceso de
diferenciacion, y solo se incrementa en estas células. ROR2 actiia como co-receptor de la sefial
Wnt y se ha demostrado que forma un complejo ternario junto con Wnt y diferentes receptores
Fzd (Fzd5, Fzd6 o Fzd7) (Yamamoto y col. 2008, Nishita y col. 2010). ROR2 media la sefial de
Whnt5a activando la ruta no canénica PCP que conlleva la activacion de JNK (Oishi y col. 2003)
e inhibe la sefalizacion Wnt canonica (Mikels y Nusse 2006). Por otra parte, ROR1 también
act@ia como receptor de Wnt5a, aunque su funcidén ha sido mucho menos estudiada (Fukuda y
col. 2008; Grumolato y col. 2010).

El proceso de maduracion en respuesta a LPS también modifica la expresion de los
diferentes receptores para proteinas Wnt estudiados. A diferencia de lo que cabria esperar dado
el papel en inflamacion que se ha descrito para Fzd5 en macrofagos, este receptor no modifica su
expresion tras la estimulacion de las DCs y se mantiene bajo en las DC maduras. Otros
receptores como Fzd2, Fzd3, Fzd7 y los dos receptores ROR ven reducida su expresion tras la
maduracidon en respuesta a este estimulo. Algo similar ocurre con la transcripcion de Ryk
aunque ¢éste recupera parcialmente su expresion a las 48 horas.

Los receptores Fzd4 y Fzdl presentan una cinética de regulacion distinta tras la
estimulacion via TLR4. En el caso de Fzd4, tras 3 horas de estimulo encontramos un drastico
incremento de su expresion, volviendo a reducirse a niveles muy bajos en las horas posteriores.
Esto sugiere que la sefializacion a través de Fzd4 sdlo se produciria en este corto periodo de
tiempo. Se ha descrito que Wnt5a puede activar la ruta Wnt candnica a través de Fzd4 y LPRS
(Mikels y Nusse 2006, Pukrop y Binder 2008). Bansal y colaboradores (2011) han descrito un
papel clave de la sefializacion de Wnt5a mediada por Fzd4 en la infeccion por Mycobacterium
bovis (Bansal y col. 2011). En macrofagos de ratoén infectados con este patogeno, se induce la
expresion de Wnt5a y Fzd4. En estas células, Fzd4 media la sefalizacion dependiente de B-
catenina iniciada por Wnt5, que induce la activacion de la sefializacion Notchl promoviéndose,
en ultima instancia, la transcripcion de sus genes diana COX2 y SOSC3, proteinas asociadas con
una respuesta inmune reguladora. De hecho, estos autores demuestran que bajo estas

circunstancias se produce un aumento en el porcentaje de linfocitos Treg (Bansal y col. 2011).
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De acuerdo con lo anterior, parece que esta bacteria utilizaria la induccion de Fzd4 y Wnt5a en
estas células como mecanismo para eludir la respuesta inmune.

La expresion de Fzdl, como hemos comentado anteriormente, es elevada en la DCs
inmaduras pero se reduce notablemente durante las primeras horas de estimulo con LPS. No
obstante, esta reduccion es transitoria ya que a las 48 horas se observan los niveles mas altos de
Fzdl, superando los detectados en las DC inmaduras. En relacion con estos resultados, como
comentaremos después, se ha descrito que la expresion de Fzdl en macréfagos de ratoén se
induce notablemente, de forma secundaria a la produccion de TNFa, tras activacion con
diferentes estimulos bacterianos (Neumann y col. 2010).

El proceso de maduracion inducido por los distintos estimulos estudiados modifica de
forma diferencial la expresion de los receptores de ligandos Wnt. Puesto que la cascada de
sefializacién que desencadena un estimulo TLR va a determinar, al menos en parte, la capacidad
funcional de las DCs, no parece extraio que cada estimulo TLR induzca de manera diferencial la
expresion de los distintos receptores de proteinas Wnt. Los tres estimulos TLR analizados, tras
24 horas, solo inducen el mismo efecto en el caso de la expresion de Fzd3, Ryk y RORI, cuya
transcripcion se reduce drasticamente en todos los casos.

Sin embargo, mientras que las DCs estimuladas con LPS y Poly I:C presentan niveles
menores o iguales de Fzd2, Fzd7, Fzdl y Fzd5 que las iDCs, el ligando de TLR8 induce un
fuerte incremento en la expresion de estos receptores, llegando a multiplicarse por factores de 3
y 4 en el caso de Fzdl y Fzd5, respectivamente. Respecto a la expresion de Fzd4 y ROR2, la
estimulacion con Poly I:C promueve un incremento importante en la transcripcion de estos
receptores mientras que los otros dos ligandos TLR estudiados apenas modifican la expresion de
los mismos respecto a las iDCs. Sin embargo, quedaria por esclarecer el significado funcional de
esta regulacion diferencial de los receptores Wnt en las DCs maduras y, por ende, su diferente
sensibilidad a las sefales Wnt.

Una situacion similar se ha descrito en macréfagos y se ha asociado con procesos donde
esta poblacion adquiere un perfil funcionalmente distinto. Asi, la infecciéon de macréfagos por
Mycobacterium bovis BCG induce, via TLR2, la expresion de Fzd4 (Bansal y col. 2011). En este
contexto, Wnt5a-Fzd4 promueve la sefalizacion Wnt/B-catenina que induce una respuesta
inmune reguladora (Bansal y col. 2011). Por su parte, la activaciéon de los macréfagos por
Mycobacterium tuberculosis, que implica tanto a TLR2 como a TLR4, induce inicialmente la
expresion de FzdS (Blumenthal y col. 2006). Esta situaciéon promueve la sefalizaciéon no
candnica mediada por Wnt5a-Fzd5 que provoca un aumento en la producciéon de citocinas pro-

inflamatorias como IL-12 y TNFa, que induce un incremento en la respuesta Thl (Blumenthal y
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col. 2006; Schaale y col. 2011). Posteriormente, en respuesta a TNFa, se promueve la
transcripcion de Fzd1 que media la sefializacion Wnt candnica iniciada por Wnt3a. La activacion
de esta ruta inhibe la produccién de TNFa en estas células que adquieren caracteristicas propias
de macréfagos M2, controlando asi que no se produzca una respuesta inflamatoria continuada
(Neumann y col. 2010, Schaale y col. 2011).

A la vista de nuestros resultados no podemos aventurarnos a concretar a través de qué
receptor estarian sefalizando preferencialmente las proteinas Wnt ni en el proceso de
diferenciacion de los monocitos humanos hacia DCs ni en su posterior maduracion. No obstante,
es importante destacar que la sefializacion Wnt debe jugar un papel importante puesto que la
expresion de sus receptores se modifica sustancialmente a lo largo de todo el proceso. De hecho,
y parte de lo argumentado anteriormente, la actividad GSK3 es crucial para la diferenciacion de
los monocitos en DCs, evitando su desviacion hacia linaje macrofago (Rodionova y col. 2007).
Es mas, el cultivo de monocitos induce un incremento inicial en la estabilizacion de -catenina,
probablemente inducida por el proceso de adhesion (Thiele y col. 2001), aunque después,
presumiblemente en respuesta a las sefiales que tienen lugar durante el proceso de diferenciacion

de las DCs, los niveles de B-catenina disminuyen.

Con el fin de analizar el efecto de la activacion de la sefalizacion Wnt en la
diferenciacion de los monocitos hacia DCs, llevamos a cabo cultivos de diferenciacion de estas
células donde adicionamos Wnt3a o Wnt5a, ligandos tipicamente considerados canonico y no
canodnico, respectivamente. Nuestros resultados muestran que un incremento en la sefializacion
Wnt durante la diferenciacion de los monocitos humanos en DCs interfiere, pero no inhibe, en
dicha diferenciacion. Asi las Wnt-DCs obtenidas en estos cultivos presentan alterado tanto su
fenotipo como su capacidad para captar antigenos. Estas alteraciones se ven reflejadas en una
menor capacidad para madurar en respuesta a estimulos TLR lo que se traduce en importantes
cambios en su capacidad funcional.

En todos los aspectos estudiados las Wnt5a-DCs estaban mas afectadas que las Wnt3a-
DCs. Como hemos comentado anteriormente, durante las primeras horas de la diferenciacion de
las DCs los receptores que mas se expresan son Fzd2, Fzd5 y Fzd7, receptores que han sido
ampliamente descritos como mediadores de la sefial de WntSa (Sen y col. 2001; Blumenthal y
col. 2006, Pereira y col. 2008; Nishita y col. 2010, Sato y col. 2010; Maiti y col. 2012). Esto nos
sugiere que, en estas células, Wnt5a podria sefializar mas eficientemente que Wnt3a lo que

explicaria, al menos en parte, la diferencia en los efectos observados tras ambos tratamientos. De
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hecho, como discutiremos posteriormente, las rutas de sefalizacion de las que depende el efecto
de Wnt5a sobre la diferenciacion de las DCs son no canonicas.

Las DCs juegan un papel dual dirigiendo la respuesta inmune mediada por las células T.
Dependiendo de su capacidad funcional, las DCs pueden estimular o suprimir un respuesta
inmune. Su capacidad para adquirir caracteristicas inmunoestimuladoras en respuesta a un
estimulo exdgeno, como ligandos TLR, es crucial para mediar la integracion entre la respuesta
innata y adaptativa contra patdgenos, porque las DCs inmaduras o parcialmente maduras pueden
ejercer un efecto tolerogénico o inmunosupresor.

Las DCs generadas en presencia de Wnt5a tienen numerosas caracteristicas comunes con
las DCs tolerogénicas generadas in vitro, puesto que no maduran correctamente en respuesta a
estimulos TLR y se caracterizan por secretar bajos niveles de IL-12 y un incremento en la
produccion de IL-10 (Chamorro y col. 2009; Torres-Aguilar y col. 2010). A esta lista de
cualidades comunes podemos afiadir que las Wnt5a-DCs también presentan una mayor
capacidad de captar antigenos por endocitosis y una reduccion en la expresion de HLA-DR y
moléculas coestimuladoras, tanto en su estado inmaduro como tras estimulacion con los distintos
ligandos TLR (Sato y col. 2002, Torres-Aguilar y col. 2010).

La menor capacidad de respuesta de las Wnt5a-DCs a la estimulacion via TLR podria ser
la base de parte de sus defectos funcionales. Las Wnt5a-DCs muestran menor expresion de
TLR3, TLR4 y TLRS que las CTRL-DCs, lo que explicaria, al menos en parte, la respuesta
inadecuada de estas células a Poly I:C, LPS y Flagelina, respectivamente. Sin embargo
encontramos niveles normales o incluso mayores de TLR1, TLR2, TLR6 y TLRS&, aunque la
respuesta de las Wnt5a-DCs a Pam3CSK4, FSL1 y ssRNA40 también estd afectada. Estos
resultados sugieren que otros mecanismos independientes de la expresion de TLR van a
determinar también las caracteristicas funcionales de las Wnt5a-DCs.

El andlisis por PCR cuantitativa de diferentes factores de transcripcion y proteinas
reguladoras implicadas en la maduracion y funcion de las DCs revela que las Wnt5a-DCs
presentan alterado el patron de expresion de algunos de ellos, lo que podria ser otro factor que
subyaciera a los cambios fenotipicos y funcionales observados en las Wnt5a-DCs.

Es bien conocido que diferentes miembros de la familia IRF juegan un papel crucial en la
diferenciacion y activacion de las DCs (Gabriele y Ozato 2007). Dentro de esta familia de
factores de transcripcion cabe destacar IRF-1 e IRF-8 puesto que regulan positivamente la
expresion de algunas citocinas pro-inflamatorias como IL-12 (Liu y col. 2005). Nuestro estudio
revela que las Wnt5a-DCs no incrementan la expresion de estos factores tras estimulacion con

LPS como lo hacen las CTRL-DCs, si no que presentan niveles incluso menores tanto de ARNm
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como de proteina. Por lo tanto, esta modificacion en la expresion de IRF1 e IRF8 podria ser una
de las causas de la disminucion observada en la produccion de IL-12 por parte de las Wnt5Sa-
DCs.

La familia de proteinas ID estd involucrada en la diferenciacion de muchos tipos
celulares, incluyendo las DCs (Hacker y col. 2003). Nuestros resultados muestran una importante
reduccion en la expresion de ID2 en las Wnt5a-DCs respecto a las CTRL-DCs, caracteristica que
se ha descrito en DCs tolerogénicas (Torres-Aguilar y col. 2010), aunque el significado de esta
alteracion esta por esclarecer. En contraste, la expresion de ID3 a nivel de transcrito se triplica en
las Wnt5a-DCs respecto a los CTRL-DCs. A tenor de lo descrito en la bibliografia (Gratchev y
col. 2008; Kuo y col. 2011), el incremento que observamos en la expresion de ID3 en las Wnt5a-
DCs puede explicar, al menos en parte, los elevados niveles de IL-10 detectados en los
sobrenadantes tras la estimulacion de estas células, y viceversa. Asi, la sobreexpresion de ID3 en
monocitos se ha asociado a un incremento en la produccién de IL-10, mientras que la respuesta a
IL-10, a su vez, induce la expresion de ID3, estableciéndose un ciclo de retroalimentacion
positiva en la regulacion de estos dos genes (Kuo y col. 2011). Ademds este mismo trabajo
muestra que las DCs presentes en cancer de pulmén expresan niveles elevados de IL-10, efecto
mediado por la induccion de ID3, impidiendo un respuesta adecuada de las células T (Kuo y col.
2011). También se ha encontrado esta asociacion entre ID3 e IL-10 en macréfagos, de manera
que una elevada expresion de ID3 es caracteristica de macrofagos M2 activados con TGFp e IL-
4 que expresan niveles elevados de I[L-10 (Gratchev y col. 2008).

La elevada expresion de SOCS3 observada en las Wnt5a-DCs también puede interferir
con el proceso de maduracion de las mismas. Las proteinas SOCS son importantes moduladores
de la activacion de las DCs ya que regulan negativamente tanto la sefalizacion a través de TLR
como la transduccion de sefales iniciadas por citocinas y mediada por el complejo de proteinas
JAK-Stat (Dimitriou y col. 2008). Analogamente a nuestros resultados, DCs que sobreexpresan
SOCS3 secretan pequefias cantidades de IL-12 pero altos niveles de IL-10, exhibiendo
caracteristicas tolerogénicas (Li y col. 2006). Ademdas se ha demostrado que la expresion de
SOCS3 es inducida por diferentes citocinas, como IL-6 e IL-10 (Dimitriou y col. 2008), citocinas
que, como demuestran nuestros resultados, se incrementan durante la diferenciacion de las DCs
en presencia de Wnt5a.

Uno de los mecanismos por los cuales Wnt5a interfiere en la diferenciacion de las
moDCs es afectando directamente a la sefializacion GM-CSF/IL-4 en los monocitos. El resultado
de la diferenciacion in vitro de los monocitos hacia DCs depende en ultima instancia de lo

eficiente que sea la sefializacion GM-CSF/IL-4 (Conti y Gessani 2008; Zhan y col. 2012). La
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transduccion de esta sefal estd mediada por las proteinas STATS y STAT6, respectivamente
(Maier y col. 2012; van de Laar y col. 2012). Nuestros resultados demuestran que el tratamiento
con proteinas Wnt inhibe, de forma parcial pero significativa, la fosforilacion de STATS y
STAT6 inducida por GM-CSF e IL-4 en monocitos durante las primeras horas de cultivo. En
relacion con estos resultados, encontramos también un incremento en los niveles de SOCS3 en
las primeras horas de cultivo con Wnt5a, lo que podria explicar la inhibicion de la fosforilacion
de las proteinas STAT puesto que las proteinas SOCS pueden interferir en la activacion de estas
proteinas, mediante la inhibicion de la activacion de proteinas JAK (Croker y col. 2008).

La senalizacion GM-CSF/IL-4 induce importantes cambios en la expresién de diversos
factores de transcripcion y proteinas reguladoras necesarias para la diferenciacion y posterior
funcion de las DCs (Gabriele y Ozato 2007; Belz y Nutt 2012). De acuerdo con el efecto
modulador pero no inhibidor de Wnt5a en la diferenciacion de las DCs, observamos una
regulacion normal de la mayor parte de los genes durante las primeras horas de cultivo de los
monocitos tratados con Wnt5a. No obstante, a las 20 horas de cultivo Wnt5a reduce
significativamente la expresion de PU.1, factor de transcripcion que ejerce una funcion decisiva
en la diferenciacion de DCs a partir de monocitos, puesto que cuando se sobreexpresa se induce
la diferenciacion de DCs, reprimiéndose, a su vez, el desarrollo de macrofagos (Zenke y
Hieronymus 2006). Asimismo encontramos una reduccion muy importante en los niveles de
IRF3 e IRFS, factores cruciales en el desarrollo y funcion de las DCs (Gabriele y Ozato 2007),
que en el caso de IRF8 se mantenian disminuidos a los 6 dias de cultivo. Otra proteina clave en
el desarrollo de las DCs, ID2 (Rankin y Belz 2011), sufria importantes modificaciones en su
expresion a las 3 horas en los cultivos tratados con Wnt5a respecto a los cultivos control.

De acuerdo con lo comentado hasta el momento, Wnt5a actuaria durante las primeras
horas del cultivo induciendo cambios fundamentales en el proceso de diferenciacion. De hecho
el tratamiento con Wnt5a restringido a las primeras 24 horas tiene un efecto irreversible en el
fenotipo y la funcién de las DCs. En contraste, Bergenfelz y colaboradores (2012) muestran que
es necesario el tratamiento con Wnt5a a lo largo del cultivo de diferenciacion de los monocitos
en macréfagos para obtener el bloqueo en la diferenciacion M1 (Bergenfelz y col. 2012).
Asimismo, para la produccion de DCs tolerogénicas in vitro es necesario el tratamiento
continuado de las células en diferenciacion con las citocinas inmunosupresoras (7orres-Aguilar y
col. 2010).

Ademas del efecto negativo de WntSa sobre la sefalizacion GM-CSF/IL-4, nuestro
estudio muestra que la adicion de Wnt5a a los monocitos en diferenciacion les induce a secretar

grandes cantidades de IL-6 e IL-10 durante las primeras horas de cultivo, lo que favoreceria la

104



Discusion

generacion de DCs tolerogénicas (Sato y col. 2002; Torres-Aguilar y col. 2010). Las altas
concentraciones de IL-6 encontradas en los sobrenadantes de los cultivos de monocitos tratados
con Wnt5a podrian dirigir la diferenciacion de los mismos hacia macréfagos (Chomarat y col.
2000). Sin embargo, en estos mismos sobrenadantes encontramos un aumento de los niveles de
TNFa respecto a los cultivos control, lo que contrarrestaria el efecto de IL-6 redirigiendo la
diferenciacion de los monocitos hacia DCs (Chomarat y col. 2003). Por lo tanto, los cambios en
los niveles de citocinas que induce Wnt5a durante las primeras horas de cultivo de los monocitos
con GM-CSF/IL-4 permiten su diferenciacion hacia DCs y no hacia linaje macrofago, a la vez

que promueve la generacion de DCs con caracteristicas tolerogénicas.

Trabajos recientes han puesto de manifiesto que diferentes componentes de la
sefializacion Wnt juegan un papel importante durante la diferenciacion de las DCs determinando
sus caracteristicas funcionales. Sin embargo, en la mayor parte de estos trabajos no se analiza la
respuesta a los ligandos Wnt, sino modificaciones en distintos componentes de la ruta. No
obstante, la participacion de la sefializacion Wnt en este proceso parece compleja y dependiente
del estado de desarrollo y linaje de las DCs del que se trate.

Resultados previos de nuestro grupo demostraban que la estabilizacion transitoria de -
catenina, mediante tratamiento con LiCl o Wnt3a, reduce la capacidad de los precursores timicos
humanos para diferenciar hacia DCs (Valencia y col. 2010), revelando, por tanto, un efecto
negativo de la sefializacion Wnt candnica en la diferenciacion de las DCs a partir de progenitores
timicos. En contraste, y apoyando un efecto positivo de la sefializacion Wnt candnica en la
diferenciacion y funcion de las DCs, Zhou y colaboradores (2009) demostraron que la adicion de
Wnt3a o la inhibiciéon de GSK3 incrementa la proporcion de DCs recuperadas de cultivos de
células progenitoras hematopoyéticas, asi como su capacidad aloestimuladora, mientras que la
delecion de B-catenina tiene el efecto contrario (Zhou y col. 2009). En este mismo sentido, la
activacion de la sefalizacion Wnt canodnica durante el desarrollo de células de Langerhans a
partir de progenitores de médula 6sea de ratdon incrementa su produccion in vitro, mientras que el
bloqueo de dicha senal in vivo tiene el efecto contrario (Becker y col. 2011).

En nuestros cultivos, Wnt5a no incrementa los niveles de B-catenina por encima de los
valores de las células control, sino que por el contrario induce un ligero descenso de los mismos.
Previamente, ya se ha demostrado en diferentes trabajos que Wnt5a tiene la capacidad de inhibir
la ruta Wnt canodnica y promover la degradacion de B-catenina de forma independiente a la
actividad de GSK3 en fibroblastos, progenitores hematopoyéticos y células cancerigenas (Topol

y col. 2003; Nemeth y col. 2007). Este resultado nos sugeria que los efectos de Wnt5a sobre la
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diferenciacion de las DCs no eran ocasionados por la activacion de la ruta canodnica. Asi la
inhibicion de GSK3 y subsiguiente estabilizacion de B-catenina producida por la adicién de LiCl
no mimetiza los efectos de Wnt5a. Por un lado, no observamos la fuerte induccion producida por
Whnt5a en los niveles de IL-6, IL-10 y TNFa durante las primeras 24 horas de cultivo, y por otro,
encontramos notables diferencias tanto en el fenotipo de las DCs producidas en presencia de
LiCl, como en su capacidad para producir citocinas en respuesta a LPS, respecto a las Wnt5a-
DCs. En relacion con estos resultados, el fenotipo de las LiCI-DCs obtenidas en nuestros cultivos
concuerda con lo observado por Rodionova y colaboradores (2007), que propusieron que la
actividad de GSK3 es necesaria para la diferenciacion de los monocitos en DCs, puesto que la
inhibicién de esta enzima bloquea la diferenciacion de los monocitos hacia DCs, dando lugar a
células de tipo macrofagico que producen menos IL-12 y més IL-10 en respuesta a E coli.
(Rodionova y col. 2007). Contradiciendo en parte estos resultados, y los nuestros, en un trabajo
posterior Liu y colaboradores (2011) mostraron que tras inhibir GSK3 durante la diferenciacion
de monocitos hacia DCs se obtienen células CD14" con mayor expresion de CD86 y capacidad
para producir IL-6, IL-8 y TNFa, aunque igualmente incapaces de producir IL-12 (Liu y col.
2011).

Apoyando la idea de que WntSa actia a través de la activacion de rutas no candnicas, en
nuestros cultivos los monocitos responden a Wnt5a activando CaMKII, aumentando los niveles
de fosforilacion de esta quinasa de forma dosis dependiente. Es mas, el efecto de Wnt5a en estas
c¢lulas es dependiente, en parte, de la actividad de CaMKII. No obstante los niveles de
produccion de IL-12 no se recuperan al inhibir esta quinasa sino que son dependientes de la
actividad de NF-xB. Es bien conocido que la sefalizacion mediada por CaMKII y NF-xB es
activada por la estimulacion via TLR (Kawai y Akira 2007; Liu y col. 2008, Liu y col. 2010),
tratamiento que también bloquea la diferenciacion de las DCs (Bartz y col. 2006; Wolfle y col.
2011). Macrofagos y células endoteliales también responden a Wnt5a activando esta ruta no
candnica que promueve una respuesta pro-inflamatoria (Pereira y col. 2008; Kim y col. 2010).
En macréfagos humanos el receptor que esta implicado en el inicio de esta via de sefializacion es
Fzd5 (Blumenthal y col. 2006, Pereira y col. 2008), cuyos niveles de expresion se disparan en
las primeras horas del proceso de diferenciacion de los monocitos a DCs.

Mientras que, como hemos comentado antes, existen diversos trabajos que estudian el
papel de la sefializacion Wnt canodnica en la diferenciacion y funcion de las DCs, se conoce
mucho menos acerca de la funcion de Wnt5a en este proceso. Sin embargo, es bien conocido el
papel de Wnt5a en situaciones de inflamacion y que su expresion se incrementa en numerosos

ambientes pro-inflamatorios. Asi, tanto monocitos y macréfagos (Blumenthal y col. 2006), como
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células estromaticas de la medula 6sea (Rauner y col. 2012), incrementan la produccion de
Wnt5a en respuesta a diferentes estimulos bacterianos. Ademas Wnt5a es detectado en diferentes
enfermedades inflamatorias humanas como en las lesiones granulomatosas de pacientes
infectados con Mycobacterium tuberculosis (Blumenthal y col. 2006), en el suero y médula osea
de pacientes con sepsis o shock séptico (Pereira y col. 2008), en placas de ateroesclerosis y
sinoviocitos de pacientes con artritis reumatoide (Kim y col. 2010); asi como en la piel de
pacientes con psoriasis (Gudjonsson y col. 2010; Pourreyrony col. 2012).

Por otra parte se ha propuesto que Wnt5a puede tener una funcién oncogénica puesto que
se sobreexpresa y esta involucrado en la migracion e invasion de muchos tipos de cancer como
en cancer de pulmon, cancer gastrico, cancer de mama, cancer de pancreas y en melanoma
(Huang y col. 2005; Kurayoshi y col. 2006, Pukrop y col. 2006, Ripka y col. 2007; O'Connell y
col. 2008). Ademas se ha asociado su expresion con una mayor agresividad y un peor prondstico
en cancer gastrico (Kurayoshi y col. 2006) y cancer de prostata (Yamamoto y col. 2010).

Sin embargo otros estudios demuestran que Wnt5a inhibe el crecimiento celular, la
migracion y capacidad invasiva de algunos tipos de células cancerosas, indicando que Wnt5a
podria actuar como factor supresor de tumores. En cancer de colon, de tiroides y de higado
WntSa actia como tal (Dejmek y col. 2005; Kremenevskaja y col. 2005; Liu y col. 2008), y
también tiene actividad supresora de tumores en tejido hematopoyético (Liang y col. 2003). Asi
se ha demostrado que la expresion de Wnt5a esta silenciada por metilacion aberrante en
multiples leucemias y linfomas (Roman-Gomez y col. 2007; Ying y col. 2007), y que su
expresion se recupera en pacientes en completa remision, demostrando un papel de Wnt5a en la
inhibicién de la proliferacion de las células leucémicas y en el desarrollo de la aparicion de
leucemias (Deng y col. 2011).

Por lo tanto, existen evidencias que demuestran tanto un papel oncogénico de Wnt5a
como un papel supresor de tumores. Hasta el momento no se ha encontrado una explicacion de
como Wnt5a puede tener un efecto contrario en el desarrollo de diferentes tipos de cancer.

Una senal inflamatoria excesiva y prolongada en el tiempo causa dafio tisular y toxicidad,
procesos perjudiciales para el individuo. Por esta razon, algunas sefiales inductoras de
inflamacion también activan otros mecanismos homeostaticos que limitan los procesos
inflamatorios. Uno de los mecanismos protectores mas conocido es la tolerancia a endotoxina,
fenomeno por el cual distintos tipos celulares, entre ellos los monocitos, tras la primera
exposicion a bajas concentraciones de endotoxina (LPS) reprograman su diferenciacién de un
estado pro-inflamatorio hacia un estado anti-inflamatorio tras el siguiente contacto con el

estimulo bacteriano (Biswas y Lopez-Collazo 2009). Este estado de tolerancia a endotoxina se ha
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descrito en monocitos de pacientes con sepsis (Zanotti y col. 2002; Biswas y Lopez-Collazo
2009).

Es facil pensar que, bajo estas condiciones de inflamacion, los monocitos podrian
responder a Wnt5a, lo que interferiria en su diferenciacion hacia DCs resultando en un efecto in
vivo similar al que describimos en este trabajo. De acuerdo con esto, Wnt5a podria contribuir a la
atenuacion de la respuesta inflamatoria afectando negativamente a la funcion de las DCs que se
diferencian tras el comienzo de un proceso inflamatorio, cuando los niveles de Wnt5a alcanzaran
un nivel determinado. Asimismo, Wnt5a también podria ser uno de los factores que contribuyen
a la disfuncion que se observa en las DCs que se generan durante un proceso de sepsis
polimicrobiana, alteracion que interfiere con la resolucion de una infeccion secundaria (Pastille y
col. 2011). Apoyando esta idea, resultados recientes indican que Wnt5a podria ser un factor
mediador en la reprogramacion observada en los monocitos de pacientes con sepsis, asi como en
la diferenciaciéon de los monocitos hacia macréfagos inmunosupresores bajo condiciones de
inflamacién in vitro (Bergenfelz y col. 2012). Ademdas en pacientes con cancer de mama se
asocia la expresion de esta proteina con la presencia de macréfagos anti-inflamatorios con
actividad inmunosupresora (Bergenfelz y col. 2012), 1o que reduciria la respuesta anti-tumoral de
estos pacientes, permitiendo el desarrollo del cancer. Por otra parte, también se ha demostrado un
papel de Wnt5a en la inhibicion de produccion de IFNa por parte de las pDCs observada en
pacientes con melanoma, aunque en este caso el efecto no se produciria sobre el proceso de
diferenciacion de estas células sino sobre su activacion inducida por CpG (Hack y col. 2012).
Todos estos datos junto con los nuestros sugieren que Wnt5a podria tanto ser un factor implicado
en la atenuacion de una respuesta inflamatoria prolongada, como es el caso de los pacientes con
sepsis, como ser uno de los mediadores que permiten a las células tumorales eludir al sistema
inmune.

Sin embargo, el efecto de Wnt5a no depende sélo de su presencia y puede ser modulado
de diferentes maneras. La concentracion local de inhibidores solubles de Wnt5a o la respuesta a
otras sefales adicionales producidas durante los procesos de inflamacion podrian anular las
consecuencias negativas de Wnt5a, permitiendo un desarrollo normal de las DCs. De hecho, bajo
condiciones inflamatorias se produce la diferenciacion normal de moDCs (Cheong y col. 2010;
Dominguez y Ardavin 2010).

Parece por tanto necesario conocer in vivo cual es el contexto especifico en el que Wnt5a
actta, valorando simultdneamente la presencia de inhibidores o potenciadores de sus efectos asi

como las posibles células diana. Un desequilibrio en el balance entre estos factores podria ser la
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clave para discernir situaciones patologicas donde la modulacién de la sefial Wnt5a fuera una

estrategia adecuada de tratamiento.

Es en las DCs, en su condicién inmadura, donde encontramos el espectro mas amplio de
expresion de receptores Wnt. Sin embargo, el tratamiento de estas células con Wnt5a no produce
cambios ni en su supervivencia, ni en el patron de expresion de marcadores de membrana, ni en
la produccion de citocinas que nos sugieran que Wnt5a sea un estimulo para las DCs. Al mismo
tiempo, las DCs inmaduras producen Wnt5a y, aunque su expresion se incrementa
significativamente tras estimulacion, esta sefial no es en si misma una sefial madurativa sino que,
como luego discutiremos, modula aspectos concretos de este proceso.

Al contrario de lo que observamos en las DCs inmaduras, se ha demostrado que Wnt5a
promueve la produccion de citocinas pro-inflamatorias en células endoteliales (Kim y col. 2010)
y macrofagos (Blumenthal y col. 2006, Pereira y col. 2008), en ambos casos mediante la
activaciéon de la via no canonica dependiente de Ca>". Aunque en el endotelio se desconoce el
receptor que desencadena esta respuesta, en macrofagos FzdS es esencial (Blumenthal y col.
2006, Pereira y col. 2008. En las primeras horas del proceso de diferenciacion de las DCs los
niveles de Fzd5 son altos y la exposicion de las células a Wnt5a desencadena la produccion de
citocinas de forma dependiente a esta via de sefializacion. Sin embargo, durante el resto del ciclo
de vida de las moDCs la expresion de Fzd5 es baja en comparacion con la de otros receptores.

No obstante, Wnt5a induce un aumento en la capacidad de las DCs para captar dextrano
mientras que no modifica su eficacia en la endocitosis de fase fluida. Ha sido descrito que Wnt5a
promueve la endocitosis dependiente de vesiculas de clatrina de sus propios receptores como
parte del propio proceso de sefializacion (Chen y col. 2003; Sato y col. 2010) y por otro lado,
Maiti y col (2012) demostraron que, en macroéfagos, WntSa estimula la fagocitosis de bacterias
mediante un mecanismo dependiente de Racl. Sin embargo, en este trabajo también muestran
que Wnt5a no estimula la endocitosis de dextrano en los macréfagos. El mecanismo de
endocitosis y el efecto que Wnt5a puede ejercer sobre ¢l pueden diferir sustancialmente entre las
DCs y los macrofagos, y en cualquier caso, tanto la concentracion de Wnt5a como de dextrano
utilizada en este trabajo difiere de las utilizadas en nuestro estudio.

Al analizar el efecto de Wnt5a en la maduracion de las DCs observamos que, tanto el
pretratamiento como el tratamiento simultdneo de Wnt5a con el estimulo madurativo LPS no
tienen ninguna repercusion en los cambios experimentados en los niveles de expresion de
proteinas de membrana que se producen en las DCs como consecuencia del proceso madurativo.

Sin embargo, en estas condiciones, la adicion de Wnt5a si tiene un efecto positivo en la
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produccion de IL-12, a la vez que reduce la secrecion de IL-10. En consonancia con estos
resultados, la sefializacion Wnt5a ya se ha relacionado con la capacidad de los macrofagos para
producir IL-12 (Blumenthal y col. 2006; Schaale y col. 2011). Sin embargo, los cambios
observados en la produccion de IL-12 e IL-10 no se ven reflejados en una mejora de la capacidad
aloestimuladora de estas DCs. Solo se detecta una reduccion significativa en los niveles de IL-10
en los sobrenadantes de los MLR establecidos con pre-Wnt5a-DCs, que no se asocia con
cambios en la expansion de los linfocitos T.

Estos resultados sugieren en principio que el efecto de la sefial via TLR seria dominante
sobre la sefial inducida por el Wnt5a exdgeno, al menos cuando se presentan simultaneamente,
hecho que también parece ocurrir en la maduracion de las DCs mediada por la disrupcion de E-
cadherina (Jiang y col. 2007). Alternativamente también podria ocurrir que las propias DCs
produjeran Wnt5a y que, por tanto, el Wnt5a adicional no tuviera tanta relevancia en términos
cuantitativos.

Esta segunda posibilidad qued6 confirmada tras el estudio por PCRq de los niveles de
expresion de Wnt5a a lo largo del ciclo de vida de las DCs. Estos resultados confirman y
completan los previamente publicados por Lehtonen y colaboradores (2007), observando
nosotros que Wnt5a es expresado por las DCs inmaduras y que su expresion se incrementa en
respuesta a la estimulacion via TLR4, TLR3 o CD40, y también, aunque en menor medida, en
respuesta a TNFa. Sin embargo, los niveles de Wnt5a no se modifican tras la estimulacion de las
DCs con un céctel de citocinas pro-inflamatorias que, interesantemente da lugar a DCs maduras
que apenas producen IL-12 (Boullart y col. 2008). Por otra parte, la estimulacién via TLR8 no
solo no induce el incremento de la produccion de Wnt5a sino que reduce sus niveles de
transcrito. De manera similar se ha descrito que la estimulacion de macréfagos con distintos
ligandos TLR también induce la produccion de Wnt5a diferencialmente (Pereira y col. 2008). En
contraste, las DCs expresaban niveles muy bajos de los otros dos ligandos Wnt estudiados, Wnt4
y Wntl1, por lo que Wnt5a seria el principal ligando Wnt no canonico expresado por las DCs,
cuya produccion se incrementa, de forma diferencial, tras estimulacion.

No existen datos en la bibliografia en relacion al papel que el Wnt5a producido por las
DCs ejerce en su propia maduracion y funcion. Con el fin de dilucidar esta funcién autocrina de
WntSa, silenciamos su transcripcion en DCs inmaduras mediante nucleofeccion con siRNA
especificos. Como consecuencia de la transfeccion se bloquea especificamente el incremento en
la expresion de Wnt5a que se produce durante la estimulacion de las DCs, aunque su produccion

no se silencia completamente. El andlisis de este tratamiento y su recuperacion tras la adicion de
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WntSa permitié demostrar que es necesaria la expresion endogena de Wnt5a por parte de las
DCs para su correcta maduracion y funcion.

Nuestros resultados muestran que la reduccion de la expresion de WntSa, al igual que
ocurre con su adicion, no afecta a la expresion de proteinas de membrana tipicas de DCs
maduras como CD40, CD80, CD86, HLA-DR, PD-L1 o PD-L2. Sin embargo, aunque Wnt5a
exogeno no incrementa la viabilidad de las DCs, esta proteina parece ser un factor autocrino
necesario para la supervivencia de las DCs. De forma similar, Wnt5a producido por las DCs
foliculares actia como un factor de supervivencia para células B de los centros germinales,
activando la ruta no candnica dependiente de Ca™ (Kim y col. 2012). También se ha descrito un
papel de Wnt5a en la supervivencia/proliferacion de precursores hematopoyéticos (Austin y col.
1997).

Por otro lado, y al contrario de lo observado tras el incremento de la sefial Wnt5a, una
menor expresion de este ligando durante la maduracion afecta negativamente a la capacidad de
las DCs para producir IL-12, lo que se traduce en una menor capacidad aloestimuladora. El
numero de células T recuperadas de los MLR establecidos con estas DCs era significativamente
menor al igual que los niveles de IFNy. Sin embargo, no detectamos un incremento en los niveles
de IL-10.

Como ya hemos comentado, Wnt5a no es capaz de inducir por si mismo la produccion de
IL-12 en DCs ni tampoco en macréfagos (Schaale y col. 2011), pero la adicion de Wnt5a de
forma simultanea al estimulo madurativo si ejerce un efecto positivo sobre la produccion de esta
citocina. En apoyo de estas evidencias, la inhibicion de la sefial Wnt5a autocrina con anticuerpos
anti Wnt5a o el silenciamiento de su expresion reduce la produccion de IL-12 en repuesta a un
estimulo en macréfagos (Blumenthal y col. 2006) y en DCs, respectivamente. Por tanto, parece
légico pensar que WntSa requiere de la sefalizacion TLR para ejercer su efecto sobre la
produccion de esta citocina. Ademas, puesto que la estimulacion de las DCs induce importantes
cambios tanto en la expresion de los receptores Wnt como en la produccion del propio ligando,
es probable que en este momento se produzca un cambio en el tipo de respuesta de las DCs a
WntSa. La produccion de IL-12 por parte de las DCs se induce a través de diferentes
mecanismos tales como la sefializacion via TLR, via CD40 o CCRS (Liu y col. 2005), y por otra
parte, se ha demostrado que ciertos miembros de la familia de proteinas NF-kB se unen al
promotor de IL-12 induciendo su transcripcion (Grumont y col. 2001). Por consiguiente, este
podria ser uno de los posibles mecanismos a través de los cuales, en nuestros cultivos, Wnt5a

estaria promoviendo la produccion de IL-12.
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A la vista de nuestros resultados no podemos asegurar qué ruta de sefializacion (candnica
0 no canodnica) esta activando Wnt5a tras ser producido por las DCs inmaduras. Sin embargo,
puesto que GSK3 esté constitutivamente activa en las DC inmaduras (Rodionova y col. 2007), no
es dificil pensar que Wnt5a no puede estar activando la ruta Wnt candnica en las iDCs, puesto
que ademas la estabilizacion de [-catenina en esta poblacion conllevaria la adquisicion de un
fenotipo semimaduro (Jiang y col. 2007, Rodionova y col. 2007).

Posteriormente, durante la maduraciéon de las DCs se produce una reducciéon en la
actividad de GSK3 mediada por la fosforilacion inhibidora de Akt-1 (Rodionova y col. 2007),
quinasa que se activa durante este proceso (Luft y col. 2006). Como consecuencia de esta
inhibicion parcial de la actividad de GSK3 tras la estimulacion de las DCs se observa un ligero
incremento en los niveles de B-catenina (Rodionova y col. 2007). Akt-1 es un mediador de la
sefializacion Wnt canonica (Fukumoto y col. 2001) lo que podria sugerir que en el momento de la
estimulacion de las DCs se estuviera activando esta ruta. Entonces WntSa, que alcanza sus
niveles maximos de expresion en este periodo del ciclo vital de las DCs, u otro ligando Wnt
canoénico por determinar, podria ser el responsable de la posible activacion de la ruta Wnt
canonica. Sin embargo, en ningun caso se ha demostrado que durante la estimulacion de las DCs
la inhibicion de GSK3 esté mediada por un ligando Wnt. Ademas, es ampliamente conocido que
la actividad de Akt-1 es regulada por numerosas sefales independientes de Wnt (Hers y col.
2011).

No obstante, es necesaria cierta actividad de GSK3 durante la maduracion normal de las
DCs, puesto que al inhibir su actividad se reduce notablemente la produccion de 1L-12, IL-6 y
TNFa por parte de estas células (Rodionova y col. 2007). Por tanto, en base a esto se podria decir
que durante la maduracion de las DCs Wnt5a no parece estar activando la ruta Wnt canonica.
Apoyando esta idea, Jiang y colaboradores (2007) demostraron que la activacion de la ruta de -
catenina, mediante la ruptura de la adhesion mediada por E-cadherina, en DCs derivadas de
progenitores de médula dsea, induce un fallo en la maduracién de las mismas. Estas DCs son
incapaces de producir citocinas inflamatorias lo que conlleva la generacion de células Treg,
demostrandose asi la funcidn tolerogénica de estas células. Asimismo, la activacion de la ruta
Wnt dependiente de B-catenina en DCs de la lamina propia intestinal es necesaria para la
produccion de moléculas anti-inflamatorias y la inducciéon de linfocitos Treg, inhibiendo, por
tanto, la generacion de linfocitos T efectores. Por lo tanto en estas células, la sefalizacion a
través de [B-catenina promueve la diferenciacion de las DCs hacia un estado tolerogénico
limitando la respuesta inflamatoria (Manicassamy y col. 2010). Més recientemente se ha

demostrado en raton que la estabilizacion de P-catenina durante la estimulacion de DCs
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derivadas de progenitores de médula dsea tiene un efecto negativo en su maduracion y funcion
(Ke y col. 2012). Sin embargo estos autores no conectan la regulacion de B-catenina con la
activacion de la ruta Wnt sino con la actividad de STAT3.

En relacion al papel de Wnt5a en la maduracion de otras poblaciones de DCs tan sdlo hay
un trabajo reciente que aborde este tema. Hack y colaboradores (2012) han descrito que Wnt5a
inhibe la activacion de las pDCs humanas, bloqueando el incremento en la expresion de CD8S0 y
CD86, asi como la produccion de IFNa, inducida por CpG en estas células (Hack y col. 2012).
Puesto que Wnt5a es producido por células de melanoma, los autores sugieren que Wnt5a podria
ser unos de los factores que contribuyen a la inmunosupresion observada en estos pacientes
inhibiendo la activacion de las pDCs. No obstante, en este trabajo no demuestran qué ruta esta
activando Wnt5a en las pDCs.

El incremento en la produccion de Wnt5a observado durante la estimulacion de las DCs
podria jugar un papel en su migracion, aspecto fundamental de la biologia de las DCs en
respuesta a un estimulo. Diversos trabajos han puesto de manifiesto que Wnt5a estd implicado en
la migracion de distintos tipos celulares, siendo esencial la activacion de la ruta Wnt no candnica
mediada por las GTPasas Rho y Rac (Ishida-Takagishi y col. 2012). Asi, Wnt5a, a través de
ROR2, induce la migracion de fibroblastos embrionarios (Nishita y col. 2006) y, en células T, es
necesario para la migracion dependiente de CXCL12 (Ghosh y col. 2009). Ademas diferentes
trabajos demuestran que Wnt5a induce la migracion de células cancerigenas, promoviendo, por
tanto, la metastasis (Kurayoshi y col. 2006, Ripka y col. 2007; Hanaki y col. 2012; Zhu y col.
2013). Incluso se ha propuesto que Wnt5a podria cooperar con la sefializacién a través de
integrinas para regular el proceso de adhesion y migracion (Matsumoto y col. 2010). Asimismo,
WntSa induce la migracion de monocitos y células T promoviendo la produccion de
quimioquinas por parte de células estromaticas de médula 6sea (Rauner y col. 2012). Aunque en
nuestro trabajo no hemos estudiado el papel de Wnt5a sobre la migracion de las DCs, este un

aspecto interesante para analizar en el futuro.

El silenciamiento de Wnt5a en las DCs tiene un impacto negativo en su capacidad
aloestimuladora. La reduccion en la produccion de esta proteina por parte de las DCs daba lugar
a una menor recuperacion de células T en los MLR, menores niveles de IFNy en los
sobrenadantes y, por el contrario, una mayor concentracion de IL-10. Numerosos trabajos
previos han descrito que diferentes componentes de las ruta de sefializacion Wnt influyen sobre
el proceso de activacion y diferenciacion de los linfocitos T durante una respuesta inmune (Xue y

Zhao 2012). Por tanto, este efecto podria ser consecuencia, no solo de la relevancia de Wnt5a
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como sefial autocrina sobre las propias DCs, sino que también podria tener un papel paracrino

sobre los linfocitos T naive.

Nuestro analisis por PCRq demuestra que los linfocitos T CD4 " naive humanos de sangre
periférica expresan receptores para los ligandos Wnt, confirmando que esta poblacion puede
responder directamente al Wnt5a secretado por las DCs. Entre los receptores analizados, Ryk es
el que mas se expresa en estas células, y como ya hemos comentado, Ryk es un receptor no
convencional de la sefalizacion Wnt, capaz de activar un amplio abanico de rutas de
sefalizacion, cuya expresion y funcion en células del sistema inmune no ha sido estudiada hasta
la fecha (Lu y col. 2004, Keeble y col. 2006). Respecto a la expresion de los receptores Fzd, la
cuantificacién de sus niveles de transcrito muestra que los linfocitos T CD4" naive humanos
expresan estos genes y que, en contraste con lo publicado por otros autores en células T humanas
(Wu y col. 2007), sus niveles disminuyen tras activacion. Sin embargo, diferencias
metodoldgicas podrian explicar esta discrepancia, puesto que el trabajo de Wu y colaboradores
(2007) muestra la expresion de estos receptores en linfocitos T totales, es decir, sin discriminar
entre CD4" y CD8", memoria o naive, y el método de activacion utilizado también difiere del

llevado a cabo en nuestro estudio

Ha sido descrito en reiteradas ocasiones que tanto la proliferacion (Cantrell y Smith 1984)
como la produccion de IFNy por parte de linfocitos T humanos es dependiente de la sefializacion
via IL-2 (Kasahara y col. 1983; Reem y Yeh 1984; Farrar y col. 1985; McDyer y col. 2002). El
mecanismo molecular por el cual IL-2 induce la produccién de IFNy es a través de la union de
STATS, mediador de esta sefializacion, al promotor de IFNy, lo que promueve su transcripcion
(Bream y col. 2004). La activacion de la sefializacion Wnt5a durante la estimulacion via
CD3/CD28 de linfocitos T CD4" naive humanos, bajo condiciones no polarizantes, tiene un
efecto positivo en el sistema de senalizacion IL-2/IL-2Ra, esencial durante la estimulacion T.
Asimismo, probablemente como consecuencia de lo anterior, se produce un incremento notable
en el porcentaje de células productoras de IFNy y en el nivel de produccion de esta citocina Thl.
Este efecto positivo no se debe a un aumento global en la proliferacion ni supervivencia de estas
células. No obstante, a los 3 dias de cultivo, momento en el que comienza a ser evidente la
proliferacion y el inicio de la expresion de CD25, observamos que el tratamiento con WntSa
incrementa el porcentaje de células que expresan mayores niveles de este receptor y que son, a su
vez, las que estan proliferando. Esto nos sugiere que estos cultivos alcanzan antes el umbral IL-

2/IL-2Ra necesario para desencadenar su proliferacion. A los 6 dias del inicio de la estimulacion,
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se pierden las diferencias en proliferacion entre los cultivos control y tratados con Wnt5a,
aunque, en presencia de este ligando Wnt no canodnico, la intensidad de expresion de CD25 sigue
siendo significativamente mayor. Un efecto contrario se observa en linfocitos T humanos, tanto
naive como memoria, tras la activacion de la ruta Wnt canonica (Muralidharan y col. 2011),
pues la adicion de Wnt3a o la inhibiciéon de GSK3 disminuye la expansioén de estas células en
respuesta a una estimulacion via CD3/CD28, reduciendo, ademas, la expresion del mediador de
la activacion CD25. Sin embargo estos tratamientos no afectan negativamente a la produccion de

IL-2 (Muralidharan y col. 2011).

La senalizacion Wnt5a también ha sido relacionada con la produccion de IFNy por parte
de linfocitos T CD4. En MLRs establecidos con macrofagos y células T memoria humanas, la
inhibicion de su sefial utilizando anti-Wnt5a o anti-FzdS5 redujo significativamente la produccion
de IFNy (Blumenthal y col. 2006, Schaale y col. 2011). En contraste, se ha demostrado que la
activacion de la ruta Wnt canonica a través de Wnt3a o utilizando inhibidores de GSK3 reduce la
capacidad de las células T para producir IFNy tanto en humano (Muralidharan y col. 2011) como
en raton (Driessens y col. 2011). De nuevo un ligando no candnico, como Wnt5Sa, ejerce un
efecto sobre los linfocitos T contrario al observado tras la activacion de la sefalizacion Wnt

canonica.

Por otra parte, como ya hemoscomentado, la adicion de Wnt5a durante la estimulacion de
los T CD4 naive no resulta en un incremento en el numero de células recuperadas. Este
parametro si se reducia en los MLR establecidos con DCs que apenas producen Wnt5a (Wnt5a-
siRNA DCs). Por tanto, ahora podemos decir que esta reduccion en la expansion de las células T
es consecuencia directa de los cambios funcionales que sufren las DCs por ausencia de la sefial

Wnt5a autocrina.

Existen numerosos trabajos que estudian el papel de la sefalizacion Wnt dependiente de
B-catenina en la diferenciacion de los linfocitos T CD4", sin embargo son pocos los estudios que
analizan la funcion de la sefializacion Wnt no candnica en estas células. Se ha descrito que la
sefializacion Wnt mediada por B-catenina regula la polarizacion de los linfocitos T CD4 " a favor
del linaje Th2, impidiendo su diferenciacion hacia Thl (Xue y Zhao 2012). Ademéas promueve la
supervivencia de los linfocitos Treg (Ding y col. 2008) mientras que TCFI1, el factor de
transcripcion diana de esta sefalizacidon, inhibe la expresion de IL-17, sugiriendo que la

sefalizacion Wnt canonica afecta negativamente a la polarizaciéon Th17 (Yu y col. 2011). En
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relacion con estos resultados, un trabajo reciente demuestra que al inhibir la sefializacion Wnt
con sFRPI en linfocitos T CD4" se promueve la diferenciacion Thl7 (Lee y col. 2012).
Igualmente el tratamiento de estas células con Wnt3a, bajo condiciones polarizantes hacia Th17,
redujo la producciéon de IL-17 y el nimero de células productoras de esta citocina.

Paradgjicamente, estos autores obtuvieron el mismo efecto tratando las células con Wnt5a.

El analisis de los efectos de la activacion de la senalizacion WntSa tanto durante la
diferenciacion de los monocitos humanos en DCs como en las DCs inmaduras y en su posterior
maduracion sugiere que Wnt5a juega un papel dual en estos procesos. Mientras que ejerce un
efecto global anti-inflamatorio durante la diferenciacion de las moDCs promoviendo la
generacion de DCs con caracteristicas tolerogénicas, tiene una funcién opuesta durante el
proceso de maduracion de las mismas, promoviendo una respuesta pro-inflamatoria. Ademas la
produccion de Wnt5a por las propias DCs es necesaria para la correcta maduracion y funcion de
las mismas, y promueve una respuesta Thl sobre los linfocitos T CD4 naive. Por ultimo, puesto
que se ha descrito la produccion de WntSa in vivo en diferentes situaciones patoldgicas, como
enfermedades inflamatorias, shock séptico y en distintos tipos de céncer, seria importante
conocer el contexto especifico en el que tanto los monocitos como las DCs podrian responder a

Wnt5a para poder modular esta sefial como parte del tratamiento de estas enfermedades.
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CONCLUSIONES

El andlisis de los resultados obtenidos en el presente trabajo de investigacidn nos permite

concluir:

1. Los monocitos humanos expresan receptores para las proteinas Wnt y dicha expresion se
regula durante el proceso de diferenciacion y maduracion de las moDCs

2. La estimulacion de la senalizacion Wnt, especialmente a través de Wnt5Sa, interfiere en el
proceso de diferenciacion de las moDCs generandose DCs disfuncionales con
caracteristicas tolerogénicas.

3. El efecto de Wnt5a sobre la diferenciacion de las DCs es dependiente de la actividad de
CaMKII y NF-«B.

4. El incremento de la sefial WntS5a en las DCs inmaduras no supone un estimulo
madurativo para las mismas y modifica ligeramente su respuesta a LPS.

5. Las DCs inmaduras expresan Wnt5a e incrementan diferencialmente su produccion tras
exposicion con distintos estimulos madurativos.

6. La produccion de Wnt5a por las DCs durante su estimulacion es esencial para su correcta
maduracion y funcion, ejerciendo un papel autocrino sobre las DCs y un papel paracrino
sobre los linfocitos T CD4 naive.

7. Los linfocitos T CD4 naive humanos expresan receptores para las proteinas Wnt.

8. Wnt5a ejerce un efecto positivo promoviendo la produccion de IFNy e IL-2 durante la
activacion de linfocitos T CD4 naive humanos.

9. Wnt5a podria ser una de las moléculas moduladoras de la respuesta inmune que jugaria

un papel dual durante la diferenciacion y maduracion de las DCs derivadas de monocitos.
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Introduction

Dendritic cells (DCs) play a central role orchestrating adaptive immune responses against
pathogens or cancer while maintaining tolerance to self antigens and innocuous micro-organisms
or molecules. These dual-antagonistic functions are balanced by microenvironment that affects
developing DCs or signals received during DC activation. This milieu determines DC functional
diversity, allowing the organization of discrete DC subpopulations in different anatomical
compartments, which present specific immunological requirements, adapting their activities to
the organism’s state (Naik 2008; Coquerelle and Moser 2010; Ueno et al. 2010). Growing
evidence points to Wnt proteins and Wnt signalling components as important modulators of
immune system that participate in the balance between tolerance and immunity and reveal DCs

as one of their direct targets (Jiang et al. 2007; Zhou et al. 2009; Manicassamy et al. 2010).

Whnt proteins are a large family of secreted proteins widely expressed during development
when they are implicated in an enormous array of processes (van Amerongen and Nusse 2009).
In adults, Wnt proteins regulate stem cell renewal and differentiation, modulate bone
remodelling (Hoeppner et al. 2009), adipose tissue homeostasis (Ouchi et al. 2010) and
haematopoiesis (Staal and Luis 2010). In adition, Wnt signalling deregulation is associated with
cancer (Wend et al. 2010). Wnt proteins have also been proposed as endocrine factors involved
in aging (Brack et al. 2007; Liu et al. 2007) and septicacmia (Pereira et al. 2008).

To trigger a cellular response, a single Wnt ligand can simultaneously activate distinct
signalling pathways (Gao and Chen 2010; Rao and Kuhl 2010). Ultimate Wnt signalling output,
and biological consequences, depends on both Wnt ligand and receptor context. Canonical
signalling is initiated through a multimeric cluster of LRP5/6 and Frizzled (Fzd) receptors that
recruit to the membrane dishevelled (Dsv), Axin and GSK3 cytoplasmic proteins. This results in
LRP phosphorylation and disassembly of the B-catenin destruction complex, preventing [3-
catenin constitutive phosphorylation by GSK3 and its subsequent proteolytic destruction.
Ultimately, pB-catenin accumulates in the nucleus turning out the transcription of Wnt target
genes. Non canonical signalling occurs independently of B-catenin stabilization. Fzd-activated
Dsv can associate with small GTPases including Rac, Cdc42 and Rho. They in turn activate
ROCK kinase and JNK, which remodel cytoskeleton and promote c-Jun regulated cell
expression. Fzd receptor through Dsv can also signal via G-proteins inducing Ca®" flux that
activates calcium/calmodulin-dependent kinase II (CaMKII), PKC and subsequently nuclear
factor of activated T cells (NFAT) (Gao and Chen 2010; Rao and Kuhl 2010).
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Different components of Wnt pathway have immunomodulatory properties being possible
targets for therapeutic intervention. GSK3 inhibition has a global anti-inflammatory effect,
negatively affecting to innate and adaptive immune responses (Beurel et al. 2010; Beurel et al.
2011). Endothelial cell-derived Wnts activate P-catenin dependent pathway, necessary for
optimal effector T cell transmigration (Wu et al. 2007),while inflammation makes macrophages
sensitive to Wnt3a, which in turn reduces their pro-inflammatory effectors mechanisms
(Neumann et al. 2010). On the other hand, WntSa, considered a prototype of non canonical Wnt
protein, has been proposed as a pro-inflammatory signal involved in macrophage and endothelial
activation (Blumenthal et al. 2006; Pereira et al. 2008; Kim et al. 2010), being implicated in
rheumatoid arthritis pathogenesis (Sen 2005) and detected in other human inflammatory diseases
such as granulomatous lesions from patients infected with Mycobacterium tuberculosis
(Blumenthal et al. 2006), atherosclerotic plaques (Kim et al. 2010), lesions of psoriasis patients
(Gudjonsson et al. 2010) and in the sera from patients with sepsis (Pereira et al. 2008). In
addition, the expression of Wnt5a is correlated with the aggressiveness of melanoma (O'Connell
et al. 2008), as well as breast (Pukrop et al. 2006), lung (Huang et al. 2005), gastric (Kurayoshi
et al. 2006) and prostate cancer (Yamamoto et al. 2010).

Several studies have revealed that DCs are important targets for the immunomodulatory
activity of Wnt signalling. Cooperation of canonical Wnt pathway with Notch signalling is
required for the differentiation of haematopoietic progenitor cells (HPCs) into DCs, while
activation of non canonical Wnt pathway decreases yielded DCs from HPC cultures and reduces
also their allogenic capacity (Zhou et al. 2009). It has been also demonstrated that GSK3 activity
profoundly influences DC differentiation and maturation. GSK3 inhibits the differentiation of
monocytes into macrophages allowing DC differentiation. In immature monocyte-derived DCs
(moDCs) this enzyme is constitutively active suppressing spontaneous maturation and enhancing
cytokine production after CD40L or E.coli dependent activation (Rodionova et al. 2007).
Consistent with these observations, inhibition of GSK3 activity or activation of B-catenin
pathway through disruption of E-cadherin-mediated adhesion in immature DCs induces a semi-
mature tolerogenic phenotype which could correlate with the functional characteristics of the
migratory DCs that reach lymph nodes in steady-state (Jiang et al. 2007). More recently,
Manicassamy et al (Manicassamy et al. 2010) revealed a role for B-catenin in the balance
between immunity and tolerance in murine intestinal mucosa. Intestinal lamina propria DCs
expressed Wnt ligands and Fzd receptors, and Wnt-mediated activation of B-catenin programs

them to induce Treg cells (Manicassamy et al. 2010).
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However, until now there are no studies about the direct effect of Wnt proteins on moDC
differentiation and maturation. Therefore, in the present study we analyse the effect of Wnt

proteins addition during human moDCs differentiation and during their stimulation.

Objective
In the present work we will analyse

e the expression of Wnt receptors during the life cycle of human moDCs

the effect of increasing Wnt signalling during moDC differentiation

e the role Wnt5a signalling during DC maturation

e the expression of non canonical Wnt ligands during the life cycle of DCs

e the function of non canonical Wnt5a produced by stimulated DCs on their maturation

and T cell function

Material & Methods

Immature DCs were obtained from human CD14" monocytes cultured with GM-CSF and
IL-4 during 6 days in the presence or absence of 100 ng/ml of Wnt3a (Wnt3a-DCs) or Wnt5a
(Wnt5a-DCs). At day 6 of culture immature DCs were washed to remove Wnt proteins and
cytokines, and stimulated for 24 to 48 hours with different TLR agonists.

Changes during DC differentiation and maturation in the pattern of expression of non
canonical Wnt ligands and their receptors were determined by PCRq. The DC phenotype and
their endocytic capabilities were determined by flow cytometric analysis. DC function was
analysed measuring cytokine levels after 24-48 hours of stimulation with TLR agonists in culture
supernatants by ELISA. Moreover, stimulated DCs were cultured in MLR with naive CD4"™ T
cells to analyse their allostimulatory capacity. We also analyse by PCRq the TLR expression
pattern and several transcriptional regulators on Wnt-DCs and during their early differentiation.

To analyse the signalling mechanism by which Wnt5a alters DC differentiation,
monocyte cultures were treated with Wnt5a alone or Wnt5a plus specific signalling inhibitor
molecules only during the first 24 hours of culture. The production of Wnt5a by DCs was
silenced by nucleofecction with specific pre-designed siRNAs. CD4 naive T cell activation

cultures were performed to study the effect of DC-derived Wnt5a on these cells.
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Results

Our results show that Wnt receptors are expressed during the life cycle of human moDCs
and during their stimulation with different TLR ligands. Monocytes show low levels of mRNA
transcripts of Fzd and non conventional Wnt receptors. This transcription profile changes
profoundly during DC differentiation and maturation, suggesting that Wnt signalling may have a
role on these processes.

The increase in Wnt5a signalling during the differentiation of human moDCs alters their
phenotype and compromises their subsequent capacity to mature in response to TLR-dependent
stimuli. These Wnt5a-DCs produce scant amounts of IL-12 and TNFa but increased levels of IL-
10. Consequently, Wnt5a-DCs have a reduced capacity to induce Thl responses promoting IL-
10 secretion by CD4 T cells.

Changes in transcriptional profile of Wnt5a-DCs correlate with their dysfunctional
phenotype presumably caused by increased IL-6/IL-10 signalling during the process of DC
differentiation. Hyporesponsiveness of Wnt5a-DCs to stimuli via TLR could underlie part of
their functional defects. However, although Wnt5a-DCs show lower expression of TLR3, 4 and
5 than control DCs, we found normal or higher levels of TLR1, TLR2, TLR6 and TLRS
transcripts. The analysis of mRNA levels for several transcriptional regulators revealed that
Wnt5a-DCs expressed lower levels of ID2 and IRF8 and higher levels of ID3 and SOCS3. In
addition, Wnt5a-DCs failed to properly increase IRF1 and IRF8 transcription after stimulation,
two positive and essential factors for priming IL-12 secretion (Liu et al. 2005). The higher
expression of SOCS3 observed in Wnt5a-DCs can interfere with their stimulation since
abrogates cytokine Jak-Stat signal transduction pathway (Dimitriou et al. 2008). In analogy with
our results, SOCS3 over-expressing DCs secrete low amounts of IL-12 but high levels of IL-10
and show a tolerogenic phenotype (Li et al. 2006).

During the first hours of monocyte culture, GM-CSF/IL4 signalling triggers a genetic
program which leads to DC development. Our results show that Wnt5a diminishes the response
of monocytes to GM-CSF/IL4 reducing STATS and STAT6 phosphorylation. Moreover, we find
that Wnt5a treatment modifies the expression of some regulatory proteins and transcription
factors critical for DC differentiation, like SOCS3 whose expression is induced by Wnt5a during
first hours of monocyte culture. SOCS3 expression has been proven to be induced by different
cytokines including IL-6 and IL-10 (Dimitriou et al. 2008) which were increased during DC
differentiation in the presence of Wnt5a. High IL-10 signalling during DC differentiation could
be also one of the causes for increased ID3 expression in Wnt5a-DCs which in turn would

account for the higher capacity of Wnt5a-DCs for secreting IL-10, because it has been proven
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that IL-10 signalling increases ID3 expression and ID3 overexpression enhanced IL-10
production in monocytes (Kuo et al. 2011).

In our cultures, Wnt5a does not increase B-catenin over control values, rather; on the
contrary, we observed that it causes a slight decrease. Alternatively to canonical B-catenin
dependent pathway, our current results indicate that monocytes respond to Wnt5a through non

canonical Ca*"dependent pathway increasing CaMKII activity and NF-kB.

In addition, Wnt5a is the main non canonical Wnt protein expressed by moDC,s and TLR
signalling stimulates its production. Nevertheless, Wnt5a alone is not able to induce DC
phenotypic maturation or cytokine secretion but improves their endocytic capability. Moreover,
in response to LPS pre-treated Wnt5a-DCs secrete higher levels of IL-12 but lower of IL-10, and
MLR assays show lower production of IL-10 by naive T cells primed with pre-treated Wnt5a-
DCs. The addition of Wnt5a during LPS induced maturation also increases IL.-12 secretion and
reduces that of IL-10, but its impact on DC allostimulatory capabilities is irrelevant suggesting a
main role for autocrine Wnt5a. Accordingly, Wnt5a-silenced DCs show a reduced viability and
fail to produce IL-12 while the secretion of IL-10 is increased. Consequently, these WntSa-
silenced DCs show a reduced capacity to induce Thl responses promoting IL-10 secretion by
naive CD4 T cells. This situation is rescued by the addition of Wnt5a.

This effect is not only an autocrine consequence of the absence of Wnt5a on stimulated
DCs function, but also a paracrine effect on T cell function. Our results show that human naive
CD4" T cells express Wnt receptors and that their expression decrease during T cell stimulation
via CD3/CD28. Additionally, the increase of Wnt5a signalling has a positive role on IL-2/IL-
2Ra signalling, increases the number of IFNy producer cells and IFNy secretion, but does not

modify CD4" T cell proliferation.

Conclusions

Our results show that monocytes and moDCs can respond to Wnt signals. During the life
cycle of moDCs, Wnt proteins are expressed and Wnt5a is the main non canonical Wnt ligand
expressed by moDCs. Moreover, Wnt5a production is notably increased by TLR induced
stimulation. Under high levels of Wnt5a, typical of inflammatory state and sepsis, monocytes
could differentiate into dysfunctional DCs with tolerogenic features. However, Wnt5a has a
positive and necessary function on immature and mature DCs suggesting a timing-dependent

dual role for Wnt5a on human moDCs.
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WntS5a Skews Dendritic Cell Differentiation to an
Unconventional Phenotype with Tolerogenic Features

Jaris Valencia,* Carmen Hernandez-Lopez,* Victor G. Martinez,* Laura Hidalgo,*
Agustin G. Zapata,” Angeles Vicente,* Alberto Varas,*' and Rosa Sacedén*’

Dendritic cells (DCs) are critical regulators of immune responses that integrate signals from the innate and adaptive immune
system and orchestrate T cell responses toward either immunity or tolerance. Growing evidence points to the Wnt signaling
pathway as a pivotal piece in the immune balance and focuses on DCs as a direct target for their immunoregulatory role. Our
results show that the increase in Wnt5a signaling during the differentiation of human DCs from monocytes alters their phenotype
and compromises their subsequent capacity to mature in response to TLR-dependent stimuli. These Wnt5a-DCs produce scant
amounts of IL-12p70 and TNF-« but increased levels of IL-10. Consequently, these Wnt5a-DCs have a reduced capacity to induce
Th1 responses that promote IL-10 secretion by CD4 T cells. Changes in the transcriptional profile of Wnt5a-DCs correlate with
their unconventional phenotype caused presumably by increased IL-6/IL-10 signaling during the process of DC differentiation.
The effect of Wnt5a is not a consequence of B-catenin accumulation but is dependent on noncanonical Ca**/calmodulin-dependent
protein kinase II/NF-kB signaling. Our results therefore suggest that under high levels of Wnt5a, typical of the inflammatory state

and sepsis, monocytes could differentiate into unconventional DCs with tolerogenic features. The Journal of Immunology, 2011,

187: 4129-4139.

endritic cells (DCs) play a central role orchestrating
adaptive immune responses against pathogens or cancer
while maintaining tolerance to self Ags and innocuous
micro-organisms or molecules. These dual-antagonistic functions
are balanced by a microenvironment that affects developing DCs or
signals received during DC activation. This milieu determines DC
functional diversity and allows the organization of discrete DC
subpopulations into different anatomical compartments, which
present specific immunological requirements, and adaptation of
their activities to the organism’s state (1-3). Recent growing ev-
idence points to Wnt proteins and Wnt signaling components as
important modulators of the immune system that participate in the
balance between tolerance and immunity and reveal DCs as one of
their direct targets (4-06).
Wnt proteins are a large family of secreted proteins widely
expressed during development when they are implicated in an
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enormous array of processes (7). In adults, Wnt proteins regulate
stem cell renewal and differentiation and modulate bone remodeling
(8), adipose (9), and tissue homeostasis and hematopoiesis (10), and
Wnt signaling deregulation is associated with cancer (11). Wnt
proteins also have been proposed as endocrine factors involved in
aging (12, 13) and septicemia (14).

To trigger a cellular response, a single Wnt ligand can simulta-
neously activate distinct signaling pathways (15, 16). Ultimate Wnt
signaling output and biological consequences depend on both the
Wnht ligand and the receptor context. Canonical signaling is initiated
through a multimeric cluster of low-density receptor-related protein
5/6 (LRP5/6) and Frizzled (Fzd) receptors that recruit the cyto-
plasmic proteins dishevelled, axin, and glycogen synthase kinase 3
(GSK3) to the membrane. This results in LRP phosphorylation and
disassembly of the 3-catenin destruction complex, thus preventing
constitutive phosphorylation of (-catenin by GSK3 and its sub-
sequent proteolytic destruction. Ultimately, (3-catenin accumulates
in the nucleus and activates the transcription of Wnt target genes.
In parallel to 3-catenin transcriptional activity, canonical signaling
also may influence a wider range of metabolic and signaling path-
ways through its inhibitory effect on GSK3 activity (17). Noncanoni-
cal signaling occurs independently of -catenin stabilization. Fzd-
activated dishevelled can associate with small GTPases, including
Rac, Cdc42, and Rho. They in turn activate ROCK kinase and JNK,
which remodel the cytoskeleton and promote c-Jun—regulated cell
expression. Fzd-LRP receptor complexes also can signal via G
proteins, which induce Ca®* flux that activates calcium/calmodulin-
dependent kinase II (CaMKII), protein kinase C (PKC), and sub-
sequently NF-AT. CaMKII can lead to the activation of a nemo-like
kinase, which may interfere with (3-catenin transcriptional activity
(15, 16). Different components of the Wnt pathway have immuno-
modulatory properties and are possible targets for therapeutic in-
tervention. GSK3 inhibition has a global anti-inflammatory effect
and negatively affects innate and adaptive immune responses (18,
19). Endothelial cell-derived Wnt proteins activate the (3-catenin—
dependent pathway necessary for optimal effector T cell trans-
migration (20), while inflammation makes macrophages sensitive
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to Wnt3a, which in turn reduces their proinflammatory effector
mechanisms (21). However, Wnt5a, considered a prototypical non-
canonical Wnt protein, has been proposed as a proinflammatory
signal involved in macrophage (14, 22) and endothelial (23) acti-
vation, implicated in rheumatoid arthritis pathogenesis (24), and
detected in other human inflammatory diseases (22, 23).

Several studies have revealed that DCs are important targets for
the immunomodulatory activity of Wnt signaling. Cooperation of
the canonical Wnt pathway with Notch signal is required for the
differentiation of hematopoietic progenitor cells into DCs (5). It also
has been demonstrated that GSK3 activity profoundly influences
DC differentiation and maturation. GSK3 inhibits the differentiation
of monocytes into macrophages, thus allowing DC differentiation.
In immature monocyte-derived DCs, this enzyme is constitutively
active suppressing spontaneous maturation and enhancing cytokine
production after CD40L- or Escherichia coli-dependent activation
(25). Consistent with these observations, inhibition of GSK3 activity
or activation of the B-catenin pathway through the disruption of
E-cadherin-mediated adhesion in immature DCs (iDCs) induces
a semimature tolerogenic phenotype that could correlate with the
functional characteristics of the migratory DCs that reach lymph
nodes in the steady state (4). More recently, Manicassamy et al. (6)
revealed a role for B-catenin in the balance between immunity and
tolerance in murine intestinal mucosa. Intestinal lamina propria DCs
expressed Wnt ligands and Fzd receptors, and Wnt-mediated acti-
vation of 3-catenin programs them to induce regulatory T cells (6).

In the present study, we show that Wnt5a impairs human
monocyte-derived DC differentiation. DCs that differentiate in the
presence of exogenous WntSa (Wnt5a-DCs) show basic phenotypic
features of DCs but upon TLR stimulation produce scant amounts of
IL-12 and TNF-a but higher amounts of IL-10. Consequently, these
Wnt5a-DCs have a reduced capacity to induce Thl responses that
promote IL-10 secretion. We also observed that Wnt5a-DCs showed
an altered transcription profile suggestive of their unconventional
phenotype, focusing our interest on the signaling mechanisms by
which Wnt5a alters DC differentiation.

Materials and Methods

Human monocyte differentiation

Human CDI14% monocytes were isolated from buffy coats (Centro de
Transfusion de la Comunidad de Madrid, Madrid, Spain) by density gradient
centrifugation and immunomagnetic cell separation using anti-CD14—
conjugated microbeads (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Germany).
Monocytes (>>95%) were cultured in 48-well plates at a density of 1 X 10°
cells per milliliter in AIMV medium supplemented with 2 mM L-glutamine
(Sigma-Spain), 20 ng/ml GM-CSF, and 20 ng/ml IL-4 (both from Invitrogen,
Carlsbad, CA), in the presence or absence of 100 ng/ml Wnt3a or Wnt5a
(both from Chemicon International, Temecula, CA) for 6 d. One half of
the medium was replaced every 2 d. In some experiments, GM-CSF/IL-4
monocyte cultures were treated with WntSa alone or Wnt5a plus specific
signaling inhibitor molecules only during the first 24 h of culture, when total
medium from the cultures was substituted for 24 h GM-CSF/IL-4 monocyte-
conditioned medium. In the Wnt signaling inhibition assays, cells were
pretreated with either Go6983 (5 mM) purchased from Tocris Bioscience
(Bristol, U.K.), CK59 (1-50 uM), SP600125 (20 uM), or JSH-23 (5-10 nM)
(from Merck KGaA, Darmstadt, Germany) for 15 min before adding Wnt5a
and GM-CSF/IL-4 mixture.

FACS analysis

The following mAbs conjugated with FITC, PE, PE-CyS5, or allophycocy-
anin were used for flow cytometric analysis, as described previously (26):
CD14 (M5E2) (Inmunostep, Salamanca, Spain), CDla (HI149), HLA-DR
(G46-6), CD40 (5C3),CD80 (L307.4) (all from BD Biosciences, San Jose,
CA), CD83 (HB15e), CD86 (IT2.2), CD197/CCR7 (TGS), CD205/DEC-205
(MG38), CD206/MMR (15-2), CD209/DC-SIGN(9E9A8), CD273/
programmed cell death ligand 2 (PDL2) (24F.10C12), CD274/PDL1
(29E.2A3), CD324/E-cadherin (67A4) (BioLegend, San Diego, CA). For
intracellular staining of phosphorylated STATS, STAT6, and CaMKII,

Wnt5A IMPAIRS DENDRITIC CELL DIFFERENTIATION

cells were treated with CellFIX BD Phosflow Perm Buffer III (BD Bio-
sciences) and stained with PE-conjugated anti-phospho-STATS5 (Tyr®*)
and with PE-conjugated anti-phopho-STAT6 (Tyr®*') (both from BD
Biosciences) or with anti-phospho-CaMKIla (Thr*®%) (Santa Cruz Bio-
technology, Santa Cruz, CA), followed by allophycocyanin-conjugated
donkey anti-rabbit IgG (Jackson Immuno Research Laboratories). For
the intracellular staining of IFN regulatory factor 1 (IRF1), IRFS, inhibitor
of DNA binding 3 (ID3), suppressors of cytokine signaling 3 (SOCS3),
and total B-catenin, cells were fixed and permeabilized using Cytofix/
Cytoperm solution, washed with Perm/Wash buffer (BD Biosciences), and
stained with specific rabbit polyclonal Abs for IRF1, IRF8, ID3, and SOCS3
(all from Santa Cruz Biotechnology) followed by allophycocyanin-con-
jugated donkey anti-rabbit IgG or with FITC-conjugated anti-B-catenin
mADb (BD Biosciences) (14). Analyses were conducted with a FACSCalibur
flow cytometer (BD Biosciences) from the Centro de Citometria y Micro-
scopia de Fluorescencia (Complutense University, Madrid, Spain)

Immunofluorescence analysis

For immunofluorescence analysis, monocytes were differentiated in DCs as
described above but cultured in 0.8 cm? per well chamber slides (Thermo
Fisher Scientific). The attached cells were fixed in situ and permeabilized
using Cytofix/Cytoperm solution (BD Biosciences) and stained with mouse
anti-human HLA-DR (BD Biosciences) followed by Alexa Fluor 488-
conjugated donkey anti-mouse IgG (Jackson ImmunoResearch Laboratories)
and Alexa Fluor 633-conjugated phalloidin (Invitrogen). Hoechst 33258 was
used as a nuclear stain (Invitrogen). Slides were mounted with Prolong Gold
(Invitrogen) and examined on an Axioplan-2 microscope (Zeiss, Oberkochen,
Germany) from the Centro de Microscopia y Citometria.

DC stimulation

At day 6 of culture, iDCs were washed to remove Wnt3a/ WntSa and
cytokines and stimulated for 2448 h with different TLR agonists: LPS
(100 ng/ml), polyinosinic-polycytidylic acid (poly I:C) (12.5 pg/ml), FSL1
(100 ng/ml), ssRNA40 (1 pg/ml), Pam3CSK4 (250 ng/ml), or flagellin
(500 ng/ml) (all from Invivogen, San Diego, CA).

Mixed lymphocyte reaction

Different numbers of TLR-DCs were used as stimulators for allogeneic
naive CD4 T cells (1.5 X 10%) isolated from human peripheral blood.
CD45RO™ CD4 T cells were labeled previously with 5 wuM CFSE (Sigma-
Spain). The cocultures were performed in 96-well flat-bottom culture plates,
using RPMI 1640 supplemented with 10% FCS (Invitrogen). Lymphocyte
proliferation was assessed by the CFSE dilution method in CD3" cells from
day 7 cocultures.

Cytokine measurements

Culture supernatants of TLR-DCs and DC/T cell cocultures were harvested,
and cytokine secretion was measured. Production of IL-12p70, IFN-y, IL-10,
IL-4, TNF-a, and IL-8 and IL-1p3, IL-6, IL-17a, and TGF-$3 were analyzed
using ELISA MAX (BioLegend) and Cytometric Bead Array (CBA) assays
(BD Biosciences), respectively, according to the manufacturers’ instructions.

Internalization assays

Nonspecific pinocytosis or mannose receptor-mediated endocytosis was
measured by incubating day 6 DCs at 37°C for 45 min with 1 mg/ml Lucifer
yellow (Sigma-Aldrich) or 40-kDa FITC-dextran (100-500 wg/ml), re-
spectively. Control samples were treated similarly at 0°C. After incubation
with the exogenous materials, fluorescence intensity was measured by flow
cytometry.

Real-time quantitative RT-PCR

RNA isolation and total cDNA synthesis were performed as described pre-
viously (27) for assays for ID2, ID3, PU.1, ETS1, IRF1, IRF2, IRF3, IRF4,
IRF8, SOCS1, SOCS3, TLR1, TLR2, TLR3, TLR4, TLRS, TLR6, and TLR8
(all from Applied Biosystems, Foster City, CA). GAPDH (predeveloped
TagMan) was used as an endogenous control. All of the PCR reactions were
set in duplicate using the TagMan Gene Expression Master Mix (Applied
Biosystems) according to the manufacturer’s instructions. Amplifications,
detections, and analyses were performed in a 7900HT Fast Real-Time PCR
System (Centro de Genémica, Complutense University, Madrid, Spain). The
ACt method was used for normalization to GAPDH mRNA.

Statistical analysis

Unpaired two-tailed Student ¢ tests were used to compare differences.
Values of *p = 0.05, **p = 0.005, and p = 0.0005 were considered to be
statistically significant.
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Results
Whnt proteins interfere with the differentiation of iDCs from
human monocytes

We analyzed the differentiation of peripheral blood CD14 mono-
cytes into iDCs when cultured in serum-free medium supplemented
with GM-CSF/IL-4 containing either Wnt3a or Wnt5a, typically
considered canonical and noncanonical Wnt ligands, respectively.

The addition of Wnt proteins to the GM-CSF/IL-4 cytokine
mixture did not change total cell yield or cell survival along the
culture period but triggered important modifications of the DC
phenotype. These effects were more profound in cells generated
under the influence of exogenous WntSa. The addition of WntSa
inhibited to some extent the downregulation of CD14 expression but
increased, like Wnt3a, the percentage of CD1a" cells in each in-
dividual donor (Fig. 1A, 1B). Thus, day 6 WntSa-treated cultures

4131

yielded 10-40% of CD14"° cells that expressed mostly CDla.
Further phenotypic characterization of immature Wnt5a-DCs re-
vealed a boost in DC-SIGN, PDL1, and PDL2 levels, a slight in-
crease in CD40 levels, and a reduction in HLA-DR, CD86, and
MMR expression. E-cadherin, CD80, and CD83 levels were hardly
affected. Comparatively, Wnt3a treatment exerted a lower impact
on DC phenotype than Wnt5a (Fig. 1C, Supplemental Table I)

Morphologically, we did not find differences in the forward side
and scatter characteristics of cells detached from cultures (data not
shown). However, in situ microscopic observation of HLA-DR
immunofluorescence staining showed that, whereas control iDCs
were mostly round cells, rich in lamellipodium extensions, Wnt-
treated cells formed a network of adherent elongated cells, rich in
filopodia extensions, a feature more evident in WntSa-treated
cultures (Supplemental Fig. 1).
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Immature DCs have the ability to internalize Ags avidly through
a variety of mechanisms, including specific receptor-mediated
endocytosis and nonspecific uptake by constitutive macropino-
cytosis. Wnt-DCs were less efficient in specific dextran uptake,
which correlated with their lower expression of MMR. We also
found a decrease in nonspecific fluid phase endocytosis by Wnt5a-
DCs (measured as uptake of Lucifer yellow) (Fig. 1D, Supple-
mental Table I)

Wnt-DCs show an altered response to TLR ligands

Cells differentiated in the presence of Wnt proteins were analyzed
for their phenotypic maturation and cytokine profile after activation

Wnt5A IMPAIRS DENDRITIC CELL DIFFERENTIATION

by TLR stimuli. These experiments were performed in the absence
of exogenous Wnt proteins. Our results showed that the capacity of
Wnt-DCs to maturate after TLR ligation was altered. In general
terms, Wnt5a-DCs were more affected than Wnt3a-DCs. Upon
TLR4-LPS stimulation, Wnt5a-DCs did not properly upregulate
CD83, HLA-DR, CD40, CD86, CD80, and CCR7 molecules. In
contrast, in response to LPS, Wnt5a-DCs increased the expres-
sion of the inhibitory ligands PDL1 and PDL2 like control DCs
did, which could promote inhibitory output during their interac-
tion with T cells (Fig. 24, Supplemental Table II). The pheno-
typic maturation of Wnt5a-DCs triggered by other bacterial TLR
ligands, TLR2/1-Pam3CSK4, and TLRS5-flagellin stimuli were
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affected like the TLR4 response (data not shown). The response of
Wnt-DCs to the synthetic lipoprotein FSL1, which signals through
TLR2/6 dimers, or to viral TLR ligands, such as poly I:C/TLR3
and ssRNA40/TLRS, also was assayed, and the effects observed
were less remarkable (Fig. 2A, Supplemental Table II). Never-
theless, as compared with their control counterparts, only FSL1-
stimulated Wnt5a-DCs properly upregulated CD86 expression,
and PDL1 or PDL2 expression was increased in Wnt5a-DCs after
these stimuli.

Because cytokine production by activated DCs plays a critical
role in the differentiation of primed T cells, we assessed by protein
ELISA or CBA assays the capacity of Wnt-DCs to secrete diverse
cytokines. Wnt-DCs produced significantly lower levels of pro-Th1
cytokines IL-12p70 and TNF-a than control DCs while the se-
cretion of IL-10 regulatory cytokines was increased, the latter
after all of the stimuli with the exception of FSL1 stimulation.
Accordingly, the IL-10/IL-12 ratio increased, which could impair
the capacity of Wnt-DCs to polarize naive T cells into Thl clones.
We also found differences in the capacity of Wnt-DCs to secrete
other cytokines such as IL-8, IL-6, IL-13, and TGF-, but the
effects were dependent on TLR stimulus and/or Wnt ligand treat-
ment (Fig. 2B).

Wnt5a-DCs stimulated through TLR are poor allostimulators
that promote IL-10 secretion by naive T cells

DCs stimulated with TLR agonists were cultured in MLR with
naive CD4™ T cells to analyze their allostimulatory capacity. Apart
from DCs maturated by poly I:C, TLR-stimulated Wnt-DCs in-
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duced a lower proliferative response of T cells than their control
counterparts. The ability of DCs to polarize naive T cells was
determined by analyzing cytokine levels in day 7 MLR super-
natants. Control DCs were able to efficiently polarize Thl re-
sponses but failed to induce Th2 or Th17 responses, thus leading
to consistent levels of IFN-vy detected in MLR supernatants and
low and undetectable levels of IL-4 and of IL-17«, respectively.
Naive CD4" T cells primed with TLR-stimulated Wnt5a-DCs
produced lower amounts of IFN-y and TNF-a but increased the
secretion of IL-10, IL-8, and IL-6, the latter two only after some
of the TLR stimuli. No differences were found in the secretion of
IL-4 or IL-17a (data not shown). With respect to Wnt3a-DCs,
cytokine levels detected in these MLR supernatants were not
significantly different from those found in their individual controls
(Fig. 3).

Changes in the transcription profile account for the impaired
function of Wnt5a-DCs

Downregulation of TLR expression might account for the impaired
response of Wnt-DCs to TLR stimuli. Comparative real-time PCR
analysis in immature control and Wnt-DCs showed that TLR3,
TLR4, and TLRS genes were transcribed in Wnt-DCs at signifi-
cantly lower levels than those in their individual controls, which
agrees with their inadequate response upon stimulation with poly
I:C, LPS, and flagellin, respectively. However, although the re-
sponse of Wnt5a-DCs to Pam3CSK4, FSL1, or ssRNA40 also was
affected, we did not find significant changes in TLR2, TLR6, or
TLR8 transcript levels, and we observed an increase of TLR1
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transcription in Wnt5a-DCs (Fig. 4A). We therefore investigated
whether other mechanisms irrespective of TLR expression also
could determine the functional characteristics of Wnt-DCs.

An analysis of mRNA levels for several transcriptional regu-
lators revealed that immature Wnt5a-DCs expressed lower levels
of ID2 and IRFS, an essential regulator of IL-12 expression, and
showed higher amounts of IRF1 and IRF2 transcripts. IRF1 and
IRFS are critical for IL-12 transcription (28), and consequently
their transcription was induced in control DCs after LPS stimulus
(6- to 14-fold increase). Wnt5a-DCs failed to properly upregulate
the expression of both genes after LPS stimulation (Fig. 4C),
which led to lower IRF8 and IRF1 protein levels (Fig. 4D). In-
terestingly, Wnt-DCs showed higher levels of ID3 and SOCS3
expression (Fig. 4B, 4E).

Wnt5a diminishes the response of monocytes to the GM-CSF/
IL-4 cytokine mixture and alters the DC differentiation genetic
program

Because the outcome of in vitro monocyte differentiation into DCs
ultimately depends on efficient GM-CSF and IL-4 signaling, we
examined the phosphorylation of STATS and STAT6 in monocytes
treated with Wnt5a or Wnt3a. Treatment of monocytes with Wnt
proteins resulted in significant but partial inhibition of both STAT5
and STAT6 phosphorylation. These inhibitory effects became
evident within the time frame between 2 and 20 h of cell culture,
which suggests that they are a secondary effect of Wnt signaling
(Fig. 5A). We found that Wnt treatment induced SOCS3, but not
SOCS1, expression during the first hours of culture (Fig. 5B).
SOCS3 showed the highest transcription in Wnt5a-treated cultures
at 3 h (Fig. 5B) but as mentioned above remained high in day 6
iDCs (Fig. 4B).

During the first hours of monocyte culture, GM-CSF/IL-4 sig-
naling triggers a genetic program that leads to DC development,
inducing drastic changes in the expression of several regulatory
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proteins and transcription factors critical for DC differentiation
(Fig. 5C). In agreement with a modulatory, but not blocking, effect
of Wnt5a in DC differentiation, we found normal regulation of
most of these genes during the first hours of culture. Nevertheless,
Whnt5a treatment blocked the important reduction of ID2 tran-
scription observed in control monocytes during the first 3 h of
culture and partially inhibited the upregulation of IRF3 and PU.1
gene expression that occurred in the following 17 h. During this
period, Wnt5a treatment also induced a decrease in IRF8 tran-
scription, which, as described above, remained lower than that in
controls in day 6 iDCs (Fig. 4B).

The foregoing results are consistent with an early effect of
Wht5a signaling on DC differentiation. Consequently, we observed
that the addition of Wnt5a only during the first 24 h of culture was
sufficient to exert most of its effects (Fig. SD-F). Monocytes that
begin to differentiate into DCs in an environment rich in Wnt5a
therefore would differentiate into functionally impaired DCs in-
dependently of later Wnt5a signaling.

Whnt signaling induces the secretion of IL-6, IL-10, and TNF-«
by monocytes

Monocytes could respond to Wnt5a by secreting cytokines such as
IL-6 or IL-10 that can interfere with DC differentiation. Super-
natants from Wnt5a-treated cultures contained extremely high
amounts of IL-6 and IL-10 cytokines compared with those of their
control counterparts (Fig. 64). Again, the effects of Wnt5a were
significantly higher than those of Wnt3a. The induction of IL-6
secretion by Wnt5a was evident after 3 h of culture and peaked at
24 h (Fig. 6B). IL-10 secretion began later than that of IL-6 and
was evident only after the overnight culture period. After this
initial boost of IL-6 and IL-10 secretion in Wnt-treated cultures,
cytokine levels remained higher until day 6 (data not shown). In
the absence of the GM-CSF/IL-4 mixture, monocytes treated with
Wnt5a doubled IL-6 and IL-10 secretion (data not shown). This
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cultured with GM-CSF/IL-4 in either the presence or the absence of Wnt3a or Wnt5a. A, After 2 or 20 h of culture, intracellular STATS and STAT6 tyrosine
phosphorylation levels were analyzed by flow cytometry. The percentage of positive cells, determined according to background staining (gray histograms),
and the total MFI are show in each histogram. Data are representative of four independent experiments. B, SOCS1 and SOCS3 expression was analyzed by
quantitative RT-PCR analysis during Wnt-DC differentiation (3 and 20 h of culture and day 6 iDCs). Data shown are relative to individual control values
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*p = 0.05, **p = 0.005, ***p = 0.0005, by unpaired ¢ test.

suggests that signals inducing DC differentiation could inhibit In contrast with the effects observed after Wnt5a treatment,
monocyte response to Wnt5a. Remarkably, iDCs and cord blood- the addition of high doses of IL-6 (100 ng/ml) to GM-CSF/
derived CD14" cells did not secrete IL-6 or IL-10 in response to IL-4 monocyte cultures have been proven to skew monocyte dif-
the same dose of Wnt5a, thus suggesting that this response was ferentiation to macrophages that maintain CD14 expression but
specific to monocytes (J. Valencia and R. Sacedén, unpublished lack CDla (29). However, simultaneous addition of TNF-a may

observations). overcome IL-6-driven macrophage differentiation by inhibiting
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After 24 h of culture, supernatants were harvested and analyzed for IL-6,
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represent the mean (*£SD) of three independent experiments, expressed
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M-CSF signaling in monocytes (30). We therefore analyze TNF-a
in DC differentiating cultures and observe that Wnt proteins also
promoted TNF-a secretion, which may redirect DC differentiation
(Fig. 6A, 6B).

Noncanonical signaling mediates Wnt5a response in
monocytes

We next analyzed the signaling mechanisms by which Wnt5a al-
tered DC differentiation. Central to the Wnt canonical pathway is
the stabilization of B-catenin protein through the inhibition of
GSK3. Using flow cytometry, we observed that the levels of
{3-catenin increased in human monocytes after 3 h of DC differ-
entiation culture but decreased during the following 20 h. The
addition of Wnt5a to monocyte cultures interfered with B-catenin
accumulation and reduced its levels with respect to their in-
dividual controls (Fig. 7A), thus suggesting that Wnt5a effects
could be independent of (-catenin transcriptional activities. In
support of this possibility, stabilization of B-catenin by LiCl
treatment of GM-CSF/IL-4 monocyte cultures did not mimic
Wht5a effects (25) (Supplemental Fig. 2).

Alternatively, through a noncanonical pathway, Wnt5a can
stimulate intracellular Ca®* mobilization, which acts as a second-
ary messenger and can trigger CaMKII activation (31). Supporting
this option, we demonstrated by flow cytometry that, although
control cultures showed a basal level of CaMKII activation, Wnt5a
induced a higher percentage and intensity mean values for phos-

Wnt5A IMPAIRS DENDRITIC CELL DIFFERENTIATION

pho-CaMKIla (Thr*®®) staining (Fig. 7B). We next checked
whether the specific inhibition of CaMKII by CK59 could rescue
DC differentiation and function after WntSa treatment. To this
purpose, we restricted the treatments (Wnt5a alone or with the
specific inhibitor) to the first 24 h of differentiation cultures, thus
avoiding the possible toxic effects of a longer treatment with the
CaMKII inhibitor. We followed this procedure with all of the
inhibitors used. We found that, in a dose-dependent manner, CK59
almost blocked monocyte cytokine secretion induced by Wnt5a
during the first hours of the GM-CSF/IL-4 cultures (Fig. 7C) and
restored several of the phenotypic (data not shown) and functional
(Fig. 7E) alterations found in Wnt5a-DCs. However, CaMKII
inhibition did not recover IL-12/TNF-a production by Wnt5a-DCs
after LPS stimulation (Fig. 7D). This observation suggests that
Whnt5a signaling also may activate alternative pathways.

As a consequence of intracellular Ca** mobilization, concom-
itantly with CaMKII activation, Wnt5a signaling can switch on
PKC and, independently of Ca®*, can signal via INK (15, 16). A
JNK-specific inhibitor (SP600125) did not reduce the amount of
IL-6 secreted by monocytes in response to Wnt5a but increased
that of IL-10 (Fig. 7F). The inhibition of PKC (Go6983) was able
to reduce IL-6 in supernatants from monocytes treated with Wnt5a
but drastically increased IL-10 secretion (Fig. 7F). Accordingly,
these inhibitors did not recover IL-12 and TNF-a secretion by
Whnt5a-DCs (data not shown). Wnt5a also could activate NF-kB
activity (23, 32) through an incompletely understood mechanism.
Inhibition of NF-kB significantly reduced the secretion of cyto-
kines by monocytes in response to Wnt5a and restored IL-12 se-
cretion by Wnt5a-DCs, thus demonstrating a role for NF-«kB in the
effect of WntSa (Fig. 7F, 7G).

Discussion

In this report, we demonstrate that the increase in Wnt5a signaling
during the differentiation of DCs compromises their functional
capabilities. Wnt5a does not blockade the generation of DCs from
monocytes but induces irreversible changes in their genetic dif-
ferentiation program, thus leading to phenotypically altered DCs
that present a lower capacity to uptake Ags and show an altered
response to TLR ligands. Wnt5a-DCs stimulated via TLR produce
scant amounts of IL-12p70 and TNF-a but increased amounts of
IL-10. They have a reduced allostimulatory capacity and lead to
less IFN-vy production but higher IL-10 secretion in MLR assays.
The transcriptional profile of Wnt5a-DCs reveals changes that
could account for their functional failures, presumably related
in part with the high autocrine IL-6 and IL-10 signaling during
the process of DC differentiation. The effect of Wnt5a is not
dependent on B-catenin accumulation but is driven by Ca>*-
dependent noncanonical signaling, and inhibition of CaMKII and
NF-kB activation restores normal DC differentiation despite
Whnt5a treatment.

The effects of canonical Wnt3a on DC differentiation are not
opposite to those exerted by Wnt5a, a prototypical Wnt for non-
canonical signaling. On the contrary, there are some concordances
between both treatments, although Wnt3a is not able to induce most
of the changes found after Wnt5a treatment or its effects are less
strong. This suggests a low level of signaling potency for Wnt3a on
human monocytes. Wnt signaling output is dependent on both Wnt
ligand and receptor context, and the same receptor complex,
through dishevelled activation, can activate two (or more) routes in
parallel (15, 16). Normally, a cell population expresses a mixture
of Wnt receptors, and it is difficult to forecast ultimate Wnt sig-
naling output. Human monocytes express LRP6 (33) and several
Fzd (Fzdl, Fzd4, FzdS, and Fzd7) (34) receptors. Monocyte cul-
ture induces an initial (3-catenin stabilization, probably induced

2102 ‘v AInr uo opueuseH erenbuug Aq /1o’ jounwiwily/:dny woly papeojumoq


http://jimmunol.org/

The Journal of Immunology 4137

A B

t=0
Af 190

| 1

WNTSa

S0 hr CTRL 1 ng/ml 10 ng/ml 100 ng/ml

0 100 100
3 hr
[ feer 5 fAsee f Y A 4% f 66 % fh 75%
CTRL 3 / z £ 45) ) 47 j L (59) L 63)
y : B V)
j R 10100 10 10 104 100 107 10 10410F 100 10F 100 100° 100 10t 10 ¢
| im l /' q im p (Thr286) CaMKII >
F
§ —

T

WNTS5a

B-catenin
Early DC differentiation (24hr) 48hr LPS-DCs MLRs
S 30000 L 2 2
-1 5
£ 5 5
8 _"aomo Bt 2 :
T =4 " S
8 T LR se
Sl 2. 20
2 8000 =S T
33 > 2E BE
£ £ 4000 e§ 25
epe ™ o 28
0 © s 2 g
> 2000 . = = S
- " | [
T 0 S | Wil 4 & 0
-3 g g 1% 3 3 C:(;:scw 2 2 C:(S‘:ﬁMJ 2 8 1108 o = 1008 o = 11050 g 8 Ws g TN
= CKS9 (uM) = [l s il e 1 E I £ CK59(uM) - £ CKS9 (uM)
S 2 hnmee O F tvamsa O F cvmmsa S g f&?}.‘:ﬁ"’ ] fﬁusr} [ f'&?.’}}!:" S E Tyatsa O 5 Cwntsa
o a = ’ o ) - 1 ) Y o
IL-10 TNF IL-6 12 TNF IL-10 IFN: TNF
Early DC differentiation (24hr) 48hr LPS-DCs
o IL-6 _ IL-10 WO TNFa IL-12 ) ) TNFa
% ok B . ™ i-: 4 3 120! # 3 120!
1 c 1 = =
5 30000 I H s 1000, * § ol § 1wl
= o 20000 . 5 o 10000+ B so0l 2= 2=
§ g ! ¥ 38 ! 2 ? 8w 228
> 1 3 [ = i H
£3 oo g5 o grw
2% s000 5 E 2000, s 400 tEa oY
22 30m 2< 1000 ,%‘i 200, %&’.zu_ Sk £2 5
3 o Az 5 ol 3 ol LAY s ol Z % o A
-4 2 8 5 1 2 8 2 28 % ® g8 & 2 a8 > %gsg = g g =t = g £ 3 W
E £ JsHem & g 5 Z ushsgm § 3 5 Z usHaeM 3 3 E B JSH23 (M) £ 2 JSH23 M)
= £ E G g z o g © 2 +WNTSa O Z  +WNTSa
WNT5a WNT5a WNT5a
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percentage of positive cells, determined according to background staining (light gray), and the total MFI (in parentheses) are shown in each histogram. Data
are representative of three independent experiments. C—G, Human CD14" monocytes were differentiated into DCs in the presence of Wnt5a plus different
doses of specific inhibitors for CaMKII (CK59; 1-50 uM), NF-kB (JSH-23; 5-10 uM), PKC (Go6983; 5 uM), or INK (SP600125; 20 uM). After 24 h of
GM-CSF/IL-4 culture, treatments were removed, and culture medium was replaced by 24 h GM-CSF/IL-4 monocyte-conditioned medium. Both control
and treated cultures underwent an equivalent process. Supernatants from 24 h GM-CSF/IL-4 cultured monocytes (C, F), 48 h LPS-stimulated DCs (D, G),
and MLR cultures established with LPS DCs (as described above) (E) were harvested, and the amounts of different cytokines were analyzed. Data represent
the mean (=SD) of three to four independent experiments, expressed relative to individual control (black bars; referred to as 100%). *p = 0.05, **p =
0.005, ***p = 0.0005, significance relative to control nontreated cultures by unpaired ¢ test. #p = 0.05, ##p = 0.005, ###p = 0.0005, significance relative
to Wnt5a-DCs by unpaired ¢ test.

by the adhesion process (35), although later, presumably as a re- show that monocytes are stimulated by Wnt5a to secrete proin-
sponse to DC differentiation signals, the levels of 3-catenin de- flammatory cytokines such as IL-6 and TNF-a but also IL-10,
crease. In fact, GSK3 activity is crucial for the differentiation of which, in part, could mediate Wnt5a effects on DC differentiation.
monocytes into DCs and prevents their deviation to macrophage DCs play a dual role in governing T cell responses. Depending
lineage (25) (results reported in this article), and the GM-CSF/IL- on their functional capabilities, DCs can stimulate or suppress
4 cytokine mixture should induce its activation. In our cultures, immune reactions. Their ability to acquire immunostimulatory
Whnt5a does not increase [3-catenin over control values; rather, on features in response to exogenous stimuli, such as TLR ligation, is
the contrary, we observed that it causes a slight decrease. Indeed, crucial to mediate the interplay between innate and adaptive im-
Wnt5a has been demonstrated to antagonize the canonical Wnt mune responses against pathogens, because immature or partially
pathway and promote [-catenin degradation independently of mature DCs may exert a tolerogenic or immunosuppressive effect.

GSK3 activity in fibroblasts, hematopoietic stem cells, and cancer Accordingly, tolerogenic DCs generated in vitro do not mature
cells (36, 37). Alternatively to the Wnt/B-catenin pathway, our properly in response to TLR stimuli and are characterized by lower

current results indicate that monocytes respond to Wnt5a through IL-12 secretion and increased IL-10 production like Wnt5a-DCs
a noncanonical Ca®*-dependent pathway that increases CaMKII (42, 43). Hyporesponsiveness of Wnt5a-DCs to stimuli via TLR
activity and NF-kB, a signaling route that shares common features could underlie part of their functional defects. However, although

with TLR-mediated activation (38, 39), which has been demon- Wnt5a-DCs show lower expression of TLR3, TLR4, and TLRS
strated to block DC differentiation (40, 41). Wnt5a also activates than control DCs, we found higher or normal levels of TLRI,
this noncanonical pathway in macrophages and endothelium and TLR2, TLR6, and TLRS transcripts. The higher expression of
triggers a proinflammatory response (14, 23). Similarly, our results SOCS3 observed in Wnt5a-DCs also can interfere with their stim-
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ulation, because it abrogates the cytokine Jak-Stat signal trans-
duction pathway (44). Analogous with our results, SOCS3 over-
expressing DCs secrete low amounts of IL-12 but high levels of
IL-10 and show a tolerogenic phenotype (45). Expression of
SOCS3 has been proven to be induced by different cytokines,
including IL-6 and IL-10 (44), which were increased during DC
differentiation in the presence of Wnt5a. High IL-10 signaling
during DC differentiation also could be one of the causes for in-
creased ID3 expression in Wnt5a-DCs, which in turn would ac-
count for the higher capacity of Wnt5a-DCs to secrete IL-10.
In support of this hypothesis, IL-10 signaling increases ID3 ex-
pression, and ID3 overexpression enhanced IL-10 production in
CD14" monocytes, thus establishing a positive feedback in the
regulation of these genes (46). In agreement, high ID3 expression
is characteristic of TGF-B/IL-4 activated M2 macrophages that
express increased levels of IL-10 (47). Another feature of Wnt5a-
DCs previously reported in tolerogenic DCs is their reduced ex-
pression of ID2 (42), although its functional significance remains
elusive. In any case, the most remarkable characteristic of Wnt5a-
DC:s is their failure to secrete IL-12 in response to all of the TLR
stimuli assayed, even those that lead to normal CD83 expression.
Higher SOCS3 expression or the IL-10/ID3 signaling loop may
interfere with IL-12 expression. Indeed, Wnt5a-DCs failed to
properly increase IRF1 and IRFS8 transcription after stimulation,
two positive and essential factors for priming IL-12 secretion (28).

Recent reports reveal that the Wnt signaling pathway compo-
nents have a role during the differentiation of DCs and shape their
functional features. However, their involvement seems to be com-
plex and dependent on developmental stage and/or DC lineage. In
support of a positive effect for canonical Wnt signaling on DC
differentiation and function, Zhou et al. (5) show that the addition
of Wnt3a or the inhibition of GSK3 increase the proportion of
DCs recovered from hematopoietic progenitor cell cultures and
promote their allostimulatory capacity, while 3-catenin deletion
has the opposite effect. Nevertheless, GSK3 inhibition blocks the
differentiation of monocytes into DCs, (25) and transient (3-cat-
enin stabilization reduces the capacity of human thymic progen-
itors to yield DCs (27). However, GSK3 activity is necessary to
avoid spontaneous but abnormal maturation of DCs (4, 25), and
specific knockout of the B-catenin gene after CD11c expression in
DCs disrupts intestinal immunotolerance, enhancing the onset of
inflammatory bowel diseases (6).

In vivo Wnt5a levels increase under numerous proinflammatory
situations. Monocytes and macrophages upregulate Wnt5a secre-
tion in response to different bacterial stimuli, thus increasing
Whnt5a levels in the sera from patients with sepsis (14). Wnt5a also
is detected in human inflammatory diseases such as granuloma-
tous lesions from patients infected with Mycobacterium tubercu-
losis (22), atherosclerotic plaques, and rheumatoid arthritis but not
in normal tissue (23). Under these conditions, monocytes could
respond to Wnt5a, and this could interfere with their differentia-
tion into DCs, resulting in an in vivo effect similar to that shown in
this article. Accordingly, Wnt5a might contribute to the attenua-
tion of inflammatory responses or to chronic bacterial infection
that negatively affect the function of DCs that differentiate after
the onset of the inflammatory process. Likewise, Wnt5a also
could be a factor that contributes to the observed dysfunction of
DCs that develops during polymicrobial sepsis that impairs the
resolution of secondary infections (48). Nevertheless, the local
concentrations of soluble inhibitors for Wnt5a or additional and
unknown signals produced during the inflammatory process could
override Wnt5a-negative effects, allowing normal DC develop-
ment. Indeed, monocyte-derived DCs develop under inflamma-
tory conditions (49, 50), and our results indicate that the GM-

Wnt5A IMPAIRS DENDRITIC CELL DIFFERENTIATION

CSF/IL-4 cytokine mixture attenuates the response of monocytes
to WntSa.

In conclusion, Wnt5a is produced under inflammatory conditions
and exerts a proinflammatory role acting on macrophages or en-
dothelium (14, 22, 23). However, our results suggest that this Wnt
protein also could activate monocytes and that this would inter-
fere with the DC differentiation program, thus leading to un-
conventional DCs with tolerogenic features. Further research is
necessary to determine in vivo factors that drive monocyte-derived
DC differentiation under high concentrations of Wnt5a that are
typical of the inflammatory state or bacterial infection. The
identification of such a signaling milieu could upgrade the design
of more effective immunotherapeutic strategies for the treatment
of infection and sepsis.
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ABSTRACT

Increasing evidence includes Wnt proteins inside the
group of master-signaling pathways that govern im-
mune and nonimmune differentiation systems, funda-
mental for normal development and homeostasis. Al-
though their precise functions in bone marrow and thy-
mus are still controversial, numerous studies have
shown that Wnt signaling is able to control the prolifera-
tion of hematopoietic stem cells and thymic progenitors
and might also affect their cell-fate decisions and sub-
sequent maturation. In the present work, we analyze
the effect of transient stimulation of the canonical Wnt
pathway in the differentiation potential of Lin"CD34 "
CD1a™ human thymic progenitors, a multipotent and
heterogeneous cell population that has the capacity to
develop into T cells, NK cells, monocytes, cDC, and
pDC. Our results demonstrate that giving a boost to ca-
nonical Wnt signaling, triggered by transient exposure
to Wnt3a or LiCl, the differentiation capacity of thymic
progenitors changes, enhancing NK cell production. On
the contrary, Wnt3a- or LiCl-pretreated thymic progeni-
tors generate a significantly lower number of myeloid
lineage cells, monocytes, and cDC and exhibit a re-
duced capacity to differentiate into pDC lineage. As a
possible mechanism for this effect, we show that
Wnt3a- and LiCl-pretreated progenitors change their
membrane levels of receptors for cytokines pivotal for
their expansion and differentiation, such as Fit3L. More-
over, canonical Wnt pathway stimulation modifies the
transcription factor profile of CD34*CD1™ thymocytes,
increasing Hes-1 and ID3 expression levels. J. Leukoc.
Biol. 87: 405-414; 2010.

Abbreviations: cDC=conventional dendritic cell(s), Dkk1=Dickkopf ho-
molog 1 (Xenopus laevis), DN=double-negative, DP=double-positive,
Fit3L=fetal liver tyrosine kinase 3 ligand, FTOC=fetal thymic organ cul-
ture(s), Fzd=Frizzled, GNB2L1=guanine nuclectide-binding protein (G pro-
tein), B-polypeptide 2-like 1, GSK-3B=glycogen synthase kinase-3B, Hes-
T=homeobox gene in embryonic stem cell 1, HSC=hematopoietic stem
cell(s), ID2/3=inhibitor of DNA binding 2/3, LEF=lymphoid enhancer
factor, LiCl=lithium chloride, LPR=lipoprotein-related protein,
pDC=plasmacytoid dendritic cell(s), Pl=propidium iodide, SCF=stem
cell factor, TCF=T cell factor
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Introduction

As reported for other families of morphogens described in the
thymus [1], besides being key in the bone marrow, Wnt pro-
teins direct fundamental events during development and tissue
renewal, proving the existence of common, basic rules that
govern differentiation systems in the embryo and adult organ-
ism [2-5]. Wnt signaling pathway is part of the intricate signal-
ing network involved in directing expansion and differentia-
tion of cell progenitors in the thymus [6].

Wnt proteins bind to Fzd receptors that interact with a core-
ceptor, LPR5 or LPR6 [3]. The Wnt-Fzd-LPR multiprotein com-
plex initiates three possible downstream signaling pathways that
can exhibit antagonistic interactions: the canonical Wnt/-cate-
nin pathway and two noncanonical Wnt pathways such as Wnt/
Ca®" and RhoA/cJNK signaling cascades. Wnt signaling output
depends on the initial Wnt receptor complex formed, intermedi-
ate signaling components, and target cell [7]. The canonical Wnt
pathway leads to activation of Dishevelled-1 proteins, which with-
hold the GSK-3( activity. In the absence of GSK-38 activity,
[B-catenin is not phosphorylated, and therefore, its ubiquitination
and subsequent proteasome degradation are impeded. As (-cate-
nin is synthesized continuously, stabilized B-catenin accumulates
in the cytosol and translocates to the nucleus, where it interacts
with and coactivates members of the LEF/TCF transcription fac-
tor family, leading to the activation of target gene expression [5].
Indeed, these transcriptions factors act as repressors until they
are turned on by B-catenin.

Different experimental approaches have been attempted to
elucidate the role of canonical Wnt signaling during T cell differ-
entiation. However, results obtained after deletion of B-catenin
and/or y-catenin in HSC, showing that there are no alterations
in thymic populations [8-10], are in conflict with the profound
changes observed in hematopoiesis and T cell development after
constitutive B-catenin stabilization in HSC [8-12] or CD4 CD8~
DN thymocytes [13, 14]. The analysis of TCF-1 and Lef-1 knock-
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out mice clearly demonstrated that canonical Wnt transcription
factors are crucial for T cell maintenance and differentiation
[15-19]. Hence, in thymocytes, TCF-1/Lef interaction with
B-catenin turns their function from repressors to transcriptional
activators, and the B-catenin-TCF complex promotes, in part, the
transcription of certain T lymphocyte-specific genes [20]. In this
sense, during T cell differentiation, pre-TCR signaling induces
TCF expression, and therefore, Wnt and pre-TCR pathways coop-
erate to ensure (CD44°CD25") DN3 (CD44 CD257) and DN4
cell survival [17]. Accordingly, strategies that lead to attenuation
of Wnt signaling impair thymic function in mice. In FTOC, the
overexpression of the secreted Wnt inhibitor Dkk1 [21] or solu-
ble Fzd receptors [19] blockades T cell differentiation at the DN
stage. A similar result is obtained, increasing the levels of the in-
hibitor of B-catenin-TCF interaction [22]. On the other hand,
Wnt-1/Wnt-4 double-deficiency triggers a reduction of thymic
cellularity without affecting the proportions of thymocyte subsets,
possibly because of the existence of certain redundancy among
Wnt proteins [23]. Canonical Wnt signaling also regulates survival
[18, 24, 25], maturation [14], and selection of CD4"CD8™ DP
cells in the thymus [26, 27].

Human thymic CD34" cell progenitors express Fzd receptors
and LPR5/6 coreceptors and represent the thymocyte subset with
the highest levels of total and active (no phosphorylated) -cate-
nin [21]. Analysis by DNA microarrays of Wnt target genes in the
CD34" thymic cell subset indicates that activation of the canoni-
cal Wnt pathway regulates the expression of genes involved in
cell adhesion, proliferation, and cell survival [28]. However, until
our knowledge, no study has analyzed the possible implication of
Wnt signaling during early differentiation events of thymic CD34"
cell progenitors. This population can be subdivided according to
CDla expression; most immature thymocytes are included in the
Lin"CD34"CDla" cell subset, and CDla expression correlates
with T cell commitment. The next differentiation stage lacks
CD34 antigen, expresses the CD4 marker (CD4™™™) | and pro-
ceeds to the DP thymocyte population, which suffers selection
processes and differentiates into CD4 or CD8 T cells [29].

The thymic microenvironment largely promotes stem cell differ-
entiation into T cell lineage, providing adequate Notch ligands and
soluble signals to hematopoietic progenitors that colonize the thy-
mus [1, 30]. Nevertheless, it is important to note that most imma-
ture thymic progenitors (CD34"CDla” subset) include multipotent
cells, which in addition to developing into T cells, have the capacity
to differentiate in the thymus toward NK cells, monocytes, and ¢cDC
or pDC [31, 32]. The current work was undertaken to address the
possible influence of Wnt signaling in thymic lineage output. We
demonstrated that a pulse of canonical Wnt signaling modifies the
differentiation capacity of CD34*CDla” thymic progenitors, mainly
promoting NK lineage differentiation, while reducing monocyte,
¢DC, and pDC production. Modifications in cytokine receptor ex-
pression levels in thymic progenitors and the expression profile of
transcription factors could account for these effects.

MATERIALS AND METHODS

Isolation of human thymic CD34*CD1la" cells

Human thymus samples from patients aged 1 month to 3 years undergoing
corrective cardiac surgery were obtained and used according to the guide-
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lines of the Medical Ethics Commission of Madrid-Monteprincipe and 12
de Octubre Hospitals (Madrid, Spain). Informed consent was provided ac-
cording to the Declaration of Helsinki. Thymuses were dissected free of the
surrounding connective tissue and then disrupted gently with a Potter ho-
mogenizer until disaggregated completely. Thymic cell suspensions were
first enriched in immature thymocytes by using the sheep RBC rosseting
technique, and the recovered cells were then depleted of T, B, NK,
myeloid, and DC by treatment with saturating concentrations of anti-CD3
(HIT3a), anti-CD4 (RPA-T4), anti-CD19 (HIB19), anti-CD56 (B159), anti-
CDl1lc (B-ly6), anti-CD14 (M5E2), and anti-CD13 (WM15; all from BD Bio-
sciences, San Jose, CA, USA) bound to sheep anti-mouse Ig-coated mag-
netic beads (Dynabeads, Dynal, Oslo, Norway) as described previously [33].
This CD34 " cell suspension, whose purity was >95%, was next depleted of
CDla-positive cells following a similar procedure but now using anti-CD1a
antibodies. The purity of the recovered Lin"CD34"CDla" cells was >95%.

Flow cytometry

The following mAb conjugated with FITC, PE, Cychrome, and APC were
used for flow cytometric analysis: CD1a (HI149), CD4 (SK3), CD8a (SK1),
CDl1l1c (Bly6), CD14 (M5E2), CD34 (8G12), CD45RA (HI100), CD56
(B159), CD117 (YB5.B8), CD123 (7G3, 9F5), CD127 (R34.34), and
HLA-DR (G46-6; all from BD Biosciences); CD13 (TuKl) and CD135
(BV10A4H2; Caltag Laboratories, Burlingame, CA, USA); CD122 (MIK-81;
InmunoTools, Friesoythe, Germany); CD314/NKG2D (1D11) and CD94
(DX22; BioLegend, San Diego, CA, USA); and CD303/BDCA-2 (AC144;
Miltenyi Biotec, Bergisch, Gladbach, Germany). For the intracellular stain-
ing of total B-catenin in freshly isolated thymocyte subpopulations, cells
were counterstained to distinguish different subsets, fixed, and permeabil-
ized using Citofix/Cytoperm solution, washed with Perm/Wash buffer (BD
Biosciences), and stained with FITC-conjugated anti-B-catenin mAb (14, BD
Biosciences). For the intracellular staining of phosphorylated STAT5, cells
were treated with Cell Fix and Perm Buffer III (BD Biosciences) and
stained with Alexa Fluor 488-conjugated anti-human phospho-STAT5
(Tyr®*) (BD Biosciences). Analyses were conducted in a FACSCalibur flow
cytometer (BD Biosciences) from the Centro de Microscopia y Citometria
(Complutense University, Madrid, Spain).

Transient stabilization of f-catenin

Purified thymic Lin"CD34"CDla" precursors were treated with murine re-
combinant Wnt3a at a concentration of 100 ng/ml (Chemicon Interna-
tional, Temecula, CA, USA) or with 10 mM LiCl (Sigma, Spain) for 12 h in
Yssel’s medium supplemented with 5% FCS (Invitrogen Life Technologies,
Grand Island, NY, USA), 2 mM glutamine, 100 U/ml penicillin, and 100
pg/ml streptomycin (Sigma, Spain). Control CD34"CD1la™ human thymic
progenitors were cultured in parallel in the absence of treatment. For the
intracellular staining of active B-catenin and according to the manufactur-
er’s instructions, cells were treated with Cell Fix and Perm Buffer III (BD
Biosciences) to avoid the action of phosphatases, which could increase the
level of nonphosphorylated B-catenin unspecifically. Then, cells were
stained with anti-human active B-catenin mAb (8E7) [11] (Millipore
Ibérica, Madrid, Spain), followed by PE-conjugated donkey anti-mouse IgG
(Jackson ImmunoResearch Laboratories, West Grove, PA, USA).

Cell differentiation assays

After 12 h of pretreatment, thymic CD34*CDla" progenitors were washed
gently prior to their use in several differentiations assays:

Chimeric human-mouse fetal thymic organ cultures. Thymic lobes de-
rived from 15-day-old embryos of SCID mice were cocultured with 2.5 X
10* control or pretreated thymic human progenitors by the hanging drop
method for 48 h, followed by culture of the recolonized lobes in FTOC for
10-11 days, as described previously [34].

Generation of NK cells in IL-15 and SCF-supported cultures of thymic
precursors. Lin"CD34"CD1la™ cells (10°) were cultured for 13-14 days in
100 wl RPMI-1640 medium (Sigma, Spain) supplemented with 10% FCS, 1
mM pyruvate, 2 mM glutamine, 100 U/ml penicillin, and 100 ug/ml strep-
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tomycin (complete RPMI 10%) in a 96-well flat-bottom plate in the pres-
ence of the following cytokines: IL-15 (100 ng/ml; ProSpec-Tany Techno-
Gene Ltd., Rehoboth, Israel) and SCF (100 ng/ml; Fitzgerald Industries
International, Concord, MA, USA). One-third of the medium volume was
changed every 5 days.

Coculture with ST2 cells. The development of CD14™, ¢DC, and pDC
was assessed by coculturing 1 X 10° CD34*CD1a™ human progenitor cells
with 5 X 10* ST2 cells, a stromal cell line from mouse bone marrow (pro-
vided by Dr. Maria Luisa Gaspar, Centro Nacional de Microbiologia, CNM,
Madrid, Spain). One day before their use in coculture experiments, ST2
cells were plated in 24-well tissue-culture plates. Culture medium consisted
of complete RPMI 10%, supplemented with 5 ng/ml recombinant human
IL-7 (NIBSC, Hertfordshire, UK) and 5 ng/ml recombinant human Flt3L
(Fitzgerald Industries International). To determine whether the ST2-gener-
ated pDC were able to secrete IFN-o, on day 10, pDC were stimulated by
adding 5 pg/ml CpG oligodeoxynucleotide (CpG 2216; ggGGGAC-
GATCGTCggggeG; Sigma-Genosys Ltd., Cambridgeshire, UK) to the cocul-
tures for 12 h. IFN-a production was detected by intracellular staining us-
ing anti-IFN-a (LT27:295; Miltenyi Biotec) after blocking protein secretion
with 5 ug/ml Brefeldin-A (Sigma, Spain). CpG2243 (ggGGGAGCAT-
GCTCgggggG; Sigma-Genosys) was used as negative control.

Apoptosis assays

The percentage of apoptotic cells was determined by staining with An-
nexin-V-FITC (Boehringer Mannheim, Mannnhein, Germany), according
to the supplier’s instructions. Cells were analyzed on a FACSCalibur flow
cytometer (BD Biosciences) and gated according to forward-scatter, side-
scatter, and their ability to exclude PI. Apoptotic cells were defined as An-
nexin-V-positive and PI-negative.

Real-time quantitative RT-PCR

RNA isolation was performed using Absolutely RNA Microprep kit (Strat-
agene Cloning Systems, La Jolla, CA, USA), including a DNase I digestion
step, as recommended by the supplier, to avoid genomic DNA contamina-
tion. Total cDNA was synthesized by the High Capacity cDNA RT kit (Ap-
plied Biosystems, Foster City, CA, USA), according to the supplier’s instruc-
tions, and then used as target in the PCR amplifications. Real-time PCR was
performed with the following TagMan assays: Spi-B (Hs00162150_m1),
Hes-1 (Hs00172878_m1), Gata-2 (Hs00231119_m1), Gata-3 (Hs00231122_
ml), PU.1 (Hs00231368_m1), ETSI (Hs00428287_m1), ID2 (Hs00747379_

ml), and ID3 (Hs00171409_m1; all from Applied Biosystems). GAPDH (Predevel-
oped TagMan) and GNB2L1 (Hs00272002_m1) were used as endogenous con-
trols. All PCR reactions were set in duplicates using the TaqMan Fast Universal
PCR Master Mix (Applied Biosystems), according to the manufacturer’s instruc-
tions. Amplifications, detections, and analyses were performed in a 7.900HT Fast
Real-Time PCR system (Centro de Genémica, Complutense University).

RESULTS

Activation of canonical Wnt signaling with Wnt3a or
LiCl treatment triggers transient stabilization of
B-catenin in human thymic progenitors

In the human thymus, canonical Wnt signaling occurs in all dif-
ferentiation subsets, from DN thymocytes, where it is most promi-
nent, to more mature populations [21]. Thus, according to data
reported previously [21], we observed the highest levels of total
B-catenin in the human thymus in the total DN CD34" fraction
(Fig. 1A). However, it would be reasonable to hypothesize that
not all of CD34"CDla” progenitors must express the active form
of B-catenin. To determinate the percentage of human thymic
progenitors that contain this form of B-catenin, we stained freshly
isolated Lin"CD34 " CD1a" cells with an antibody that specifically

www jleukbio.org

B-catenin and lineage output from human thymus

A CD34* CD4* CD8*
40% 8.6%
' MFI= 39 /] MFI= 11
0 T 2 T L TR TR T S
CD4* CD§ CD8" CD4"
18% 7%
£4 \ MFI=12 MFI=9
O T O At (R R R
Total B-catenin >
B Control WNT3a LiCl
/{ 55% | ] 85% 87%
, 4 MFI=9 E MFI=22 MFI=20

- - e
w0t ! [ T L T

" 4
. 10 .
Active B-catenin

e
w0

10

woon w0 0w

ANNEXIN V >

Figure 1. Wnt-3a and LiCl treatment promotes f-catenin stabilization
in human thymic progenitors and increases their survival slightly. (A)
Expression of total B-catenin in freshly isolated human thymic subsets
defined by the surface expression of CD4, CD8, and CD34 molecules.
(B) Intracellular levels of nonphosphorylated (Active) B-catenin were
determined by flow cytometry in CD34"CD1a™ cells cultured for 12 h
with Wnt-3a (100 ng/ml) or LiCl (10 mM) or with culture medium
(Control). Data are representative of three independent experiments.
Shadow histograms indicate background fluorescence. The percentage
of positive cells, determined according to background staining, and
the total mean fluorescence intensity (MFI) are shown in each histo-
gram. (C) To determinate the percentage of apoptotic cells, the recov-
ered cells were stained with Annexin-V and PI. Dot plots show the per-
centage of apoptotic cells (Annexin-V* PI"). Data are representative of
three independent experiments.

recognizes the nonphosphorylated form of B-catenin. Flow cytom-
etry analysis showed that 40-60% of freshly isolated CD34 ™"
CDla™ thymocytes expressed detectable levels of active B-catenin,
suggesting that canonical Wnt signaling is regulated tightly

in vivo. To give a boost to the canonical Wnt signaling pathway in
thymic progenitors and exceed transiently usual signaling levels,
we treated CD34"CD1a™ cells for 12 h with Wnt3a (100 ng/ml),
which has been described as a prototypical agonist for the canon-
ical pathway in the thymus, and alternatively, with LiCl (10 mM),
which inhibits GSK-33 and reduces the degradation of S-catenin
by the proteasome [19]. After the cell culture, we corroborated
by flow cytometry that the treatment with Wnt3a or LiCl pro-
duced a prominent increment of active 3-catenin levels in most
CD34"CDla” progenitor cells, detecting active B-catenin in 80—
90% of treated cells (Fig. 1B), and cells cultured under control
conditions showed similar levels of B-catenin than those found in
fresh, isolated cells. We obtained similar results after 3 h of treat-
ment (data not shown), suggesting that canonical Wnt signaling
begins within the first hours of culture.
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Previously reported data suggest that the Wnt signaling pathway is
important for regulating cell survival of immature thymocytes [18,
24] So, we next evaluated the effect of canonical Wnt signaling in
the viability of CD34"CDla™ progenitors, and we stained Wnt3a- or
LiCl-treated cells with Annexin-V and PIL. Flow cytometry analysis
showed no toxic effect of Wnt3a or LiCl, as after 12 h of treatment,
the percentage of PI'" cells did not increase. On the contrary, we
observed a slight decrease in the proportion of apoptotic cells (An-
nexin® PI) in response to canonical Wnt signaling (Fig. 1C).

Differentiation of Wnt3a- and LiCl-pretreated thymic
CD34"CDla™ precursors in human-mouse chimeric
FTOC

We next analyzed the possible effect of a transient stimulation
of canonical Wnt-B-catenin signaling on lineage output from
pretreated thymic progenitors, assaying pretreated cells in vari-
ous specific differentiation systems.

We started using CD34"CD1a™ cells, pretreated with LiCl and
Wnt3a, to perform human-mouse chimeric FTOC, which provide a
thymic microenvironment and promote largely T cell differentiation.
After 10-11 days of culture—when we compared the numbers of
human cells recovered from lobes colonized with Wnt3a-pretreated
cells with those obtained from control lobes—we observed a wide
variability in the effects (Fig. 2A), which led to the absence of signifi-
cant differences. By contrast, the numbers of recovered cells from
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Figure 2. Stimulation of canonical Wnt signaling increases the number of
CD4 CD8™ thymocytes from human-mouse chimeric FTOC. (A) The scat-
ter plot shows the number of human cells recovered after 11 days of cul-
ture from human-mouse chimeric FTOC seeded with Wnt3a- or LiCl-pre-
treated progenitors, relative to those seeded with control cells (referred as
100%). The number of human cells (CD45™) recovered from cultures
seeded with pretreated progenitors in each experiment was divided by
the number of cells recovered from its control culture to give the relative
cell number of five individual experiments. (B) Dot plots show CD4 ver-
sus CD8 expression on gated human CD45" cells from 11-day cul-
tures. Data are representative of five independent experiments.
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chimeric FTOC seeded with LiCl-pretreated progenitors were always
higher than those collected from their controls. Nevertheless, there
were notable variations in the magnitude of the increment found in
the five experiments analyzed, and increases in the number of hu-
man cells recovered ranged from 10% to 170% (Fig. 2A).

Regarding T cell differentiation, at this time of culture, in
control FTOC, approximately 25% of thymocytes had reached
the DP differentiation stage, but most of the cells were within
the intermediate CD4™™ population, and approximately 15%
of thymic cells remained within the most immature DN thymo-
cyte subset. In all of the experiments analyzed, thymic lobes,
colonized with Wnt3a-pretreated precursors, showed a slight
reduction in the proportion of DP thymocytes (Fig. 2B). LiCl
pretreatment induced an important increase in the percentage
of DN cells, and concomitantly, the proportion of DP thymo-
cytes halved with respect to control FTOC. Nonetheless, as the
numbers of human cells recovered from FTOC recolonized
with LiCl-pretreated precursors were increased, in absolute
terms, the reduction in the DP cell population was not statisti-
cally significant. By contrast, the increment in the number of
human DN thymocytes yielded after LiCl pretreatment was
between 40% and 500% (data not shown).

Transient stimulation of Wnt signaling enhances
differentiation of thymic CD34"CD1a" cells to NK
lineage

Chimeric human-mouse FTOC yielded a small percentage of NK
cells, defined by the expression of the CD56 marker, which
ranged in control cultures between 2% and 5% of total human
cells, depending on the experiment. Remarkably, the percentage
and the absolute number of NK cells recovered from FTOC,
seeded with Wnt3a- or LiCl-pretreated cells, augmented with re-
spect to their control counterparts in all of the experiments

(Fig. 3, A and B). In the case of Wnt3a pretreatment, the in-
crease in the percentage of NK cells relative to the control cul-
tures varied between 45% and 65% and in cultures seeded with
LiCl-pretreated progenitors, reached 120% (Fig. 3A). The abso-
lute number of human NK cells recovered from chimeric FTOC
was also higher when the thymic progenitor had been pretreated
to stabilize B-catenin before seeding thymic lobes, and again, LiCl
pretreatment triggered the greatest effects (Fig. 3B).

As the above results suggest that Wnt3a or LiCl pretreat-
ment of thymic precursors might be able to enhance their dif-
ferentiation into NK cells, we tried to corroborate those data,
performing a differentiation assay specific to NK cell produc-
tion. After 13-15 days of culture in the presence of SCF and
IL-15, we collected 70-90% of CD56™ cells, and supporting
results found with FTOC assays, activation of canonical Wnt
signaling increased the subsequent yield of NK cells from thy-
mic progenitors (Fig. 3C). Moreover, the analysis of the ex-
pression of CD94 and NKG2D receptors in CD56™ cells ob-
tained from these cultures demonstrated a significantly higher
proportion of CD94- and NKG2D-positive cells in cultures
seeded after Wnt3a or LiCl pretreatment, which suggests an
earlier acquisition of these receptors as a result of transient
stabilization of B-catenin (Fig. 3D).
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Figure 3. Transient stabilization of B-catenin enhances differentiation
of thymic CD34*CDla" cells to NK lineage. (A) Expression of CD56
and TCRy8 on CD45" human cells recovered from human-mouse chi-
meric FTOC cultured for 11 days. Data are representative of five inde-
pendent experiments. (B and C) Numbers of human CD56" NK cells
recovered from 11-day FTOC (B) or after 14 days of culture with SCF
and IL-15 (C) seeded with Wnt3a- or LiCl-pretreated progenitors rela-
tive to their counterparts seeded with control cells (referred as 100%).
Data represent the mean (*sp) of four independent experiments (¥,
P=0.05; #*¥* P=0.001, by ttest single sample). (D) Expression of
CD94 and NKG2D receptors in CD56™" cells yielded from control or
Wnt3a/ LiCl-pretreated thymic cell progenitors after 13 days of cul-
ture with SCF and IL-15. Shadow histograms indicate background fluo-
rescence. The percentages of positive cells, determined according to
background staining, are shown in each histogram. Data are represen-
tative of three independent experiments.

The capacity of thymic progenitors to differentiate into
monocytes, cDC, and pDC is reduced significantly after
activation of canonical Wnt signaling

We next analyzed the impact of giving a boost to canonical
Wnt signaling in the differentiation of thymic progenitors to-
ward monocytes, cDC, and pDC. We used a modification of an
in vitro assay described previously by Spits et al. [35], which
allowed us to study the differentiation of CD34"CDla™ cells
into those three lineages. In our experiments, we cocultured
pretreated human thymic progenitors with ST2 cells in the
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presence of IL- 7 and FIt3L cytokines during 10-11 days. Un-
der these conditions, a population of CD14™" cells, which were
considered to be monocytes, was generated (Fig. 4A), and
within the population of CD14™ cells, we found ¢DC, as de-
fined by the expression of the markers CDla, CD11c, and
HLA-DR (Fig. 4B). Cocultures of thymic progenitors and ST2
stromal cells also yielded a variable percentage of HLA-
DR'*“CD123"'CD45RA"BDCA-2" pDC (Fig. 4C), which had
the ability to produce IFN-a after stimulation (Fig. 4D).

Using this experimental approach, we observed that co-
cultures seeded with human thymic progenitors, which had
been pretreated to stabilize B-catenin, yielded a significantly
reduced number of cells in comparison with their controls
(Fig. 5A). It is important to note that we found this effect
in all of the experiments performed with Wnt3a- or LiCl-
pretreated progenitors. Remarkably, the reduction in cell
number was more evident after LiCl pretreatment (percent-
age reduction between 30% and 50%). Regarding lineage
output, both pretreatments produced a decrease in the ab-
solute number of CD14™" cells, but whereas pretreatment
with Wnt3a resulted in a quite constant reduction (~40%),
the results obtained after LiCl pretreatment were more vari-
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Figure 4. Phenotype of CD14", ¢cDC, and pDC populations generated
from Lin"CD34*CD1la" thymic progenitors cocultured with ST2 stromal
cells. After 11 days of coculture, as described in Materials and Methods,
the phenotype of recovered cells was analyzed by flow cytometry.

(A) CD14", monocytes. (B) CD1T"HLA-DR"CDI11c*, cDC. (C) HLA-
DR'“CD45RA"BDCA2*CD123"5", pDC. Data are representative of five
independent experiments. (D) After 11 days of coculture, pDC were stim-
ulated for 12 h with CpG (2216; 5 ug/ml; black histogram), using as neg-
ative control CpG2243 stimulation (open histogram). Flow cytometric
analysis was performed after intracellular staining of IFN-a, as described
in Materials and Methods. Gray histogram indicates background staining.
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Figure 5. Reduced capacity of thymic CD34"CD1a™ progenitors to differentiate into monocytes, cDC, and pDC after stimulation of canonical Wnt signal-
ing. (A) The scatter plot shows the total number of human cells recovered from cocultures of Wnt3a- or LiCl-pretreated human progenitors with murine
bone marrow stromal cell line ST2, expressed as relative percentage to their control counterparts, from eight individual experiments. (B) The numbers
of CD14" cells, cDC, and pDC recovered from cocultures performed with Wnt3a (gray bars)- or LiCl (black bars)-pretreated progenitors are
shown. Data represent the mean (*sp) of five to eight independent experiments, expressed relative to the numbers recovered under control con-
ditions (open bars; referred as 100%). *, P = 0.05; ** P < 0.01; *** P < 0.001, by ttest single sample.

able, and we found reductions ranging from 15% to 60% in
the five experiments performed. cDC also underwent a sig-
nificant reduction in their numbers in cocultures seeded
with pretreated human precursors. However, the impact of
the pretreatment was significantly higher in the case of
pDC, leading in all of the experiments to a decrease in the
percentage and number of this cell population, which indi-
cates a greater negative effect of B-catenin stabilization on
pDC generation (Fig. 5B).

Stimulation of canonical Wnt pathway modifies the
expression of cytokine receptors in thymic
Lin"CD34*CDla™ progenitors

Differentiation and expansion of thymic precursors depend on
their response to cytokines, such as SCF, IL-7, FIt3L, and IL-
15. Therefore, we studied the pattern of expression of their
receptors (CD117, CD127, CD135, and CD122, respectively)
on Wnt3a- and LiCl-pretreated CD34"CD1a™ progenitors as a
possible cause for the results obtained after transient stabiliza-
tion of B-catenin.

After 12 h of culture in control conditions, 50-60% of Lin~
CD34" CDla cells expressed in their membrane receptors for
SCF (CD117), whereas the percentage of CD127" or CD135™"
progenitors was higher, corresponding to 65% and 75% of
CD34" CDla cells, respectively. On the other hand, CD122 ex-
pression was restricted to a minor proportion of cell progenitors,
which represented <5% of this thymic population (Fig. 6A). As a
result of the transient stabilization of B-catenin, we observed that
the progenitors did not change their expression of CD117,
whereas there was a decrease in the percentage of CD34" cells
expressing Flt3 on their cell surface, most noticeably in the pre-
cursors treated with LiCl. By contrast, the percentage of CD122-
positive cells increased after Wnt3a or LiCl treatment, reaching
approximately 10% of cell precursors, and Wnt3a but not LiCl
treatment increased the proportions of CD127" thymic cell pro-
genitors (Fig. 6A).

As the cytokine FIt3L is a crucial factor to promote the devel-
opment of ¢cDC and pDC in vivo and in vitro [36, 37], and the
expression of its receptor is notably reduced after treatment with
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Wnt3a or LiCl, we considered the possibility that the significant
reduction observed in the number of recovered cells from cocul-
tures established with ST2 cells and pretreated progenitors could
be reversed, increasing FIt3L. doses. However, the results obtained
from these additional experiments showed that even tenfold in-
creases in concentration of FIt3L failed to reverse the reduction
in the absolute number of cells, as well as the percentage of pDC
recovered from cocultures seeded with progenitors pretreated
with LiCl (Fig. 6B). Furthermore, corroborating the conclusion
that transient stabilization of B-catenin induced a loss of FIt3L
responsiveness in CD34*CD1a™ cells, we demonstrated that the
down-regulation of FIt3 expression observed in thymic progeni-
tors correlated to the inhibition of Flt3L-induced STAT) phos-
phorylation [38, 39] in Wnt3a- and LiCl-pretreated thymic pro-
genitors (Fig. 6C).

CD34"CDla progenitors change their transcription
factor profile in response to f3-catenin stabilization

In CD34"CDla” thymic progenitors, we evaluated by quantita-
tive RT-PCR whether transient 3-catenin stabilization affected
the expression of different transcription factors that determine
their lineage output [40]. Variations between samples were
corrected by normalizing against the expression of two endog-
enous controls, GAPDH and GNB2L1. The results obtained
showed that the stabilization of B-catenin caused by treatment
with LiCl did not affect the levels of transcripts for Spi-B,
GATA-2, GATA-3, and ID2 genes significantly, and those for
ETS1 decreased only slightly when compared with control
cells. In contrast, LiCl treatment caused a 50% increase in the
levels of transcripts for Hes-1 and PU.1 in thymic progenitors,
and remarkably, the amount of ID3 transcripts doubled that
found in control cells (Fig. 7A).

To emphasize the impact of LiCl pretreatment, we performed
additional assays to compare the transcription factor profile of
control and LiCl-pretreated progenitors after responding to dif-
ferentiation signals. In this set of experiments, RNA was obtained
after two consecutive culture periods. The first culture step was
equivalent to that performed in previous experiments; hence, the
progenitors were maintained under control conditions or in the
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treated progenitors were cultured in the presence of 100
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ground fluorescence. The percentage of positive cells, determined according to background staining, and the total mean fluorescence intensity
are shown in each histogram. Data are representative of three independent experiments.

presence of LiCl for 12 h, whereas during the second culture
step, control or LiCl-pretreated progenitors responded to IL-7,
FIt3L, and SCF cytokine cocktail for only 6 h. Under these exper-
imental conditions, the increment in transcripts for Hes-1 was
maintained, but remarkably, the levels of transcripts for ID3 and
GATAS3 were two to three times higher in cells that had stabilized
B-catenin before responding to the IL-7, FIt3L, and SCF cytokine
cocktail. Moreover, ID2 levels in pretreated cells were also in-
creased by 40% with respect to control progenitors (Fig. 7B). It is
interesting to remark that control progenitors could largely dif-
ferentiate to monocyte and DC lineages in response to these dif-
ferentiation signals, whereas our previous results indicated that
pretreated progenitors did not.

DISCUSSION

In the present work, we have shown that stimulation of canoni-
cal Wnt signaling in human intrathymic Lin"CD34"CDla™ pro-
genitors modifies their subsequent lineage output in response

to specific differentiation environments. Our results also indi-
cate that this effect would be related to changes in their ex-
pression of the FIt3L receptor, crucial in the regulation of lin-
eage choice and the maintenance/expansion of progenitors
and alterations in the expression levels of various transcription
factors, such as Hes-1 and 1D3.

We have focused our interest in the effects of a transitory
increment in B-catenin levels in the differentiation potential of
multilineage thymic precursors [41, 42]. During a reduced pe-
riod of time, we have induced canonical Wnt signaling artifi-
cially in a specific cell-differentiation stage, CD34 "CDla" thy-
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mic progenitors, transiently increasing the level of active
B-catenin. This experimental strategy allows investigation of
the effects that canonical Wnt signaling could exert only on
early thymic progenitors, avoiding that the final result can be
masked by the diverse effects of Wnt signaling on distinct thy-
mocyte subsets, as could occur with a continuous treatment. In
addition, as thymic epithelium [43] and ST2 stromal cells [44]
respond to Wnt signaling, we perform the treatment of thymic
progenitors before their use in FTOC or cocultures to avoid
affecting the differentiation of thymic progenitors through
modifications in the stromal microenvironment.

Previous studies performed in mice have attempted to ana-
lyze the function of canonical Wnt signaling during T cell dif-
ferentiation, obtaining conflicting results. The genetic strate-
gies used in these studies, leading to sustained activation or
impairment of canonical Wnt signaling, produced distinct re-
sults depending on the target gene and the stage of thymocyte
differentiation that underwent the genetic modification [13,
14, 24, 45]. Therefore, activation of the canonical Wnt path-
way by overexpressing activated forms of B-catenin led to dif-
ferent effects depending on the promoter that controlled ex-
pression of mutant B-catenin [8-12, 26, 27]. Intriguingly, con-
ditional B-catenin deletion under control of the Ick promoter
impairs T cell development [45], and if this deletion occurs
earlier, in HSC, the thymus is not affected [46, 47]. On the
other hand, attenuation of Wnt signaling, by overexpression of
inhibitory molecules such Dkk1 [19] or Fzd soluble receptors
[21], produces a blockage of T cell development at the DN
differentiation stage, which becomes total in the case of Dkkl
overexpression. However, in these studies, the possible effects
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on thymic epithelium were not evaluated, and recently, it has
been reported that stabilization of B-catenin, exclusively in thy-
mic epithelial cells, blocks thymocyte development [48]. Then,
so far, no work has studied the involvement of the canonical
Wnt pathway in modulating the differentiation potential of
thymic progenitors.

Several authors have also reported that manipulation of ca-
nonical Wnt signaling affects expansion and differentiation
potential of HSC. Artificial stimulation of the canonical Wnt
pathway can restrict differentiation of primitive HSC, maintain-
ing their engraftment potential [49], but sustained autocrine
Wnt3a signaling compromises hematopoiesis [50]. Constitu-
tively active B-catenin causes a severe disruption of hematopoi-
esis [9, 10], leading to exhaustion of a long-term stem-cell
pool [10] and affecting myeloid progenitors, erythroid differ-
entiation, and development of common lymphoid progenitors
[9]. Accordingly, differentiation of B cells and pDC is blocked
completely when primitive HSC are cultured onto Wnt3a-ex-
pressing OP9 stromal cells, and ¢cDC development is not com-
promised, but modifications on OP9 stromal cells could also
account for these effects [50].

Our results show that the thymic CD34"CDla” cell popula-
tion, which includes the most immature thymic progenitors
with the capacity to differentiate into T cells, NK cells, mono-
cytes, and DC, markedly increases the levels of active S-catenin
upon treatment with LiCl or Wnt3a, demonstrating the activa-
tion of the canonical Wnt signaling route. These pretreated
progenitors were used in different experimental approaches to
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study their differentiation potential and generated increased
numbers of NK cells, whereas by contrast, showed less capacity
to expand and differentiate toward monocyte and DC lineages,
observing the greatest effect on pDC differentiation. As the
activation of canonical Wnt signaling is previous to seed differ-
entiation cultures, in our system, the transient stabilization of
B-catenin modifies intrinsic characteristics of the thymic pro-
genitors.

The mechanisms that control lineage output from CD34™"
thymic progenitors involve the integration of signals initiated
in response to cytokines and the activity of specific transcrip-
tion factors. In this scenario, the cytokine FIt3L is sufficient
and essential to support the commitment and differentiation
of hematopoietic precursors to DC lineage [36, 37], and our
results demonstrate that activation of canonical Wnt signaling
in CD34"CDla™ progenitors markedly reduces the surface ex-
pression of receptors for this cytokine, which results in the in-
hibition of Flt3L-induced STATb phosphorylation. Therefore,
the capacity of thymic progenitors to proliferate or survive in
response to FIt3L, and in correlation, its potential to differen-
tiate into monocytes, cDC, and pDC would be compromised
after B-catenin stabilization. Consequently, this effect could
account for the reduction observed in the number of cells
yielded from the monocyte-DC differentiation assays, despite
the increased viability of thymic progenitors. The reduction in
FIt3 expression could merely decrease the sensitivity of pro-
genitors to this signal, or in contrast, the reduced percentage
of FIt3" cells would be reflecting a modification in the compo-
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sition of the thymic progenitor subpopulation after activation
of canonical Wnt signaling. The increment in the percentage
of CD122-positive progenitors observed after Wnt3a and LiCl
pretreatment could agree with this possibility and with the en-
hancement of NK cell differentiation. Interestingly, we demon-
strate that this effect is not reverted by increasing FIt3L doses
and also show that the levels of various transcription factors
are modified after activation of the canonical Wnt pathway.
Among transcription factors whose expression changes after
giving a boost in canonical Wnt signaling, ID3, whose levels in
LiCl-treated progenitors double those found in control, non-
treated cells, stands out. ID3 is an inhibitor of the transcrip-
tional activity of E2A proteins, E12 and E47, involved in the
differentiation of many cell types. Enforced expression of ID3
by retrovirus-mediated gene transfer inhibits the development
of CD34"CDla” thymic progenitors into T cells and pDC and
enhances the production of NK cells [35, 51]. In agreement,
in our system, the transient activation of B-catenin enhances
NK yields from human thymic progenitors and reduces the
production of pDC. However, although FTOC seeded with
LiCl-pretreated progenitors yield higher numbers of DN thy-
mocytes, we cannot affirm conclusively that T cell lineage is
affected. Nevertheless, the increment of ID3 levels generated
after retroviral transduction, besides being constitutive, could
be higher than that induced after transient Wnt signaling acti-
vation. In any case, the effect of canonical Wnt signaling in
thymic progenitors is not merely an increment in ID3 tran-
scripts. We also find an increment in the level of Hes-1 tran-
scripts. Previous reports have demonstrated that the canonical
Wnt pathway enhances Notch signaling, increasing the amount
of Notchl intracellular domain, which triggers an increment
in Hes-1 transcription [52, 53]. In addition, Wnt signaling acti-
vation promotes the transcription of Notchl [12] and its li-
gand Jaggedl [54], which in turn, would augment the subse-
quent Notch-dependent response. The increment in Nocth1
signaling could be one of the factors that causes the inhibition
of myeloid differentiation and the increment in the thymic
DN population observed after activation of B-catenin [42].
Regarding NK cell development, cord-blood CD34 " cells
cultured with low densities of Deltal >
which induce a small increase in Hes-1 expression [55], gener-
ate higher numbers of NK cells than progenitors cultured
without fusion proteins [53]. In contrast, elevated densities of
Deltal [b3] or sustained Notchl activation after the intracellu-

fusion proteins,

lar portion of the Notch receptor 1 retroviral transduction
[42] result in blockage of NK cell differentiation. These results
indicate that the intensity of Notch signaling regulates NK lin-
eage commitment and differentiation and account for the exis-
tence of an optimal level of Notch signaling required for the
promotion of NK development. Accordingly, Wnt3a can in-
hibit NK cell differentiation by enhancing the level of Notchl
signaling to exceed a threshold that favors T cell development
[63]. The increment in Hes-1 levels observed in LiCl-treated
progenitors is quite low compared with that reported after cul-
turing CD34" progenitors with Delta fusion proteins
[55]; then, we can assume that does not exceed the optimal
level for NK differentiation.

1 ext—IgG
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On the other hand, controversial results have been reported
regarding Notchl signaling and pDC differentiation, mainly as
a result of differences in the origin of CD34" cell progenitors
used in these studies (cord blood vs. thymus) and the amount
of Notchl ligand provided to CD34" progenitors. Thus,
Dontje et al. [56] demonstrated that CD34" CD1a~ thymic pro-
genitors cultured onto the OP9 stromal cell line expressing
human Delta-like 1 increase GATA-3 expression and down-
modulate Spi-B blocking pDC differentiation. In contrast,
Olivier et al. [57] showed that cord-blood CD34" progenitors
require Notchl signaling to differentiate into pDC and are
blocked after y-secretase inhibition, and their culture onto
OP9-DLI cells increases pDC yields.

In conclusion, we show that transient stabilization of B-cate-
nin alters the lineage output from CD34"CDla~ thymic pro-
genitors, impairing their capacity to differentiate into mono-
cyte or DC lineages while promoting NK cell production. Mod-
ifications in factors that mediate CD34" CD1a~ expansion and
differentiation, such as the expression of FIt3 or Hes-1 and
ID3 transcription levels, account for those results.
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The bone morphogenetic protein (BMP)
signaling pathway regulates survival, pro-
liferation, and differentiation of several
cell types in multiple tissues, including
the thymus. Previous reports have shown
that BMP signaling negatively regulates
T-cell development. Here, we study the
subpopulation of early human intrathy-
mic progenitors expressing the type IA
BMP receptor (BMPRIA) and provide evi-
dence that CD34*CD1a-BMPRIA* precur-
sor cells mostly express surface cell
markers and transcription factors typi-

cally associated with NK cell lineage.
These CD34+ cells mostly differentiate
into functional CD56" natural killer (NK)
cells when they are cocultured with thy-
mic stromal cells in chimeric human-
mouse fetal thymic organ cultures and
also in the presence of SCF and IL-15.
Moreover, autocrine BMP signaling can
promote the differentiation of thymic
NK cells by regulating the expression of
key transcription factors required for
NK cell lineage (eg, Id3 and Nfil3) as well
as one of the components of IL-15 recep-

tor, CD122. Subsequently, the resulting
population of IL-15-responsive NK cell
precursors can be expanded by IL-15,
whose action is mediated by BMP signal-
ing during the last steps of thymic NK cell
differentiation. Our results strongly sug-
gest that BMPRIA expression identifies
human thymic NK cell precursors and
that BMP signaling is relevant for NK cell
differentiation in the human thymus.
(Blood. 2012;119(8):1861-1871)

Introduction

Natural killer (NK) cells are CD3~CD56* large granular lympho-
cytes that function within the innate immune system to provide
protection against infection and cancer, and they also can produce
cytokines and chemokines to influence the adaptive immune
response.! NK cells develop from CD34* hematopoietic precursor
cells, and it is generally accepted that bone marrow is the main site
of NK cell development in adult humans."> However, several
reports have shown that hematopoietic precursors and developing
NK cells also can be found in human adult intestine,® uterus,*>
liver,® and secondary lymphoid tissues, such as lymph nodes and
tonsils.” The thymus also is considered a site of NK cell develop-
ment because mature NK cells and multipotent as well as bipotent
T/NK and NK/dendritic cell (DC) precursors can be isolated from
human postnatal thymus, but a complete pathway of NK cell
differentiation at this site has not been defined in humans.®!! By
contrast, it has been recently demonstrated in mice the existence of
a thymic pathway of NK cell development characterized by
expression of CD127 and GATA-3.12 Thymic NK cell development
also has been reported to rely on the expression of members of the
inhibitor of differentiation/DNA binding (Id) protein family, such
as Id2 and 1d3, the down-regulation of Notch signaling and the
balance between Nfil3/E4bp4 and Bcll1b transcription factors.!3-10

The bone morphogenetic protein (BMP) family includes se-
creted signaling proteins that bind to a heteromeric receptor
complex commonly constituted by the following type I and type 11
serine-threonine kinase receptors: type IA BMP receptor (BMPRIA)/

ALK-3, type IB BMP receptor (BMPRIB)/ALK-6, type I Activin
receptor (ActRIA)/ALK-2, and type II BMP receptor (BMP-
RID).!7-1 On BMP binding, type II receptors phosphorylate type I
receptors that then activate the BMP receptor-regulated Smads
(BR-Smads) by phosphorylation. Subsequently, BR-Smads bind to
the common partner Smad4, and the complex translocates into the
nucleus where it regulates the transcription of BMP target genes,
including Id proteins and Runx transcription factors.!$:20:21

It is now known that BMPs are involved in the development of
virtually all organs and the maintenance and renewal of several
adult tissues, such as the hematopoietic and lymphoid tissues.?>
In the thymus, both cortical and medullary epithelial cells express
BMP receptors and produce BMP2 and BMP4 ligands.?’-* Thymo-
cyte precursors also produce BMP4 and express the type I and type
II BMP receptors as well as the BR-Smads required to initiate the
intracellular signaling.?’-?$30 The stimulation of BMP signaling
pathway by treatment with BMP4 of fetal thymic organ cultures
(FTOCs) enhances cell survival; inhibits thymocyte expansion;
and, importantly, prevents differentiation along the T-cell lin-
eage.’’3! On the contrary, the neutralization of the action of
endogenously produced BMPs by treatment with different BMP
inhibitors enhances thymocyte proliferation and promotes the
differentiation of CD4*CD8* thymocytes, suggesting that BMP
signaling acts as a negative regulator of T-cell development.?6-2831

Here, we show that the subpopulation of early human intrathy-
mic CD34*CDla~ progenitor cells expressing BMPRIA contains a
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The canonical BMP signaling pathway is involved in
human monocyte-derived dendritic cell maturation

Victor G Martinez!, Carmen Hernandez-Lopez!, Jaris Valencia', Laura Hidalgol, Ana Entrenal,
Agustin G Zapata?, Angeles Vicente!, Rosa Sacedéon' and Alberto Varas!?

Bone morphogenetic proteins (BMPs), members of the transforming growth factor-p superfamily, are multifunctional polypeptides
regulating a broad spectrum of functions in embryonic and adult tissues. Recent reports have demonstrated that BMPs regulate
the survival, proliferation and differentiation of several cell types in the immune system. In this study, we investigate the effects
of BMP signaling activation on the capacity of human dendritic cells (DCs) to stimulate immune responses. Human DCs express
type | and type Il BMP receptors (BMPRIA, BMPRIB, type IA activin receptor, BMPRII) and BMP signal transduction molecules
(Smadl, 5, and 8, as well as Smad4). On BMP stimulation, Id1-3 (inhibitor of differentiation 1-3/DNA binding) mRNA
expression is upregulated and this effect can be blocked with the inhibitor dorsomorphin, showing that the canonical BMP signal
transduction pathway is functionally active in DCs. BMP signaling activation promotes the phenotypic maturation of human

DCs by increasing the expression of co-stimulatory molecules and also CD83, programmed cell death ligand 1 (PD-L1) and PD-
L2, and stimulates cytokine secretion, mainly interleukin-8 and tumor necrosis factor-o.. Accordingly, BMP-treated DCs exhibit
an enhanced T-cell stimulatory capacity. BMP signaling also enhances the survival of human DCs increasing the Bcl-2/Bax ratio.
Finally, the expression of Runx transcription factors is increased in mature DCs, and the mRNA levels of Runx1-3 are
upregulated in response to BMP stimulation, indicating that Runx transcription factor family may mediate the effects of BMP

signaling in human DC maturation.

Immunology and Cell Biology (2011) 89, 610-618; doi:10.1038/ich.2010.135; published online 23 November 2010

Keywords: bone morphogenetic proteins; dendritic cells; dorsomorphin; Id proteins; Runx proteins

Bone morphogenetic proteins (BMPs) constitute a large subgroup of
secreted signaling proteins that belong to the transforming growth
factor (TGF)-P superfamily.! BMPs are synthesized as large precursor
molecules, which are proteolytically cleaved to release the mature
proteins. The active forms usually consist of homodimers that can
initiate signaling by binding to heteromeric complexes constituted by
transmembrane receptors, termed type I and type 1, exhibiting serine/
threonine kinase activity. The type II BMP receptor (BMPRII)
combined with one of the following type I receptors: type IA BMP
receptor (BMPRIA)/ALK-3, type IB BMP receptor (BMPRIB)/ALK-6
and type IA activin receptor (ActRIA)/ALK-2, are the most common
components of BMP receptors. The constitutively active type II
receptors phosphorylate type I receptors on ligand binding, and the
activated type I receptors subsequently phosphorylate downstream
targets of at least two signaling cascades.' The canonical BMP
signaling pathway involves the Smad protein family. Specifically, the
BMP receptor-regulated Smads (BR-Smads), Smadl, Smad5 and
Smads8, are phosphorylated and activated by type I BMP receptors.
Once phosphorylated, BR-Smads dissociate from the receptors, form
complexes with Smad4, translocate into the nucleus, bind to BMP

responsive elements and function as transcriptional co-modulators to
induce or repress BMP target gene expression.l> The members of the
Id (inhibitor of differentiation/DNA binding) protein family, a class of
helix-loop-helix proteins, have been shown to be important targets
for BMP signaling.* In addition to the canonical Smad-dependent
signaling pathway, the activated receptor complexes may initiate a
non-canonical Smad-independent pathway leading to activation of
p38 mitogen-activated protein kinase (MAPK).!?

BMPs were originally identified as growth and differentiation
factors for osteogenic cells,” and are now considered as multifunc-
tional polypeptides.® BMPs have key roles in the development of many
organs and also function in adult tissues."*”8 In the immune system,
BMP6 inhibits the proliferation of human B cell progenitors as well as
mature B cells through the Smad-dependent pathway.”!? Likewise,
different members of BMP family have been demonstrated to have
anti-proliferative and pro-apoptotic effects in multiple myeloma
cells.!12 We and others have shown that BMP2, BMP4 and
BMP7 are the main ligands expressed in the human and murine
thymus.!>"1> BMP4 enhances the survival of thymocyte precursors
and inhibits their proliferation.!>!¢ Also, BMP4 arrests early T-cell
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Abstract
CXCL12 is an important CXC chemokine involved in numer-
ous biological processes. We had previously demonstrated
the synergistic participation of CXCL12 and IL-7 in the control
of both survival and proliferation of CD34* human thymic
lymphoid progenitors. On this basis, we hypothesize a pre-
sumptive role for CXCL12 and its receptor, CXCR4, in the thy-
mus involution. In this respect, in the current report we de-
scribe the expression of both molecules in the human thy-
mus during aging. Our results demonstrate that, despite the
profound alterations observed in the thymic epithelial mi-
croenvironment of aged thymuses, the proportions of dif-
ferent CD4/CD8 thymocyte subsets do not undergo signifi-
cant variations. Remarkably, a strong CXCL12 expression was
found in older thymuses, which appeared in the same loca-
tions as in younger thymuses: the subcapsulary and medul-
lary areas. The proportions of CXCR4* cells, most of them
belonging to the CD3~ compartment, showed no important
variations in the older thymuses. However, within the CD34*
cell population, a significant reduction in the expression of
CXCR4 molecules was observed.

Copyright © 2010 S. Karger AG, Basel

Introduction

Chemokines are small, soluble proteins (about 10
kDa) capable to produce a chemotactic cellular response.
The chemokine family, which approximately comprises
50 members and 25 receptors, has been divided into four
groups based on the position of the four conserved cys-
teine residues in the N-terminal region. With a few ex-
ceptions, CC chemokines bind to CC receptors, whereas
CXC chemokines activate CXC receptors. Chemokine
receptors belong to the family of G-protein-coupled re-
ceptors that activate adenylate-cyclase, phospholipases,
GTPases (Rho, Rac, Cdc42) and major kinases (MAPK,
PI3K) [1].

CXCL12 isan important member of the CXC subfam-
ily that was firstly isolated from a murine bone marrow
stroma cell line and has pleiotropic effects on the lym-
pho-hematopoietic system as well as on the nervous sys-
tem. CXCL12 was initially reported as a highly effective
chemoattractant for lymphocytes and monocytes but
not for neutrophils. Later it was recognized for regulat-
ing mature T and B lymphocyte survival and the gen-
eration of memory T cells [2]. In addition, CXCL12 and
its receptor CXCR4 are key factors to regulate homing/
mobilization of hematopoietic stem cells between bone
marrow and peripheral blood, a process that undergoes
catecholamine-mediated circadian variations [3]. On the
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other hand, CXCL12 and CXCR4 are constitutively ex-
pressed in the central nervous system and modulate neu-
rotransmission, neurotoxicity and neuroglial interac-
tions [1].

The involvement of CXCL12/CXCR4 in T cell differ-
entiation is controversial. Although studies on CXCL12/
CXCR4 gene disrupted mice suggested that these mole-
cules are not required for the generation of a normal mu-
rine T cell population, other studies pointed out a role for
CXCL12 in T cell differentiation. Several years ago, we
demonstrated that CXCL12/CXCR4 signaling is not crit-
ical for the CD34" precursor cell recruitment to the hu-
man thymus but CXCL12 participates in the control of
human lymphoid precursor cell survival and prolifera-
tion [4]. In this process, CXCL12 acts synergistically with
IL-7, but not with other cytokines such as SCF (stem cell
factor) or Flt3L (FMS-like tyrosine kinase 3 ligand),
known to be important for the biology of lymphoid pro-
genitors. IL-7 upregulates the CXCR4 expression on
CD34" human lymphoid progenitors and, at the same
time, stimulates the CXCL12 production by thymic epi-
thelial cells (TEC). In turn, CXCL12 downregulates the
IL-7 production by TEC.

The capacity of CXCL12 for controlling survival of
thymic cells is not restricted to the thymocyte lineage.
We recently demonstrated that human thymic dendrit-
ic cells (DC) express CXCR4 and produce CXCL12 that
increases the survival and allostimulatory capacities of
DC [5].

Based on these previous results, we hypothesize that
since CXCLI12 affects viability and proliferation of CD34*
progenitor cells and their effects are related with IL-7/IL-
7R signaling reported to be involved in thymus involu-
tion, this chemokine could be important to recover the
thymus from physiological or experimentally induced
conditions that course with decreased thymocyte pro-
duction. Therefore, the current results are devoted to the
analysis of CXCL12/CXCR4 condition in the involuted
thymus that occurs during human aging.

Morphological Changes in the Human Thymus
during Aging

The first signs of histological involution were clearly
evidenced in 15- to 20-year-old human thymuses, mark-
edly increasing in 30- to 40-year-old samples. Thymic
involution coursed with disappearance of a clear cortex-
medulla demarcation, principally due to extreme reduc-
tion of the cortical area that, in some older samples, ap-

218 Neuroimmunomodulation 2010;17:217-220

peared reduced to small groups of CD1* cells. Accord-
ingly, the medullary area was proportionally increased
but also appeared importantly altered. Other authors
have described similar features in the involuted thymus-
es during aging, including significant reduction of the
thymic surface area, decline of MHC class II and keratin
expression and increased presence on certain molecules,
such as Notchl and Delta [6]. The condition of thymic
medulla during aging is controversial. Some authors have
described fewer changes in the medulla than in the thy-
mic cortex of aged thymuses, but others suggest a parallel
decline of both thymic compartments [6]. Retraction of
epithelial cell processes in all thymic compartments also
occurred in the older thymuses, a feature that has been
related with the appearance of epithelial-free areas in the
involuted thymuses [6].

Slight Changes in the Proportions of CD4/CD8
Thymocyte Subsets Occur in Aged Human Thymus

Despite the described profound alterations occurring
in the thymic epithelial microenvironment of aged thy-
mus, no significant variations were observed in the pro-
portions of the different thymocyte subsets defined by
the expression of CD4/CD8 markers. Analysis of human
samples from postnatal to 70-year-old thymuses showed
just a slight increase in the older ones in the proportions
of DN and SP (both CD4*CD8" and CD4 CDS8") cells.
Correspondingly, decreased proportions of DP thymo-
cytes occurred in those older thymuses that could be re-
lated with an increased percentage of apoptotic DP cells
described in those thymuses [7].

CXCL12 Production in Older Human Thymuses

CXCL12 was expressed in the older thymuses in the
same locations than in the younger ones [4]. By using spe-
cific markers for cortical and medullary TEC in combi-
nation with antibodies against CXCL12 we observed that
CXCL12 expression occurred in the subcapsulary corti-
cal area and in both the TE-4* TEC and Hassall’s bodies
of thymic medulla (fig. 1a). It is important to remark that,
since thymus size decreases during aging, the relative
area occupied by CXCL12* cells is presumably larger in
older thymuses than in younger ones.

Herndndez-Lopez et al.
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CXCR4 Expression in the Thymus of Aged Humans

No significant variations were observed in the propor-
tions of thymic CXCR4" cells in older thymuses. The per-
centage of CXCR4" cells in older thymuses was in the
range described in the younger ones, although their val-
ues were in the lower level of such range in samples from
individuals older than 20 years (fig. 1b).

As previously demonstrated [4] in young thymuses,
most CD3~ thymocytes expressed CXCR4 (around 90%)
and the proportion of CXCR4" cells gradually decreased
in CD3!°" thymocytes that largely included the DP cells
(around 50%) and CD3" SP and DP thymocytes (around
20%). However, in each of these cell subpopulations the
proportion of CXCR4* cells remained basically unaltered
when younger and older samples were comparatively eval-
uated (fig. 1c). Thus, the percentage of CXCR4-expressing
CD34" cells did not changed throughout the life, but from
the second decade of life onward, there was a significant
reduction in the mean fluorescence intensity (MFI) of
CXCR4 molecule (fig. 1d). On the contrary, the CD127 (IL-
7 receptor a chain) expression on CD34* thymocytes did
not change during aging (data not shown), although a re-
duced production of IL-7 with age has been reported [8].
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PAPEL DE LA SENALIZACION BMP EN LA PROLIFERACION DE LAS

RESUMEN

Las Protefnas Morfogenéticas Oseas (BMPs) desempefian un papel clave
durante la embriogénesis y organogénesis de vertebrados, y también se ha
descrito que llevan a cabo diversas funciones en tejidos adultos con capaci-
dad auto-renovadora. Varios trabajos han demostrado que distintas BMPs
estan implicadas en el control de la proliferacién de diferentes tipos celula-
res hematopoyéticos. En este estudio nosotros evidenciamos que las células
T CD4+ periféricas de ratén expresan los tres tipos de receptores tipo I de
BMP (BMPRIA, BMPRIB, ActRIA), y que la proporcién de células T que expre-
san los receptores para BMPs incrementa notablemente tras estimulacién con
anticuerpos anti-CD3 y anti-CD3 més anti-CD28. La via de sefializacién BMP
es funcional en estas células T CD4- periféricas puesto que al cultivarlas en
presencia de BMP4 se incrementan los niveles de Smad1 fosforilada. Ade-
mds, nuestros resultados demuestran que la adicién de BMP2 y BMP4 duran-
te la estimulacién con anti-CD3/CD28 modula de manera diferencial la pro-
liferacién de las células T CD4*. En conjunto, los resultados indican que la
via de sefializacién BMP juega un papel en las respuestas de células T.

PALABRAS CLAVE: Proteinas morfogenéticas dseas / Linfocitos T / Pro-
liferacion celular.

CELULAS T CD4+ PERIFERICAS
Recibido: 6 Septiembre 2009
Aceptado: 18 Septiembre 2009

ABSTRACT

Bone morphogenetic proteins (BMPs) play a key role during verte-
brate embryogenesis and organogenesis, and have also been described to
function in self-renewing tissues in adults. Several reports have demons-
trated that distinct BMPs are involved in the control of the proliferation
of different hematopoietic cell types. In this study, we provide evidence
that murine peripheral CD4+ T cells express the three type I BMP recep-
tors (BMPRIA, BMPRIB, ActRIA), and the proportions of BMP-expres-
sing T cells increases notably after both anti-CD3 and anti-CD3/CD28 sti-
mulation. The BMP signalling pathway is functional in peripheral CD4+
T lymphocytes since the culture of CD4+ T cells in the presence of BMP4
increases the levels of phosphorylated Smad1. In addition, our results
show that the addition of BMP2 and BMP4 during anti-CD3/CD28 sti-
mulation differentially modulates the proliferation of CD4+ T cells. Alto-
gether, the data indicate a role for the signalling pathway of BMP in T cell
responses.

KEY WORDS: Bone Morphogenetic Proteins / T cells / Cell Proliferation.
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ROLE OF BMP SIGNALLING IN PERIPHERAL CD4+ T CELL PROLIFERATION

Vor. 28 Num. 3/ 2009

INTRODUCTION

Bone morphogenetic proteins (BMPs) are secreted
signalling proteins, which form a subgroup of the TGF-f
superfamily®. BMPs initiate signalling by binding to a
heteromeric complex constituted by type I and type II
serine/threonine kinase receptors. Type Il receptors are
constitutively active kinases, which transphosphorylate
type I receptors upon ligand binding. Type I receptors
activate intracellular substrates by phosphorylation, and
thus determine the specificity of intracellular signals. The
main BMP receptors are constituted by the combination
of type II BMP receptor (BMPRII) and the following
type I receptors: type IA BMP receptor (BMPRIA)/ALK-
3, type IB BMP receptor (BMPRIB)/ALK-6, and type IA
Activin receptor (ActRIA)/ALK-22-®. BMP signal
transduction to the nucleus is mediated by proteins of the
Smad family.

Specifically, Smad1l, Smad5 and Smad$ (also called
BMP receptor-regulated Smads or BR-Smads) are
phosphorylated and activated by type I BMP receptors.
BR-Smads then form complexes with Smad-4, which
translocate into the nucleus where they regulate gene
expression®?. In addition to this canonical Smad-dependent
signalling pathway, BMP receptors may activate a non-
canonical Smad-independent pathway leading to
phosphorylation of p38®.

BMPs were originally identified by their ability to
induce ectopic cartilage and bone formation®. Nevertheless,
it has been shown that BMPs also regulate cell proliferation,
differentiation and apoptosis during embryogenesis(?,
and also in adult self-renewing tissues, such as the
hematopoietic and immune systems. Different BMPs have
been demonstrated to participate in the control of the
expansion and differentiation of hematopoietic precursor
cells, in synergy with several cytokines!19. BMP6 inhibits
the growth of human B cell progenitors and mature B
lymphocytes419, and several BMPs have been shown to
have anti-proliferative and pro-apoptotic effects in multiple
myeloma cells617. We and others have demonstrated the
expression of BMP2 and BMP4 in the thymus, where these
BMP ligands are involved in regulating proliferation,
survival and differentiation during early T-cell
development (1820,

The expression of BMP receptors has been reported in
lymphoblastoid cell lines as well as in the Jurkat TAg
cell line, whose proliferation is inhibited in the presence
of BMP6@2. We describe in this study the expression of
functional BMP receptors in peripheral murine CD4+ T
lymphocytes and the modulation of T cell proliferation by
BMP2 and BMP4.
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MATERIALS AND METHODS

Mice

Young adult BALB/c mice (4-6 weeks old) were purchased
from Harlan Ibérica (Barcelona, Spain) and maintained
under pathogen-free conditions. Experiments were performed
according to institutional guidelines and were approved by
the Complutense University Ethical Committee for Animal
Experimentation.

Flow cytometry

The following mAb conjugated with FITC, PE, Cychrome
or APC were used for flow cytometric analysis: CD4 (RM4-
5), CD25 (PC61), and CD69 (H1.2F3) from BD Biosciences
(San José, CA). The extracellular domains of BMP receptors
were detected with PE-conjugated anti-BMPRIA (E-16) and
anti-BMPRIB (N-17) antibodies (Santa Cruz Biotechnology,
Santa Cruz, CA), FITC-conjugated anti-BMPRIA antibodies
(R&D Systems, Minneapolis, MN), and unconjugated anti-
ActRIA antibodies (R&D Systems), followed by fluorochrome-
conjugated, multiadsorbed F(ab’), fragments of donkey anti-
goat IgG (Jackson ImmunoResearch Laboratories; West
Grove, PA). Two- and three-color immunofluorescence
stainings were performed by incubating the cells in PBS
containing 1% FCS and 0.1% NaN3 in the presence of
saturating amounts of fluorochrome-conjugated antibodies
for 30 min at 4°C. For the intracellular stainings of
phosphorylated Smad1, and according to the manufacturer’s
instructions, cells were treated with Cytofix/Cytoperm
solution (BD Biosciences) for 20 min at 4°C, washed with
Perm/Wash buffer (BD Biosciences), and stained with anti-
phospho-Smad1 (Ser463/Ser465) (Santa Cruz Biotechnology)
followed by fluorochrome-conjugated, multiadsorbed F(ab’)2
fragments of donkey anti-rabbit IgG (Jackson ImmunoResearch
Laboratories), all diluted in Perm/Wash buffer. Analyses
were conducted in a FACSCalibur flow cytometer (Centro
de Microscopia y Citometria, Complutense University of
Madrid).

Proliferation assays

Naive CD4+ T cells were isolated from lymph nodes
by magnetic sorting using a negative selection protocol
(Miltenyi Biotech, Bergisch, Germany). Isolated CD4+ T cells
(1-2 x10%) were cultured in 96-well flat-bottom culture plates
in AIM-V serum-free medium (Invitrogen, Grand Island,
NY) and stimulated with immobilized anti-CD3 (3 ug/ml)
with or without anti-CD28 (1 ug/ml) mAb (BD Biosciences).
In some cultures different doses (1-300 ng/ml) of rhBMP4
(R&D Systems) and thBMP2 (RDI Research Diagnostics,
Flanders, N]) were added. At different time points, cultures
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were pulsed for 12 h with 10 pM 5-bromo-2'-deoxyuridine
(BrdU). A specific kit from Roche Diagnostics (Barcelona,
Spain), BrdU Labeling and Detection Kit III, was used to
measure BrdU incorporation into newly synthesized DNA.
Briefly, the labeling medium was removed, and cells
were dried (2 h at 60 °C), fixed in ethanol in HC1 (0.5 M) for
30 min at -20°C, treated with nucleases (30 min at 37°C),
and then incubated with peroxidase-conjugated Fab fragments
of mouse anti-BrdU (30 min at 37°C). The peroxidase reaction
was developed with ABTS substrate, and the sample
absorbance was measured using an ELISA reader (ELX800MB,
Bio-Teck Instruments, VT) at 405 nm with a reference
wavelength at 492 nm.

RESULTS

Expression of a functional BMP signalling pathway
in peripheral CD4+ T cells

To determine whether murine CD4+ T cells are targets
for BMP, the cell surface expression of BMP receptors was
analyzed by flow cytometry. As shown in Figure 1A, about
6-8% of naive resting CD4+ T cells expressed the three type
I BMP receptors, BMPRIA, BMPRIB and ActRIA. Next,
naive CD4+ T cells were isolated from lymph nodes, stimulated
with immobilized anti-CD3 mAb with or without anti-CD28
mADb, and the BMP receptor expression was analyzed at
different time points. Figure 1B shows that both anti-CD3
and anti-CD3/CD28 stimulations induced a similar up-
regulation of BMP receptor expression. Activated CD4+ T
cells up-regulated BMPRIA expression at 72 h, whereas
BMPRIB and ActRIA expression was clearly up-regulated
at 48h, increasing the proportion of positive cells at 72 h
(Figure 1B). After 48 h of stimulation, BMP receptor-bearing
T cells mostly express CD69, and about 60% express CD25
(data not shown).

To demonstrate that the BMP signalling pathway is active
in CD4+ T cells, we studied the effect of BMP addition on
Smad1 phosphorylation. Smad1 is a receptor regulated Smad,
directly phosphorylated and functionally activated by the
BMP receptor upon ligand binding®. The levels of
phosphorylated Smad1 notably increased when CD4+ T cells
were cultured in the presence of BMP4 after stimulation with
anti-CD3/CD28 mAb for 48 h (Figure 1C). In addition, we
showed that the expression of phosphorylated Smad1 was
associated with activated CD4+ CD25+ T cells (Figure 1C).

BMP influences CD4+ T cell proliferation
Given that the BMP signalling pathway is functionally
active in peripheral CD4+ T cells and has been also involved
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Figure 1. Peripheral CD4+ T cells express functional BMP receptors. A) Dot
plots show the expression of CD4 vs type I BMP receptors (BMPRIA, BMPRIB
and ActRIA) on murine lymph node cells. B) CD4+ T cells were isolated from
lymph nodes, and stimulated with anti-CD3 or anti-CD3 plus CD28 mAb
for 24,48 and 72 h. Black histograms show the expression of BMPRIA, BMPRIB
and ActRIA on activated T cells. Grey lines indicate background staining. The
percentages of positive cells are shown in each histogram. C) Isolated CD4+ T
cells were stimulated with CD3/CD28 mAb for 48 h and after cultured in the
absence (black lines) or presence (solid histograms) of BMP4 (100 ng/ml) for
two more hours. The expression of CD4, CD25 and phosphorylated Smad1 was
then analyzed. Grey lines indicate background staining.

in regulating the proliferation of several cell types(!12141722),
we investigated whether BMP signalling modulates CD4+
T cell proliferation. Naive peripheral CD4+ T cells were
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Figure 2. BMP2 and BMP4 influences CD4+ T cell proliferation. Isolated CD4+ T lymphocytes were stimulated with anti-CD3/CD28 in the absence or presence
of different doses (1-300 ng/ml) of BMP2 and BMP4. After 48 and 72 h, T cell proliferation was analyzed by measuring BrdU incorporation into newly synthesized
DNA, as described in Materials and Methods. Bars represent the mean (+ SD) of three to four independent experiments (*, p < 0.05; ***, p < 0.001, by t test).

isolated and stimulated with anti-CD3/CD28 mAb for 48
and 72 h in the presence of different doses of BMP4 and
BMP2, which we have previously shown that play an
important role in T-cell differentiation in the murine thymus®.
Interestingly, the effects of the addition of BMP4 and BMP2
on CD4+ T cell proliferation were different. Low doses of
BMP4 decreased the proliferative rate of CD4* T lymphocytes,
whereas the addition of medium to high doses of BMP4
significantly stimulated the proliferation over control values
(Figure 2). On the contrary, the presence of medium BMP2
doses drastically inhibited the proliferative response of CD4+
T cells, whereas the addition of low and high doses of BMP2
hardly affected T-cell proliferation (Figure 2).

DISCUSSION

In this study we report the expression of a functionally
active BMP signalling pathway in murine peripheral CD4+
T cells. Low numbers of naive CD4+ T cells express BMP
receptors but the proportions of BMP receptor-expressing
T cells increase notably after anti-CD3 and anti-CD3/CD28
stimulation. The increase in the levels of phosphorylated
Smad]1 after short-term culture with BMP4 demonstrates
that the BMP pathway is functional in peripheral CD4* T
lymphocytes. In agreement with our results, de la Pefia et
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al.2h reported the expression of functional BMP receptors
in lymphoblastoid cell lines established from human
peripheral blood mononuclear cells. Likewise, Sivertsen
et al.?? showed that human Jurkat TAg cells as well as
human peripheral blood CD4+ T cells, mostly with a
CD45RO* memory phenotype, express BMP receptors, and
BMP6 stimulation of these cells led to Smad1/5/8
phosphorylation. However, the composition of the active
BMP receptor complex expressed by T cells remains
controversial. Our data indicate that the three type | BMP
receptors are expressed similarly in both naive and activated
CD4+ T lymphocytes, whereas BMPRIA is the main type
I BMP receptor expressed by lymphoblastoid cell lines?"
and ActRIA is largely expressed in Jurkat TAg cells and
human peripheral blood CD4+ T cells®. A differential BMP
receptor expression in distinct T cell subpopulations and
species-specific differences could account for the discrepancy
between these results.

Our results indicate that the BMP signalling pathway
plays a role in peripheral T lymphocytes mainly after activation
via CD3/TCR, influencing, at least, T cell proliferation.
Different reports have demonstrated that BMP ligands have
the ability to modulate the proliferation of several hematopoietic
cell types such as thymocytes820, B lymphocytes+19,
hematopoietic stem cells®19 and Jurkat TAg cells??.
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An interesting finding derived from this study is that

BMP2 and BMP4 ligands differentially modulate T cell
proliferation. BMP2 and BMP4 normally induce similar
cellular responses® 29, but differential effects of different
doses of BMP4 compared with BMP2 have been also reported
on human hematopoietic stem cells™. Bathia and collaborators
explained those results according to the possible existence
of different cell subpopulations expressing different BMP
receptors and /or regulatory intracellular molecules". Since
both canonical (Smad mediated) and non-canonical (p38
MAPK mediated) BMP signalling pathways have been
described to function in T cells®?), an alternative explanation
is that BMP2 and BMP4 could differentially trigger the Smad
and non-Smad-dependent signalling pathways leading to
distinct cell responses, as reported in other cellular systems2627,

In summary, we show that the BMP pathway is functional

in peripheral murine CD4+ T cells. Furthermore, the expression
of BMP receptors mainly in activated T cells and the BMP
modulation of T cell proliferation suggest that BMP signalling
is a physiological component of CD4+ T cell responses.
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Bone morphogenetic proteins (BMPs) play a pivotal role during vertebrate embryogenesis and organogenesis, and have
also been described to function in regulating cell fate and determination in self-renewing tissues in adults. Recent results
have demonstrated that the different components of the BMP2/4 signaling pathway are expressed in the human thymus. In
this study, we provide evidence that BMP4 and IL-7 interplay is important in the maintenance of the human thymic progeni-
tor population. Intrathymic CD34* cells express BMP receptors (BMPRIA, BMPRIB, ActRIA, BMPRII), signal transduction
molecules (Smadl, 5, 8 and 4), and produce BMP4. Neutralization of endogenous BMP4 by treatment with the antagonist
Noggin reduces thymic precursor cell survival, and the addition of exogenous BMP4 decreases their proliferation. The
treatment of chimeric human-mouse fetal thymus organ cultures with BMP4 inhibits cell expansion, arrests thymocyte
differentiation, and leads to the accumulation of human CD34* precursor cells. This effect is mainly attributed to the abil-
ity of BMP4 to counteract the |L-7-induced proliferation and differentiation of CD34" cells. BMP4 downregulates in the
precursor cell population the expression of CDI127 and inhibits the IL-7-dependent STAT5 phosphorylation. In addition,
BMP signaling is promoted by IL-7. Our results also demonstrate that in thymic progenitors BMPs act downstream of Sonic

Alberto Varas," * Rosa Sacedén,' Laura Hidalgo,' Victor G. Martinez,' Jaris Valencia,' Teresa Cejalvo,? Agustin Zapata,?

Hedgehog, previously described to function as a maintenance factor for human intrathymic CD34" precursor cells.

Introduction

Bone morphogenetic proteins (BMPs) are secreted growth fac-
tors, which form a subgroup of the TGFp superfamily.! More
than 20 BMP family members have already been described.
They have been classified into several subgroups according to
their structural similarities, and also include BMP-like molecules
from various species, including dpp protein from Drosophila
melanogaster.*®> BMPs are dimeric proteins which, upon dimeriza-
tion, are secreted and proteolitically cleaved. Once secreted, the
BMP dimers initiate signaling by binding to a heterotetrameric
complex constituted by transmembrane receptors, termed type
I and type II, exhibiting serine/threonine kinase activity. The
type II receptors are constitutively active kinases, which trans-
phosphorylate type I receptors upon ligand binding. The type
I receptors activate intracellular substrates by phosphorylation,
and thus determine the specificity of intracellular signals. The
main BMP receptors are constituted by the combination of type
IT BMP receptor (BMPRII) and the following type I receptors:
type IA BMP receptor (BMPRIA)/ALK-3, type IB BMP recep-
tor (BMPRIB)/ALK-6, and type IA Activin receptor (ActRIA)/
ALK-2.>7 BMP signal transduction to the nucleus is mediated
by Smad protein family. Specifically, Smadl, Smad5 and Smad8
(also called BMP receptor-regulated Smads or BR-Smads) are

*Correspondence to: Alberto Varas; Email: avaras@bio.ucm.es
Submitted: 08/17/09; Revised: 09/18/09; Accepted: 09/21/09

phosphorylated and activated by type I BMP receptors. Once
phosphorylated, BR-Smads bind to Smad-4 forming a hetero-
meric complex that translocates into the nucleus where it regu-
lates gene expression using different mechanisms.®*

The Hedgehog (Hh) protein family is a group of secreted inter-
cellular signaling molecules which, in mammals, is composed by
three proteins: Sonic (Shh), Indian (Ihh) and Desert Hh (Dhh),
and Shh is the best studied.”® Hh proteins undergo extensive
post-translational modifications before being secreted.'>* Upon
secretion, all Hh proteins share a common signaling pathway
where Patched (Ptc) and Smoothened (Smo) constitute the sur-
face receptor complex. Ptc is the ligand binder, and Smo trans-
duces the signal into the cell. In the absence of ligand, Ptc exerts
an inhibitory effect on Smo activity that is abrogated after Hh
binding.*'*' The intracellular signaling cascade initiated by Smo
culminates in the activation of members of the Gli family of zinc
finger transcription factors, Glil, Gli2 and Gli3, which regulate
the transcription of different target genes.”

Although BMP and Hh signaling pathways are known to
play critical roles in vertebrate and invertebrate embryogenesis,
determining cell fate and patterning during the development
of many organs,'®?% several studies have demonstrated that
BMPs and Hh proteins also function in cell fate determination
of self-renewing tissues in the adult, such as the hematopoietic
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ABSTRACT

CXCL12, a member of the chemokine CXC subfamily, and its physiologic receptor CXCR4 are essential
for the development of various organs during embryonic development and are also involved in the
control of cell survival, proliferation and migration in adult tissues. In the human thymus, CXCL12 is
produced by epithelial cells located in the subcapsular and medullary regions and CXCR4 is expressed
in different thymocyte subpopulations. Several results have demonstrated that CXCL12/CXCR4 signaling
participates in different intrathymic processes including the control of human precursor cell survival and
proliferation, and the exit of mature thymocytes to the periphery. In this study, we show that CXCL12
is also produced by human thymic dendritic cells (DCs), most of which express CXCR4 receptor. The
addition of exogenous CXCL12 significantly inhibited the serum depletion-induced apoptosis in thymic
DCs, and the treatment with neutralizing antibodies against CXCL12 or CXCR4 decreased their survival.
The survival-promoting effect of CXCL12 was mediated by the up-regulation of Bcl-2 protein expression
and the concomitant down-regulation of Bax protein expression. The higher viability of thymic DCs also
enhanced their allostimulatory capacity. Taken together, the results suggest a new function of CXCL12 in
the human thymus controlling the survival and functionality of thymic DCs.

© 2008 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

CXCL12 (stromal cell-derived factor 1/SDF-1)is a CXC chemokine
constitutively expressed by most tissues, in contrast to the
majority of the other chemokines that are usually induced by pro-
inflammatory cytokines [1,2]. Two isoforms, SDF-1a and SDF-13,
are generated from the CXCL12/SDF-1 gene by alternative splic-
ing, and SDF-1a represents the predominant isoform [3,4]. CXCL12
was initially identified as a pre-B cell growth factor and was later
demonstrated to play critical roles in organogenesis as well as hom-
ing/mobilization, survival, proliferation and activation of different
types of normal and malignant cells [1,5-10]. CXCR4, the receptor
for CXCL12, is a G-protein-coupled 7-transmembrane receptor that
also functions as a coreceptor for the entry of T-tropic strains of
human immunodeficiency virus 1 into CD4* cells [11-13].

Accumulating evidence suggests that CXCL12 and its receptor
CXCR4 may play an important role in intrathymic T-cell differ-
entiation in both humans and mice: CXCL12 mRNA and protein

* Corresponding author. Tel.: +34 91 3947166; fax: +34 91 3941396.
E-mail address: avicente@bio.ucm.es (A. Vicente).

0165-2478/$ - see front matter © 2008 Elsevier B.V. All rights reserved.
doi:10.1016/j.imlet.2008.07.006

are abundantly expressed in fetal and adult thymus [14-19];
CXCR4 is highly expressed on intrathymic progenitor cells and to
a lesser extent on immature CD4* CD8~ and CD4* CD8* thymo-
cytes [15-17,20]; CXCL12 functions as a chemotactic factor to direct
the migration of early thymic precursor cells from the cortico-
medullary border to the cortex [16], as well as the movement of
immature CD4* CD8* through the thymic cortical area [21], and
also functions as a fugetactic factor to regulate mature thymo-
cyte emigration to periphery [22,23]; CXCL12/CXCR4 signaling is
required for the survival of human CD34* intrathymic precursor
cells and partially mediates the effects of IL-7 on the expansion
and differentiation of human early thymocytes [15]; the blockade
of CXCL12/CXCR4 signaling pathway, using different mutant and
chimeric mice, results in reduced numbers of thymocytes and an
arrest in thymocyte maturation [16,24-26]. However, nothing has
been reported about a possible role for CXCL12/CXCR4 signaling in
the function of thymic dendritic cells (DCs). Thymic DCs are pro-
fessional antigen-presenting cells that are mostly located in the
cortico-medullary border and the medulla [27,28]. Their main func-
tion is to present self-antigens and induce negative selection of
potential auto-reactive T-cell clones [29,30]. We report in this study
that thymic DCs express CXCR4 and produce CXCL12. In addition,
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we show that CXCL12 promotes the survival of thymic DCs regulat-
ing the balance between the anti-apoptotic protein Bcl-2 and the
pro-apoptotic protein Bax.

2. Materials and methods
2.1. Isolation of human thymic dendritic cells

Thymus samples from 1-month to 5-year-old children (n=20)
undergoing corrective cardiac surgery were obtained and used
according to the guidelines of the Medical Ethics Commission
of Madrid-Monte Principe and 12 de Octubre Hospitals (Madrid,
Spain). Informed consent was provided according to the Decla-
ration of Helsinki. Thymuses were dissected free of surrounding
connective tissue and then gently disrupted with a potter homoge-
nizer until completely disaggregated. Thymic cell suspensions were
firstly depleted of CD2* thymocytes by using the sheep red blood
cell rosseting technique [31], and the recovered cells were then
depleted of T, B, myeloid and NK cells and thymic progenitors
by treatment with anti-CD3, anti-CD7, anti-CD19, anti-CD14, anti-
CD34 and anti-CD56 (all from BD Biosciences, San Jose, CA) bound
to sheep anti-mouse Ig-coated magnetic beads (Dynal, Oslo, Nor-
way), as previously described [32]. The purity of the recovered DCs
was greater than 95%.

2.2. Histology and immunofluorescence

As previously described [15,33], thymic cryosections (7 wm
thick) were air-dried for 2 h at room temperature and fixed in ace-
tone for 10 min, and cytospin preparations of thymic DCs were
fixed in acetone for 5min at —20°C. Nonspecific binding of anti-
bodies was blocked by incubation with diluted donkey serum
(Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA) and avidin-biotin (Vec-
tor Laboratories, Burlingame, CA). Sections and cytospins were
then sequentially incubated with anti-human CXCL12/SDF-1a
antibodies (R&D Systems, Minneapolis, MN), biotinylated don-
key anti-goat IgG (Jackson ImmunoResearch Laboratories, West
Grove, PA), Texas red-conjugated streptavidin (Amersham Bio-
sciences, Buckinghamshire, United Kingdom), and anti-human
medullary/subcapsular thymic epithelial cells (TE-4; kindly pro-
vided by Dr. B.F. Haynes, Duke University, Medical Center, Durham,
NC) in the case of thymic cryosections, or anti-human HLA-DR (BD
Biosciences, San José, CA) in the case of cytospins, followed by
FITC-conjugated human adsorbed F(ab’), fragments of rabbit anti-
mouse IgG (Jackson ImmunoResearch Laboratories). Slides were
mounted in Vectashield (Vector Laboratories) and then examined
using a Zeiss Axioplan-2 microscope (Centro de Microscopia y Cit-
ometria, Complutense University of Madrid).

2.3. RT-PCR analysis

RNA isolation was performed using a Strataprep Total RNA
Miniprep Kit (Stratagene Cloning Systems, La Jolla, CA), includ-
ing a Dnase I digestion step, as recommended by the supplier, to
avoid genomic DNA contamination. Total cDNA was synthesized
with Superscript II RT polymerase (Invitrogen, Grand Island, NY),
according to the instructions of the commercial supplier, and then
used as target in the PCR amplifications. Amplifications were per-
formed using specific primer sets previously described [34]. All
PCR reactions were performed on a Mastercycler gradient machine
(Eppendorf, Hamburg, Germany) using AmpliTaqgGold DNA poly-
merase (Applied Biosystems, Foster City, CA) under the following
conditions: 3 min at 94 °C, 40 cycles of 45 s at 94 °C, 45 s of each par-
ticular T annealing and, 45 s at 72 °C, followed by 10 min at 72 °C.

PCR products were resolved on a 2% agarose gel and the measured
sizes were as expected.

2.4. Culture of isolated thymic DCs

Purified thymic DCs (1 x 10°) were cultured in 96-well flat-
bottom culture plates in 0.2ml of AIMV serum-free medium
(Invitrogen) in the absence or presence of recombinant human
CXCL12/SDF-1a¢ (2.5-10 ng/ml), neutralizing mouse anti-human
CXCR4 antibodies (10 wg/ml), neutralizing goat anti-human
CXCL12/SDF-1ac antibodies (10 g/ml) or recombinant human
CD40 ligand (CD40L; 10 pg/ml) (all from R&D Systems, Minneapo-
lis, MN). After different periods of culture at 37 °Cin a 5% CO,-in-air
incubator, cells were harvested, counted and processed for viability
analysis and flow cytometry stainings.

2.5. Flow cytometry

The following mAbs conjugated with FITC, PE or Cychrome were
used for flow cytometric analysis: CD40 (5C3), CD80 (BB1), CD86
(2331),CD184/CXCR4 (12G5), HLA-DR (G46-6) from BD Biosciences,
and CD54 (15.2) from Southern Biotechnology Associates (Birm-
ingham, AL). Immunofluorescence stainings were performed by
incubating the cells in PBS containing 1% FCS and 0.1% NaN3 in
the presence of saturating amounts of fluorochrome-conjugated
Abs for 30 min at 4°C. For the intracellular stainings, and accord-
ing to the manufacturer’s instructions, cells were treated with
Cytofix/Cytoperm solution (BD Biosciences) for 20min at 4°C,
washed with Perm/Wash buffer (BD Biosciences), and stained
with PE-conjugated anti-human Bcl-2 mAb (BD Biosciences), anti-
human Bcl-X; mAb, anti-human Bim mAb (both from Chemicon,
Temecula, CA), anti-human Bax Ab (BD Biosciences) and anti-
human CXCL12/SDF-1a Ab (R&D Systems), followed by FITC- or
PE-conjugated multi-adsorbed F(ab’), fragments of donkey anti-
mouse, anti-rat, anti-rabbit or anti-goat IgG, respectively, all of
them diluted in Perm/Wash buffer. Cell viability was estimated
by propidium iodide staining. Analyses were conducted in a FAC-
SCalibur flow cytometer (BD Biosciences) and a three laser BD LSR
flow cytometer (BD Biosciences) from the Centro de Microscopia y
Citometria, Complutense University of Madrid.

2.6. MLR assays

Thymic DCs were used at different numbers as stimulators for
resting allogeneic T cells (2 x 10°) isolated from peripheral blood.
The cultures were performed in 96-well flat-bottom culture plates,
using 0.2 ml of AIMV supplemented with 2% human serum. After
3 days at 37°C in a 5% CO,-in-air incubator, the cultures were
pulsed for 12 h with 10 wM 5-bromo-2’-deoxyuridine (BrdU). A spe-
cific kit from Roche Diagnostics (Barcelona, Spain), BrdU Labeling
and Detection Kit III, was used to measure BrdU incorporation into
newly synthesized DNA. Briefly, the labeling medium was removed,
and cells were dried (2 h at 60 °C), fixed in ethanol in HCI (0.5 M) for
30 min at —20°C, treated with nucleases (30 min at 37 °C), and then
incubated with peroxidase-conjugated Fab fragments of mouse
anti-BrdU (30 min at 37 °C). The peroxidase reaction was developed
with ABTS substrate, and the sample absorbance was measured
using an ELISA reader (ELX800MB, Bio-Teck Instruments, VT) at
405 nm with a reference wavelength at 492 nm.

2.7. DC-T cell conjugates
Control and CXCL12 pre-treated DCs were cultured for 24 and

48 h in the absence of rhCXCL12, stained with CFSE (Invitrogen)
and mixed with allogeneic T cells previously stained with PKH26
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Fig. 1. Expression of CXCL12 in the human thymus. Frozen sections of human thy-
mus were double stained with anti-CXCL12/SDF-1a antibodies (red fluorescence;
A and B) in combination with anti-TE-4 antibodies recognizing human subcapsular
and medullary thymic epithelial cells (green fluorescence; B). In the thymic medulla,
CXCL12 expression is detected in both TE-4-positive epithelial cells (yellow cells)
and TE-4-negative cells (arrows) exhibiting a dendritic cell morphology (B). Origi-
nal magnifications: 50x (A); 250x (B); SC, subcapsular area; C: cortex; M: medulla;
HC: Hassall’s corpuscle. (For interpretation of the references to colour in this figure
legend, the reader is referred to the web version of this article.)

(Sigma Espafia, Spain). DCs and T cells were mixed at a ratio of 1:5,
spun at 500 rpm for 5 min to facilitate cell-cell contact and cultured
for 30 min at 37 °C. Next, weak conjugates were dislodged by mild
vortexing and the proportion of DC/T cell conjugates was analyzed
by flow cytometry.

3. Results

3.1. Expression of CXCL12 and its receptor CXCR4 in human
thymic dendritic cells

Previous reports have described in the human thymus that
CXCL12 expression is restricted to the thymic subcapsula and
medulla [15,19], and that CXCL12-expressing cells mainly cor-
respond to thymic epithelial cells, as demonstrated by double
immunofluorescence stainings using specific cell markers for sub-
capsular and medullary thymic epithelial cells [15]. However, in the
thymic medullary regions it also appeared scattered cells with a
dendritic morphology that strongly expressed CXCL12 protein and
did not react with anti-thymic epithelial cell mAbs (Fig. 1). To inves-
tigate whether those cells corresponded to thymic DCs expressing
CXCL12, this thymic cell population was isolated and the expres-
sion of RNAs encoding CXCL12 was assessed by RT-PCR. As shown
in Fig. 2A, specific transcripts for CXCL12 were detected in purified
thymic DCs confirming their capacity to produce CXCL12. The intra-
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Fig. 2. Expression of CXCL12 and CXCR4 in human thymic dendritic cells. (A) RT-PCR
analysis of the expression of CXCL12 on total thymus and purified thymic DCs. Band
size is indicated. H,O served as negative control. (B) Histograms show the cyto-
plasmic expression of CXCL12 protein as well as the surface expression of CXCR4
on thymic DCs. The percentages of positive cells are indicated in each histogram.
Background fluorescence values were set by the use of isotype-matched irrelevant
mADs. (C) Human thymic DCs were isolated, cytospun onto slides and stained with
anti-CXCL12/SDF-1a and HLA-DR antibodies. Micrographs demonstrate the cyto-
plasmic expression of CXCL12 in thymic DCs identified by their morphology and
HLA-DR expression. Results shown are representative of three to nine independent
experiments.

cytoplasmic expression of CXCL12 protein was further analyzed by
flow cytometry (Fig. 2B) and by immunofluorescence on cytospin
preparations (Fig. 2C), demonstrating in both cases that the pro-
portion of SDF-producing DCs was about 30-50%. The cell surface
expression of CXCR4 was also analyzed by flow cytometry, showing
that a high proportion (~70%) of thymic DCs expressed the receptor
for CXCL12 (Fig. 2B).
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Fig. 3. CXCL12 enhances the survival of human thymic dendritic cells. Deter-
mination of thymic DC viability after culture in serum-free medium alone or
supplemented with either different doses of rhCXCL12 or neutralizing antibodies
against CXCR4 receptor (10 pg/ml) or CXCL12 protein (10 pg/ml). Number of input
cells, 10°. After 24 h, cells were recovered, counted, and stained with propidium
iodide. Data represent the mean (£S.D.) of five independent experiments, including
three cultures per point (*P < 0.05, by t-test).
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Fig.4. CXCL12 isadendritic cell survival factor. Thymic DCs were cultured for several
days in the absence or presence of rhCXCL12 (10 ng/ml) or CD40L (10 pg/ml). Cell
viability was assessed daily by propidium iodide staining. Data represent the mean
(£S.D.) of three to five independent experiments.

3.2. CXCL12 enhances the survival of human thymic DCs

To determine the functional relevance of CXCL12/CXCR4 signal-
ing in human thymic DCs, experiments were performed in which
thymic DCs were cultured for 24h in serum-free medium with
different doses of rhCXCL12, and cellular viability was evaluated.
The presence of rhCXCL12 increased the recovery of thymic DCs
in a dose-responsive manner, with a maximal effect at a concen-
tration of 10 ng/ml which induced a twofold increase in viability
(Fig. 3). On the contrary, the addition of neutralizing antibodies
against human CXCR4 receptor or human CXCL12 protein induced
moderate decrease in the cell recovery from DC cultures (Fig. 3).

Thymic DCs were next cultured in the presence of the highest
dose of rhCXCL12 for several periods of time. Fig. 4 shows that the
viability of thymic DCs cultured in the absence of rhCXCL12 dimin-
ished progressively, and by day 3 a high proportion of DCs were
dead. In contrast, the addition of rhCXCL12 significantly inhibited
DC apoptosis during the whole culture period, being the highest
effect detected on day 3 (Fig. 4). Remarkably, the SDF-dependent
anti-apoptotic effects were comparable to those induced by the lig-

Bel-2 Bel-X[,

ation of CD40, a potent survival stimulus for dendritic cells (Fig. 4)
[35-39].

To gain insight into the molecular mechanisms by which CXCL12
inhibits the serum depletion-induced apoptosis in thymic DCs, we
examined in untreated and SDF-treated thymic DC suspensions the
expression of different Bcl-2 family proteins, known to control DC
survival [36,40-42]. The presence of rhCXCL12 induced a significant
up-regulation of Bcl-2 expression (1.5-2.5 times in percentage of
positive cells and 1.5-2 times in mean fluorescence intensity) and,
concomitantly, an important down-regulation of Bax expression
(2-2.5 times in percentage of positive cells and 1.5-2 times in mean
fluorescence intensity) (Fig. 5). Therefore, the treatment of thymic
DCs with rhCXCL12 induced a drastic increase in the Bcl-2/Bax ratio
(untreated DCs: 0.8; SDF-treated DCs: 3.5), which correlated with
the higher survival of thymic DCs in SDF-treated cultures. On the
contrary, the expression of the anti-apoptotic Bcl-X; protein and
the pro-apoptotic Bim protein was not significantly affected by the
presence of rhCXCL12 (Fig. 5).

3.3. CXCL12 effects on thymic DC allostimulatory capacity

To evaluate the capacity of CXCL12 to affect DC functionality,
thymic DCs were pre-treated overnight with rhCXCL12 and equiv-
alent numbers of viable CXCL12-treated or untreated thymic DCs
were used in a MLR. Exogenous rhCXCL12 was not added during the
whole culture period to avoid the effects on responding T cells. The
MLR assays revealed that CXCL12-treated DCs were able to induce
a higher T cell proliferative response (Fig. 6A). The ability of con-
trol and CXCL12-treated DCs to form tight conjugates with T cells
was also examined, and we showed that the proportion of con-
jugated DCs was higher at 48h (C: 6.2+ 1.3; CXCL12: 13.1+1.1),
but not at 24h (C: 19+£2.9; CXCL12: 23 £5.6) after CXCL12 pre-
treatment. The analysis of the surface expression of HLA-DR, CD40,
CD80, CD86 and CD54 molecules showed that there were no signif-
icant differences when untreated and CXCL12-treated thymic DCs
were compared (Fig. 6B). No changes were detected in the produc-
tion of pro-inflammatory cytokines, such as IL-12 (data not shown).
Then, these results indicate that the higher capacity of CXCL12-
treated DCs to stimulate T cell proliferation would be attributed to
the survival-promoting effect of CXCL12.

4. Discussion

In the present study we show that in the human thymus, apart
from the subcapsular and medullary thymic epithelial cells, thymic
DCs are also able to produce CXCL12. In addition, thymic DCs mostly
express its receptor CXCR4, indicating that CXCL12/CXCR4 axis may
influence DC functionality. In agreement with our findings, Schmitt
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Fig. 5. CXCL12 regulates the Bcl-2/Bax ratio in human thymic dendritic cells. The expression of Bcl-2, Bcl-X;, Bax and Bim proteins was determined by flow cytometry in
untreated and SDF-treated thymic DCs. Dashed lines represent background staining. The percentages of positive cells and the mean fluorescence intensities are indicated in

the histograms. Data are representative results from three independent experiments.
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Fig. 6. T-cell stimulatory function of SDF-treated thymic dendritic cells. (A) Thymic DCs were cultured overnight in the presence or absence of rhCXCL12 and used at different
numbers as stimulators for resting allogeneic T cells. After 3 days, the cultures were pulsed with BrdU for 12 h. A specific kit was used to measure BrdU incorporation into
newly synthesized DNA. Results are the means (+S.D.) of the pooled data from three experiments, each with three cultures per point. (B) The expression of HLA-DR, CD40,
CD80, CD86 and CD54 was analyzed by flow cytometry in untreated and SDF-treated thymic DCs used for the MLR assays. The percentages of positive cells (and mean

fluorescence intensities) are indicated in the histograms.

et al. [43] have recently reported that CXCR4-tropic viruses effi-
ciently replicated in thymic DCs. Likewise, CXCR4 expression have
been described in several types of peripheral DCs [19,44-47] and
Pablos et al. [48] have demonstrated that skin and lymph node
DCs produce CXCL12. Nevertheless, the fact that not all thymic DCs
produce CXCL12 or express CXCR4 suggest that thymic DC subpop-
ulations may exhibit a selective usage of chemokine receptors and a
differential migration behaviour, correlated to their different func-
tions, as has been reported for myeloid and plasmacytoid dendritic
cells from human peripheral blood [49-51].

In the human thymus, CXCL12 seems to exert pleiotropic effects
regulating critical processes in thymocyte development such as
the survival and the IL-7-mediated expansion and subsequent
differentiation of CD34* precursor cells [15], the elimination of
apoptotic thymocytes [19], the movement of some populations
of immature CD4*CD8* thymocytes in the cortex [21], and the
emigration of mature thymocytes from the thymus as a result
of a fugetactic migratory response to CXCL12 [22]. Our current
data show a new function for CXCL12 controlling the survival of
human thymic DCs, since the addition of rhCXCL12 notably pro-
tects them from serum depletion-induced apoptosis, whereas the
blockade of CXCL12/CXCR4 signaling reduces DC viability. CXCL12
has also been reported to function as a survival factor for different
cell types, including T cells [52,53], neurons [54,55], osteoclasts
[56], hematopoietic progenitor cells [8,15,57,58], embryonic stem
cells [59] and tumour cells [6,60,61]. We also investigated the
effects of CXCL12 on the expression of those Bcl-2 family pro-
teins reported to regulate DC survival [36,40-42]. Our results
indicate that the survival-promoting effects of CXCL12 involves an
increase in the Bcl-2/Bax ratio due to both the up-regulation of anti-
apoptotic Bcl-2 protein and the down-regulation of pro-apoptotic
Bax protein. In accordance with these results, the modulation of
the CXCL12/CXCR4 signaling has been demonstrated to be able
to induce changes in the Bcl-2/Bax ratio in human T cell lines,
intrathymic CD34" cells and granulosa cells [15,62,63]. In contrast,
the expression of Bcl-X; and Bim proteins in human thymic DCs
does not appear to be altered by the treatment with CXCL12. Wright
et al. [56] described, however, an up-regulation of Bcl-X; and a
down-regulation of Bim after the addition of CXCL12 to cultures of
human osteoclasts, a cell type that has been described to express

little or no Bcl-2, and whose Bax levels are not affected by CXCL12
[56].

The factors that control the survival, and consequently the
longevity of thymic DCs remain poorly analyzed, and to our knowl-
edge only Vasilijic et al. [64] have shown that GM-CSF, presumably
produced by thymic epithelial cells [65], could function as an anti-
apoptotic factor for DCs in rat thymus. We extent this finding and
demonstrate that CXCL12 regulates human thymic DC viability by
an autocrine/paracrine mechanism, and could therefore function
as a survival factor during the lifespan of thymic DCs. The increase
in DC viability involves an enhancement of their functionality, as
demonstrated by others [39,42] and also by our results with MLR
and DC/T cell conjugation assays. Then, in the future, it would be
interesting to investigate whether CXCL12 may also enhance the
survival of peripheral DCs, what could increase their efficacy when
used as vaccines.

Besides these physiological functions, the secretion of CXCL12 by
thymic DCs could also play a role in pathological situations, such
as HIV infection. In these circumstances, CXCL12 production would
represent an antiviral mechanism that could increase the survival
of thymic DCs, which are directly infected due to the expression of
CD4 and CXCR4 and die after infection [43], and/or could delay the
propagation of X4 HIV strains by inducing the down-regulation of
CXCR4 in neighboring thymocytes [48].
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Abstract: The Hedgehog (Hh) family of signaling
molecules functions in the development of numer-
ous tissues during embryogenesis and has also been
involved in adult self-renewing tissues. Recent re-
sults have demonstrated that the different compo-
nents of the Hh signaling pathway are expressed in
the human thymus. In this study, we investigate
whether thymic dendritic cells (DCs) are cell tar-
gets for Hh signaling. Both components of the Hh
receptor, Patched and Smoothened, as well as
other Hh-binding proteins with modulating fune-
tions, are expressed by human thymic DCs. The
expression of Glil, Gli2, and Gli3 transecription
factors suggests that the Hh signaling pathway is
active in thymiec DCs, and approximately one-half
of thymic DCs produces Sonic Hh (Shh). The cul-
ture of thymic DCs with Shh protects them from
apoptosis [similarly to CD40 ligand (CD40L)], and
these antiapoptotic effects are related to an up-
regulation of Bel-2 and Bel-X,, protein expression.
The addition of the Hh pathway inhibitor, cyclo-
pamine, decreases DC viability and impairs their
allostimulatory function in vitro. In addition, the
blockade of the Hh signaling pathway by cyclopam-
ine treatment abrogates the up-regulation of HLA-
DR, CD86, CD380, and CD83 expression induced
by CD40L on thymic DCs. Finally, we also show
that after activation with CD4.0L thymic DCs down-
regulate the expression of Hh receptor compo-
nents as well as Shh production. Taken together,
these results suggest that the survival and function
of thymic DCs are regulated by an autocrine Hh
signaling. J. Leukoc. Biol. 83: 1476-1483; 2008.

Key Words: thymus - cyclopamine - Patched - Smoothened

INTRODUCTION

The Hedgehog (Hh) signaling pathway plays critical roles in
vertebrate and invertebrate embryogenesis, determining cell
fate and patterning during the development of many organs, as
well as regulating survival and proliferation of a number of
different cell types [1, 2]. The importance of this pathway is
emphasized by the fact that mutations leading to an aberrant
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Hh pathway can result in severe developmental defects and
cancers in humans [3-6]. In mammals, three proteins have
been described to compose the Hh family: Sonic (Shh), Indian
(Ihh), and Desert Hh (Dhh), and Shh is the best studied [1, 7].
Hh proteins undergo extensive post-translational modifications
before being secreted, and Hh signaling is initiated by binding
of Hh proteins to the 12-span transmembrane receptor Patched
(Pte), which in the absence of ligand, represses signaling by
inhibiting the seven-transmembrane protein Smoothened
(Smo). Upon ligand binding, the repressive activity of Ptc is
abrogated, allowing Smo to transduce the signal toward the
nucleus by a complex mechanism [7-9]. At the end of the Hh
signaling pathway are the members of the Gli family of tran-
scription factors, Glil, Gli2, and Gli3. The specific functions of
the Gli proteins are still poorly understood, although all of the
activities demonstrated for Glil are positive, whereas Gli2 and
Gli3 mainly function as positive and negative transcriptional
regulators, respectively [10-12].

The different components of the Hh signaling pathway have
been described to be expressed in the thymus [13-15] and to
play an important role regulating the proliferation and differ-
entiation of thymocyte precursors [13, 14, 16—-19]. In humans,
the three mammalian Hh proteins are produced by thymic
epithelial cells. Shh-producing epithelial cells are restricted to
the thymic subcapsula and medulla, and Thh- and Dhh-ex-
pressing epithelial cells appear distributed throughout the
thymic parenchyma. The requisite Hh receptors, Ptc and Smo,
are expressed mainly by immature thymocytes and also by
thymic epithelial cells located in the cortex and medulla. The
Gli transcription factors are differentially expressed by the
different thymic cell subpopulations [15]. The culture of
CD34™" T cell precursors in the presence of recombinant Shh
protein induces their survival. It also inhibits their IL-7-
mediated proliferation and differentiation by down-regulating
CD127/IL-7R  expression and inhibiting IL-7-dependent
STATS5 phosphorylation, indicating that Shh contributes to
maintain the intrathymic progenitor cell population [17]. How-
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ever, nothing has been described about the expression of the
Hh signaling pathway components on human thymic dendritic
cells (DCs) or about a possible role for Hh signaling in thymic
DC function. Thymic DCs are specialized APCs, mainly local-
ized in the medulla and corticomedullary junction, which are
able to present self-antigens to developing thymocytes and play
a pivotal role in thymocyte-negative selection and central
tolerance induction [20-22]. We report in this study that
thymic DCs express all the molecular machinery required to
respond to Hh proteins. In addition, we show that thymic DCs
produce Shh, which functions autocrinally to regulate their
survival and functionality.

MATERIALS AND METHODS

Isolation of human thymic DCs

Human thymus samples from patients, aged 1 month to 5 years, undergoing
corrective cardiac surgery, were obtained and used according to the guidelines
of the Medical Ethics Commission of La Zarzuela and Madrid-Monte Principe
Hospitals (Madrid, Spain). Informed consent was provided according to the
Declaration of Helsinki. Thymuses were dissected free of surrounding connec-
tive tissue and then gently disrupted with a potter homogenizer until com-
pletely disaggregated. Thymic cell suspensions were first depleted of CD2"
thymocytes by using the SRBC rosseting technique, and the recovered cells
were then depleted of T, B, myeloid, and NK cells and thymic progenitors by
treatment with anti-CD3, anti-CD7, anti-CD19, anti-CD14, anti-CD34, and
anti-CD56 (all from BD Biosciences, San Jose, CA, USA) bound to sheep
anti-mouse, lg-coated magnetic beads (Dynal, Oslo, Norway), as described
previously [23]. The purity of the recovered DCs was greater than 95%, and the
cell surface phenotype of the resulting DC population is shown in Figure 1A.

RT-PCR analysis

RNA isolation was performed using a Strataprep Total RNA Miniprep kit
(Stratagene Cloning Systems, La Jolla, CA, USA), including a DNase I diges-
tion step, as recommended by the supplier, to avoid genomic DNA contami-
nation. Total cDNA was synthesized with Superscript II RT polymerase (In-
vitrogen, Grand Island, NY, USA), according to the instructions of the com-
mercial supplier, and then used as a target in the PCR amplifications, which
were performed using specific primer sets described previously [15, 24]. All
PCR reactions were performed on a Mastercycler gradient machine (Eppen-
dorf, Hamburg, Germany) using AmpliTaqGold DNA polymerase (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA) under the following conditions: 3 min at
94°C, 40 cycles of 45 s at 94°C, 45 s of each particular T annealing, and 45 s
at 72°C, followed by 10 min at 72°C. PCR products were resolved on a 2%
agarose gel, and the measured sizes were as expected.

Culture of isolated thymic DCs

Purified thymic DCs (1X10°%) were cultured in 96-well flat-bottom culture
plates in 0.2 ml AIM V serum-free medium (Invitrogen) in the absence or
presence of cyclopamine (5 M), a cell-permeable inhibitor of the Hh signal-
ing pathway (generously gifted by Dr. William Gaffield, Western Regional
Research Center, Albany, CA, USA); tomatidine (5 M), a steroidal alkaloid
that structurally resembles cyclopamine but lacks the capacity to inhibit Hh
signaling (Calbiochem, Nottingham, UK); recombinant human CD40 ligand
(CD40L; 10 pg/ml; R&D Systems, Minneapolis, MN, USA); and modified
recombinant human Shh (kindly provided by Curis, Cambridge, MA, USA;
endotoxin level: <1 EU/mg Shh protein). This Shh protein was octylated for
high activity. In vitro modification of N-Shh (aa 25-199), with a lipofilic group
on the N-terminal cysteine, significantly increases the specific activity (>30-
fold) of Escherichia coli-derived N-Shh as measured by activation of Hh signal
transduction in cultured cells. Octyl N-Shh is a hydrophobically modified
version of the Shh signaling protein generated by coupling N-octyl-malemide
to the N-terminal cysteine of bacterially derived N-Shh. This modification
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represents a simple and efficient way to generate high, specific-activity Shh
protein from bacterially expressed Shh [25]. After different periods of culture
at 37°C in a 5% CO,—in-air incubator, cells were harvested, counted, and
processed for viability analysis and flow cytometry stainings.

MLR assays

Thymic DCs were used at different numbers (10 cells to 15X10% cells) as
stimulators for resting allogeneic T cells (2X10°) isolated from peripheral
blood. The cultures were performed in 96-well flat-bottom culture plates, using
0.2 ml AIM V supplemented with 2% human serum. After 3 days at 37°C in
a 5% CO,—in-air incubator, the cultures were pulsed for 12 h with 10 pM
BrdU. A specific kit from Roche Diagnostics (Barcelona, Spain), BrdU Label-
ing and Detection Kit 111, was used to measure BrdU incorporation into newly
synthesized DNA. Briefly, the labeling medium was removed, and cells were
dried (2 h at 60°C), fixed in ethanol in HCI (0.5 M) for 30 min at —20°C, treated
with nucleases (30 min at 37°C), and then incubated with peroxidase-conju-
gated Fab fragments of mouse anti-BrdU (30 min at 37°C). The peroxidase
reaction was developed with 2,2'-azinobis-(3-ethylbenzthiazoline sulphonic
acid) substrate, and the sample absorbance was measured using an ELISA
reader (ELX800MB, Bio-Tek Instruments, Winooski, VT, USA) at 405 nm with

a reference wavelength at 492 nm.

Flow cytometry

The following mAb conjugated with FITC, PE, or Cychrome were used for flow
cytometric analysis: CD4 (SK3), CD13 (R3-242), CD33 (WM53), CD40 (5C3),
CD80 (BB1), CD86 (2331), and HLA-DR (G46-6) from BD Biosciences and
CD83 (HB15A) from Coulter-Immunotech (Beckman-Coulter, Marseille,
France). The extracellular domains of Hh receptors were detected with PE-
conjugated anti-Smo (N-19) antibodies (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz,
CA, USA) and anti-Ptcl antibodies (Abcam, Cambridge, UK) followed by
FITC- or PE-conjugated, multiadsorbed F(ab'), fragments of donkey anti-
rabbit IgG (Jackson ImmunoResearch Laboratories; West Grove, PA, USA).
Two- and three-color immunofluorescence stainings were performed by incu-
bating the cells in PBS containing 1% FCS and 0.1% NaN, in the presence of
saturating amounts of fluorochrome-conjugated antibodies for 30 min at 4°C.
For the intracellular stainings and according to the manufacturer’s instruc-
tions, cells were treated with Cytofix/Cytoperm solution (BD Biosciences) for
20 min at 4°C, washed with Perm/Wash buffer (BD Biosciences), and stained
with PE-conjugated anti-human Bcl-2 mAb (BD Biosciences), anti-human
Bel-X; and anti-human Bim mAb (both from Chemicon, Temecula, CA, USA),
and anti-Shh C-terminal peptide antibody (R&D Systems), followed by FITC-
or PE-conjugated, multiadsorbed F(ab'), fragments of donkey anti-mouse,
anti-rat, or anti-goat lIgG, respectively—all of them diluted in Perm/Wash
buffer. Cell viability was estimated by propidium iodide staining. Analyses
were conducted in a FACSCalibur flow cytometer (BD Biosciences) and a
three-laser BD LSR flow cytometer (BD Biosciences) from the Centro de
Microscopia y Citometria, Complutense University (Madrid, Spain).

RESULTS

Expression of Hh signaling pathway components
in human thymic DCs

To determine whether DCs are targets for Hh proteins in the
human thymus, the cell surface expression of the Hh receptor
components was analyzed by flow cytometry. As shown in
Figure 1B, 40—60% of thymic DCs were positive for Pte, the
Hh-binding subunit, and 20-45% expressed Smo, the signal-
ing component of the Hh receptor. Moreover, the majority of
Smo-expressing DCs coexpressed Ptc in the plasma membrane
(Fig. 1B).

The expression of Hh receptors was confirmed by RT-PCR,
as Ptc- and Smo-encoding RNAs were detected in purified
thymic DCs (Fig. 1C). Likewise, the thymic DC population
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expressed RNAs for Ptc2, a homologue of the Pte receptor [26],
and other Hh-binding proteins with modulating functions [27,
28], such as Hip and Gasl (Fig. 1C). We also found that thymic
DCs expressed specific RNAs for Glil, Gli2, and Gli3 tran-
scription factors (Fig. 1C), suggesting that the Hh signaling
pathway is active in DCs from human thymus.

As Ptc2 expression seems to be associated with Hh-produc-
ing cells [29], we assessed the expression of RNAs encoding
the mammalian Hh proteins and showed that Shh RNA tran-
scripts were expressed in the thymus DC population (Fig. 1C).
The intracytoplasmic expression of Shh protein was analyzed
further by flow cytometry, demonstrating that the proportion of
Shh-producing DCs was 50—-60% (Fig. 1D). We could find no
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correlation between Smo expression and Shh production in
thymic DCs, as a similar percentage of Shh-producing and
nonproducing DCs expressed the Smo receptor (Fig. 1D).

Shh is a thymic DC survival factor

The relevance of Hh signaling in thymic DCs was assessed
further by culturing DCs in serum-free medium supplemented
with Shh and evaluating the cell viability. After 24 h, DCs
treated with different doses of Shh were always protected from
spontaneous cell death compared with untreated cells (Fig.
2A). The viability of control thymic DCs progressively de-
creased in culture, and by Day 3, a high proportion of DCs was
dead. In contrast, the presence of Shh significantly prevented

http://www.jleukbio.org
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DC apoptosis during the whole culture period, being the high-
est effect detected on Day 3 (Fig. 2B). These antiapoptotic
effects were comparable with those induced by CD40 ligation
(Fig. 2B).

As thymic DCs produce Hh proteins and express Hh recep-
tors, DCs were also treated with cyclopamine, a steroidal
alkaloid that binds directly to Smo and induces a conforma-
tional shift leading to Smo inactivation and Hh signaling path-
way inhibition [30]. The presence of cyclopamine decreased
the proportion of viable DCs, and only ~10% of viable cells
could be recovered after 3 days of culture. In comparison, the
proportion of cell survival in control and Shh-treated cultures
was two and six times higher, respectively (Fig. 2B).

It has been previously shown that Bel-2 and Bel-X; expres-
sion is up-regulated in DCs after CD40 triggering, and this
correlates to an increased cell survival [31-33]. To determine
whether Shh-dependent stimulation of DC survival was also
accompanied by an increased expression of Bel-2 and Bel-X,
we analyzed by flow cytometry the expression of antiapoptotic
proteins as well as the expression of the proapoptotic Bel-2
family member Bim, also described to be involved in the
regulation of DC survival [32]. We found that Shh treatment led
to an up-regulation of Bel-2 and Bel-X| protein expression
(Fig. 2C). No change was seen in Bim expression (Fig. 2C).
These results suggest that Shh, in addition to CD40L, influ-
ences thymic DC survival by regulating the expression levels of
antiapoptotic Bel-2 family members.

Inhibition of Hh signaling impairs thymic DC
allostimulatory capacity

To evaluate the role of Hh proteins on DC functionality, we
analyzed the effects of blocking endogenous Shh signaling in
the allostimulatory capacity of DCs. Thymic DCs were pre-
treated overnight with cyclopamine or the control steroidal
alkaloid tomatidine, and equivalent numbers of viable cyclo-
pamine- and tomatidine-treated or untreated DCs were used in
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a MLR. The MLR assays revealed a strong suppression of
allogeneic stimulatory function of cyclopamine-treated DCs.
As shown in Figure 3, when 7.5 X 10 cyclopamine-treated
DCs were added, proliferation was similar to that observed
when only 1.8 X 10* tomatidine-treated or untreated control
DCs were used as stimulatory cells.
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Fig. 3. T cell stimulatory function of cyclopamine-treated thymic DCs is
strongly decreased. Thymic DCs were cultured overnight in the absence or
presence of cyclopamine or the control steroidal alkaloid tomatidine and used
at different numbers as stimulators for resting allogenic T cells. After 3 days,
the cultures were pulsed for 12 h with BrdU. A specific kit was used to measure
BrdU incorporation into newly synthesized DNA. Full details are given in
Materials and Methods. Results are the means (£sD) of the pooled data from
five to seven experiments, each with three cultures per point.
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Hh signaling blockade inhibits DC activation
induced by CD40 ligation

Previous reports have pointed out that resting and activated
peripheral T cells produce Shh [34, 35]. To avoid the possible
effects of T cell-derived Shh on DC function when using MLR
assays, we analyzed the effects of cyclopamine pretreatment on
CD40-dependent DC activation. As expected, the addition of
CD40L to control DC cultures induced a strong up-regulation
of the expression levels of HLA-DR and the costimulatory
molecules CD86 and CD80. In addition, all DCs acquired
CD83 expression (Fig. 4A). Interestingly, the blockade of the
Hh signaling pathway by cyclopamine pretreatment abrogated
the up-regulation of HLA-DR, CD86, CD80, as well as CD83
expression induced by CD40L on thymic DCs (Fig. 4A). Like-
wise, cyclopamine also inhibited the survival-promoting effect
of CD40L on thymic DCs (Fig. 4B). Therefore, these results
suggest that thymic DC activation and survival are dependent
on Shh signaling.

Activated DCs down-regulate Hh receptor
expression and Shh production

Finally, we analyzed whether the expression of the Hh receptor
changes upon DC activation. Our data showed that stimulation
by CD40L notably down-regulated the expression levels of the

Fig. 5. Down-regulation of the Hh signal- Smo

Hh receptor components (Fig. 5). The proportion of Pte-
expressing DCs was also reduced after activation (Fig. 5).
Likewise, when the cytoplasmic expression of Shh was as-
sessed, we found that the proportion of Shh-producing thymic
DCs decreased after CD40 ligation (Fig. 5), suggesting that Shh
production is down-regulated in activated DCs.

DISCUSSION

The data presented in this paper further extend our investiga-
tion about the role of Hh proteins in the human thymus.
Previously, we reported that the components of the Hh signal-
ing pathway exhibit a complex intrathymic expression pattern
involving thymic epithelial cells and thymocytes located in the
different thymic compartments [15]. Likewise, we showed that
Hh proteins function in the maintenance of intrathymic CD34 "
precursor cell populations [17]. Here, we provide evidence that
the activity of other key components of the thymus gland, the
thymic DCs, is also regulated by the Hh signaling pathway.
Thymic DCs express the two components of the Hh receptor,
Ptc and Smo, as well as the three members of the Gli protein
family. These transcription factors exhibit distinct, although
overlapping, functions, and whereas Glil is exclusively a Hh-

Pte Shh

ing pathway in activated thymic DCs, which
were cultured for 24 h in the absence or
presence of CD40L, and then the surface
expression of Ptc and Smo receptors and the
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dependent activator of Hh targets, Gli2 and Gli3 may function
as positive or negative regulators of transcription, although
Gli2 acts primarily as a transcriptional activator, and Gli3
functions mainly as a repressor [10, 11]. In addition, thymic
DCs express Ptc2, which seems to have functions related but
also distinct from its homologue Ptc [36, 37]. These findings
suggest the occurrence of complex Hh signaling responses in
thymic DCs.

The expression of the Hh-binding proteins Hip and Gasl by
thymic DCs indicates that they have the ability to modulate
their own Hh responses, as well as those that take place in
neighboring Hh-responsive thymic cells. Hip is a membrane
protein, positively regulated by Hh signaling, which competes
with Pte for binding the Hh ligands. Hip does not regulate Smo
activity but exclusively sequesters the ligand, consequently
attenuating the Hh signaling and forming a negative-feedback
loop with Hh ligands [28, 38]. Gasl is a glycosylphosphatidy-
linositol-linked membrane glycoprotein, which controls Hh
ligand availability by binding to the ligand, and acts as a Hh
pathway antagonist [27]. The existence of a significant propor-
tion of thymic DCs, which express Ptc but not Smo at the
plasma membrane, suggests that Ptc alone could also partici-
pate in the modulation of Hh responses, as apart from repress-
ing Smo signaling, it can function sequestering and internal-
izing Hh proteins, which limits their availability and creates a
barrier to their further movement [39, 40]. The possibility that
this Hh internalization is linked to signal transduction has also
been proposed [40].

Thymic DCs also synthesize and secrete Shh and constitute
together with medullary and subcapsular epithelial cells the
main source of Shh in the thymus [15]. Until now, it is unclear
whether Shh establishes a functional gradient in the human
thymus, as described in other tissues [1, 41]. Nevertheless, it is
likely that the differential Shh production and the different
modulatory Hh-binding proteins, expressed by thymic DCs and
epithelial cells [15], contribute to the appearance of distinct
thymic microenvironments, where various Shh concentrations
can differentially affect, quantitative and qualitatively, distinct
Hh-sensitive thymic cell populations.

We also demonstrate that Shh produced by thymic DCs is
used autocrinally to increase their survival. Although many
authors have described that different factors, including TNF-
related activation-induced cytokine (TRANCE), 1L.-12, 1L-15,
GM-CSF, TLR ligands, and CD40 ligation, influence the via-
bility of peripheral DCs [31-33, 42, 43], to our knowledge, only
one report has previously investigated this issue with thymic
DCs. Vasilijic et al. [44] described that the addition of GM-
CSF to rat thymic DC cultures inhibited their apoptosis and in
correlation, up-regulated bel-2 expression. Our results demon-
strate that Shh also promotes thymic DC survival, inducing the
up-regulation of the antiapoptotic bel-2 and bel-X, proteins.
The survival-promoting effects of Shh have been reported in
other different cell types [17, 34, 45-47], and interestingly,
bel-2 has been described recently as a Hh target gene, whose
transcription is regulated by Glil and mainly Gli2 [48, 49].
Although as pointed out above, the regulation of thymic DC
survival has been poorly investigated, several authors, using
different experimental approaches [50-52], have studied the
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lifespan of DCs in the thymus gland. All of these reports agree
to conclude that thymic DCs exhibit a rapid turnover of 2-3
weeks, and we here propose that during that time period, Shh
could be a main factor involved in promoting thymic DC
survival in an autocrine manner.

Thymic DCs play an important role presenting self-antigens
and inducing apoptotic death of potentially autoreactive devel-
oping T cells [21, 22]. This process requires DC—thymocyte
contacts, clearly mediated by CD40—-CD40L interactions [53,
54], which induce the survival and activation of DCs [55-57].
An important finding of this work is that an autocrine Shh
signaling is required for the CD40-induced survival and acti-
vation of thymic DCs, as shown by the fact that the Hh
signaling inhibitor cyclopamine abrogates the increase in thy-
mic DC viability and the up-regulation of HLA-DR, CD8O0,
CD86, and CD83 cell markers induced by CD40 ligation. Also
in support, the allostimulatory capacity of thymic DCs is no-
tably impaired after blocking Hh signaling with cyclopamine.
In contrast, Rowbotham et al. [58] have reported that the
intrathymic negative selection of a transgenic TCR was in-
creased in fetal and neonatal Shh™'~ mice. The apparent
discrepancy between these results could reflect a differential
involvement of Shh signaling in the first processes of deletion
of autoreactive thymocytes occurring in the perinatal period,
and those taking place in the steady-state adult thymus. Al-
ternatively, species-specific differences in Shh requirement
during intrathymic-negative selection could also explain the
different results.

The survival of activated thymic DCs and therefore, their
functionality must be finely controlled. As described with
peripheral DCs, their limited lifespan would be controlled
through the maintenance, activation, or silencing of several
survival signals [32, 59—61]. Our results also show that acti-
vated thymic DCs exhibit a decreased autocrine Shh produc-
tion as well as a reduced expression of Hh receptors. This
down-regulation of Hh signaling would drive to a decrease in
thymic DC longevity and would constitute an important mech-
anism for controlling the turnover and functionality of thymic
DCs.

In the future, it would be interesting to examine whether the
Hh signaling pathway also regulates the lifespan of peripheral
DCs and therefore, whether Hh proteins could be used to
control the efficacy of DCs used as vaccines.
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Introduction

Summary

T-cell differentiation is driven by a complex network of signals mainly
derived from the thymic epithelium. In this study we demonstrate in the
human thymus that cortical epithelial cells produce bone morphogenetic
protein 2 (BMP2) and BMP4 and that both thymocytes and thymic
epithelium express all the molecular machinery required for a response
to these proteins. BMP receptors, BMPRIA and BMPRII, are mainly
expressed by cortical thymocytes while BMPRIB is expressed in the
majority of the human thymocytes. Some thymic epithelial cells from cor-
tical and medullary areas express BMP receptors, being also cell targets
for in vivo BMP2/4 signalling. The treatment with BMP4 of chimeric
human-mouse fetal thymic organ cultures seeded with CD34" human
thymic progenitors results in reduced cell recovery and inhibition of the
differentiation of human thymocytes from CD4~ CD8” to CD4" CD8*
cell stages. These results support a role for BMP2/4 signalling in human
T-cell differentiation.

Keywords: bone morphogenetic protein; human thymus; thymic epithelial
cells; thymocytes

(NK) cells and monocytes.> Thymic progenitors enter
the thymus through the perimedullary cortical venules,

T-cell differentiation involves a highly ordered and strictly
regulated maturation programme that requires the speci-
fic microenvironment provided by the thymus. The thy-
mus is a lobulated lymphoepithelial organ, every thymic
lobule being composed of two distinct zones, the cortex
and the medulla. The cortex is separated from the con-
nective capsule by a superficial layer of flattened and
tightly joined epithelial cells that form the subcapsule.
Each of these thymic compartments provides a different
microenvironment appropriate to the specific processes
that occur during T-cell development.'™ In humans, the
haematopoietic progenitors that seed the postnatal thy-
mus are CD4™ CD8  double-negative (DN) cells that
express high levels of the antigen CD34. These cells have
the capacity to differentiate into multiple cell lineages
including T cells, dendritic cells (DCs), natural killer

and migrate across the cortex before accumulating in the
subcapsular zone, undergoing progressive developmental
changes during this process.” T-cell-lineage-committed
precursors (CD34" CD5" CD1%) give rise to immature
single-positive CD34~ CD4" CD8™ cells that differentiate
into CD4" CD8" double-positive (DP) cells, located in
the cortex of the thymus. This is a heterogeneous cell
population that represents the majority of thymocytes
and includes cells that are rearranging their T-cell recep-
tor B (TCR-P) gene as well as others that already express
cytoplasmic TCR-B chain.*® Upon productive TCR-o
gene rearrangement, DP TCR-aff* cells die unless they
are positively selected after the occurrence of low-affinity
recognition of self-peptide—major histocompatibility com-
plex (MHC) complexes expressed by the thymic epithe-
lium. In contrast, those thymocytes showing high affinity

Abbreviations: BMP, bone morphogenetic protein; bp, base pair; DC, dendritic cell; DN, double-negative CD4~ CD87;

DP, double-positive CD4" CD8"; FITC, fluorescein isothiocyanate; Hh, Hedgehog; hu-mo FTOC, chimeric human—-mouse fetal
thymic organ cultures; HLA, human leucocyte antigen; IgG, immunoglobulin G; mAb, monoclonal antibody; MHC, major
histocompatibility complex; NK, natural killer; RT-PCR, reverse transcription—polymerase chain reaction; SP, single-positive

CD4" CD87/CD4~ CD8" TCR-B, T-cell receptor P.
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