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Resumen

Los monocitos (Mo) son un componente central de la respuesta inmune tanto innata como
espec?fica. Se originan en la m®@dula - sea por progenitores hematopoy@ticos y son liberados
a la circulaci-n sangu2nea. Desde all?, pueden migrar hacia los tejidos perif@ricos, para
diferenciarse a macr-fagos (MAC) y c®lulas dendriicas (DC) y ejercer sus funciones
efectoras espec#icas. Los MAC juegan un rol central en el mecanismo de defensa
inflamatorio debido a su habilidad para ingerir y destruir microorganismos, coordinan la
respuesta inmune espec?ica a trav®s de la producci-n de citoquinas y reparan tejidos luego
de los procesos inflamatorios, mientras que las DC son las principales c®lulas presentadoras
de ant2genos a los linfocitos T. Recientemente, se ha reportado que en Mo los procesos de
diferenciaci-n hacia MAC o DC est8n acompafados por cambios transcripcionales en varios
genes, incluyendo quimioquinas y marcadores de superficie.

Las quimioquinas son una superfamilia de prote2nas pequefas (8-10 kDa), que coordinan
el tr§fico leucocitario durante la homeostasis e inflamaci-n. La fractalquina (CX3CL1), la
Yinica quimioquina de la familia CX3C, es una quimioquina particular porque se sintetiza
anclada a la superficie celular, con un dominio quimioquina presentado por un esqueleto de
mucinas. Esta caracter?stica estructural hace que tenga una doble funci-n: como mol®cula
de adhesi-n anclada a la superficie celular y como quimioquina cuando es clivada y su
extremo amino terminal es liberado. La CX3CL1 est8 presente en neuronas y DC, y se induce
en endotelio y epitelio en situaciones inflamatorias. El receptor para fractalquina, CX3CR1,
se expresa en Mo, c®lulas Natural Killer (NK, subset dim), y una subpoblaci-n de linfocitos
T citot - xicos. Est§ acoplado a protezna G y a diferencia de otras quimioquinas, la interacci-n
con su ligando es independiente de selectinas o integrinas. Recientemente se ha propuesto
que el sistema de CX3CL1/CX3CR1 constituirda un nuevo mecanismo de patrullaje de los Mo
a lo largo del endotelio dafado, permitiendo el reconocimiento de zonas de injuria o
inflamaci-n. Asimismo, se han reportado profundas alteraciones en la expresi-n de este

receptor en los Mo durante diferentes estados patol - gicos.
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El S2ndrome Ur®mico Hemol4ico (SUH) es una enfermedad que afecta a lactantes y nifos
en la primera infancia, y se caracteriza por anemia hemol2tica microangiop§8tica,
trombocitopenia y dafo renal agudo. Su forma t¥pica es una complicaci-n sist®mica que
ocurre luego de la infecci-n con cepas de Escherichia coli enterohemorr8gicas (EHEC)
productoras de toxina Shiga (STEC), en el 15% de los nifjos infectados. Distintas evidencias
muestran que la respuesta inflamatoria durante la evoluci- n de la infecci- n juega un rol clave
en el desarrollo del SUH. Recientemente, nuestro grupo ha demostrado que los pacientes
con SUH agudo presentan bajo porcentaje de c®lulas CX3CR1* (Mo y NK) en sangre
perif®rica y que dicho porcentaje correlaciona en forma negativa con el grado de severidad
del SUH, y con la presencia de c®lulas CX3sCR1* en biopsias renales. Adem§s, existen
evidencias de que particularmente los Mo contribuyen al dafo epitelial y endotelial mediante
la expresi-n de citoquinas inflamatorias y una incrementada interacci-n con el endotelio
vascular. Estas observaciones sugieren que durante el desarrollo del SUH, los Mo podrzan
modular la expresi-n del receptor por factores solubles y/o que podréa existir un
reclutamiento espec#ico de c®lulas CX3CR1* por fractalquina soluble o expresada en el
endotelio inflamado. Por otra parte, han sido reportados dos polimorfismos por mutaciones
puntuales (single nucleotide polimorphism o SNP) en el marco de lectura abierto del gen
CX3CR1, que causan un cambio de amino8cidos (V2491 y T280M) en la prote2na y tienen
una expresi-n y funcionalidad diferencial. Diferentes estudios han asociado a algunos de
estos polimorfismos con un reducido riesgo a sufrir eventos coronarios y ateroesclerosis. En
este punto, nuestra hip-tesis es que la presencia de alguno de los polimorfismos podrza
asociarse a una mayor susceptibilidad a desarrollar SUH o, por el contrario, tener un efecto
protector.

Teniendo en cuenta estos antecedentes, el objetivo de esta tesis fue entonces examinar si
el CX3CR1 es un receptor plausible de ser regulado en Mo. En particular, si hay cambios en
su expresi-n durante la diferenciaci-n monocica, y si estos cambios tienen consecuencias
funcionales. Por Yltimo, considerando su potencial rol fisiopatol-gico durante el SUH,
analizar la existencia de asociaci-n entre los polimorfismos del CX3CR1 y el desarrollo del
SUH.

Se encontr- que una consecuencia de la diferenciaci- n de los Mo es la regulaci- n negativa,
din8mica y selectiva de la expresi-n g®nica de CX3CR1, seguida por una disminuci-n de la
prote2na CX3CR1 en la superficie celular. Adem8s, que estos cambios en la expresi-n de
CX3CR1 se correlacionaron con una respuesta biol-gica diferencial a la fractalquina:
particularmente, se report- la regulaci- n diferencial de la vida media de las c®lulas derivadas
de Mo. Por otra parte, se demostr- que el receptor CXsCR1 es plausible de ser regulado en
Mo por mediadores solubles por m¥ltiples mecanismos. Por Yltimo, aunque no se encontr -

asociaci-n entre los polimorfismos del CX3CR1 y la complicaci- n sistemica SUH, el estudio
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sigue en curso, y no se descarta la posibilidad de que algunas de las diferencias se tornen

significativas.
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1.2 Mecanismos de reconocimiento de la inmunidad innata. Comparacién con la inmunidad

adaptativa.
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1.3 Mecanismos celulares de la inmunidad innata
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1.3.1 Células no inmunoldgicas de la inmunidad innata
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1.3.2 Células inmunoldgicas de la inmunidad innata.
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2. Los Monocitos
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2.1 Caracteristicas generales de los Mo
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2.2 Subpoblaciones de Mo

534RS KI-0S Y44 RS np 1-3241 &5 KI- Li2Li:Sai2 fI- SEX&iSyOnl- RS Rialiydl-4 azolizofl-012ySa RS a2
KazY ly24 oHpso 9y STSOi21 23 a2 a2y dry” dzli2 KSiSN23SyS2 & Sy lyRidiRdz2a aly2a LiizSRSy ash
RIZIRIR24 Sy I Y Sy24 R24 4d:0LI2661-012ySa LIyOILI-ESE onmé RS 1-06SIR2 |- I- SELNSAIsY RS /5mc
6COAWLLLY dzy- &dz0LI2GE1-Olsy” Y 18200 HI- /5mcT dynmdla Uf 1jdzS 02MSALI2YRS |- 124 da2 0Hai024E &
Gzy1- &hzoli2ofl-0tsy” YIY2IiHI- /5mct opmvgiz 0 donél |- 24 OuzlSa &S 23 RSy2YWYI- da2 y2
Otkai024¢ 2 alyFil-Y Hi2ii2a€0 /2Y LIMIR2E 02y 28 a2 /5mc’ 0HaI0241 (28 a2 /5mc? SEKI6SY dyl-
Y 2262301 Y4 YHH 1- al/1 LI2RE0Sy yiIgStSa Y4 124 RS ¢bC S L[ domél (1SySy” Y1821
L20SyOuE LI LNSaSyil-Otsy” 1yiiasyiol- ooHl oosl YdzSailly” YSy2l Li2Riz00sy RS L[ Sy
NSaLIzSalIl- 1€ 1-32yAadl- RSE ¢[wn oomI on & LiizSRSy RIFSISYOMHIES I 5/1 2532 RS fl- Y13NI-Olsy
(N1-yaSyR20StI£ in vitro oopsy 9&ll-a aiz6LI26f1-002ySa RIMSISY” (1Y oISy Sy 24 LIHiN2ySa RS
SELNSaIsY RS Y2(S00:fl-4 RS I-RKSalsy @ 1S0SLIi21SE RS IjihYi21jddhy1-4 RS -8 TI-YIil-4 /7 & /- o/t
IRSYHAI &S KI- RSA0NLIIR dzy” lyOUSY Syfi2 &i3ymiOliid2 RS t2& a2 /5Smc® OMddtl-yiSa Sy al-yaus
LISUFSIOl- 602y Ay OlYGRIR RS ¢bCrow yiiI-OStiztlHiG Sy 02yRIO2ySa WY 1204 & Sy
SyFSIY'SRI-RSE 02Y'2 Bl {2 1 & aSLIaNI 1-iSN2Sa0tS2aE docsl Mg NSizY 1-i2iRSI- voTsl & OdyOSH
doysl 2 Odzl€ adz3aSHNI- dzy N2t RS fl- akz6LI26f1-0lsy” RS a2 /5mc® Sy 23 LIi20Sa2a RS Sall-4
SyFSIY SRI-RSE0

[I- SELNSaIsy L2EHITIRI- RS 23 NSOSLIIRUSE //w Sy t2& a2l &5 NSHSA- Sy aka RIFSISYISa
USaLILSE(IE I 24 Saliydf2a 2035I04yR24S 1jiS 23 a2 WyiI-Y 20230 02y Hil- SELNSAIsy RS
ljiAY12ljdiy1-d wibeo{l altmh IyR altmd odl nng 9ai2 a3yMOl 1jiS NSLNSESYlY dyl-
&0z0LI20f1-0lsy” 02y Y dz0KI- LIHIGI0ILI-0isy” Sy 02yRiOi2ySa Iyatl-Y 12014 RS @2 ¢Kml 02Y2 L2l
SISy L1 Hidinina 1Sy 142IRS10 9y 02yall-ais: 28 a2 OHal024 SELNSALY //wh & YUy Sy

HMN



US&LISAI- I- £1- ljdY i21jdziy1- /7 [ dods! £I- Ozl Y'SRAI- fI- Y13UI-0isy RS a2 RS&RS fI- Y SRazfl- 5351 &
St NSOth1-YISyii2 I t24 aili2a RS tytl-Y I-0isy onmE nHey [1- ljdnYi21jdiy1- 7/ [H & &bz NSOSLIi2 /7wl
KIy &iR2 tyd2i0il-R2a Sy fI- SElIGI-41-0isy RS a2 1jiS LI Sy fl- 120Y 1-0isy RS Sai2ySa
I-1S112540tS1is 1018 Gnose 9y Odzl-yi2 I- £1- SELNS&sy RSt NSOSLIG2N LI TI-Oi1jdy1-L /7 - o/ wul & DSy
I'Y'0l-4 &kzoLi20f-012y5a 2 SELNSEIlYI 24 a2 /5Smc® SELNSal-y OMII-OiSaN0I-Y SyiS yigstsa Y44
Iii24 doI nngy ¢2R24 azyi2ar Sli2d KIHEI-T324 & NSy 1jizS 24 a2 /5mcb & /5uc! &2y IS0fiil-R24
Sy RIFSISYSa aliiza 1y1isY1024 ole2 02yRIOR2ySa 02yallicidla S WlY 1Hi2im-ar & wS3ly
RITSISyESa N2tSa Sy tI- ly Y tryIRIR & LIi23SySala RS fl-4 SyFSuY SRI-RSH

21 2002 tI-R21 RIFSISySa SaidRi2a ISHITIR2E Sy a2 KirY Iy2a RSY 242y fI- KI-OHIRIR RS 24
az /5mc' / - o/ wn RS RIFSISYOIHES Sy a2 /5mct/ - o/wwk (12532 RS fI- SaitY dzfl-Olsy 02y ¢DCrpl
L[mnt an/{CI 2 //[n top! np! nc 9&li2a KIfI-1324 IL2Wil-y SEIRSyOM-4 RS 1jdS 23 a2 /5uc' &S
203y1yRS dzy LINSOdE2N 02Y gy ! C/1Da & RIy 21135y I {23 a2 /5mch

[1-4 Rialtyfil-a aoli26fl-012ySa RS a2 I adz ¢ST LizSRSy a3l RSTyIRI RS 106:SIR2 I- I- SELNS&IsY
RIFSISYOHE RSE Y HIOI-R20 /5mn 6LIHIGS RSE NSOSLIG2N RSE fiLi2L20&1-0HIR2 n[t{ne aiSydil-a 1jdS
(i2R24 28 a2 /5mc" &2y /5un”] fl- 4026LI26f1-01sy RS a2 /5mcb 02YLNSYRS R24 adz6L126f1-012y54
02y RIFSISYESa yigstSa RS SELNS#sy RS /5mnY /5mn*/5mc & /5mn2/5Smct dongd 9aiiRiZa
USI-ETIR2A I yidSt dll-ya0uLIOIR2YI onTe SEIRSYOMY dyl- NStI-Olsy” RS RSaMMN2ft2 SyilS Sall-a
aoli2ofl-002y53 RS a2l aaSyR2 28 a2 /5un®/5mct /5wnt/5Smc® & /5mn%/5mc®
NSLINSESYIil-y Sall-R2a &S00zSyOiS4 RS fI- RIFSISYOM-0lsy RSt a2 (ny6e

3. Las Células Dendriticas

3.1 Caracteristicas generales de las DC
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3.2 Los linajes de las DC humanas
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3.2.1 Las DC mieloides.
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3.2.1.1 Las DC mieloides CD1c*.

{2y fl- LiyOiLI£ adoLi2ofl-0lsy RS 5/ YISt2IRSE Sy al-yalS KiY Iyl iS2R24 ¢z siil-y2a tyT2IRSa
wSLISASYAl-y MI2ENY IRI'Y SyiS St 62 RS 4 t.a/o [I14 5/ /5m0b iadtiSa LSSy Saiil Y4
I-001-RIA 1jizS &k O2yAILIMGS Sy &lyANSt Sy (S ly2a RS SELNSaisy RS /5yni /5yol /5yc &
/5nn (pol pnét 9y 24 3ly3ti2a tyHio2a aS SyduSylily 02Y2 0Stitla alyiSIRIFNISaE Sy 14
HISI-4 RS 0Stiztl-4 ¢ ezyli2 I- f1-4 0Stiztl-d RS [1y3SIKIya oppso ¢1-Y 61Sy LiizSRSy Sl KI-I-RI-4 Sy 14
I'Y)3RI€1-4 & 6112 dpch [Ia 57 /5m0° SELNSAlY dry” 1-Y'Lfi2 lly32 RS t80ly1-4l ¢[wa & 2ili2a
ISOSLIG20SE RS NSO2y200YiSyli2 RS Lilili2ySa 02y St Li2lisaliz RS Ol (0l-yaLRuisS &
LINS&SyiiI-0lsy RS 134 {2y 06:Sy1-4 Sally dfl-R2i1-4 RS 0Sfizfl-4 ¢ /5neI LISH2 (1SySy Li201- OFLIORI-R
RS LNS&Syiil-Olsy Ozl I-RI- RS 1y)3Sy24 I- 0Stiztl-a ¢ /5yl dpct prr {SONSily ¢bCral L[ty S L[mn
Odzl-yR2 &2y SaitY dzfl-R1-4 & LN2Rd0SY L[mu Sy NS&LIESAdI- I- fI- 631-0isy RS wyny L2 ¢[wTky (py6t
' yI- USjdzS31- OlyiRIR RS L[mHo LizSRS 451 RSUSOUIRI- 11532 RS dzy1- &S00S RS Sy dzt24 dpss 9z
WY LIBOI- dzy” LUIMISE Razl4 Sy fI- aSyaloitiTl-Olsy” ¢Km & ¢Kwt & NSAIil- fI- LEFAGIOIRIR RS 14 57 Sy’
RIFSUSyiSa 02yiSEiRE

HC



3.2.1.2 Las DC mieloides CD141"
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3.2.2 Las DC CD14*
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3.2.3 Las DC plasmacitoides?
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3.2.4 Las células de Langerhans
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3.2.5 Las DC inflamatorias
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3.3 Captacion de Antigenos y Maduracion
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3.4 Participacion de las quimioquinas en la migracion de las DC.
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3.5 Plasticidad en las DC.
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3.6 Obtencion de las células dendriticas in vitro
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4. Los Macroéfagos

4.1 Caracteristicas generales de los MAC
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4.2 Rol de los macréfagos durante la homeostasis y en las respuestas inmunes
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4.3 Activacion de los MAC
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4.3.1 Fenotipos funcionales
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5. Las Citoquinas
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Estructura de las quimioquinas [231]

C C
XClLiz = :
: Signal pepsde
CC C C C Chemokine domain
CCLi2» | B Mucin-like stalk
: Transmenbrang domain
CxC _C C : Cytoplasmic domain
CXCLias
cxCc C C
CXClLw
(Bonzo-l)
27 1 110 Uz 227 2564
CXXXC C C
CXaClL
(Fractatione)
24 1 77 318 237 373

6.1.1 Descripcion del gen cxscrl
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Secuencia gendmica y variantes de splicing del mRNA para CX3CR1 en humanos [229]
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6.1.2 Polimorfismos de CXsCR1
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6.1.3. Monocitos y fractalquina
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6.1.4. Participacion de CX;CR1 en diferentes patologias
-Enfermedades renales
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-Rechazo de trasplantes

nT



[24 ISOKI-T24 RS I-aLi1-yiSa Salidy” OMI-OISINTI-R2E LI dzyl- FazSWGS NSaLIzSall- hyYdzyS OStdzl-n
RSAHN2EEIRI- LI20 dzy” NY'LI20dIyIS T2 RS Saz020Mi2a RSERS fI- OMOdt-Otsy” KI-OM- St sli3ly2
SaLISO02 dHens {S KI-NSLI2NGI-R2 dzy tyOISY Syfti2 a13ywri01-iid2 RS fI- 1jahY i21jdziy1- WI-0h1-1jazy1- Sy
iSUR2 gl-a0atl & SyR20Sti21 Sy Yd:Sail-a RS (NI-4L1-yESa O1IRN-024 NSOKITIR28 atd 1yl T6:S
NSLIZ20G1-R2 1jdzS &t t2a LIFOISYESE 1jdzS @Iy 1- NSOIoM dzy” iNI-ELIE-YES &2y (il-i1-R2a LNSANI-Y SyiS 02y
I-y106:SiLI24 1-ylin/ - o/ whl RIEY ly6:2S St NSOKI-T2 RSE STy oHembe Q424 KI-t1-T324 &S 142011y 02y
@y1- NSRa00ksy” RS IyHl-R2 RS al/i OStitla by & 2il2a tSk020ii2a0 9y 02yeiyli2l Sal2a
NSadzliI-R24 NYRIOIY dy” LI2&10tS N2t RSE &&liSY I Fl-Oiil-tljdzty1-k/ - o/wm Sy St NSOKI-T2 RS slidl-y2a
(01-aLIE1-y1-R230

-Ateroesclerosis y enfermedades cardiovasculares
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-Infecciones por HIV
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7. Sindrome Urémico Hemolitico

7.1 Aspectos generales del SUH
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7.2 Tratamiento
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3. Soluciones.

3.1. Tampon fosfato salino (PBS).
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3.2. Solucidén Tiirk para el recuento de células.
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3.3. Solucién de azul tripan.
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3.4. Medio de cultivo completo.
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3.5. Solucion RIPA modificado.
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3.6. Soluciones para aislar Mo
3.6.1. Ficoll-Triyosom.
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3.6.2. Solucion Buffer T10Y
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3.6.3. Solucion Buffer T1:
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3.6.4. Buffer de resuspension:
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3.6.5. P100:
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4. Aislamiento y cultivo de Mo humanos a partir de paquetes de leucocitos (Buffy coat).

4.1. Células Mononucleares de Sangre Periférica (PBMC)
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4.2. Monocitos
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4.3. Preparacion de las DC y MAC derivados de Mo humanos.
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4.4. Cultivo de Mo en presencia de citoquinas
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5. Cultivo de células.
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6. Recuento de células
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7. Citometria de flujo
7.1. Evaluacion de la expresion de diferentes antigenos en la superficie celular
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7.2 Medicion de STAT1 fosforilado en Ser-727 en Mo.
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8. Evaluacion de la apoptosis
8.1 Evaluacion de apoptosis y viabilidad por microscopia de fluorescencia
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8.2 Evaluacion de apoptosis por union de Anexina-V y citometria de flujo
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9. Western Blot de lisados celulares y ensayos de actividad quinasa.
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10. Aislamiento de RNA y andlisis por transcriptasa reversa-reaccion en cadena de la

polimerasa (RT-PCR):
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10.1 Analisis de la expresion de CX3;CR1 a nivel RNA en Mo frescos, MACy DC.
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10.2 Anailisis de la expresion de CX3CR1 en Mo frescos y estimulados con citoquinas
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10.3. Analisis de la estabilidad de los transcriptos de CX3CR1 en Mo frescos y estimulados con
IL-10. Determinacion de la vida media.
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11. Analisis estadistico de los datos obtenidos.
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12. Determinacion de los polimorfismos del gen del receptor CX3CR1

12.1 Obtencion del DNA.
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12.2 Genotipificacion.
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12.3 Estadistica.
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ANALISIS DE LA EXPRESION DEL RECEPTOR PARA FRACTALQUINA (CX3CR1) DURANTE
LA DIFERENCIACION MONOCITICA.
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1. Andlisis de la expresion del receptor para fractalquina (CXsCR1)
durante la diferenciacion monocitica.
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1.1 Cambios morfolégicos de los Mo en cultivo.
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Figura 1: Morfologia de los MAC e iDC generados a partir de Mo adherentes al plastico en
presencia de citoquinas de diferenciacion.

Mo purificados fueron cultivados (1.10%/ml) durante 7 dias en presencia de GM-CSF (30ng/ml)
sélo 6 GM-CSF (50ng/ml) + IL-4 (20ng/ml), para generar MAC e iDC, respectivamente. Se
tomaron fotografias de los A) Mo a las 2hs de comenzado el cultivo y de B) MAC y C) iDC, a los
7 dias, en los distintos medios condicionantes. Magnificacion del original: 400X. Los resultados
son representativos de 7-14 experimentos con resultados similares.

1.2 Cambios fenotipicos de los Mo durante la diferenciacién a iDC y MAC.
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Figura 2: Andlisis de los antigenos de superficie en Mo y las poblaciones derivadas de Mo.

Mo purificados fueron cultivados (1.10%/ml) durante 7 dias en presencia de GM-CSF (30ng/ml)
sélo 6 GM-CSF (50ng/ml) + IL-4 (20ng/ml), para generar MAC e iDC, respectivamente. Los Mo
frescos fueron marcados inmediatamente o al dia 7 de comenzado el cultivo con: mAb anti-
CD1a conjugado a FITC, mAb anti-CD16 conjugado a PE y mAb anti-CD14 conjugado a PCy5.

A) Cambios en la morfologia en los Mo recientemente purificados, iDC y MAC fueron
determinados por citometria de flujo mediante andlisis de SSC vs. FSC. Un grdfico de puntos,
representativo de cada poblacion celular generada de acuerdo a las condiciones de cultivo, se
muestra en el panel superior. Los andlisis de expresion en superficie de CD14, CD16 y CD1a por
citometria de flujo se llevaron a cabo en la region de las distintas poblaciones determinada de
acuerdo al SSC vs. FSC. En el panel inferior se muestran histogramas representativos de la
expresion en membrana de cada antigeno. Los histogramas punteados representan los
controles de isotipo.

B) Porcentaje de células positivas para CD14, CD16 y CD1a en Mo frescos, iDC y MAC. Cada
barra representa el promedio + SEM de 7-14 dadores diferentes. La significancia estadistica fue
calculada para cada marcador por separado mediante test de Kruskal Wallis (p<0,001) y post-
test Mann Whitney U para comparar diferencias entre dos grupos. **p<0,01 y ***p<0,001.

C) IFM por célula en Mo y MAC CD14*. Cada barra representa el promedio + SEM de 9-14
dadores diferentes. Significancia estadistica calculada con test Mann Whitney. ***p<0,001.

1.2.1 Expresion de CX5CR1 en las iDC y MAC:
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Figura 3: Analisis de la expresion de CX3;CR1 en superficie de Mo frescos y de las iDC y MAC
derivados de Mo.

Mo purificados fueron cultivados (1.10%/ml) durante 7 dias en presencia de GM-CSF (30ng/ml)
sélo 6 GM-CSF (50ng/ml) + IL-4 (20ng/ml), para generar MAC e iDC, respectivamente. Los Mo
frescos fueron marcados inmediatamente o al dia 7 de comenzado el cultivo con: mAb anti-
CX3CR1 conjugado a FITC. Los andlisis de expresion en superficie de CXsCR1 por citometria de
flujo se llevaron a cabo en la region de las distintas poblaciones determinada de acuerdo al SSC
vs. FSC.

A) Se muestran histogramas representativos de la expresion en membrana de CXsCR1 en las
distintas poblaciones. Los histogramas punteados representan el control de isotipo.

B) Porcentaje de células positivas para CXsCR1 en Mo frescos, iDC y MAC. Cada barra
representa el promedio + SEM de 7-14 dadores diferentes. La significancia estadistica fue
calculada mediante test de Kruskal Wallis (p<0,001) y post-test Mann Whitney U para
comparar diferencias entre dos grupos. ***p<0,001.

1.2.2 Cinética de la pérdida del CX3CR1 en iDC:
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Figura 4: Andlisis de la expresion de CX3CR1 en superficie durante la diferenciacién a iDC.

Mo purificados fueron cultivados (1.10°/ml) durante 24-72hs en presencia de GM-CSF
(50ng/ml) + IL-4 (20ng/ml), para generar iDC. Los andlisis de expresion de los distintos
marcadores por citometria de flujo se llevaron a cabo en la region de las distintas poblaciones
determinada de acuerdo al SSC vs. FSC.

A) Los Mo frescos fueron marcados inmediatamente 6 a las 24 6 72hs de iniciado el cultivo con
mAb anti-CX3CR1 conjugado a FITC. Los resultados se expresaron como porcentaje de células
positivas para CX3CR1 en Mo frescos, iDC y MAC. Cada barra representa el promedio + SEM de
3-14 dadores diferentes. La significancia estadistica fue calculada mediante test de Kruskal
Wallis (p<0,001) y post-test Mann Whitney U para comparar diferencias entre dos grupos.
**p<0,01.

B) Los Mo fueron marcados a las 72hs de iniciado el cultivo con: mAb anti-CD1a conjugado a
FITC, mAb anti-CD16 conjugado con PE y mAb anti-CD14 conjugado con PCy5. Se muestran
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histogramas representativos de la expresion de cada marcador en membrana de 4 dadores con
resultados similares. Los histogramas punteados representan el control de isotipo.

1.3 Maduracion de las DC.
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Figura 5: Cambios fenotipicos y morfolégicos durante diferenciacion y maduracion de las DC.
Mo purificados fueron cultivados (1.10%/ml) durante 7 dias en presencia de GM-CSF (50ng/ml) e
IL-4 (20ng/ml), para generar iDC y por 48hs adicionales en presencia de LPS (500ng/ml) + IFN-y
(1000 U/ml) para obtener mDC. Los Mo frescos fueron marcados inmediatamente 6 a los 7 6 9
dias de iniciado el cultivo con: mAb anti-CD1a conjugado a FITC, mAb anti-CD83 conjugado a
PE, mAb anti-CD86 conjugado a PCy5 y mAb anti HLA-DR conjugado a FITC. Los andlisis de
expresion en superficie de CD1a, CD83, CD86 y HLA-DR por citometria de flujo se llevaron a
cabo en la region especifica de las distintas poblaciones, determinadas de acuerdo al SSC vs.
FSC.

A) Se muestran histogramas representativos de la expresion en membrana de cada antigeno.
Los histogramas punteados representan los controles de isotipo.

B) Porcentaje de células positivas para CD1a, CD83, CD86 y HLA-DR en Mo frescos, iDCy mDC.
Cada barra representa el promedio + SEM de 7-14 dadores diferentes. La significancia
estadistica fue calculada con el test de Kruskal Wallis (p<0.05) y post-test Mann Whitney U
para comparar diferencias entre dos grupos. *p<0,05 y **p<0,01.

C) mDC, diferenciadas con IL-4+GM-CSF por 7 dias y maduradas con LPS+IFN-y por 2 dias
adicionales. Magnificacion del original: 400X. Este resultado es representativo de 7
experimentos con resultados similares.

1.3.1 Expresion de CX3CR1 en las mDC:
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Figura 6: Andlisis de la expresion de CXsCR1 en superficie durante los procesos de
diferenciacion y maduracién de las DC.

Mo purificados fueron cultivados (1.10%/ml) durante 7 dias en presencia de GM-CSF (50ng/ml)
+ IL-4 (20ng/ml), para generar iDC y por 48hs adicionales en presencia de LPS (500ng/ml) + IFN-
y (1000 U/ml) para obtener mDC. Los Mo frescos fueron marcados inmediatamente 6 a los 7 6
9 dias de iniciado el cultivo con mAb anti-CX3CR1 conjugado a FITC. Los andlisis de expresion en
superficie de CX3CR1 por citometria de flujo se llevaron a cabo en la region de las distintas
poblaciones determinada de acuerdo al SSC vs. FSC.

A) Se muestran histogramas representativos de la expresion en membrana de CXsCR1. Los
histogramas punteados representan el control de isotipo.

B) Porcentaje de células positivas para CX3CR1 en Mo frescos, iDC y mDC. Cada barra
representa el promedio + SEM de 7-14 dadores diferentes. La significancia estadistica fue
calculada mediante el test Kruskal Wallis (p<0,001) y post-test Mann Whitney U para comparar
diferencias entre dos grupos. *** p<0,001.

1.4 Protocolo alternativo para la diferenciacion a iDC con IL-13:
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Figura 7: Cambios fenotipicos y morfolégicos durante la diferenciacion de Mo a iDC con el
protocolo alternativo.

Mo purificados fueron cultivados (1.10%/ml) durante 7 dias en presencia de GM-CSF (50ng/ml)
+ IL-13 (20ng/ml), para generar iDC (IL-13 iDC). Las IL-13 iDC fueron marcados a los 7 dias de
iniciado el cultivo con: mAb anti-CD1a conjugado a FITC, mAb anti-CD83 conjugado a PE, mAb
anti-CD86 conjugado a PCy5 y mAb anti HLA-DR conjugado a FITC. Los andlisis de expresion en
superficie de CD1a, CD83, CD86 y HLA-DR por citometria de flujo se llevaron a cabo en la regidon
de las poblacion de iDC determinada de acuerdo al SSC vs. FSC.

A) Se compararon los porcentajes de células positivas para cada antigeno de superficie en IL-4
iDC e IL-13 iDC. Cada barra representa el promedio + SEM de 5-7 experimentos. La significancia
estadistica fue calculada para cada marcador mediante el test Mann Whitney U (ns).

B) iDC, diferenciadas con IL-13+GM-CSF por 7 dias. Magnificacion del original: 400X. Este
resultado es representativo de 5 experimentos con resultados similares.

1.4.1. Expresion de CX;CR1 en las IL-13-iDC
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Figura 8: Expresidon de CX3;CR1 en superficie durante la diferenciacion de Mo a iDC con el
protocolo alternativo.

Mo purificados fueron cultivados (1.10%/ml) durante 3 o 7 dias en presencia de GM-CSF
(50ng/ml) e IL-13 (20ng/ml), para generar iDC (IL-13 iDC). Los Mo frescos fueron marcados
inmediatamente 6 a los 3 o 7 dias de iniciado el cultivo con: mAb anti-CXsCR1 conjugado a FITC.
Los andlisis de expresion en superficie de CXsCR1 por citometria de flujo se llevaron a cabo en la
region de las distintas poblaciones determinada en cada caso de acuerdo al SSC vs. FSC. Se
representaron los porcentajes de células positivas para CXsCR1 en Mo, Mo expuestos por 72hs
a las citoquinas de diferenciacion IL-13+GM-CSF (IL-13 DMo) e IL-13 iDC. Cada barra representa
el promedio + SEM de 5-14 experimentos. La significancia estadistica fue calculada mediante el
test Kruskal Wallis (p<0,001) y post-test Mann Whitney U para comparar diferencias entre dos
grupos. **p <0,01.

1.5 Maduracion de las IL-13-iDC
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Figura 9: Cambios en la expresion de antigenos de superficie y morfologia durante la
maduracion de IL-13 iDC.

Mo purificados fueron cultivados (1.10%/ml) durante 7 dias en presencia de GM-CSF (50ng/ml)
+ IL-13 (20ng/ml), para generar IL-13 iDC y por 48hs adicionales en presencia de LPS
(500ng/ml) + IFN-y (1000U/ml) para obtener IL-13 mDC. Los Mo diferenciados fueron marcados
a los 7 0 9 dias de iniciado el cultivo con: mAb anti-CD1a conjugado a FITC, mAb anti-CD83
conjugado a PE, mAb anti-CD86 conjugado a PCy5 y mAb anti HLA-DR conjugado a FITC. Los
andlisis de expresion en superficie de CD1a, CD83, CD86 y HLA-DR por citometria de flujo se
llevaron a cabo en la region de las poblacion de iDC y mDC determinadas de acuerdo al SSC vs.
FSC.

A) Porcentajes de células positivas para cada antigeno de superficie en las IL-13 iDC e IL-13
mDC. Cada barra representa el promedio + SEM de 3-5 muestras de dadores. La significancia
estadistica fue calculada para cada marcador por separado mediante el test Mann Whitney U.
*p<0,05.

B) IL-13 mDC, diferenciadas con IL-13+GM-CSF por 7 dias y maduradas con LPS+IFN-y por 2 dias
adicionales. Magnificacion del original: 400X. Este resultado es representativo de 3
experimentos con resultados similares.
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1.6 Diferenciacion de los Mo a iDC en presencia de IFN-y
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Figura 10: Expresién de CXsCR1 en Mo diferenciados por 3 dias a iDC en presencia/ausencia
de IFN-y.

Mo purificados fueron cultivados (1.10%/ml) durante 3 dias en presencia de GM-CSF (50ng/ml) e
IL-13 o IL-4 (20ng/ml), con o sin IFN-y (1000 U/ml) para inducir diferenciacién a DMo. Los Mo
diferenciados fueron marcados a las 72hs de iniciado el cultivo con: mAb anti-CXsCR1
conjugado a FITC. Los andlisis de expresion en superficie de CX3CR1 por citometria de flujo se
llevaron a cabo en la region de las poblacion de los DMo determinada de acuerdo al FSC vs.
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SSC. Se representaron los porcentajes de células positivas para CXsCR1 en los DMo
diferenciados en los distintos medios condicionantes. Cada barra representa el promedio + SEM
de 3-5 experimentos. La significancia estadistica fue calculada mediante el test de Kruskal
Wallis (p<0,05) y post-test Mann Whitney U para comparar diferencias entre dos grupos (ns).

1.7 Cambios fenotipicos de los Mo durante la diferenciacion a MAC.
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Figura 11: Cambios fenotipicos durante la diferenciacion de los Mo a MAC.

Mo purificados fueron cultivados (1.10%/ml) durante 7 dias en presencia de GM-CSF (30ng/ml)
para generar MAC. Los Mo frescos fueron marcados inmediatamente o a los 7 dias de iniciado
el cultivo con: mAb anti-CD206 conjugado a FITC, mAb anti-CD23 conjugado a PE, mAb anti-
CD86 conjugado a PCy5, mAb anti HLA-DR conjugado a FITC y mAb anti-CCR2 conjugado a PE.
Los andlisis de expresion en superficie de CD206, CD23, CD86, HLA-DR y CCR2 por citometria de
flujo se llevaron a cabo en la region de los Mo y MAC, ambas determinadas de acuerdo al SSC
vs. FSC.

A) Se muestran histogramas representativos de la expresion en membrana de cada antigeno en
Mo y MAC. Los histogramas punteados representan los controles de isotipo.

B) Porcentaje de células positivas para cada marcador en Mo frescos y MAC. Cada barra
representa el promedio + SEM de 10-14 dadores. La significancia estadistica fue calculada para
cada marcador por separado mediante el test Mann Whitney U, para comparar diferencias
entre dos grupos. **p<0,01 y *** p<0,001.

1.8 Activacion de los MAC
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1.8.1. Cambios morfoldgicos en los MAC polarizados hacia los perfiles M1 y M2.
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Figura 12: Morfologia de los MAC polarizados a los perfiles M1y M2.

Mo purificados fueron cultivados (1.10%/ml) durante 7 dias en presencia de GM-CSF (30ng/ml),
para generar MAC y por 3 dias mds en presencia de LPS (100 ng/ml) + IFN-y (400U/ml) para
inducir fenotipo M1 6 en presencia de IL-4 (25 ng/ml) para inducir fenotipo M2. Se tomaron
fotografias al final del periodo de polarizacion de los A) M1 y de los B) M2. Magnificacion del
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original: 400X. Los resultados son representativos de 6-8 experimentos con resultados
similares.

1.8.2. Cambios fenotipicos en los MAC polarizados hacia los perfiles M1 y M2.
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Figura 13: Fenotipo de los MAC polarizados a los perfiles M1 y M2.

Mo purificados fueron cultivados (1.10%/ml) durante 7 dias en presencia de GM-CSF (30ng/ml),
para generar MAC y por 3 dias mds en presencia de LPS (100 ng/ml)+ IFN-y (400U/ml) para
inducir fenotipo M1 6 en presencia de IL-4 (25ng/ml) para inducir fenotipo M2. Los MAC fueron
marcados a los 7 6 10 dias de iniciado el cultivo con: mAb anti-CD206 conjugado a FITC, mAb
anti-CD23 conjugado a PE, mAb anti-CD86 conjugado a PCy5, mAb anti HLA-DR conjugado a
FITC. Los andlisis de expresion en superficie de CD206, CD23, CD86 y HLA-DR por citometria de
flujo se llevaron a cabo en la region de las distintas poblaciones determinadas de acuerdo al
SSCvs. FSC.

A) Se muestran histogramas representativos de la expresion en membrana de cada antigeno en
los M1y M2. Los histogramas punteados representan los controles de isotipo.

B) Porcentaje de células positivas para los distintos antigenos en los MAC, M1 y M2. Cada
barra representa el promedio + SEM de 6-10 dadores diferentes. La significancia estadistica fue
calculada mediante el test Kruskal Wallis (p<0,05) y post-test Mann Whitney U para comparar
diferencias entre dos grupos. *p<0,05; **p <0,01 y ***p<0,001.

1.8.3 Expresion de CX3CR1 en los MAC polarizados a M1y M2
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Figura 14: Expresion de CX3CR1 durante la diferenciacion y activacion de los MAC.

Mo purificados fueron cultivados (1.10%/ml) durante 7 dias en presencia de GM-CSF (30ng/ml),
para generar MAC y por 3 dias mds en presencia de LPS (100 ng/ml)+ IFN-y (400U/ml) para
inducir fenotipo M1 6 en presencia de IL-4 (25 ng/ml) para inducir fenotipo M2. Los Mo frescos
fueron marcados inmediatamente 6 a los 7 6 10 dias de iniciado el cultivo con: mAb anti-
CX3CR1 conjugado a FITC. Los andlisis de expresion en superficie de CXsCR1 por citometria de
flujo se llevaron a cabo en la region de las distintas poblaciones determinadas de acuerdo al
SSCvs. FSC.

A) Se muestran histogramas representativos de la expresion en membrana de CX3;CR1 en los
MAC, M1y M2. Los histogramas grises y punteados representan los controles de isotipo.

B) Porcentaje de células positivas para CXsCR1 en MAC, M1 y M2. Cada barra representa el
promedio * SEM de 6-10 dadores diferentes. La significancia estadistica fue calculada mediante
el test Kruskal Wallis (p<0,001) y post-test Mann Whitney U para comparar diferencias entre
dos grupos. **p <0,01 y ***p<0,001.
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1.9 Expresion de CX3CR1 a nivel RNA en Mo y poblaciones derivadas.

{1:08S00:SylSY SyiiSt &S fSaliRy I- 0162 SaldzRiza Odzl-yiil-id2a Li2i went/w Sy (1SY L2 liSI RS fI-
SELNSEIsY RS Ywb ! LUHII- /- o/wm Sy a2 TSa024T Sy a2 0ufliid1-R24 Li21 o Rjl-a Sy LINSASYOll- RS
fl-4 Ohi21jdzty1-8 RS RIFSISYOM-Olsy I 15/1 L[tnbDan/{C 2 [[mobDaun/{C i.[tn 5a2 S L[mMo Sazil &
Sy a2 RIFSISYOIR24 |- al/ L2l T R4 Sy LNSaSyOll- RS Dan/{Cr {S wiitiTINRy primers
SaLISOI024 1jtS 'Y LBFOHIZY LIi2R:062 t/w RSE Y132 SAISUIR2I 02Y2 TS 021i20211-R2
Y SRIIYS StS0iN2120Saia Sy 3St RS I-AM2al- €2 oCATdzil- mp 100 [24 Iy RS wb ! Sy 1-4zaSyOil- RS
(l-yzOuLIi-al- NSESHal- y2 02yRizSi2y I IFY LEFOI-OsY 13dy11 lyRIOyR2 1jaS 24 LIi2Ri00248 t/w
20(SyIR24 y2 10312y RS6IR2 |- 02yil-Ylyl-0lsy 02y 5b 1 38y5Y102 0RI-i24 y2 Y 24ill-R2400 9f 35y
GEHTIRZ LIFI- - y2UY I6T1-0sy RS 24 RIHi2a TS D15 10 9y (2R24 23 01424 &S fHSAHRY (23
02yl2t5a RS 0hi2YStiI- Sy LIHISER] LIFI- 02yTiY I fl- Y 2Rdzf1-Otsy RS f1- LN20Sky1-0

- 122 Sal-a 02yRI0I2ySAL 28 a2 MSE024 Y 242y dry FizSNiS SELNSEIsY RS /- o/wm Ywb 10 [128321
aS lypSalias St S150i2 RS fI- RIFSUSYON-Olsy a20llS fI- SELISAIsY RSt Ywb ! LIHII- /- o/wm Sy a1/ &
5a2t /2Y2 &5 LiSRS HLNSOMHI Sy fI- Ciadzil- mp .1 28 a1/ RIFSISyON-R24 02y Dan/{C SELISAl-y
Ywb? LIHIl- /- o/wml LUS2 &k yidSt RS SELNSEIsy S& MIZELY IRI'Y SyiS mn 05058 Y Sy 1jaS St
KIffI-R2 Sy a2 TSa02a t21 202 fI-R2] Sy {24 5a2 0itiid1-R2a Sy LNSaSyOil- RS L[mn 5 L[vo {24
VIgStSa RS SELINSAIsY RSt 1SOSLIi2N a8 #1Si2y” RUIFYHiOIYSyES RiaYiyiR2a 1€ Rl ol Sy
02YLIMIIOIsy 02y a2 & al/o {ly SYoli321 |- LUS&lH) RS 1jiS 24 yidStSa RS Ywb ! LM /- o/wm

381 Y Sy2i 1463 0

Qa4 NSadAliI-R2a IyRIOMIIY 1jeS - RIEYlyaOlsy RS fI- SELNSAIsY RS /- o/wm 263SI81RI- Sy
AdLISITIONS Razlll-yiS 24 LN20Sa2a RS RIFSISYOM-0isyl Sa 02yaS0uSyOil- RS dzyl- RIAY lyaOisy Sy 24
V195t RS Ywb ! RS 7 - o/wmt

21 gtity21 a8 SaldzRis St §15002 RS £l Y IRizlI-Olsy RS 28 a1/ 82608 I SELNSaIsY RS 7 - o/wh |-
YIBSt wb 10 9y (12 1jizS Sy fl- 10igI-Otsy L2\ I G- OHI01- Y'SRIYES [t{bLCbrT y2 LNi2Riz2 dzy”
Iy Syli2 Sy fl- SELNSaIsY RS /- o/wwi fI- 10010ty L2 £1- G- 1-iSiy1-iid1- 02y L[t L2Rz2 dzy!-
RIAY lyi0lsy RS 24 yid5tSa RS Ywb ! LIHII- /- o/wm 6CA3azll- mp . 00 [24 yidSESa 203S101-R24 FiSiizy
mn 35053 Y Sy21S4 I t23 20aS101-R2a Sy a1/ aly 1001014 & 32y 02Y LIHI-6fSA |- 25 204S101-R24 Sy
L[ 5azt 94i2a NSadfil-R2a aiNSNSy 1jiS I RiaYly0isy RS fI- SELNSaisy RS Ywb! Sy fl4
Li2otl-012ySa RSIGIRI-E RS a1 aSINl- RSLISYRISYES RS fI- 1:00isy RS L[mno

A)

yc



V28 M GAPDH

500 bp = 500 bp wep [ =418 bp

= 163 bp

B)

Ll
(=] [=-]
1 J

F -9
»
= g
N I

SRR
N
3

o
-
1

%'\'\'\i\;w

=
=]

A

S
,‘0@%0@9@ DR
Yo

w
L]
=
o
i
=
]
[
L
w
@
=)
L]
b
[=
=3
=
T
(=N
)
=]
=
=
=
=
b
]
bl
L
&
c
)
L=}
]
w
2

Figura 15: Expresion de mRNA para CX3CR1 en Mo y durante la diferenciacion de los MAC y
DC.

Mo purificados fueron cultivados (1.10%/ml) durante 7 dias en presencia de GM-CSF (30ng/ml)
para generar MAC 6 por 3 dias en presencia de GM-CSF (50ng/ml) + IL-4 6 IL-13 (20ng/ml) para
generar DMo. Los MAC a su vez, fueron estimulados por 3 dias mds en presencia de LPS (100
ng/ml)+ IFN-y (400U/ml) para inducir fenotipo M1 6 en presencia de IL-4 (25 ng/ml) para
inducir fenotipo M2. El RNA total fue aislado de Mo frescos o luego del cultivo en los tiempos
especificados.

A) Se muestra la especificidad de los primers. Los productos PCR obtenidos fueron corridos
electroforéticamente en un gel de agarosa 2% y visualizados por tincion con Bromuro de Etidio.
M es un marcador de peso molecular de DNA (Ladder 100).

B) Se analizo la expresion de mRNA para CXsCR1 mediante RT-PCR en tiempo real. Para la
normalizacion de los datos se utilizo GAPDH. Los resultados fueron expresados en unidades
arbitrarias. Cada barra representa el promedio + SEM de 3-5 muestras procedentes de dadores
diferentes, cada uno medido por cuadruplicado. La significancia estadistica fue calculada
mediante el test Kruskal Wallis (p<0,001) seguido por test de multicomparacion de Dunn.
*p<0,05 y ***p<0,001.
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1.10 Significado biolégico de las diferencias de expresion en las poblaciones monociticas
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Figura 16: Efecto de CX3CL1 soluble (sCXsCL1) en la tasa de apoptosis de Mo, MACy DC

A) Los Mo fueron cultivados en medio con o sin (control) sCXsCL1, a la concentracidn indicada
por 24hs a 37°C. La apoptosis fue mediada por microscopia de fluorescencia. Cada barra
representa el promedio del porcentaje de células apoptdticas + SEM de 3-5 dadores
diferentes. *p<0,05 y **p<0,01, de acuerdo a Kruskal Wallis (p<0,005) seguido por test Mann
Whitney U, comparando sélo contra el control B) La apoptosis de Mo, iDC o MAC fue medida en
paralelo por citometria de flujo. Se muestran grdficos de puntos representativos de Pl vs
Anexina-V de Mo, iDC y MAC incubados en medio con o sin (control) sCXsCL1 (1 ug/mL), 24hs a
37°C. Cada barra representa el promedio + SEM de células Anexina-V* para cada poblacion de 3
dadores diferentes. *p<0.05, de acuerdo al test Mann Whitney U.
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Capitulo Il

SENALES INTRACELULARES Y MECANISMOS INVOLUCRADOS EN LA MODULACION
DEL RECEPTOR CX3CR1 POR CITOQUINAS



2. Seiales intracelulares y mecanismos involucrados en la modulacion
del receptor CX3CR1 por citoquinas
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2.1 Expresion de CX3CR1 en Mo a las 18hs de cultivo en presencia de citoquinas.
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Figura 17: Efecto de distintas citoquinas sobre la pérdida de CX;CR1 durante el cultivo.

Mo purificados fueron cultivados (1.10%/ml) durante 18hs con medio completo sélo o
suplementado con IFN-y (500U/ml); 6 IL-4/IL-13 (50ng/ml) solas o en combinacidon con IFN-y.
Luego, se analizd la expresion de CXsCR1 y CD14 mediante citometria de flujo. Los resultados se
expresan como el porcentaje de células CXsCR1* dentro de la region de células CD14*. Cada
barra representa el promedio + SEM de 10-17 dadores. La significancia estadistica fue
calculada por test de Kruskal Wallis (p<0,0001), seguido por test para multi-comparaciones de
Dunn. ***p<0,001 significativo comparado con el Fresco; #p<0,001 significativo comparado
con el Cultivo; *p<0,05 significativo comparado con IL-4.

2.1.1 Expresion de CX3CR1 en Mo pre-incubados con IL-4 o IL-13 y estimulados con IFN-y.
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Figura 18: El pre-tratamiento con IL-4 o IL-13 no bloquea el efecto del IFN-y sobre la
expresion de CXs;CR1.

Mo purificados (1.10°/ml) fueron pre-incubados con IL-4/IL-13 (50ng/ml) durante 30-60 min y
luego cultivados con IFN-y (500U/ml) por 18hs. Luego, se analizé la expresién de CX3CR1 y CD14
mediante citometria de flujo. Los resultados se expresan como el porcentaje de células CXsCR1*
dentro de la regidn de células CD14*. Cada barra representa el promedio + SEM de 3-5 dadores.
Las diferencias entre las barras resultaron ser ns con el test de Kruskal Wallis.

2.2 Estudio de las sefales intracelulares involucradas en la modulacion de CXsCR1.
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2.2.1 Efecto de los inhibidores de quinasas sobre la modulacion del CX3CR1 por citoquinas.
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Figura 19: Efecto de inhibidores de PI3K y MAPKs (p38 y ERK) sobre la expresion de CX3CR1
de Mo tratados o no con citoquinas.
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Se preincubaron Mo (1x10%/ml) durante 1h con distintos inhibidores de quinasas: (LY294002,
25uM; SB20358, 30uM; PD98059, 20uM) y luego se cultivaron durante 18hs en medio de
cultivo 6 en presencia de IFN-y (500U/ml) 6 IL-4/IL-13 (50ng/ml) solas o en combinacion con
IFN-y. A continuacion, se analizd la expresion de CXsCR1 y CD14 mediante citometria de flujo.
A) Los resultados se expresan como el porcentaje de células CXsCR1* dentro de la region de
células CD14*. Cada barra representa el promedio + SEM de 4-15 dadores. La significancia
estadistica fue calculadas mediante el test de Kruskal Wallis (p<0,05 en todos menos en IL-4 e
IL-13, que fue ns), sequido de test de Dunn. *p<0,05 y **p<0,01, comparados con el respectivo
control sin inhibidor. B) Cada barra representa el promedio * SEM, de la intensidad de
fluorescencia de 4-15 dadores. La significancia estadistica fue calculadas mediante el test de
Kruskal Wallis (p<0,01), seguido de test de Dunn. *p<0,05 y **p<0,01 comparado con su
respectivo control sin inhibidor.
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Figura 20: El IFN-y es capaz de inducir la fosforilacion de Akt y este efecto es bloqueado por
el inhibidor de la PI3K, LY294002.

Las células monociticas THP-1 (1.10%/ml) fueron diferenciadas durante 48hs con PMA (5
ng/ml), luego se pre-incubaron con medio 6 con LY294002 (25uM), y luego con IFN-y (500U/ml)
durante otros 60 min. Finalmente, se prepararon extractos proteicos para analizar la
fosforilacion de Akt, mediante immunoblotting, segun lo descripto en Materiales y Métodos.

2.2.2 Estudio de las sefales rio debajo de Akt asociadas con la modulacién del CX;CR1
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Figura 21: Andlisis de fosforilacion de STAT1 y STAT3 por citoquinas en Mo
Las células THP-1 (1x10%/ml) fueron diferenciadas durante 48h con PMA (5ng/ml) y luego se
analizd la fosforilacion de STAT1 en Tyr. Para ello se princubaron por 30 min con medio 6 con
LY294002 (25uM), y luego se estimularon con IFN-y (500U/ml) 6 IL-10 durante otros 30 min.
Finalmente, se prepararon extractos proteicos para analizar la fosforilacion de STAT1 en Tyr-
701, mediante immunoblotting, segun lo descripto en Materiales y Métodos.
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Figura 22: STAT1 es fosforilado en Ser-727 en respuesta al tratamiento con IFN-y.

Los Mo purificados (1.10%/ml) fueron cultivados por 2hs en medio RPMI 5% SFB y luego
estimulados en presencia de LPS (1 ug/ml); 6 IFN-y (500 U/ml); y/o IL-10 (10ng/ml); y/o IL-4/IL-
13 (50ng/ml). A los 30 min post-estimulacion las células fueron fijadas y permeabilizadas como
se describe en Materiales y Métodos. Se analizo la fosforilacion de STAT-1 en Ser-727 mediante
citometria de flujo. Los resultados se expresan como el porcentaje de células positivas dentro
de la region de los Mo. Cada barra representa el promedio * SEM de 3-4 dadores. La
significancia estadistica fue calculada mediante test de Kruskal Wallis (p<0,01), sequido de test
de Dunn comparando todos los tratamientos contra el cultivo. *p<0,05.

2.2.3 Fosforilacion de STAT1 Ser en Mo pre-incubados con el inhibidor de la PI3K
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Figura 23: El pre-tratamiento con LY294002 inhibe la fosforilacion de STAT1 en Ser-727 en
respuesta al IFN-y.

Los Mo purificados (1.10%/ml) fueron cultivados por 1h en medio RPMI 5% SFB y luego fueron
pre-incubados durante 1h con el inhibidor de la PI3K (LY294002; 25uM). Posteriormente fueron
estimulados en presencia de LPS (1 ug/ml); 6 IFN-y (500 U/ml) sélo o en combinacién con IL-10
(10ng/ml); 6 IL-4 6 IL-13 (50ng/ml). A los 30 min post-estimulacion las células fueron fijadas y
permeabilizadas como se describe en Materiales y Métodos. Se analizo la fosforilacion de STAT-
1 en Ser-727 mediante citometria de flujo. Los resultados se expresan como el porcentaje de
células positivas dentro de la region de los Mo. Cada barra representa el promedio + SEM de 3-
4 dadores. La significancia estadistica fue calculada por test Mann Whitney U. ***p<0,001
comparado con su respectivo control sin inhibidor.

2.3 Estudio de los mecanismos involucrados en la regulacion de la expresion de CX3CR1 por
las citoquinas
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2.3.1 Expresion del mRNA para CX3CR1 en Mo estimulados con citoquinas
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Figura 24: Expresidon de la variante V28 del mRNA para CX;CR1 en Mo estimulados con
citoquinas.

Los Mo purificados (1.10%/ml) fueron cultivados por 2hs en medio RPMI 10% SFB sélo 6
suplementado con IFN-y (500 U/ml); y/o IL-10 (10ng/ml); y/o IL-4/IL-13 (50ng/ml).
Transcurridas las 2hs, las células fueron lavadas y se les extrajo el RNA total como se describe
en Materiales y Métodos. Se analizé la expresion de V28 mRNA y GAPDH por RT-PCR en tiempo
real. Los resultados fueron expresados en unidades arbitrarias, en donde la cuantificacion del
MRNA para CX3CR1 fue corregida con GAPDH, y luego los resultados fueron relativizados al
control sin estimular (cultivo). Cada barra representa el promedio + SEM de 3 experimentos
realizados por cuadriplicado, excepto las barras de IL-13 o IL-13+IFN-y que son el resultado de 1
solo experimento y no fueron incluidos en el test de Kruskal Wallis (p<0,05) sequido de test de
Dunn. *p<0,05, comparando los tratamientos contra el cultivo.

2.3.2 Cinética de expresion del mRNA para CX3;CR1 en Mo cultivados con citoquinas
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Figura 25: Expresion de CX3CR1 en membrana a las 18hs de cultivo, en Mo tratados del IFN-y
y/o IL-10.

Mo purificados fueron cultivados (1.10°/ml) durante 18hs con medio completo sélo o
suplementado con IFN-y (500 U/ml) y/6 IL-10 (10 ng/ml). Luego, se analizé la expresion de
CX3CR1 y CD14 mediante citometria de flujo. Los resultados se expresan como el porcentaje de
células CXsCR1* dentro de la region de células CD14*. Cada barra representa el promedio + SEM
de 6-8 dadores. La significancia estadistica fue calculada mediante test de Kruskal Wallis
(p<0,001), seguido de test de Dunn. *p<0,05 y ***P<0,001 significativo comparado con el
Cultivo.
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Figura 26: Expresion de la variante V28 del mRNA para CX;CR1 en Mo estimulados con
citoquinas.

Los Mo purificados (1.10%/ml) fueron cultivados por: A) 2, 4 o 6hs en medio RPMI 10% SFB sélo
o suplementado con IFN-y (500U/ml) y/o IL-10 (10ng/ml); B) 6 u 8hs en medio RPMI 10% SFB
sélo o suplementado con IL-10 (10ng/ml) sola o en combinacién con IFN-y (500 U/ml). A los
distintos tiempos, las células fueron lavadas y se les extrajo el RNA total como se describe en
Materiales y Métodos. Se analizé la expresion de mRNA para V28 y GAPDH por RT-PCR en
tiempo real. Los resultados fueron expresados en unidades arbitrarias, en donde la
cuantificacion del mRNA para CXsCR1 fue corregida con GAPDH, y luego los resultados fueron
relativizados al control sin estimular (cultivo). Cada simbolo representa el promedio + SD de 3-
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4 experimentos realizados por cuadriplicado. **p<0,01 comparado con IFN-y; ***p<0,001
comparado con IFN-y; + p<0,05 comparado con el Cultivo; ++ p<0,01 comparado con el cultivo;
+++ p<0,001 comparado con el cultivo; # p<0,05 comparado con IL-10+IFN-y; ## p<0,01
comparado con IL-10+IFN-y; ### p<0,001 comparado con IL-10+IFN-y.
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Figura 27: Determinacion del maximo en la expresidon de la variante V28 del mRNA para
CX3CR1 en Mo estimulados con citoquinas.

Los Mo purificados (1.10%/ml) fueron cultivados por 2 o 4hs en medio RPMI 10% SFB sélo o
suplementado con IFN-y (500 U/ml) y/o IL-10 (10ng/ml). A los distintos tiempos, las células
fueron lavadas y se les extrajo el RNA total como se describe en Materiales y Métodos. Se
analizé la expresion de mRNA para V28 y GAPDH por RT-PCR en tiempo real. Los resultados
fueron expresados en unidades arbitrarias, en donde la cuantificacion del mRNA para V28 fue
corregida con GAPDH. Experimento representativo: cada simbolo representa el promedio + SD
de 1 experimento realizado por cuadriplicado.
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2.3.3 Mecanismo a través del cual la IL-10 induce aumento del mRNA para CX;CR1
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Figura 28: Calculo de la vida media de los transcriptos V28 y GAPDH en células en cultivo o
tratadas con IL-10.

Los Mo purificados (1.10%/ml) fueron cultivados por 2hs en medio RPMI 10% SFB sélo o
suplementado con IL-10 (10ng/ml). Transcurrido ese tiempo o bien se extrajo el RNA o se las
tratdé con ActD (1ug/ml). A los tiempos indicados (2, 4 o 6hs), las células fueron lavadas y se les
extrajo el RNA total como se describe en Materiales y Métodos. Se analizd la expresion de
MRNA para V28 y GAPDH por RT-PCR en tiempo real.

A) Los productos PCR fueron revelados en un gel de agarosa 2,5% con Bromuro de Etidio. Para
determinar la especificidad de las bandas se corrid junto con las muestras, un marcador de
peso molecular para DNA (ladder 100), cuya banda mds intensa representa 500pb.

B y C) Se representaron los logio de las concentraciones de mRNA V28 (B) y GAPDH (C) en
funcidn del tiempo, en presencia de ActD. Las concentraciones fueron expresadas en unidades
arbitrarias, en donde la cuantificacion del mRNA para V28 y GAPDH se realiz6 mediante la
curva de calibracion obtenida para calcular la eficiencia de la reaccion de PCR. Experimento
representativo: cada simbolo representa el valor obtenido en un experimento realizado por
duplicado.
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Capitulo I

DETERMINACION DE POLIMORFISMOS DEL GEN CX3CR1 EN LA POBLACION
PEDIATRICA ARGENTINA Y PACIENTES CON SUH
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3. Determinacion de polimorfismos del gen CXsCR1 en la poblacion
pediatrica argentina y pacientes con SUH.
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3.1 Criterios de seleccion de pacientes y obtencion de las muestras bioldgicas
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3.2 Obtencién de los polimorfismos.
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A)

Genotype I vl Vvv L1000 TM TT MM

372 bp
297 bp

—> 216 bp

Psp14061 (Acll) BsmBI (Esp3l)

B)
Digestion con Psp14061
Genotipo V249I 'A% Vi I
Bandas 205y 383 pb 205, 383y 588 ph 588
Q)

‘ Digestion con BsmBl
Genotipo T280M T ™ MM
Bandas 75,216y 297 pb 75,216,297y 372pb 216y 372pb

Figura 29: PCR-RFLP representativo y descripcion de los fragmentos de descripcion

Se aislaron muestras de DNA de los diferentes grupos a partir de orina y luego se amplificé por
PCR un fragmento de 588 pb que abarca los dos sitios polimdrficos descriptos. A continuacion,
los productos PCR fueron digeridos con enzimas de restriccion cuyos sitios de restriccion
contienen los sitios polimdrficos. Cuando aparece la mutacion puntual que origina el
polimorfismo por un cambio en la secuencia aminoacidica, se modifica el patron de restriccion
normal de la enzima en el fragmento elegido. Los patrones de restriccion fueron analizados
mediante electroforesis en gel de agarosa 2,5% tefido con Bromuro de Etidio (A). Con la
enzima Psp1406! (Acll) se determind el polimorfismo V249I. El fragmento de 588 pb con
secuencia normal (V249) contiene un solo sitio de restriccion para esta enzima y en una
digestion completa, produce 2 fragmentos de 205 y 383 pb. Cuando el amplicon contiene la
mutacion (1249), el sitio de corte desaparece y el fragmento permanece sin digerir (A y B).
Paralelamente, se determind el polimorfismo T280M con la enzima BsmBI (Esp3l). Cuando el
amplicon contiene la secuencia normal (T280), al ser digerido con esta enzima genera 3
fragmentos de 75, 216 y 297 pb. Sin embargo, cuando contiene la mutacion (M280), uno de los
sitios de corte desaparece y solo se generan 2 fragmentos, de 216 y 372 pb (A y C). Cuando los
genotipos son heterocigotas se observa la combinacion de los patrones de restriccion
detallados para cada enzima tal como se describe en las partes B) y C).
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3.3 Analisis general de los genotipos de la muestra estudiada
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3.4 Analisis individual de las frecuencias de los polimorfismos del CX;CR1.
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Polimorfismo Genotipo C SUH I-STEC odd ratios p IC 95%
(n=132) (n=96) (n=15)
V249| A% 71 (54%) 57 (59,5%) 13 (86%) 1 -
\ 47 (35,5%) 27 (28%) 2 (14%) 0,72 0,3 [0,40; 1,29]
Il 14 (10,5%) | 12 (12,5%) - 1,07 1 [0,46; 2,49]
Portadores | 61 (46%) 39 (40,5%) 2 (14%) 0,8 0,42 [0,47; 1,36]
Frecuencia | 0,28 0,27 0,08
T280M TT 95 (72%) 69 (72%) 14 (93%) 1 -
™ 31 (23,5%) 23 (24%) 1 (7%) 1,02 1 [0,55; 1,90]
MM 6 (4,5%) 4 (4%) - 0,92 1 [0,25; 3,38]
Portadores M 37 (28%) 27 (28%) 1 (7%) 1 1 [0,56; 1,8]
Frecuencia M 0,16 0,16 0,04
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Tabla 1: Distribucidén de los genotipos en las poblaciones analizadas

Se muestran el numero de individuos y los porcentajes. Los andlisis se basaron en la
determinacion de los Odd Ratios (ORs) respecto al genotipo normal (VV y TT), como una
medida asociacion entre los genotipos CXsCR1 y el SUH. La significancia de las asociaciones se
evalud con el test de Fischer.

3.5 Analisis de las frecuencias de los polimorfismos en genotipos combinados del CX;CR1.
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Genotipo C SUH I-STEC odd ratio P IC 95%
combinado (n=132) (n=96) (n=15)
VV-TT 71 (54%) 57 (59%) 13 (86%) 1 - -
VI-TT 24 (18%) 9 (9%) 1 (7%) 0,47 0,08 [0,20;1,08]
VI-TM 23 (17,5%) 18 (19%) 1 (7%) 0,97 1 [0,48;1,98]
1I-MM 6 (4,5%) 5 (5%) - 1,04 1 [0,30;3,58]
N-TT - 3 (3%) -
[1-TM 8 (6%) 4 (4%) - 0,62 0,55 [0,17;2,17]
Viorll 61 (46%) 39 (40%) 2 (14%) 0,8 0,42 [0,47; 1,36]
TM or MM 37 (28%) 27 (28%) 1 (7%) 1 1 [0,56; 1,8]

Tabla 2: Distribucidn de los genotipos combinados en las poblaciones analizadas

En esta tabla se muestran el numero de individuos y los porcentajes. Los andlisis se basaron en
la determinacion de los Odd Ratios (ORs) respecto al genotipo normal (VV-TT), como una
medida asociacion entre los genotipos CXsCR1 y el SUH. La significancia de las asociaciones se
evalud con el test de Fischer.

3.6 Anadlisis de las frecuencias de los polimorfismos en haplotipos del CX;CR1.
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Haplotipo C SUH I-STEC odd ratios p IC 95%
(n=132) (n=96) (n=15)

V249-T280 185 (71%) 141 (73,5%) 28 (93%) 1 - -

1249-T280 32 (12%) 20 (10,5%) 1 (3,5%) 0,82 0,55 [0,45;1,49]

1249-M280 43 (17%) 31 (16%) 1 (3,5%) 0,45 0.9 [0,57;1,58]

Tabla 3: Frecuencias de los haplotipos en las poblaciones analizadas

En esta tabla se muestran el haplotipos y los porcentajes. Los andlisis se basaron en la
determinacion de los Odd Ratios (ORs) respecto al haplotipo normal (V249-T280), como una
medida asociacion entre los genotipos CXsCR1 y el SUH. La significancia de las asociaciones se
evalud con el test de Fischer.
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Figura 30. Modelo de consentimiento informado

INFORMACIEN PARA EL PACIENTE Y MODELO DE CONSENTIMIENTO
INFORMADO

ANALISIS DEL POLIMORFISMO GENETICO EN EL RECEPTOR PARA FRACTALQUINA
Y LA ASOCIACION CON EL RIESGO DE DESARROLLAR EL SiINDROME UREMICO
HEMOLITICO (SUH) POSTERIORMENTE A LA INFECCION CON BACTERIAS STEC

LUGARES DE REALIZACIEN

UNIDAD DE NEFROLOGtA, HOSPITAL GENERAL DE NI=OS i PEDRO ELIZALDED
LABORATORIO DE INMUNOLOGtA, ACADEMIA NACIONAL DE MEDICINA-

OBJETIVO

El s2ndrome ur®mico hemolitico es una enfermedad grave que afecta a la funci-n de
los rifones, provoca alteraciones en la sangre pudiendo presentar manifestaciones
neurol - gicas, cardiacas y de otros -rganos.

En la gran mayor?a de los casos est8§ provocado por una bacteria llamada Escherichia
coli que produce una toxina llamada toxina shiga (STEC). La ingesti-n de alimentos
contaminados con esta bacteria y la acci-n de su toxina provoca en los nifos una
diarrea acuosa-sanguinolenta. En un 10% de estos nifos, la infecci-n gastrointestinal
evoluciona a formas sist®micas, m8s severas y complejas que afectan a diversos
-rganos, fundamentalmente el rif-n, conocida como S?ndrome Ur®mico Hemoltico
(SUH).

El objetivo de este estudio es conocer factores gen®ticos que se asocien con el
desarrollo del SUH, que permitan predecir la evoluci-n del nifo a partir de la diarrea
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por cepas STEC. El examen se realizar§ a partir de una muestra de orina, en el
mismo momento en que se efect’ian los controles de rutina del niffo por lo que no
requiere, toma de muestra de sangre ni ning¥%n procedimiento extra. En una ¥nica
muestra de orina se aislar8 el DNA para el estudio gen@tico del receptor para
fractalquina, mol®cula que participa en la uni-n de los monocitos de la sangre a la
pared endotelial de los vasos sangu2neos.

El estudio es gratuito, y s-lo requiere el suministro de una ¥%nica muestra de orina. Su
participaci-n en el presente estudio es opcional, y su negativa no conlleva ninguna
consecuencia para su tratamiento y/o evoluci- n futura.

RIESGOS
No existe ning%n riesgo asociado al presente estudio.

BENEFICIOS

El estudio no brinda ning¥in beneficio personal, solo procura conocer m8s
profundamente los factores de riesgo asociados a la enfermedad

Yoéeééeeé
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enmicar8cter deé é € 6 é é € € € é delpacienteé é 6 6 6 6 ééééééé,
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HE SIDO INFORMADA/O POR DEL TRABAJO

AANALISIS DEL POLIMORFISMO GENETICO EN EL RECEPTOR PARA FRACTALQUINA
Y LA ASOCIACION CON EL RIESGO DE DESARROLLAR EL SINDROME UREMICO
HEMOLITICO (SUH) POSTERIORMENTE A LA INFECCION CON BACTERIAS STEC”

Y AUTORIZO LA PARTICIPACIEN DE MI HIJO/A.

FIRMA FIRMA DEL MEDICO FIRMA TESTIGO

Aclaraci-n Aclaraci-n Aclaraci-n
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and green fluorescent protein reporter gene insertion. @2t /Sft 12 Hnand 200mmiY LI
nmacmmno

1H00a2ys WYer Si 1601 Role for neuronally derived fractalkine in mediating interactions
between neurons and CX3CR1-expressing microglia. ti20 bl-if 10IR {0t ¥ { 11 Myt
950my(Y LI mayderdnme

t2a0SI11 het Si 160 Contribution of platelet CX(3)CR1 to platelet-monocyte complex
formation and vascular recruitment during hyperlipidemia. MiSI230tSl ¢KI2Y 0 +I-40
- 121 HAMHY 320pUY LI mmycrdot

LY'HI ¢00 S I Identification and molecular characterization of fractalkine receptor
CX3CR1, which mediates both leukocyte migration and adhesion. /St Mo 926n0Y L9
pHMIoNY

SI-01 Z0bo I-yR WY 1 HIE2YE Proline 326 in the C terminus of murine CX3CR1 prevents
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