682 Instituto de Biologia y Medicina Experimental

9. Hofer EL, Fernandez Vallone VB, Labovsky V, Feldman L,
Bordenave RH, LaRussa V, et al. Plasticity of mesenchy-
mal stem cells from bone marrow of patients with lung
and breast cancer. Libro del Congreso 5th Internacional
Conference on Mesenchymal and Non Hematopoietic
Stem Cells 2009, abst 23, pg 30; Austin, TX, EE.UU.

10. Hofer EL, Labovsky V, LaRussa VJ, Vallone VF, Honegger
AE, Belloc CG, et al. Mesenchymal stromal cells, colony-
forming unit fibroblasts, from bone marrow of untreated
advanced breast and lung cancer patients suppress fi-
broblast colony formation from healthy Marrow. Stem cells
and development. 2010: 19: 359-70.

11. Fernandez Vallone VB, Otaegui J, Dimase F, Batgelj E,
Feldman L, Bordenave RH, Chasseing NA. Spontaneous
osteoclastogenesis in bone marrow and peripheral blood
of advanced breast cancer patients. Libro del Congreso
bth Internacional Conference on Mesenchymal and Non
Hematopoietic Stem Cells; 2009, abst 48, pg 57. Austin,
TX, EE.UU.

12. Russell KC, Phinney DG, Lacey MR, Barrilleaux BL, Mey-
ertholen KE, O’Connor KC. In vitro high-capacity assay to
wuantify the clonal heterogeneity in trilineage potential of
mesenchymal Stem cells reveals a complex hierarchy of
lineage commitment. Stem Cells 2010: 28: 788-98.

LABORATORIO )
DE INMUNOPATOLOGIA

Glicémica de la respuesta inmune: el
universo de glicanos y lectinas en
microambientes inflamatorios y neoplasicos

Glycomics of the immune response:
the universe of glycans and lectins in
inflammatory and neoplasic
microenvironments

Glicbmica da resposta imune: o universo de
glicanos e lectinas em microambientes
inflamatdrios e neoplasicos

Victoria Sundblad, Juan P. Cerliani, Daniel Compagno,
Diego O Croci, Tomas Dalotto Moreno,

L. Sebastian Dergan-Dylon, Santiago Di Lella,

Claudia Gatto, Lucas Gentilini, Laura Giribaldi,

Carlos M. Guardia, Juan M. llarregui,

Diego J. Laderach, Verdnica Martinez All¢,

Ivan D. Mascanfroni, Santiago Méndez Huergo,
Mariana Salatino, Juan C. Stupirski, Marta A. Toscano,
Gabriel A. Rabinovich

Acta Bioquim Clin Latinoam 2011; 45 (4): 599-719

Resumen

Las galectinas, una familia de lectinas que reconocen glico-
conjugados especificos en la superficie celular y la matriz, par-
ticipan en diversos procesos biolégicos como reguladores de la ho-
meostasis de la respuesta inmune y de la progresiéon tumoral.
Considerando el papel inmunomodulador de Galectina-1 (Gal-
1) en modelos de inflamacidn crénica y su contribucion a la cre-
acion de microambientes tolerogénicos, durante los Gltimos afios
exploramos el impacto de esta proteina sobre el balance de cé-
lulas Ty la funcionalidad de células dendriticas (CDs). Mientras
las células Thl y Th17 poseen el repertorio de glicanos necesa-
rios para la unién de Gal-1, los linfocitos Th2 son resistentes a
la unién de esta proteina, lo cual explicaria el incremento en la
susceptibilidad de los linfocitos Th1 y Thl7 a la apoptosis in-
ducida por Gal-1 y la consecuente desviacion en el balance de
la respuesta inmune hacia un perfil Th2. Ademas, identificamos
un circuito tolerogénico en el que Gal-1 induce la diferenciacién
de CDs tolerogénicas productoras de IL-27, la consecuente ex-
pansion de células T regulatorias productoras de IL-10 y la su-
presién de la inflamacién mediada por células Thly Th17. Pos-
tulamos un nuevo mecanismo de regulacién homeostatica de la
respuesta inmune basado en la interaccion entre Gal-1 y sus gli-
canos especificos, el cual permite anticipar nuevos horizontes te-
rapéuticos, en los que la modulacién de la expresion de Gal-1 o
sus glicanos nos permitiria regular la respuesta inmune.

Palabras clave: galectina-1 * células T * células dendriticas *
tolerancia inmunolégica

Summary

Galectins, a family of endogenous glycan-binding proteins able
to recognize specific glycoconjugates on cell surface and extra-
cellular matrix, control critical immunological processes in-
volved in immune homeostasis and tumor progression. Given the
immunosuppressive role of Galectin-1 (Gal-1) in different mod-
els of chronic inflammation and its contribution to the creation
of tolerogenic microenvironments in cancer and pregnancy mod-
els, the impact of this protein on T helper cell balance and den-
dritic cells (DCs) functionality was explored. A novel mechanism,
based on the differential glycosylation of T helper cell subsets,
by which Gal-1 preferentially eliminates antigen-specific Thl and
Th17 cells, leading to a shift toward a Th2 profile was identified.
While Th1- and Th-17—differentiated cells expressed the reper-
toire of cell surface glycans that are critical for Gal-1-induced
cell death, Th2 cells are protected from Gal-1 through differential
sialylation of cell surface glycoproteins. More recently, the abil-
ity of Gal-1 to trigger the differentiation of tolerogenic dendritic
cells (DCs), which promote resolution of autoimmune inflam-
mation, was demonstrated. A tolerogenic circuit linking Gal-1 sig-
naling, IL-27-producing DCs and IL-10-secreting T cells was
identified. It can be postulated that molecular interactions be-
tween endogenous galectins and specific glycans constitute a
novel mechanism of homeostatic regulation of immune re-
sponses. Understanding the role of protein-glycan interactions
in the establishment of tolerogenic or inflammatory programs will
enable the design of more rational immunotherapeutic strategies
with broad biomedical implications.

Key words: galectin-1* T cells* dendritic cells * immune tol-
erance



Resumo

As galectinas, uma familia de lectinas que reconhecem gli-
coconjugados especificos na superficie celular e a matriz,
participam em diversos processos biolégicos como regula-
dores da homeostase da resposta imune e da progressao tu-
moral. Considerando o papel imunomodulador de Galec-
tina-1 (Gal-1) em modelos de inflamacdo crdnica e sua
contribuigdo a criagdo de microambientes tolerogénicos,
durante os Ultimos anos exploramos o impacto desta proteina
sobre o balango de células T e a funcionalidade de células
dendriticas (CDs). Enquanto as células Th1 e Th17 possuem
o0 repertério de glicanos necessarios para a unido de Gal-1,
os linfécitos Th2 séo resistentes a unido desta proteina, o
qual explicaria o incremento na suscetibilidade dos linféci-
tos Thl e Th17 a apoptose induzida por Gal-1 e o conse-
guinte desvio no balanco da resposta imune para um perfil
Th2. Além disso, identificamos um circuito tolerogénico no
qual Gal-1 induz a diferenciagdo de CDs tolerogénicas pro-
dutoras de IL-27, a conseguinte expansao de células T re-
gulatdrias produtoras de IL-10 e a supressédo da inflamag&o
mediada por células Thl e Th17. Postulamos um novo me-
canismo de regulacdo homeostatica da resposta imune ba-
seado na interacao entre Gal-1 e seus glicanos especificos,
que permite antecipar novos horizontes terapéuticos, nos
quais a modulagdo da expressdo de Gal-1 ou seus glicanos
nos permitiria regular a resposta imune.

Palavras chave: galectina-1 * células T * células dendriticas *
tolerdncia imunolégica

Introduccién

En los ultimos anos, el estudio de la glicosilacion di-
ferencial de proteinas de superficie celular ha cobrado
renovado interés, debido a la posibilidad de descifrar in-
formacion biolégica clave codificada en sacaridos espe-
cificos (1). Una gran variedad de glicanos, producto de
la accién secuencial de un amplio repertorio de enzimas
denominadas glicosiltransferasas y glicosidasas, decora la
superficie de las células de nuestro organismo (2). La gli-
cosilacion de proteinas de superficie de células del sis-
tema inmune puede modificarse drasticamente en con-
diciones fisiologicas y patoldgicas, regulando de esta
forma procesos criticos de la respuesta inmune, tales
como la activacion de células T, la migracion linfocitaria
y la sintesis de citoquinas (1). Es asi que el repertorio de
glicanos en la superficie celular codifica informacién fi-
siologica clave que regula la homeostasis del sistema in-
mune. La tarea de decodificar dicha informacion recae
sobre un numero limitado de proteinas de union a gli-
canos o lectinas endogenas (1) (3).

Las galectinas constituyen una familia de lectinas
extremadamente conservadas a través de la evolucion
que reconocen y se unen a glicanos con configuracion
[Galp1-4-NAcGlc] (4). Durante los dltimos anos se ha
involucrado a esta familia en diversos procesos biol6gi-
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cos como reguladores de la homeostasis de la respuesta
inmune (3) y de la progresion tumoral (6). Hasta el mo-
mento se han descripto 15 miembros de esta familia en
diversos tejidos de distintas especies (4). A pesar de la
similitud de secuencia y especificidad de interacciéon
con carbohidratos, algunos miembros de la familia de
galectinas se comportan como amplificadores de la res-
puesta inmune, mientras que otros regulan negativa-
mente el desarrollo de procesos inflamatorios (3).

Gal-1: una lectina endégena con propiedades
anti-inflamatorias

Numerosas evidencias asignan a galectina-1 (Gal-1),
un miembro ‘proto-tipo’ de la familia de galectinas,
una funcion critica en la homeostasis de la respuesta in-
mune e inflamatoria (3) (4) (Figura 1). Esta proteina es
capaz de inhibir la proliferacion y expansion clonal de
linfocitos T activados, mediante mecanismos que invo-
lucran bloqueo de la activacion, arresto del ciclo celu-
lar e induccién de apoptosis (3) (4). Gal-1 se halla au-
sente en linfocitos T en reposo; sin embargo comienza
a expresarse durante la activacion de células T contri-
buyendo de este modo a la regulacion negativa de la res-
puesta efectora. Mas atn, se ha demostrado que Gal-1
se expresa en forma incrementada en células T regula-
torias CD4+*CD25"FoxP3* contribuyendo a su potencial
inmunosupresor (3) (4).

En diferentes modelos experimentales de inflama-
cion crénica y autoinmunidad (incluidos modelos de ar-
tritis reumatoidea, enfermedad inflamatoria intestinal,
uveitis autoinmune y diabetes), la administraciéon exo-
gena de Gal-1 logr6 suprimir la inflamacién depen-
diente de citoquinas Th1l, promoviendo un incremento
en la apoptosis de linfocitos T patogénicos y un desvio
de la respuesta inflamatoria hacia un perfil Th2 (4). Por
otro lado, en un modelo murino de abortos inducidos
por stress, observamos que Gal-1 logré reestablecer la to-
lerancia inmunolégica, disminuyendo las tasas de re-
chazo fetal al incrementar la frecuencia de células T re-
gulatorias y células dendriticas (DCs) tolerogénicas en
la interfase materno-fetal (5).

Se ha observado que Gal-1 se expresa en forma abun-
dante en diversos tipos de tumores tales como prostata,
melanoma, ovario, y mama, y su expresion correlaciona
con la malignidad de dichos tumores y su potencial
metastasico (6). En este contexto, en nuestro laborato-
rio demostramos que Gal-1 juega un papel critico en fe-
némenos inmunosupresores en el microambiente tu-
moral. En el modelo experimental de melanoma B16
en ratones, demostramos previamente que Gal-1, sin-
tetizada y secretada por células de melanoma, inhibe el
desarrollo de una respuesta inmune Thl antitumoral
efectiva favoreciendo la progresién tumoral (7). El blo-
queo de la actividad inmunosupresora de Gal-1 en el mi-
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Localizacion:

Estructura:

Galectina prototipo.
Homodimero compuesto por dos
subunidades de 14.5 kDa

En sitios inmunoprivilegiados:

Retina, testiculo, placenta y tumores.
En diferentes tipos celulares del sistema
inmune:

Induce apoptosis:
e Timocitos inmaduros y células
T activadas

El blogue de la expresion génica de Gal-1 en el
microambiente tumoral genera una respuesta
de tipo Th1 previamente reprimible
(Rubinstein et al., Cancer Cell 2004;
Juszezynski et al., PNAS 2007)

La glicosilacién diferencial de células Th1,
Th2 y Th17 genera una susceptibilidad
diferencial a Gal (Toscano et al., Nat
Immunol 2007)

-

* Macréfagos activados
e Limfocitos T activados

e Linfocitos B activados

(Suprime las manifestaciones clinicas en
diferentes modelos experimentales de
inflamacion crénica y autoinmunidad:

e Artritis inducida por colageno

(Rabino et al., J Exp Med (1999).

e Colitis experimental inducida por TNBS
(Santucci et al., Gastroenterol, 2003).

* Hepatitis inducida por ConA

(Santucci et al., Hepatology, 2000)

¢ Diabetes autoinmune experimental
(Perone et al., J Immunol, 2006)

o Uveitis autoinmune experimental
(Toscano et al., J Immunol, 2006)

o Encefalomielitis autoinmune experimental
(Toscano et al., Nat Immunol, 2007)

o
2,

Cumple un papel critico en la interfase
materno-fetal (Blois et al., Nat Med 200

7~

)

Figura 1. Propiedades inmunomoduladoras de Galectina-1 (Gal-1)

croambiente tumoral condujo a una respuesta mediada
por células CD8 y Th1, lo cual result6 en un rechazo tu-
moral. Este efecto lo confirmamos en linfoma Hodgkin
demostrando el papel de Gal-1 como factor promotor
del escape tumoral a través de un mecanismo depen-
diente del factor de transcripcion AP1 (8). En con-
junto, estos hallazgos sugieren fuertemente que la ex-
presion de Gal-1 por células tumorales constituye un
nuevo mecanismo de escape tumoral.

Teniendo en cuenta el papel de Gal-1 en diferentes
modelos de inflamacién crénica y su contribucién a la
creacion de microambientes tolerégenicos, el estudio
de los posibles mecanismos involucrados en estos efec-
tos resulta de particular interés. Es asi que en el labo-
ratorio exploramos el impacto de Gal-1 sobre el ba-
lance de células T efectoras, y su efecto sobre la
funcionalidad de DCs.

Impacto de la interaccion entre Gal-1 y glicanos
en laregulacion de la fisiologia de células T

Procesos como maduracion timica, activacion, mi-
gracion y apoptosis de linfocitos T constituyen algunos de
los eventos de la fisiologia linfocitaria que son regulados
por interacciones entre proteinas y glicanos (9). Se ha de-
mostrado que Gal-1 interacciona con alta avidez con gli-
coconjugados que contienen residuos poli-LacNAc pre-
sentes en N-y O-glicanos (3) (4). La expresion y actividad
de las glicosiltransferasas involucradas en la sintesis de se-
cuencias de poli-LacNAc determinan la susceptibilidad a
la apoptosis inducida por esta lectina in vivo. Ademas, la
incorporacién de acido sidlico en un enlace o.(2—6) a li-
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gandos poli-LacNAc en N-glicanos, por la enzima ST6Gal
I, inhibe la unién de Gal-1 y reduce la susceptibilidad de
linfocitos T a la accién de esta proteina (3). De este
modo, el enmascaramiento de ligandos especificos en la
superficie celular podria controlar la unién de Gal-1 y evi-
tar la induccién de apoptosis de linfocitos T.

En este sentido, en el laboratorio demostramos que
la interaccion entre Gal-1 y sus glicanos especificos
constituye un paso clave en la regulacion homeostatica
selectiva de las respuestas T. Notablemente, observamos
que linfocitos Th1l, Th2 y Th17 presentan una suscep-
tibilidad diferencial a la apoptosis inducida por Gal-1.
Al explorar los mecanismos involucrados, encontramos
que, mientras las células Th1l y Th17 poseen el reper-
torio de glicanos necesarios para la uniéon de Gal-1, los
linfocitos Th2 son resistentes a la unioén de esta prote-
ina ya que los residuos LacNAc se hallan decorados
con acido sidlico en posicion a2,6 merced a la expresion
de la sialiltransferasa ST6Gal 1. In vivo, demostramos
que la administracion de Gal-1 inhibe la inflamacion
mediada por células Thl y Th17 durante la encefalo-
mielitis autoinmune experimental (EAE). En este con-
texto, ratones deficientes en el gen de Gal-1 (Lgalsl'/')
exhiben un incremento de la severidad de la respuesta
inflamatoria frente al desafio con estimulos antigénicos
en modelos experimentales de autoinmunidad (10).

Papel critico de Gal-1 en la diferenciacion
de células dendriticas tolerogénicas

Las DCs son células presentadoras de antigeno alta-
mente especializadas en reconocer, procesar y presentar



antigenos a células T virgenes. Tradicionalmente se ha
identificado a las DCs como células capaces de promo-
ver la iniciacion y amplificacion de la respuesta inmune
adaptativa. Sin embargo, evidencias recientes indican
que las DCs poseen a su vez la facultad de promover to-
lerancia y silenciar la respuesta inmune favoreciendo la
expansion de células T regulatorias con fenotipo
CD4*CD25Foxp3* (T,cgs) 6 FoxP3™ productoras de IL-
10 (Trl) (11). Se ha observado que citoquinas produci-
das por el estroma tumoral y mediadores anti-inflama-
torios pueden favorecer la diferenciacion de DCs
capaces de silenciar la respuesta inmune (11). En bus-
queda de posibles mecanismos responsables de la ac-
cion anti-inflamatoria de Gal-1y considerando el papel
critico que cumplen las DCs en las decisiones entre to-
lerancia e inflamacién, en nuestro laboratorio explora-
mos el impacto de Gal-1, tanto ex6gena como endogena,
sobre la diferenciaciéon, maduracion, funcionalidad y
capacidad regulatoria de DCs utilizando diferentes mo-
delos experimentales in vitro € in vivo.

DCs derivadas de médula 6sea diferenciadas en pre-
sencia de Gal-1 (DCg,; ;) exhibieron un perfil regula-
torio dependiente de la produccién de IL-27 y de la ac-
tivacion del factor de transcripcion STAT3, en
comparacién con DCs controles (12). La funcién tole-
rogénica de DCg,y1 fue confirmada en cultivos alogé-
nicos in vitroy desafios antigeno-especificos in vivo. La
relevancia fisiopatolégica de DCs diferenciadas en pre-
sencia de Gal-1 fue demostrada en modelos experi-
mentales de cancer e inflamacién crénica. DCg,; de-
mostraron menor capacidad de proteger ratones

Fenotipo Tolerogénico

CD11c*CD45RB*
4pSTAT3
+Gall
IL-27™
IL-10M

P Procesos
inflamatorios

P Microambiente
tumoral

e
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singénicos frente al desafio con melanoma B16, favo-
reciendo la inducciéon de tolerancia en el microam-
biente tumoral. En un abordaje terapéutico, observa-
mos que la administracion de DCg,,; suprimié6 las
manifestaciones clinicas de autoinmunidad e inhibio las
respuestas patogénicas Th1ly Th17. Nuestros resultados
revelaron la capacidad de Gal-1 de iniciar un circuito to-
lerogénico al interaccionar con glicanos presentes en
DCs inmaduras, y de esta forma generar DCs tolerogé-
nicas productoras de IL-27 que inducen la diferencia-
cién de células Trl productoras de IL-10 (12). Estos ha-
llazgos sugieren un papel jerarquico clave para Gal-1 en
la iniciacion de circuitos inmunosupresores in vivoy en
la generacion de DCs regulatorias con potencial tole-
rogénico en enfermedades inflamatorias y cancer.

Conclusiones y Perspectivas Futuras

En conjunto estos resultados permiten postular un
nuevo mecanismo de regulacién homeostatica de la
respuesta inmune basado en la interacciéon entre Gal-1
y sus glicanos especificos. La glicosilacion diferencial de
los linfocitos Th1, Th2 y Th17 explicaria el incremento
en la susceptibilidad de los linfocitos Th1l y Th17 a la
muerte celular inducida por activacion y la consecuente
desviacion en el balance de la respuesta inmune hacia un
perfil Th2, observados en modelos de inflamacién cro-
nica luego del tratamiento con esta lectina (Figura 2).
Ademas, identificamos un circuito tolerogénico en el
que la senalizacion via Gal-1 conduce a la diferenciaciéon

Tr1
FoxP3

Ceélulas T
efectoras

IL-10
20—
IL-27,

Th1/Thi7

Thi

. |
Th17"‘—v

APOPTOSIS

Y 4

-

Figura 2. Galectinas: Un nuevo paradigma en la respuesta inmune. Accion selectiva de Gal-1 sobre células dendriticas (DC) y diferentes

poblaciones de células T (Th1, Th17 y Th2).
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de DCs tolerogénicas productoras de IL-27, con la con-
secuente expansion de células T regulatorias produc-
toras de IL-10 y la supresion de la inflamaciéon mediada
por células Th1ly Th17 (Figura 2). A la luz de estos re-
sultados es posible anticipar nuevos horizontes tera-
péuticos en diferentes patologias, tales como procesos
neoplasicos o infecciosos, en los que la inhibicién de la
expresion de Gal-1 o sus glicanos nos permitiria po-
tenciar la respuesta inmune. Por otro lado en procesos
inflamatorios crénicos, enfermedades autoinmunes y en
episodios de rechazo de transplantes, la induccién de
DCs con capacidad tolerogénica por estimulaciéon con
Gal-1 brindaria importantes beneficios terapéuticos ge-
nerando efectos inmunomoduladores selectivos lo cual
constituye EL. MAYOR DESAFIO DE LA INMUNO-
LOGIA DE ESTE NUEVO MILENIO.
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Resumen

Las células citotoxicas naturales o NK juegan un rol critico
en la inmunovigilancia contra tumores y regulan la res-
puesta inmune a través de la secrecion de citoquinas y la
citotoxicidad. Los receptores NKG2D y NKp46 juegan un
rol central en dichos procesos. No obstante, las células NK
son blanco de mecanismos de escape tumoral tal como la



