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RESUMEN

Las células mesenquimales estromales (MSCs) son células multipotentes no
hematopoyéticas presentes en practicamente todos los tejidos y que presentan un alto
potencial de inmunomodulaciéon y de secrecién de factores troficos. Debido a estas
propiedades, las MSCs han mostrado su potencial terapéutico en diferentes ensayos
clinicos. Sin embargo, el beneficio clinico no ha sido homogéneo, obteniéndose
resultados diferentes tanto en funcion de la patologia como del grupo de investigacidn.
Esto es en parte debido a la ausencia de una uniformidad en la caracterizacion de las
MSCs asi como a la necesidad de su expansién, que esta asociada con numerosos
problemas como son la pérdida de su capacidad de migracién y diferenciacion asi como el

incremento en mutaciones en el ADN.

El factor de crecimiento transformante beta (TGF-B) es una molécula pleiotrépica
involucrada en mdltiples procesos biolégicos como proliferacion, diferenciacion,
migracion y respuesta inmunitaria. Se sabe que las MSCs son capaces de producir y de
responder a TGF-B lo que tiene un gran impacto en su biologia y potencial terapéutico.
Dada la importancia de esta molécula sobre la biologia de las MSCs, en la presente tesis
nos hemos centrado en el estudio de dos moléculas presentes en las MSCs y que
interactian con TGF-B: CD105 (endoglina) y GARP (del inglés Glycoprotein A repetitions
predominant). El objetivo de la presente tesis es entender las implicaciones de estas dos

moléculas en la biologia y capacidad terapéutica de las MSCs.

En primer lugar nos centramos en estudiar las subpoblaciones de MSCs CD105* y CD105" y
encontramos que la subpoblacion CD105  presenta una mayor capacidad de
diferenciacidn adipo y osteogénica, asi como una mejor capacidad de inhibir la
proliferacién de las células T in vitro. Estos resultados podrian ser de gran utilidad a la
hora de disefar terapias con MSCs para el tratamiento de enfermedades inflamatorias y

autoinmunes asi como para regeneracion dsea.



En segundo lugar, estudiamos las implicaciones de GARP sobre la biologia de las MSCs.
Demostramos por primera vez que GARP se encuentra en la superficie de las MSCs en
cultivo, uniendo TGF-P a la superficie celular y regulando su secrecidn y activacion. Por lo
tanto GARP podria ser utilizado como un nuevo marcador de superficie para la
identificacion de las MSCs. El silenciamiento de GARP mediante shRNA demostré el papel
fundamental que juega esta proteina no solo en la capacidad de inmunomodulacién de
las MSCs (como cabria esperar por su papel como proteina de union de TGF-B) sino
también en su capacidad de proliferacion. Efectivamente, la eliminacién de GARP de las
MSCs hacia que estas células perdieran parte de su capacidad de inhibir la proliferacién

de las células Ty que dejaran de proliferar casi por completo.

Dado el efecto tan drastico que tenia la eliminacion de GARP sobre la proliferacién de las
MSCs, procedimos a investigar los mecanismos involucrados. El silenciamiento de GARP
en las MSCs dio como resultado un aumento de MSCs bloqueadas en la fase G2/M del
ciclo celular y mayores niveles de roturas de ADN de doble cadena (DSBs). También
observamos niveles elevados de especies reactivas de oxigeno mitocondrial (mtROS) en
las células GARP y que al afadir inhibidores de estas mtROS éramos capaces de revertir el
bloqueo en proliferacion. Por udltimo, también vimos que la inhibicién de la sefializacion
por TGF-B en las células GARP" producia una disminucidn de los niveles de mtROS y de
DSBs y restauraba la habilidad de proliferacion de estas células. Todos estos datos indican
gue GARP es imprescindible para la viabilidad de las MSCs evitando que los niveles de
mtROS se incrementen en exceso como consecuencia de la sefializaciéon por TGF-B1. Por
ultimo demostramos que la sobreexpresion de GARP proporciona una ventaja selectiva
de crecimiento al evitar la muerte por dafio en el DNA. Por lo tanto la sobreexpresion de
GARP en MSCs podria ser una estrategia para la generacién de MSCs con mejores
caracteristicas terapéuticas, mejorando su capacidad proliferativa e incrementando su

resistencia a apoptosis.
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1. INTRODUCCION

1.1. Células mesenquimales estromales

1.1.1. Origen

El concepto actual de célula mesenquimal estromal (MSC) se definid tras varios
experimentos que demostraron que el trasplante de médula dsea (BM) a diferentes sitios

anatdmicos da como resultado la generacion de nuevos hueso y médula ectépicos.

Aunque los primeros ejemplos de estos estudios se remontan al siglo XIX, fueron los
trabajos de Friedenstein y de Tavassoli los que demostraron que el potencial osteogénico
observado tras el trasplante de médula, estaba asociado con una subpoblacién

minoritaria de células en la medula dsea (1,2).

Casi al mismo tiempo, en una serie de estudios de Owen y Macpherson se consiguié
rastrear la cinética de las células déseas in vivo (3,4). No por casualidad, las lineas de
pensamiento de Owen y Friedenstein se unieron en un punto que fue crucial para
formular el concepto no sélo de una célula troncal para el hueso, sino también para otros
tejidos. Por primera vez, condrocitos, osteoblastos y adipocitos de médula dsea se
unieron en un sistema unificado. Friedenstein y Owen denominaron a las células de esta

poblaciéon como “células troncales estromales de médula dsea” (5,6).

Estos primeros experimentos proporcionaron evidencia de un potencial osteogénico
inherente de las células en la médula dsea. Los siguientes pasos incluyeron el uso del
cultivo celular como una forma de separar las células hematopoyéticas de las no
hematopoyéticas (células estromales) que, en contraste con las primeras, pueden
adherirse a un sustrato pldstico. El trasplante de células estromales procedentes de
cultivo in vitro con la finalidad de generar hueso, demostré que la fraccién estromal
estaba dotada de potencial osteogénico. Usando este mismo enfoque experimental, el

mismo potencial se atribuyé mas tarde a la fraccién clonogénica de las células
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estromales, es decir, a células capaces de llevar a cabo un crecimiento clonal y que son

vistas por tanto como progenitoras (7-9).

Como se ha citado previamente, Friedenstein, a quien generalmente se le atribuye el
descubrimiento de las MSCs, en un principio las denomind “células troncales estromales
de médula ésea”. Varios aios después, Caplan se centrd en el potencial de diferenciacién
hacia varios linajes celulares de células estromales aisladas de médula désea y las
denomind “células mesenquimales troncales” (10). Sin embargo, estas células estromales
gue pueden encontrarse en practicamente todos los tejidos y drganos no pueden
considerarse una célula troncal por definicion, ya que hay pocas evidencias de que estas
células sean capaces de regenerar tejido a largo plazo, por lo que en el afio 2005, la
Sociedad Internacional de Terapia Celular (ISCT) intentd resolver la confusion generada
sugiriendo el nombre de “células multipotentes mesenquimales estromales” para

distinguirlas de las descritas por Friedenstein en médula dsea (11).

1.1.2. Caracterizacion

1.1.2.1. MSCs in vitro

Las poblaciones de MSCs son muy heterogéneas y su caracterizacion se ha visto
dificultada por la pérdida de marcadores especificos cuando se aislan y se mantienen en
cultivo y la falta de modelos eficientes de trasplante in vivo que puedan demostrar la

naturaleza de estas células (12).

Por todo ello, la Sociedad Internacional de Terapia Celular (ISCT) ha establecido tres
criterios minimos que cualquier MSC humana aislada de médula ésea y otros tejidos debe
cumplir para ser considerada una verdadera MSC (13):

1. Capacidad para adherirse al plastico cuando se cultivan ex vivo, donde adquieren una

morfologia fibroblastoide.
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2. Presencia de un patrdon especifico de expresidon de antigenos de superficie: CD73,
CD90*, CD105%, CD34, CD45, CD11b;, CD14, CD19, CD79a", HLA-DR-.

3. Potencial de diferenciacién hacia adipocitos, condroblastos y osteoblastos (in vitro).

Ademads de estos criterios, las MSCs también se identifican por su capacidad de auto
renovacion (14) y de generar unidades formadoras de colonias de fibroblastos (CFU-Fs) en

cultivo (15).

La definicién de Dominici se aplica a MSCs humanas, sin embargo, estos criterios no son
validos entre distintas especies y, en ocasiones, también difieren dentro de la misma
especie. En modelos de ratén, las MSCs difieren en expresion de marcadores vy
comportamiento in vitro, no solo de las MSCs humanas, sino incluso entre distintas cepas
(16). Aungue se sabe que las MSCs humanas son CD34 in vitro (17) algunos estudios han
reportado una expresion variable de este marcador en MSCs de raton (16). Las MSCs de
raton también pierden o son heterogéneas para los marcadores CD73, CD90 (18) y CD105

(19).

Sin embargo, es importante sefialar que estos criterios son dependientes de las
condiciones de cultivo. Las diferencias en la expresion de muchos marcadores pueden
estar influenciadas por factores secretados por el resto de células presentes en el cultivo,
sobre todo en los pasajes iniciales y la expresion in vitro de muchos marcadores no

siempre se correlaciona con la expresién in vivo (20,21).

1.1.2.2. MSCs in vivo

La definicion de MSC descrita por Dominici en 2006, se basa exclusivamente en el
fenotipo observado in vitro, lo que no da ninguna pista sobre las caracteristicas innatas de
estas células in vivo. Sin embargo, varios estudios en los que se han aislado pericitos
(donde se incluyen capilares y microvasos), han mostrado que estos pericitos,
independientemente de su tejido de origen, son indistinguibles de las MSCs

convencionales en términos de adherencia, morfologia, fenotipo y capacidad de
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proliferacién (22). Sin embargo, en funcién del tejido de origen, las caracteristicas de
estas células in vivo pueden variar. Se ha demostrado que las MSCs perivasculares de
médula désea estan intrinsecamente orientadas a generar hueso y estroma de médula
6sea, que incluye adipocitos, pero no son células con capacidad de diferenciacidn
miogénica ni se diferencian espontaneamente hacia condroblastos in vivo (23). Esto
mismo, se ha confirmado en otros estudios donde se ha visto que en trasplantes in vivo
de células de médula dsea, estas células son capaces de formar hueso y apoyar la
formacion de médula, mientras que células estromales derivadas de grasa y corddn

umbilical no lo son (24,25).

Los pericitos no son las Unicas células perivasculares dotadas de potencial para dar lugar a
MSCs. Una poblacidon de progenitores localizada en la capa mds externa de arterias y
venas, la tunica adventicia, también se ha identificado como una fuente de MSCs. Los
progenitores adventicios son fenotipica y anatémicamente diferentes de los pericitos

pero también expresan de forma nativa los marcadores de MSCs (26).

1.1.2.3. Fuentes de obtencion de MSCs

Las MSCs se pueden aislar de numerosos tejidos ademas de médula 6sea, como sangre
periférica (27), sangre de cordén umbilical (28), gelatina de Wharton (29) , tejido adiposo
(30), liquido amnidtico (In "t Anker et al. 2003), hueso compacto (32), periostio (33),
membrana sinovial (34), cartilago (35) y tejidos fetales(Miao et al. 2006; Campagnoli et al.

2001).

Las células derivadas de los diferentes tejidos muestran heterogeneidad fenotipica y
diferente capacidad de crecimiento in vitro, pero también presentan algunas similitudes
como el potencial de diferenciacién hacia las lineas mesenquimales clasicas y la expresion
de los marcadores de superficie tipicos de MSCs (38). Sin embargo, cada vez hay mas
evidencias de que existen diferencias marcadas en la biologia de las MSCs que dependen
de su tejido de origen. Estas diferencias, parecen ser la principal fuente de variacion de

las propiedades bioldgicas de las MSCs (39). Dentro de cada tejido especifico, se sabe que
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las células derivadas de MSCs procedentes de clones diferentes, son altamente

heterogéneas en su potencial de proliferacién y diferenciacion (40).

1.1.2.4. Capacidad de diferenciacion
Como se ha citado previamente, entre los criterios utilizados para definir las MSCs se
encuentra su capacidad de diferenciacidn in vitro hacia osteoblastos, adipocitos vy

condroblastos.

- Diferenciacion osteogénica: La osteogénesis es un conjunto organizado de procesos
celulares estrictamente dirigidos por diversos factores solubles, como citoquinas y
moléculas de la matriz extracelular (41). La diferenciacién osteogénica se consigue
utilizando B-glicerolfosfato y acido ascérbico en el medio de cultivo. La adicion de estos
compuestos da como resultado una induccién de la actividad de la fosfatasa alcalina y la
deposiciéon de matriz mineralizada (15). En la diferenciacidon osteogénica también estan
involucradas otras moléculas como las proteinas morfogenéticas dseas (BMPs), o el factor

de transcripcién Runx2 (42,43).

- Diferenciacidn adipogénica: Este proceso se puede dividir en 2 fases. En la primera, las
MSCs multipotentes se comprometen a diferenciarse hacia adipocitos.
Morfolégicamente, los pre-adipocitos presentan fenotipo fibroblastoide y no se pueden
distinguir claramente de las MSCs precursoras. En la segunda fase, los pre-adipocitos se
vuelven adipocitos y adquieren nuevas funciones como la sintesis y el almacenamiento de
lipidos, asi como la produccion de proteinas especificas (44). In vitro, la diferenciacion
adipogénica requiere el tratamiento con dexametasona, insulina, isobutil metilxantina e
indometacina. En general, la adipogénesis es un proceso secuencial y temporalmente
ordenado que involucra multiples cascadas de sefalizacion que convergen a nivel de la

actividad transcripcional del receptor de peroxisoma-proliferador-activado (PPAR-y) (45).

-Diferenciacion condrogénica: La condrogénesis se consigue cultivando las MSCs en
presencia de factores de crecimiento de la stper-familia TGF-B (Factor de crecimiento

transformante-B) (46). La diferenciacion de MSCs en cartilago se caracteriza por la
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induccion de genes especificos de cartilago, de coldgeno tipo Il y IX, de agrecano y por la
biosintesis de proteoglicanos. La condrogénesis engloba una serie de procesos
moleculares y celulares altamente regulados e interconectados (47). El proceso esta
controlado por interacciones celulares con la matriz circundante, con factores de
crecimiento y de diferenciacidén y con otros factores que inducen o inhiben determinadas
vias de sefializacién. Ademas, también estan implicados en el control del desarrollo de
tejido cartilaginoso, un nimero elevado de factores morfogenéticos como proteinas Wnt

o ligandos del receptor Notch (48).

Es importante sefialar que bajo las condiciones adecuadas, las MSCs se han mostrado
capaces de diferenciarse hacia otros linajes mesenquimales como miocitos y tenocitos
del tejido esquelético (49,50). Ademas, hay estudios que indican que las MSCs tienen
capacidad de diferenciarse hacia linajes no mesenquimales como neuronas. Sin embargo,
la relevancia clinica de este presunto potencial no mesenquimal de las MSCs se ha visto
cuestionado, ya que las células similares a las neuronas que se han derivado de las MSCs

no parecen ser capaces de funcionar de la misma forma que las auténticas neuronas (51).

1.1.3. Funciones

1.1.3.1. Regulacion de la hematopoyesis

Como se citd previamente, se sabe que las MSCs son elementos no hematopoyéticos en
la médula dsea que proporcionan un sistema de apoyo estructural para el desarrollo de
células hematopoyéticas (52). Conceptualmente, una célula mesenquimal estromal es
capaz de generar un hueso heterotépico completo in vivo, incluyendo un compartimento
de células estromales perivasculares con fenotipo y caracteristicas similares que la célula
originalmente explantada (53,54). La produccién de células hematopoyéticas ocurre
principalmente en la médula dsea. Las MSCs actian como precursores in vivo de algunos
de los componentes no hematopoyéticos de la médula désea que regulan la
hematopoyesis, como osteoblastos, adipocitos y células reticulares fibroblasticas. (1).

Las MSCs pueden liberar diferentes citoquinas. Algunas de estas citoquinas pueden

afectar a los procesos de maduracidn, proliferacion y diferenciacion de las células
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troncales hematopoyéticas (HSCs) como la interleucina (IL)-6, el ligando FIt3-L (FL), el
factor estimulante de colonias de granulocitos (GM-CSF), la trombopoyetina (TPO) o el

factor derivado de células estromales1 (SDF1) (55).

Ademads de la produccién de estas citoquinas y factores de crecimiento, el contacto
directo entre MSCs y HSCs apoya la diferenciacién de las ultimas hacia glébulos rojos

maduros.

Por ultimo, en el microambiente de la médula dsea, las HSCs residen en nichos creados
por las células circundantes, factores solubles y proteinas de la matriz extracelular que
promueven el mantenimiento de las células hematopoyéticas. Los osteoblastos parecen
tener un papel crucial durante el proceso de elaboracién de estos nichos y para el
mantenimiento de la homeostasis de las HSCs a través de interacciones celulares o a
través de la secrecidn de otros factores solubles. El estroma de la médula 6sea también se
compone de adipocitos derivados de MSCs que parecen tener una funcion como

reguladores negativos de los progenitores hematopoyéticos tempranos (56).

1.1.3.2. Efecto de las MSCs en el sistema inmunitario

Las MSCs expandidas in vitro pueden migrar a sitios de inflamacién (57) y son potentes
reguladoras de la respuesta inmunitaria innata y adaptativa tanto in vitro como in vivo

(58).

- Las MSCs modulan la respuesta inmunitaria in vitro

Cultivos ex vivo de MSCs con células T suprimen la proliferacién de dichas células T.
También disminuyen los niveles de citoquinas pro-inflamatorias como la Interleucina 12
(IL-12), el factor de necrosis tumoral (TNF)-a y el interferén (IFN)-y, a la vez que aumentan
los niveles de citoquinas anti-inflamatorias como la Interleucina 10 (IL-10). Los
mecanismos por los que se produce la inhibicidn de los linfocitos T son variados. Se ha
visto que hay varias moléculas involucradas en este proceso: TGF-B, Prostaglandina E-2

(PGE;), Indolamina 2,3 Dioxigenasa (IDO) y Oxido Nitrico (NO) entre otras (12).
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Las MSCs también son capaces de modular la funcién de las células B. En algunos estudios
se ha visto que las MSCs son capaces de inhibir la proliferacion de las células B
estimuladas con anti-CD40L en combinacion con Interleucina 4 (IL-4). Las MSCs también
pueden inhibir la diferenciacién de las células B y su expresién constitutiva de receptores
dequimioquinas. Estos efectos dependen de la liberacion de factores solubles y del

contacto célula-célula (59).

Por otro lado, las MSCs pueden inhibir la actividad citotdxica y la proliferacion de las
células NK (Natural Killer), asi como la produccién de IFN-y, por la disminucion de la

expresion de NKG2D (receptor activador presente en las células NK).

También se sabe que las MSCs inhiben la generacion de células dendriticas (DCs) maduras
y dificultan su habilidad para inducir activacion de células T. Las MSCs interfieren en la
diferenciacién de DCs, ya que son capaces de inducir en estas células una apariencia de
célula inmadura que exhibe un fenotipo inhibidor (60). Este fendmeno esta asociado con
la sintesis de IL-6, del factor estimulador de colonias de macrofagos (M-CSF)o de PGE,

(61).

Finalmente, también se sabe que cuando se co-cultivan macréfagos con MSCs se produce
un incremento en laproduccidn de IL-10 e IL-6 y una disminucién de la producciéon de IL-
12 y TNF-a. Estos macréfagos, han sido definidos como un tipo de macréfagos activados

alternativamente, diferente del resto de los macréfagos (62).

En resumen, las MSCs son capaces de modular la funcidon de diferentes células, tanto de
la inmunidad innata como de la adaptativa, involucradas en la respuestainmunitaria

(Figura 1).
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Figura 1: Efecto de las MSCs sobre las células del sistema inmunitario

- Las MSCs modulan la respuesta inmunitaria in vivo

La capacidad inmunomoduladora de las MSCs también se ha estudiado in vivo. La
administracién de MSCs es capaz de mejorar la encefalomielitis autoinmune experimental
(EAE) en ratones mediante la regulacion de la respuesta de las células T autorreactivas y
la funcién de las células dendriticas (63). La terapia con MSCs también se ha mostrado
capaz de mejorar de forma eficiente la patogénesis de la diabetes en ratones atenuando
la respuesta Th1 junto con la expansidn/proliferacidon de las células T reguladoras (Tregs)
(64). Las MSCs derivadas de tejido aidiposo inducen macroéfagos inmunomoduladores
capaces de disminuir la progresidn y evitar la recurrencia de la colitis experimental asi
como de proteger a los ratones con sepsis severa reduciendo la infiltracién de células
inflamatorias (65). Ademas, la administracién de MSCs aisladas de BM, cordén umbilical o

tejido adiposo provoca un aumento pronunciado de los macréfagos alveolares e inhibe
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las caracteristicas distintivas del asma, incluida la hiperreactividad de las vias
respiratorias, la acumulacion de eosinéfilos y la produccidon de citocinas Th2 (66).
También se ha comprobado que las MSCs son capaces de prevenir el dafio tisular en un
modelo de artritis inducida por coldgeno mediante la produccién de células Tregs
especificas (67). Finalmente, las MSCs se han utilizado con éxito para el tratamiento de la

enfermedad injerto contra huésped (GVHD) en modelos de ratdn (68).

Estos resultados pre-clinicos, muestran que las MSCs poseen una amplia actividad
inmunomoduladora y antiinflamatoria en modelos animales de enfermedad in vivo lo que
sugiere que las MSC pueden ser un candidato prometedor para una posible aplicacion

clinica en el tratamiento de trastornos de base inmunitaria en humanos.

1.1.3.3. Reparacion de tejidos
Un aspecto clave para poder estudiar la funcion de las MSCs in vivo es definir su
localizacién anatdmica en diversos érganos. Como se ha citado previamente, hay varios

estudios que apoyan la localizacion perivascular de estas células.

Cuando se produce un dafio tisular los las células perivasculares son capaces de separarse
del vaso sanguineo y de transformarse en MSCs activas. Estas MSCs, migran al tejido
dafiado y participan activamente en la reparacion del mismo. Las MSCs llevan a cabo esta
funcidn a través de la secrecidon de moléculas troficas capaces de inhibir la apoptosis y los
procesos de cicatrizacion. Cuando las MSCs llegan al tejido dafiado también se produce
una estimulacién de la angiogénesis mediada por dichas células y una secrecidon de
mitdgenos capaces de estimular a los progenitores del tejido intrinseco a dividirse y

diferenciarse apropiadamente (69).
1.1.3.4. Papel de las MSCs en Cancer

La progresion tumoral ya no se considera un evento auténomo de células cancerosas,
sino que involucra multiples tipos de células presentes en el microambiente tumoral. Las

MSCs procedentes de médula dsea y de tejido adiposo pueden migrar hacia el tumor (70),
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incorporarse al microambiente tumoral y promover el crecimiento tumoral y la
metastasis (71). Estos procesos los llevan a cabo a través de su diferenciacion a
fibroblastos asociados a cancer (CAFs) (72) y de la expresidn de factores de crecimiento
y/o citoquinas inmunomoduladoras que pueden promover la angiogénesis y el
crecimiento tumoral, inhibir las respuestas inmunitarias anti-cancerigenas e inducir la

transicién epitelio-mesenquimal (EMT) en células tumorales (73).

Sin embargo, en otros estudios también se han mostrado las propiedades anti-tumorales
de las MSCs in vitro (74,75). Las MSCs se han usado como herramienta terapéutica para el
tratamiento del carcinoma hepatocelular in vivo (76), mieloma (77) y melanoma (78).En
otro estudio, se ha visto que la administracién de MSCs puede potenciar el efecto anti-

tumoral de la irradiacién in vivo (79).

1.1.4. Terapia celular con MSCs

1.1.4.1. Aplicaciones clinicas de las MSCs

Las MSCs poseen caracteristicas Unicas que las convierten en una herramienta
prometedora para la terapia de varias enfermedades. Primero, su habilidad de
diferenciacidn hacia diferentes linajes celulares. Segundo, la secrecion de factores tréficos
y la capacidad inmunomoduladora de estas células que puede proporcionar importantes
beneficios terapéuticos. Finalmente, la capacidad de las MSCs de migrar hacia zonas de
dafio tisular y hacia ambientes tumorales también es una caracteristica que las hace

ideales para su uso en clinica (Figura 2) (80).
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Figura 2: Utilizacion de MSCs en terapia: La secrecion de moléculas tréficas y su capacidad
inmunomoduladora y de diferenciaciéon hace de las MSCs una herramienta prometedora para su uso en

medicina regenerativa y en el tratamiento de enfermedades inflamatorias/autoinmunes.

A pesar de ello, también se presentan algunos problemas a la hora de usar estas células
como herramienta terapeutica. Uno de los principales problemas es la necesidad de
expandirlas in vitro debido al gran nimero de células que se requiere por paciente (81).
La expansion de las MSCs estd asociada con varios problemas como la pérdida de su
capacidad de migracidn (82), inicio del proceso de senescencia (83), disminucién de su
capacidad de diferenciacion (84) y un aumento de la susceptibilidad a la transformacion
maligna y a la inestabilidad gendmica (85), lo que limita la utilidad de estas células en

clinica.

Hay algunos grupos tratando de minimizar el efecto de la expansién de las MSCs en su
capacidad terapeltica. La senescencia celular se puede reducir modulando los niveles de
estrés oxidativo, ya que este estrés es una de las principales causas de senescencia.
Algunos estudios han sugerido que las MSCs cultivadas bajo condiciones de hipoxia

pueden escapar de la senescencia y muestran una mayor esperanza de vida (86,87). Los
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antioxidantes pueden ser otra alternativa segura y efectiva para superar la senescencia de
las MSCs. La adicidon de acido ascérbico o N-acetilcisteina (NAC) a los cultivos celulares
prolonga la esperanza de vida replicativa de estas células (88,89). También se ha tratado
de disminuir el efecto deletéreo de la expansion de las MSCs mediante la modulacion de
las condiciones de cultivo. Por ejemplo, mediante la adicién de diferentes factores de
crecimiento (90) o mediante la utilizacién de medios de cultivo alternativos (91), se ha
podido observar un aumento en la capacidad de proliferacion de las MSCs. Aunque
algunos estudios estan mostrando resultados prometedores, sigue siendo necesario
investigar como mejorar la proliferacidn y supervivencia de las MSCs para poder trasladar

su uso a clinica de forma mas satisfactoria.

1.1.4.2. Ensayos clinicos

Segun la base de datos oficial de ensayos clinicos (http://clinicaltrials.gov), actualmente

hay alrededor de 500 ensayos utilizando MSCs. Uno de los ensayos clinicos mas exitosos
utilizando MSCs para el tratamiento de GVHD fue el llevado a cabo por el grupo de
Katarina Le Blanc en el instituto Karoliska de Suecia. En este ensayo, se inyectaron MSCs
haploidénticas en un paciente que habia desarrollado GVHD agudo a los 2 meses de
haber recibido un transplante de médula dsea. Presentaba la enfermedad en estadio 1V,
mostrando resistencia severa al tratamiento, alta frecuencia de diarrea, importantes
dafios en el higado e infeacciones recurrentes. Pocos dias después de la administracion
de MSCs empezaron a remitir los signos caracteristicos de esta enfermedad y el paciente
termind por recuperarse por completo (92). Posteriormente se han seguido utilizando las
MSCs para el tratamiento de GVHD tras el transplante de médula ésea (93), para la
recuperacion del tejido cardiaco tras un infarto de miocardio (94) o para el tratamiento
de enfermedades como la esclerosis multiple o esclerosis lateral amiotréfica (95), entre
otras. La mayoria de estos ensayos estan en fases tempranas (I o ) y solo un pequefio
numero de esos ensayos, se encuentran en fase Ill. En uno de estos ensayos en fase lll, en
el que se utilizan MSCs para el tratamiento de las fistulas que aparecen en pacientes con

enfermedad de Crohn, se han obtenido respuestas clinicas alentadoras ademas de

23


http://clinicaltrials.gov/

demostrar que se pueden utilizar estas células de forma segura (96). Ademas, existen dos
productos basados en MSCs (Holoclar y Prochymal) que han sido aprobados por la FDA
(Administracion de Alimentos y Medicamentos) para la reparacion de la cérnea y para el

tratamiento de GVHD, respectivamente.

A pesar de ello, algunos ensayos en fase Ill, en los que se utilizan MSCs para el
tratamiento de enfermedades inflamatorias o autoinmunes, no han sido capaces de
mostrar beneficios clinicos significativos, lo cual sugiere que alun se necesita una mejor
caracterizaciéon de las preparaciones de MSCs y una mejor comprensiéon de la biologia de

las mismas.
1.2. TGF-8

1.2.1. Definicidn y produccién

El factor de crecimiento transformante beta (TGF-B) es una molécula pleiotropica
involucrada en multiples procesos bioldgicos como proliferacién, diferenciacion vy
migracion. Lleva a cabo un papel importante en el proceso de modulacién de Ia
inflamacién, homeostasis y tolerancia inmunolégica (97,98). Defectos en la funciéon
deTGF-B estdn asociados con un gran numero de estados patoldgicos, incluyendo
crecimiento de células tumorales, fibrosis y enfermedades autoinmunes (99). Ratones
deficientes en TGF-B manifiestan desordenes inflamatorios multifocales y mueren a las

cuatro semanas de su nacimiento (100).

En mamiferos, hay tres genes situados en cromosomas diferentes que codifican para tres
isoformas de TGF-B (TGF-B1, TGF-B2 y TGF-B3). Estas isoformas presentan sobre un 70%

de homologia entre ellas (101).

Las tres isoformas de TGF-B se codifican como una proteina precursora que tiene de 390 a
412 aminoacidos. Esta proteina se somete a varios pasos de procesamiento intracelular
antes de su secrecidon por parte de la célula. El paso mas importante parece ser la

digestion proteolitica del precursor por medio de una endopeptidasa (furina), que

24



produce un corte en esta proteina entre los aminodcidos 278 y 279. Los dos productos de
la protedlisis se ensamblan en dos homodimeros, uno de 75kDa en la regiéon N-terminal,
gue se denomina péptido asociado de latencia (LAP) y otro de 25KDa en la regién C-
terminal, que se denomina TGF-f maduro. Estos dos homodimeros se ensamblan entre si
formando la estructura LAP/TGF-B. Esta estructura forma el complejo pequefio latente
(SLC), que puede permanecer en la célula originando el TGF-B asociado a la membrana
(mbTGF-B), secretarse fuera de la célula dando lugar al TGF-B soluble o puede unirse con
una proteina denominada proteina de unién a TGF-B latente (LTBP), que forma un enlace
disulfuro con una de las cadenas de LAP, dando lugar al complejo grande latente (LLC). Es
este complejo el que se secreta fuera de la célula donde se une a la matriz extracelular

(ECM) através de sitios de unidon presentes en LTBP (Figura 3) (102).

TGFp1 soluble

TGF-B1 unido a la

matriz extracelular TGF-B1 unido a la membrana

Superficie celular

Moléculas que se
anclan a TGFpB

furina
(AP ey

AP N

Figura 3: Biodistribucion de TGF-B: Procesamiento de TGF-B en el interior celular. Formacion del TGF- de

membrana (mbTGF-B), del TGF-B soluble y de la forma anclada a la matriz extracelular.

1.2.2. Activacidén

La concentracidon extracelular de TGF-B se encuentra regulada por la conversién del TGF-B

latente a activo. La mayoria de los tejidos contienen cantidades significativas de TGF-B
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latente y la activacién de solo una pequefia fraccion de este TGF-B puede generar la

maxima respuesta por parte de la célula (103).

La activacion de TGF-B requiere su liberacién de LAP. En el caso del TGF-B que permanece
anclado a la membrana (mbTGF-B) esta liberacién se produce a través de integrinas
(aVB6 y aVB8). Estas integrinas son capaces de unirse a motivos RGD (tripéptido arginina-
glicina-aspartato) que hay presentes en LAP, provocando un cambio conformacional del

mismo y permitiendo la liberacion de TGF-B (104).

En el caso del TGF-B que se une a la matriz extracelular, TGF-B tiene que liberarse de LAP
y de LTBP en el LLC. Primero se produce la liberacién de LLC de la matriz extracelulary, a
continuacién, un cambio conformacional o la protedlisis de LAP, para que se libere TGF-3

y pueda unirse a sus receptores especificos y producir una respuesta celular (101).

Perturbaciones de la ECM debido a la angiogénesis, cicatrizacion e inflamacidon da como
resultado la liberacién de TGF-B activo (103) a través de la accién de varias proteinas,
incluyendo trombospondina, plasmina, metaloproteinasas de matriz (MMP) -2 y -9,

neuropilina e integrinas (101).

1.2.3. Las MSCs producen y responden a TGF-B

Las MSCs humanas de distintos tejidos producen TGF-B1 (Ryan et al. 2007; Zhou et al.
2011; Heo et al. 2016). Ademas, también hay estudios donde se muestra que estas células
también producen TGF-B2 y TGF-B3 (108,109). La produccién de TGF-B por las MSCs
puede ser modulada por citoquinas pro-inflamatorias, agonistas de los receptores tipo
Toll (TLR), rigidez del sustrato e hipoxia (105,110,111). A consecuencia de ello, las MSCs
aisladas de pacientes que sufren enfermedades inflamatorias o cancer, exhiben niveles
alterados de TGF-B1 en comparacion con los niveles producidos por MSCs de donantes
sanos (112,113). En un estudio reciente, se ha visto que las MSCs derivadas de tejido
adiposo (ASCs) asiladas de pacientes con enfermedad de Cronh, secretan
significativamente menos niveles de TGF-B y son menos efectivas en inducir macréfagos

M2 que las aisladas de donantes sanos (114).
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Las MSCs también son capaces de responder a TGF-B lo que tiene un gran impacto en su
biologia y potencial terapéutico. Los miembros de la super-familia TGF-B inducen
sefializacion a través de su unién a sus receptores transmembrana (TGFBR1 y TGFBR2)
(115). ElI TGF-B se une al receptor TGFBR2, lo que permite el reclutamiento de TGFBR1.
Entonces, TGFPBR2 activa la quinasa de TGFBR1 (ALK5) que propaga la sefializacidén a
través de la activacidon de proteinas SMAD. La sefalizacion de TGF- a través de ALKS
induce la activacién de SMAD2 y SMAD3 (116). TGFBR2 también puede activar ALK1 que
propaga la sefializacién a través de la fosforilacion de SMAD1 y SMAD 5 (117). Ademas,
las MSCs expresan varios co-receptores de TGF-B como el receptor TGFBR3 (betaglicano)
(118), la endoglina (CD105) que facilita la unidén de TGF-B al receptor TGFBR2 y promueve
la sefializacion via SMAD2 (119) o CD109 que es un inhibidor de la sefializacién de TGF-p
(120).

1.2.4. Efectos de TGF-B en la proliferacion de MSCs

TGF-B se ha descrito como un regulador bifuncional del crecimiento celular desde hace
mas de 30 afos (121). Aunque TGF-B inhibe la proliferacion de células epiteliales, es capaz

de promover la proliferacién de varios tipos de células mesenquimales (122).

La expansién de las MSCs para su utilizacion en clinica disminuye su eficacia terapéutica.
La comprensién del efecto de TGF-B en la proliferacion de las MSCs es un paso
importante para la composicion de medios libres de suero con los que poder expandir
estas células con la finalidad de usarlas en clinica (123). Varios grupos han demostrado
qgue TGF-B1 promueve la proliferacién de las células mesenquimales estromales humanas
derivadas de médula ésea (hBM-MSCs) y que la sobreexpresién de TGF-B1 aumenta
significativamente la proliferacion en MSCs derivadas de liquido sinovial (124,125). Por el
contrario, en otros estudios se ha visto que la sefializacion por TGF-B en MSCs puede
inhibir su proliferacidn (126,127). Se ha visto que tanto TGF-f1 como TGF-f2 pueden
inhibir la proliferacién de las hBM-MSCs (128,129).
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Estos resultados contradictorios se pueden deber a efectos bifasicos dependientes de la
dosis de TGF-B3, de forma similar a lo que ocurre en células troncales hematopoyéticas y
células endoteliales (130,131). De acuerdo con esos resultados, en dos estudios utilizando
células mesenquimales derivadas de BM y de préstata se ha visto que a bajas dosis de
TGF-B1 (£0,25 ng/ml) se aumenta la proliferacién de las células, mientras que a altas dosis

(21 ng/ml) se inhibe (Zhou et al. 2003; Ng et al. 2012).

1.2.5. Efectos de TGF-B en la diferenciacién de MSCs

TGF-B es un regulador importante en el proceso de diferenciaciéon de las MSCs. En varios
estudios, utilizando MSCs derivadas de diferentes tejidos se ha visto que las células
presentan una mejor capacidad de diferenciacidn hacia condroblastos tras la estimulacién
con TGF-B1 tanto in vitro como in vivo (134,135). Aunque normalmente se usa TGF-$1
para inducir condrogénesis en MSCs humanas (hMSCs), hay varios estudios que
demuestran que TGF-B2 y TGF-B3 son factores condrogénicos mas eficientes (solos o en
combinacion con otros factores) ya que son capaces de inducir niveles mas altos de
colageno Il y una mayor deposiciéon de glucosaminoglicanos (136). Ademas del isotipo
deTGF-B utilizado y de la dosis, algunos grupos han logrado mejorar el potencial
condrogénico de las MSCs a través de la sobreexpresion de TGF-B1 o alguno de sus

receptores (Figura 4) (137,138).

TGF-B también es importante en el proceso de diferenciacidon osteogénica de las MSCs. En
condiciones fisioldgicas, un gradiente controlado de TGF-B1 recluta BM-MSCs a los sitios
de remodelacion dsea donde se someten a la diferenciacion hacia osteoblastos en
respuesta a factores osteotrdpicos locales. La sobreexpresién de TGF-B1 activo en la
médula dsea, interrumpe este gradiente de TGF-B1 e inhibe el reclutamiento de BM-
MSCs, lo que da lugar a una remodelacidon o6sea defectuosa (139). Aunque TGF-B1
promueve la osteogénesis a través del reclutamiento y la proliferacion de MSCs, varios
estudios han mostrado que TGF- también puede inhibir su maduracién, mineralizacién y

transicidn hacia osteocitos (Figura 4) (140).
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TGF-B también estd involucrado en la modulacidn de la adipogénesis. Varios estudios han
demostrado que TGF-B1 inhibe la adipogénesis de las MSCs (Figura 4). El bloqueo de la
sefializacion de TGF-B utilizando inhibidores o reduciendo la expresién del receptor
TGFBR2, aumenta de forma significativa la capacidad de diferenciacion adipogénica de las

MSCs (141,142).

Finalmente, varios grupos han mostrado evidencias de que TGF-B puede promover la
diferenciacidn hacia células musculares (143,144) y hacia células del tendén (Figura

4)(145,146).
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Figura 4: Papel de TGF-B en la diferenciacion de las MSCs: TGF-B es capaz de promover (lineas negras) la
diferenciacidn hacia condrocitos, tenocitos y miocitos asi como de reclutar y promover la diferenciaciéon de
los progenitores osteogénicos. Sin embargo, también es capaz de inhibir (lineas rojas) la diferenciacién hacia

adipocitos y la maduracion de los osteoprogenitores hacia osteocitos.
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1.2.6. TGF-B y las propiedades inmunomoduladoras de las MSCs

La capacidad de inmunomodulacidn de las MSCs depende en gran medida de la capacidad
de estas células de producir y responder a TGF-. El TGF-B presente en los tejidos diana
modaula las respuestas de las MSCs principalmente a través de su reclutamiento. Algunos
estudios han mostrado que el TGF-B activo liberado de la ECM cuando se produce dafio e
inflamacién, es capaz de reclutar MSCs que participan en la reparaciéon del tejido y la
regulacién inmunitaria. TGF-B1 es importante para la movilizacién de MSCs de la médula
6sea a la sangre periférica y su subsecuente reclutamiento a sitios de reparacién arterial

(147).

Una vez que las MSCs llegan al sitio diana, son activadas por mediadores inflamatorios,
especialmente IFN-y, TNF-a e IL-1B, que inducen enzimas inmunosupresoras como la
oxido nitrico sintasa (iNOS) y la indolamina 2,3-dioxigenasa (IDO) (148)y aumentan la

expresion de citoquinas inmunosupresoras como el TGF-B1 (149).

Se ha demostrado que el TGF-B derivado de las MSCs modula la actividad de las células T,

las células NK, mastocitos y macréfagos/microglia tanto in vitro como in vivo.

1.2.6.1. Inhibicidn de la proliferacion de células T
TGF-B1 es un regulador fundamental del sistema inmunitario adaptativo, pero el papel
especifico que lleva a cabo en la inhibicidn de la activacidon/proliferacion de las células T

no esta muy claro (150).

Varios grupos han mostrado que MSCs derivadas de distintos tejidos (médula dsea, pulpa
dental y corddén umbilical) son capaces de suprimir la proliferacion de las células T in vitro
en parte debido a la produccion de TGF-B1 (110,151,152). Al mismo tiempo, otros grupos
no han podido demostrar que TGF-B1 juegue un papel clave en la supresion de células T
mediada por MSCs in vitro (153,154). Estos datos contradictorios sugieren un papel de
TGF-B1 redundante y/o dependiente del ensayo. El efecto del TGF-B derivado de MSCs
puede ser tanto directo como indirecto actuando tanto en células presentadores de

antigenos (APCs), como en células dendriticas, macréfagos y células B. Sin embargo, este
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TGF-B no parece modular la diferenciacién/maduracion de las células dendriticas, al

menos in vitro (60,155).

Ademads, también hay datos que indican que la sefializacién por TGF-B en MSCs puede
reducir su potencial inmunomodulador. Por ejemplo, en el estudio llevado a cabo por Xu
y colaboradores se ha demostrado que TGF-B1 y TGF-B2 (tanto anadidos de forma
exdégena como el que producen las MSCs) bloquea la induccién de iNOS (Oxido nitrico
sintasa inducible) en las MSCs, lo que da lugar a una reduccién de su capacidad para
inhibir la proliferaciéon de las células T (156). También se ha visto que TGF-f1 es un
inhibidor de IDO en fibroblastos humanos (157) y en MSCs derivadas de corddn umbilical
(a nivel de mRNA), lo que sugiere que TGF-B también podria reducir la capacidad
inmunomoduladora de las MSCs humanas. En esa misma linea, en otro estudio reciente
se ha mostrado que TGF-f1 y TNF-a promueven un fenotipo pro-inflamatorio de las
MSCs, caracterizado por la expresion de varias citoquinas pro-inflamatorias (CCL2, IL-8 y

cox-2) (158) .

1.2.6.2. Induccion de células T reguladoras (Tregs) y modulacion de las células T
colaboradoras

La induccidn de tolerancia inmunolégica es clave para obtener una solucién a largo plazo
de enfermedades inflamatorias/autoinmunes y TGF-B1 es un inductor importante de
células T reguladoras en el timo y en la periferia (159). MSCs derivadas de varios tejidos,
pueden inducir células Tregs Foxp3*in vitro mediante mecanismos que involucran TGF-f1

(155,160).

Ademas de la inhibicion de la proliferacion de células Ty de la induccién de Tregs, el TGF-
B1 derivado de MSCs también puede modular la diferenciacidn de células T colaboradoras
(Th). Por ejemplo, tanto las MSCs de ratdon como de rata promueven la respuesta de las
células Th2 mientras que inhiben la de las Th17 in vitro mediante la secrecion de TGF-f1

(161,162).
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1.2.6.3. Activacion de macrofagos/microglia

TGF-B puede llevar a los macréfagos hacia un estado de activacion M2 antiinflamatorio
gue participa en la cicatrizacién de heridas y la inhibicidon de la respuesta inmunitaria
(163). EI TGF-B1 derivado de MSCs puede inhibir la producciéon de citoquinas
proinflamatorias inducida por Lipopolisacarido (LPS) en microglia, cambiando asi su
fenotipo de un estado de activacion M1 a uno M2 (164). En otro estudio, utilizando un
modelo de asma inducido por ovoalbimina, se encontré que la inyeccién de hBM-MSCs
producia una mejora en la enfermedad que se correlacionaba con un aumento de
macréfagos M2 en el pulmén. La inhibicién in vivo de TGF-B disminuia la induccién de

macréfagos M2 al igual que los efectos terapéuticos del trasplante de MSCs (165).
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Figura 5: Inmunomodulacién de las MSCs mediada por TGF-B: En lugares de inflamacidn, las MSCs son
capaces de responder a TGF-B y de promover mediante esta respuesta la induccion de células T reguladoras,
la respuesta Th2 por parte de las células T, el paso de macréfagos M1 a M2 y el reclutamiento de mas MSCs

hacia la zona dafiada. Asi mismo, las MSCs pueden inhibir la activacion de las células T, la respuesta Th1/Th17,
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la proliferacion de las células NK y el reclutamiento de monocitos que puedan diferenciarse a macréfagos M1

a la zona inflamada.

1.2.7. TGF-B de membrana (mbTGF-f)

Varias citoquinas y factores de crecimiento, como M-CFS, IL-1, TNF-a y TGF-f existen en
forma secretada y también pueden permanecer anclados a la membrana celular (166). Al
contrario que la forma secretada, la respuesta de las citoquinas/factores de crecimiento
gue se encuentran anclados a la membrana requiere contacto celular, que puede dar
lugar a diferentes respuestas debido a una mayor concentracion local del ligando en Ia
sinapsis (167) y a la presencia de interacciones celulares adicionales que pueden modular
su respuesta de una manera que la forma secretada no puede imitar. En esa direccidn, se
ha visto que la expresion de TGF-B de membrana en células Tregs media la funcién
inmunosupresora in vitro e in vivo a través de la activacion de la via NOTCH1-HES1 en
células T CD4". Estas células, cuando pierden mbTGF-f3, son capaces de secretar niveles
similares de TGF-B1 soluble, pero éste es incapaz de activar NOTCH1 y las células T CD4*

dejan de ser inmunosupresoras (168).

La expresion de mbTGF-B se ha encontrado en MSCs de cordén umbilical (169), de
médula dsea (170) y de micro-vesiculas derivadas de MSCs tanto de ratén (171) como
humanas (172). Sin embargo, no se conoce muy bien la forma en la que TGF-B se ancla a
la membrana. Se conocen varias moléculas implicadas, como el heparan sulfato (173), B-
Glicano (174), neuropilina-1 (175) y GRP78 (Proteina regulada por glucosa de 78 kDa)
(176).

1.2.8. Modulacidn de la respuesta inmunitaria por mbTGF-8

Las MSCs pueden inhibir las células T a través de mediadores solubles o por contacto
célula-célula. Sin embargo, si el mMbTGF-B1 en MSCs desempefia un papel importante en
la modulacion de la respuesta de las células T casi no se ha abordado aun. En un estudio,
se muestra que la expresién del RNA mensajero (mMRNA) de mbTGF-B-1 en MSCs se
encuentra inducida tras el contacto directo con células T, mientras que esa expresion

aparece inhibida cuando las MSCs se mantienen separadas de las células T usando
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pocillos especiales durante su cultivo que permiten el intercambio de factores solubles
pero no el contacto directo (177). Esto sugiere un papel especifico de TGF-1 derivado de

MSCs en la inhibicién de células T dependiente de contacto celular.

El mbTGF-B procedente de vesiculas también es diferente del TGF-B soluble. Se ha
demostrado que los exosomas que expresan altos niveles de mbTGF-f1 inducen un
programa transcripcional en fibroblastos que es parecido pero no idéntico al que induce
el TGF-B1 soluble (174). Ademas, en cuerpos apoptoticos, el mbTGF-B1, pero no la forma
soluble, induce la via de sefializacion ERK y la produccion de IL-10 por los macréfagos

(178).
1.3. CD105 (Endoglina)

1.3.1. Estructura y expresion

El CD105 (endoglina) humano es una glicoproteina transmembrana de 180 kDa formada
por 633 aminodcidos. Contiene un dominio extracelular largo, un dominio
transmembrana hidrofébico y otro dominio intracelular corto (179,180). EI dominio
extracelular contiene un tripéptido arginina-glicina-aspartato (RGD). Este tripéptido esta
ausente en el CD105 de ratén (181). El domino intracelular contiene varios residuos de
serina y treonina, alguno de los cudles presenta sitios de fosforilacion (182). Existen dos
isoformas de CD105, larga (L) y corta (S), cuya expresion se ha detectado en células
endoteliales y mieloides, aunque la forma larga es la mas predominante en estas células.
El CD105L contiene 47 aminodcidos en su cola citoplasmatica mientras que el CD105S

contiene solamente 14 aminoacidos.

Como ya se ha menocinado, CD105 se expresa predominantemente en células
endoteliales (183,184) y su promotor se encuentra fuertemente activo en estas células
(185). Consecuentemente, se han detectado elevados niveles de expresion de CD105 en
las células endoteliales presentes en tejidos donde se encuentra activo el proceso de
angiogénesis asi como en tejidos inflamados o tumores (183,184,186). Sin embargo,

también se ha visto una alta expresién de CD105 en MSCs (187,188) y de manera mas
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débil en células no endoteliales como precursores de células B, monocitos activados,

macrdéfagos diferenciados, precursores eritroides (189).

1.3.2. Funciones

CD105 es un co-receptor accesorio de TGF- que se une con gran afinidad a TGF-B1 y TGF-
B3 mediante su asociaciéon con el receptor TGFBR2 (190). Esto activa la actividad
citoplasmatica quinasa del receptor TGFBR2 lo que da lugar a la fosforilacidn del receptor
TGFBR1 que interactia con diferentes moléculas de sefializacién como la familia de
proteinas SMAD (191). Como se citd previamente, existen dos rutas de sefializacion por
TGFBR1 que compiten entre si. La primera es la fosforilacion de SMAD 2/3 inducida por
ALK5 (116), que inhibe respuestas celulares a TGF-B y la segunda, la fosforilacion de
SMAD 1/5 inducida por ALK1, que aumenta dichas respuestas (117). Algunos estudios han
sugerido que CD105 solo se requiere para la via de sefalizacidon por ALK1 y no por ALK5
(117,192), mientras que otros estudios muestran que el dominio citoplasmatico de CD105

estd regulado por la fosforilacién de ALK5 (193).

Las dos isoformas de CD105 se comportan como proteinas de unién a TGF-B (190,194). Se
ha comprobado, en células endoteliales, que la forma corta (CD105S) es capaz de
interaccionar tanto con ALK5 como con ALK1, aunque la interaccién con ALK5 es mayor
gue con ALK1. Esto es una diferencia con la forma CD105L, que tiene mayor afinidad por
ALK1 (195). Como el dominio extracelular es comun para ambas isoformas, la cola

citoplasmatica parece ser la responsable de estas diferencias.

La union de TGF-B1 a CD105 reduce la fosforilacion de CD105 (196). La inhibicion de la
expresion de CD105 aumenta la habilidad de TGF-B1 de suprimir el crecimiento, la
migracion y la capacidad de formar tubos capilares de las células endoteliales (197). En
monocitos, se ha visto que TGF-B es capaz de inducir la expresidon de CD105, al igual que
se puede eliminar casi por completo neutralizando TGF-B (198). En ese mismo estudio, se
transfectaron monocitos para sobreexpresar las dos isoformas de CD105 y se vid que la

inhibicién de la proliferaciéon celular que se induce normalmente por TGF-B1 aparecia
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muy disminuida en los monocitos que sobreexpresaban CD105S mientras que
desaparecié totalmente en los que sobreexpresaban CD105L. En mioblastos también se
ha visto que la sobreexpresién de CD105 conlleva una disminucién de la respuesta de

TGF-B a la inhibicidn del crecimiento celular (199).

1.3.3. CD105 como marcador de MSCs

1.3.3.1. Expresion
Como se ha citado previamente, se considera que CD105 es una de las moléculas que una

célula debe expresar in vitro para ser considerada una verdadera MSC (13).

La expresién de CD105 en MSCs se describid por primera vez en un estudio publicado por
Barry y colaboradores (200). La identificacion de CD105 se llevd a cabo mediante la
determinacién de la secuencia y la masa de varios péptidos derivados de la proteina por

inmunoprecipitacién en MSCs humanas procedentes de médula dsea.

Aunque CD105 se considera un marcador importante de MSCs, su expresidén es variable
dependiendo de su tejido de procedencia. Por ejemplo, varios estudios han demostrado
que la expresion de CD105 en MSCs derivadas de tejido adiposo y de médula dsea, es
mayor que en MSCs derivadas de cordén umbilical (201,202). Esta expresion también
varia cuando las células se encuentran in vivo o in vitro. Jiang y colaboradores mostraron
gue las MSCs recién aisladas de tejido adiposo expresaban niveles muy bajos de CD105
(<2%). Sin embargo, la proporcién de células CD105* aumentaba rapidamente durante el
cultivo in vitro, alcanzando en torno al 15% a las 16 horas de su cultivo, sobre un 42% a
los 4 dias, 70% a los 7 dias y alrededor de un 80% a los 10 dias de su cultivo in vitro (Jiang
et al. 2010). Esta induccién de CD105 in vitro confirma el resultado que ya se habia
obtenido en un estudio previo (204). Sin embargo, también se ha visto que la expresién
de CD105 se va perdiendo cuando las células se mantienen en cultivos por tiempos muy

prolongados (a partir de 7-8 pases) (202).
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Ademas, se sabe que en MSCs derivadas de corddn umbilical, tras la diferenciacidn osteo,
condro y adipogénica se produce una disminucién de la expresién de CD105. Por lo que,
en este tipo celular, CD105 se podria usar como un marcador de MSCs multipotentes

porque su expresion disminuye considerablemente una vez diferenciadas (205).

Finalmente, también se sabe que cuando se asilan MSCs de médula ésea de ratdn, las
células estromales no multipotentes (CD105°) presentes en el cultivo son capaces de
inhibir la proliferaciéon de las MSCs CD105" de manera que para poder mantener en
cultivo las MSCs multipotentes CD105" durante un periodo prolongado habria que
eliminar la fraccion CD105". Esta inhibicién de las MSCs multipotentes se puede deber a
una mayor proliferacién por parte de las células CD105" y a la capacidad de estas células

de secretar diferentes factores capaces de inhibir el crecimiento de las MSCs (206).

1.3.3.2. Funciones

Se sabe poco del papel que lleva a cabo CD105 en las MSCs. La mayoria de los estudios
publicados se centran en su relevancia en los procesos de diferenciacion de las MSCs, ya
gue, como se ha citado anteriormente, CD105 es un co-receptor de TGF-B (190) y TGF-B

juega un papel fundamental durante la diferenciacion de MSCs.

Hay varios estudios que han demostrado que la subpoblacion CD105" presente en la
poblacion total de MSCs procedentes de distintos tejidos (médula dsea, tejido adiposo, o
liquido sinovial) presenta una mayor capacidad de diferenciacion condrogénica que la
subpoblacién CD105 (207-209). El mecanismo por el cual CD105 es capaz de promover el
proceso de condrogénesis en MSCs puede estar relacionado con su funcién como
miembro de la super-familia de receptores de TGF-B. Como TGF-f es el factor mas crucial
gue dirige los procesos de diferenciacion condrogénica, la expresion de CD105 debe estar

relacionada con la condrogénesis mediada por TGF-B (Jiang et al. 2010).

Sin embargo durante la diferenciacidn osteogénica y adipogénica CD105 parece llevar a
cabo el efecto contrario. Se ha visto que la fraccion CD105° de MSCs derivadas de tejido

adiposo es capaz de mejorar la diferenciacidn osteogénica y adipogénica en relacidn con
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la fraccion CD105*. Como se sabe que el tratamiento continuado con TGF-B inhibe la
osteo y adipogénesis, células con expresidon mas baja de CD105 y por tanto con menos
sefializaciéon por TGF-B, podrian diferenciarse mas rdpidamente hacia osteoblastos y

adipocitos (211).

1.4. GARP

1.4.1. Descubrimiento del gen GARP

La proteina GARP (del inglés Glycoprotein A Repetitions Predominant) también
denominada LRRRC32 (del inglés Leucine Rich Repeats Containing 32), es una proteina
perteneciente a la super-familia LRR (Repeticiones Ricas en Leucina). Este gen se describid
por primera vez en un estudio llevado a cabo por Ollendorf y colaboradores (212). En
dicho estudio, se mostré por primera vez la secuencia del gen GARP humano, que se
identificd en la regién q13-14 del cromosoma 11. Basandose en la homologia de la
secuencia con GARP humano, la proteina en ratdon se encontré en la regiéon E-F del
cromosoma 7. Ambas proteinas comparten el 80% de identidad a nivel de aminoacidos.
Ademas, presentan una estructura similar, con solo 2 exones codificantes. Polimorfismos
de un solo nucleétido (SNP) localizados en regiones no codificantes de GARP, estan
asociados con alto riesgo de desarrollar varias enfermedades relacionadas con el sistema
inmunitario (asma, rinitis alérgica, dermatitis atdpica o enfermedad de Crohn) y también

algunos tipos de cancer (213).

1.4.2. Expresion

Los primeros estudios describieron expresién de GARP en placenta, pulmdn y rifidn y
poco después también se describié en corazén, higado, musculo esquelético y pancreas,
pero se desconocia que tipo de células expresaban GARP en esos tejidos (Ollendorff et al.
1994). Poco tiempo después se estudid la expresion de GARP en diferentes lineas
celulares primarias. GARP se detectd por primera vez en megacariocitos humanos y de
raton (215,216), poco después se encontrd su expresion en células Tregs humanas y de

raton (Wang et al., 2008; Takatoku Oida and Weiner, 2010). M4as recientemente, se han
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detectado niveles de expresion a nivel de mRNA en hMSCs (219) asi como expresién de
GARP en células endoteliales (220), células hepaticas estrelladas (221), células madre

embrionarias y fibroblastos (222).

Curiosamente, la expresion de mRNA de GARP no siempre se correlaciona con la
expresidon de la proteina. Se ha visto que hay microRNAs, como miR-142-3p, miR-181 y
miR-185 que inhiben la expresion de la proteina GARP en células T no reguladoras, que
expresan altos niveles de mRNA de GARP (Gauthy, et al. 2013; Q. Zhou et al. 2013). De
esta forma se evidencia que la expresién de GARP se encuentra altamente regulada

incluso a nivel post-transcripcional.

1.4.3. Estructura

Como se ha citado previamente, GARP pertenece a la super-familia LRR. Las proteinas de
esta familia pueden aparecer unidas a la membrana pero también en forma soluble. LRR
se encuentra en moléculas tan diversas como proteoglicanos, moléculas de adhesidn,
enzimas y receptores asociados a proteinas G. El dominio LRR parece estar involucrado en
interacciones proteina-proteina y lleva a cabo un papel importante en numerosos
procesos biolégicos como el desarrollo embrionario, morfogénesis celular, migracion
celular y coagulacién sanguinea. Estos dominios son esenciales para que la proteina sea

capaz de llevar a cabo su actividad especifica (Ollendorff et al. 1994).

El gen GARP codifica para una proteina transmembrana con una regidn extracelular
constituida por 20 regiones LRR. Estas 20 regiones se agrupan en dos bloques, separadas
por un corto segmento rico en prolina y constituyen aproximadamente el 70% de la
proteina. La proteina GARP presenta similitudes estructurales con las proteinas LRR.
Residuos especificos encontrados en las regiones amino y carboxi-terminal de moléculas
LRR también aparecen en GARP. Estos datos sugieren que GARP también puede estar
involucrado en interacciones proteina-proteina en la superficie celular, especialmente en

procesos de adhesion (Ollendorff et al. 1994).
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1.4.4. GARP y TGF-B

Todas las funciones conocidas de GARP estdn relacionadas con su capacidad para
interactuar con TGF-f latente. De manera muy probable, inmediatamente después de la
sintesis de la proteina GARP en el reticulo endoplasmatico, se forman enlaces disulfuro
entre GARP y TGF-B1 latente. En células Tregs el complejo GARP/TGF-B1 latente se ancla
a la membrana celular debido al dominio transmembrana de GARP. Ademas, también se
ha encontrado una forma soluble de este complejo (225). Esta forma soluble parece ser el
resultado de un corte proteolitico de GARP cerca de su dominio transmembrana pero se
desconoce cudl es la proteasa implicada en este proceso. El complejo GARP/TGF-B1 es
secretado por las células Tregs, sin embargo, en células HEK 293T transfectadas con GARP
no se produce esta secrecion, lo que indica que el mecanismo de corte no funciona en

todos los tipos celulares y podria estar restringido a células Tregs (226).

1.4.5. Papel de GARP en la activacién de mbTGF-

Se ha comprobado que TGF-B se puede activar mediante el complejo GARP-LAP/ TGF-B a
través de integrinas. Para esta activacion se requiere queGARP se encuentre unido a la
membrana, ya que su forma soluble esincapaz de apoyar esta activacién. Como se ha
descrito previamente, cuando el TGF-B se encuentra anclado a la membrana, algunas
integrinas pueden unirse a los motivos RGD presentes en LAP y provocar la liberacién y
activacion de TGF-B. Las integrinas aVB6 y aVB8 son dos de las mas estudiadas en los
procesos de activacion de mbTGF-B. En este proceso, GARP se encarga de mantener el

complejo LAP/TGF-B anclado a la membrana y de presentarlo a estas integrinas (Figura 6).
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Figura 6: Papel de GARP en la activacion de TGF-B: GARP es capaz de unirse al complejo LAP/TGF-B y anclarlo
a la membrana celular. De esta forma el complejo GARP/LAP/TGF-B queda accesible para las integrinas que

pueden unirse a LAP, provocar un cambio conformacional del mismo y liberar TGF-B activo.

En efecto, en un estudio realizado por Wang y colaboradores se observéd que las
integrinas aVB6 y aVP8 eran capaces de inducir la activacion de TGF-B1 en el complejo
GARP/mbTGF-B1 de células HEK 293T pero no eran capaces de activarlo en su forma
soluble(226). Las células Tregs no expresan el gen que codifica la integrina aVB6 pero si el
que expresa la aVP8. En varios estudios se ha demostrado que esta integrina es la
responsable de la activacion del mbTGF-B1 en células Tregs tanto de ratén (227) como de

humano (104).

Por tanto, se ha propuesto que GARP es capaz de regular la biodisponibilidad y activacion

de TGF-B en la superficie celular mediante 2 mecanismos (226):

1. Inhibiendo la secreciéon de TGF-B, y de esta forma, impidiendo su unién a la matriz

extracelular.

2. Proporcionando una plataforma para la presentacidn de TGF-B latente a las integrinas

necesarias para que pueda tener lugar la activacion de mbTGF-p.

1.4.6. Funciones de GARP

El papel que lleva a cabo GARP en los diferentes tipos celulares en los que se ha
detectado su expresién es poco conocido. TGF-B es capaz de inducir la generacién de
células Tregs (228). Como se ha dicho previamente, GARP se expresa en Tregs y esta
expresion se correlaciona con la actividad supresora que estas células son capaces de
llevar a cabo. El silenciamiento de GARP en Tregs es capaz de dafiar significativamente
esta actividad (Wang et al. 2008). GARP también es capaz de convertir células T
respondedoras en células Tregs (Foxp3*) cuando se produce la activacidon de ambos tipos
celulares por medio del TCR (Receptor de linfocitos T)(Wang et al. 2008). Las células Tregs
que expresan el complejo GARP/LAP/TGF-B también son capaces de inducir la

diferenciacion de las células Th17 (230). Recientemente se ha demostrado que también
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las plaguetas expresan GARP en sumembrana siendo esta molécula esencial para la
expresion de TGF-B latente (GARPLAP/TGF-B) (228). Sobre el papel que juega GARP en
plaguetas hay un estudio realizado en pez cebra donde se ha visto que GARP juega un
papel fundamental en los procesos de coagulacién (231), sin embargo, en otro estudio
realizado en ratones no se pudo detectar ninguna diferencia en estos procesos entre

ratones con plaquetas GARP* y GARP(232).

También se conoce alguna funcién de GARP en células tumorales, en un estudio reciente
se ha visto que GARP se expresa en varios tipos de tumores humanos y que la intensidad
de su expresién se correlaciona con una peor prognosis. En este estudio también se ha
visto que al transfectar células tumorales con GARP, estas células son capaces de producir
tumores de mayor tamafio cuando son trasplantadas en ratones. Como en estos tumores
se observa un aumento en la fosforilacion de Smad 2/3, los autores sugieren que el efecto
de GARP sobre el crecimiento tumoral puede ser debido a la produccién de mas TGF-1

activo por parte de las células transfectadas (233).

Finalmente, GARP también ha sido involucrado en la proliferacion de algunos tipos
celulares. Por ejemplo, algunos estudios han indicado un papel de GARP en la
proliferacién de las células T (Probst-Kepper et al., 2009). En este estudio se ha
demostrado que la expresion ectdpica de GARP en células T colaboradoras reduce su
capacidad de proliferacion. En otro estudio se ha visto que al silenciar la expresion de
GARP en células T reguladoras CD4* CD25* se reduce su capacidad de proliferacién.
Ademas, en ese mismo estudio se analizé el papel de GARP en la proliferacion de lineas
celulares que normalmente no expresan GARP y se vié que al transfectar células HelLa con
un vector que codifica GARP, los clones que expresaban cantidades menores de GARP en
su membrana proliferaban mas despacio que aquellos que expresaban cantidades mas
elevadas. Los cambios en el crecimiento celular de los clones fueron reflejo de una
desaceleracion de la progresion de su ciclo celular y de la acumulacién de proteinas
inhibidoras del ciclo. Ademas, silenciando GARP con RNAs interferentes en los clones que

presentaban una mayor expresion de esta proteina, se consiguié reducir de forma
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significativa la expresidn de GARP asi como la capacidad de proliferar de dichos clones.
Estas observaciones confirman que una disminucion de la expresiéon de GARP disminuye

la proliferacion celular (224).
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2. HIPOTESIS Y JUSTIFICACION

Las células mesenquimales estromales (MSCs) tienen importantes funciones
inmunomoduladoras y son capaces de secretar moléculas bioactivas que intervienen en
procesos de reparacion tisular. Estas funciones, hacen de estas células una herramienta
prometedora para el tratamiento de enfermedades inflamatorias y autoinmunes. Sin
embargo, los resultados en cuanto a su actividad terapéutica han mostrado una alta
variabilidad tanto en modelos animales como en ensayos clinicos. Esta elevada
variabilidad refleja las diferencias entre las MSCs utilizadas en los diferentes estudios
tanto a nivel de su origen, del método de cultivo/aislamiento asi como del nimero de
pases. Es por tanto necesaria una mejor caracterizacion de las preparaciones de MSCs asi
como una mejor comprension de la biologia de las mismas para mejorar su eficacia

terapéutica.

Las MSCs expresan TGF-B y también son capaces de responder a TGF-B activo, una
molécula fundamental en muchos procesos involucrados en inmunomodulacion,
homeostasis y regeneracion tisular. Por lo tanto, nuestra idea de partida es que una
compresidon mas en profundidad del papel de TGF-B en las MSCs es fundamental a la hora
de disefiar terapias utilizando MSCs. Partiendo de estudios previos de nuestro grupo en
los que se observé expresion heterogénea de CD105 en MSCs de ratdn, asi como datos en
la literatura que indicaban que GARP podria estar expresdandose en MSCs humanas vy
anadlisis de expresién de mRNA en nuestro grupo donde se confirmd dicha expresién en

MSCs de ratén, propusimos las siguientes hipdtesis:

1. CD105 identifica dos subpoblaciones de MSCs con diferente capacidad de

diferenciaciéon e inmunomodulacion.

2. Las MSCs de ratén y humanas expresan GARP/TGF-B y su expresion tiene un papel

relevante en la biologia de las MSCs.
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3. OBJETIVOS

El objetivo de la presente tesis es entender las implicaciones de CD105 y GARP en la

biologia y capacidad terapéutica de las MSCs, mas especificamente:

1. Analizar la expresion de CD105 en MSCs derivadas de tejido adiposo de ratén (mASCs)

y caracterizar las subpoblaciones CD105 y CD105%, con respecto a:
1.1. Propiedades troncales de estas células.
1.2. Capacidad inmunomoduladora (Células T y macréfagos).
2. Comprender el papel de GARP en la biologia de las MSCs:
2.1. Comprobar los niveles de expresion de GARP en MSCs de ratén y humanas.

2.2. Estudiar el impacto de GARP en la regulacidon de la secrecidn y activacion de

TGF-B por parte de las ASCs de ratén y humanas (hASCs).

2.3. Estudiar el papel de GARP sobre la funcién inmunomoduladora de las mASCs

in vitro.

3. Estudiar en profundidad las implicaciones de GARP sobre la regulacién de la

proliferacién de las MSCs:

3.1. Efecto del silenciamiento de GARP sobre la capacidad de proliferacién y

supervivencia de las MSCs.

3.2 Efecto de la sobreexpresion de GARP sobre dichas capacidades.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Animales
Se utilizaron machos de ratones Balb/c (6-10 semanas) y C57BI/6 (6-8 semanas) (Charles

River, Barcelona, Espafa) para la extraccién de células mesenquimales estromales
derivadas de tejido adiposo (mASCs) o de médula ésea (MBM-MSCs) y para la generacién
de suspensiones celulares de esplenocitos. Todos los experimentos se realizaron
siguiendo las pautas institucionales para el cuidado y uso de animales de laboratorio en
investigacion y con el consentimiento del comité ético local del Hospital Virgen de la

Macarena en Sevilla.

4.2. Lineas celulares y medios de cultivo

4.2.1 Aislamiento ycultivo de MSCs de ratdn

- MSCs derivadas de tejido adiposo (mASCs):La grasa fue extraida en esterilidad, cortada
en pequefios trozos, resuspendida en 2,5 ml de HBSS (Hank’s Balanced Salt Solution,
Invitrogen) con 2 mg/ml de colagenasa tipo | (Sigma Aldrich) por gramo de tejido e
incubada a 372C durante 30 minutos, agitando cada 5 minutos. La suspensién se lavé 2
veces con HBSS y se filtré con filtros celulares de 100 um primero y 40 um después. Las
células se respuspendieron en medio MesenCult (Stem Cell) con un 20% de Suplementos
estimuladores de células mesenquimales estromales de raton (Stem Cell) y 100 unidades
de penicilina/estreptomicina (GIBCO) por cada mililitro de medio de cultivo. Finalmente,
estas células se contaron, se plaquearon a una densidad de 15-30.000 células/cm? y se
cultivaron en condiciones de hipoxia (5% O, y 5% CO,). A las 24 horas se eliminaron las
células no adheridas. En los pases siguientes las células se plaquearon a una densidad de

10.000 células/cm? en medio MesenCult completo.

- MSCs derivas de médula dsea (mBM-MSCs): Las células de médula ésea se extrajeron
mediante la inyeccién de medio Mesencult en el fémur y la tibia, previamente extraidas
en esteriliad, de ambas patas traseras del ratén. Tras lavar dos veces y filtrar por filtro de

40 pum, se plaquearon 1,5 x 10°® células/cm? en frascos de cultivo celular. Las células se
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cultivaron en medio Mesencult con un 20% de Suplementos y 100 Unidades de
penicilina/estreptomicina. A las 24 horas se eliminaron las células no adheridas. Las

mBM-MSCs se utilizaron a pase > 5.

4.2.2Macroéfagos de ratén

Los macrdéfagos se obtuvieron llevando a cabo el mismo procedimiento que se usé para
purificar MSCs de médula dsea. Tras el contaje de las células, se plaquearon 0,4x10°
células en medio DMEM (Invitrogen) suplementado con 2mM L-glutamina, 100
Unidades/ml de penicilina estreptomicina y 20% de suero inactivado por calor. En dicho
medio se afiadieron 20 ng/ml de M-CSF (Peprotech) y se dejaron las células en cultivo

durante 5 -7 dias para permitir su diferenciacidn a macréfagos.

4.2.3 Cultivo de MSCs humanas

- MSCs derivadas de tejido adiposo (hASCs): Las hASCs se obtuvieron del Biobanco del
Sistema Sanitario Publico de Andalucia (Parque Tecnoldgico Ciencias de la Salud, Centro
de investigacion Biomédica, Granada). Para ver la induccién de GARP en hASCs recién
aisladas, se extrajeron hASCs de tejido graso humano obtenido de donantes sanos, que
también fue proporcionado por el Biobanco. El procesamiento de la grasa se llevd a cabo

del mismo modo con el que se procesé la grasa procedente de ratén.

- MSCs derivadas de médulas dsea (hBM-MSCs): Las hBM-MSCs fueron cedidas por Jose
M. Moraleda y Ana M2 Garcia Hernandez (Unidad de terapia celular y Trasplante

Hematopoyético, Servicio de Hematologia, Hospital Virgen de la Arrixaca, Murcia).

- MSCs derivadas de gelatina de Wharton (WJ-MSCs): Las células WJ-MSCs fueron cedidas

por José Mariano Ruiz de AlImodovar (Centro de Investigaciones Biomédicas, Granada).

- MSCs derivadas de colon (colon-MSCs): Las muestras de colon de donantes sanos se
obtuvieron del Departamento de Cirugia del Hospital Universitario Virgen de las Nieves
(Granada). Para el aislamiento de las MSCs, las muestras de colon se sometieron a dos

lavados con HBSS donde se habian afiadido 2,5 pg/ml de anfotericina B (Sigma Aldrich) y
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200 U/ml de penicilina/estreptomicina (GIBCO). Tras cortar la muestra en pequefios
trozos, se resuspendié en HBSS con 2mg/ml de colagenasa IV y 0,5 mg/ml de DNAsa |
(ambas de Sigma Aldrich) por cada gramo de tejido y se incubd durante 45 minutos a
379C, agitando cada 5 minutos. Los pasos posteriores se llevaron a cabo de forma idéntica

a como se realizd el procesamiento del tejido graso.

Para el cultivo de todas las MSCs humanas, se utilizé medio DMEM advanced (Dulbecco’s
Modified Eagle’s Medium, Invitrogen) suplementado con 10% de suero bovino fetal (FBS,
Biowest), Glutamax (GIBCO, Thermo Fisher Scientific) y 100 Unidades/ml de
penicilina/estreptomicina. Las células se cultivaron en condiciones de normoxia (21% O, y
5% CO,). Se realizaron pases cada 2-3 dias, segun su confluencia, usando TrypLE durante

5 minutos a 372C para la disociacion celular, tras un lavado previo con PBS.

4.2.4 Linea celular HEK-293T

(ATCC® CRL-11268) Linea celular empaquetadora, utilizada para la produccién de vectores
lentivirales. Las células HEK-293T se cultivaron en medio DMEM High Glucose (Biowest)
suplementado con 10% de FBS a 372Cy 10% CO.. Se realizaron pases cada 2-3 dias, seguin
su confluencia, usando TrypLE 0,4X durante 5 minutos a 379C para la disociacion celular,

tras lavar con PBS.

4.3. Plasmidos y vectores lentivirales

- Vectores lentivirales para silenciamiento de GARP de ratdn: Se utilizaron dos pldsmidos
con dos shRNAs (small hairpin RNAs) especificos para GARP de ratén (MISSION shRNA,
RefSeq: SHCLND-NM_001113379, Sigma Aldrich). En el texto se citaran como LV#3 vy
LV#6.

- Vectores lentivirales para silenciamiento de GARP humano: Se utilizaron dos plasmidos
con dos shRNAs especificos para GARP humano (RefSeq: SHCLND-NM_005512, Sigma
Aldrich): En el texto se citaran como LV#18 y LV#19.
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- Vector lentiviral Control (MISSION pLKO.1-puro nonmammalian shRNA control plasmid,
Sigma Aldrich): Como control, se utilizé un plasmido que codifica shRNAs que no tienen
como diana ningun gen conocido de ratén o de humano pero que activan la via de

interferencia del ARN. En el texto se citara como LV-CTRL.

- Vector lentiviral para la sobreexpresion de GARP: el cDNA (DNA complementario) con el
coddn optimizado de GARP humano fue sintetizado por Genscript y se subclond en el
vector lentiviral CEWP (236) bajo el promotor CMV (citomegalovirus), escindiendo el GFP

e introduciendo en su lugar el cDNA de GARP. En el texto se citard como LV-GARP.

- Vector lentiviral CEWP (236): Vector lentiviral expresando GFP (Proteina Verde

Fluorescente) bajo el promotor CMV. En el texto se citard como LV-CEWP.

- Vector lentiviral dsRED (237): Vector lentiviral expresando RFP (Proteina Roja
Fluorescente) derivada de Dicosoma sp., bajo el promotor EFla. En el texto se citara

como LV-dsRED.

- Pldsmidos de empaquetamiento y envuelta: Los plasmidos usados para las proteinas de
empaquetamiento y envuelta fueron, pCMVAR8.91 y pMD.G, respectivamente. El
pldsmido de empaquetamiento codifica para las proteinas gag, pol, tat y rev, mientras

que el de la envuelta codifica para la proteina VSVg.

4.4. Produccion de vectores lentivirales

Los vectores fueron producidos mediante un sistema de co-transfeccion de células HEK-
293T con tres plasmidos: 1) Plasmido vector (el requerido segun la ocasién), 2) Plasmido
de empaquetamiento pCMVAR8.91 y 3) Plasmido de la envuelta pMD.G, en proporcion
3:2:1 respectivamente. Las células HEK-293T se plaquearon 24h antes de la transfeccidon
en placas Petri de 10 cm de diametro procurando poner el nimero de células necesario
para que en el momento de la transfeccidn se encontraran entre un 80-90% de
confluencia. Los 3 plasmidos con los que se realiza la transfeccion se resuspendieron en

medio DMEM sin suero y se mezclaron con el reactivo de transfecciéon LipoD293™
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(SignaGen Laboratories). A las 48 horas se recogieron los sobrenadantes que contenian
las particulas virales y se concentraron (25-35X) utilizando filtros concentradores de 100

kD (Amicon Ultra-15, Merck).

4.5. Transduccién de MSCs

Para el silenciamiento de GARP, las MSCs de ratdn y humanas fueron transducidas
utilizando 0,7x10° células y mezcldndolas con los virus concentrados (LV-CTRL, LV#3,
LV#6, LV#18 o LV#19 segln corresponda). Estas células, se dejaron 10 minutos a
temperatura ambiente, posteriormente se anadieron a placas de 6 pocillos y se
mantuvieron a 379C durante 5 horas. Posteriormente, las células se lavaron y se volvieron
a plaquear en frascos T75. Las células se mantuvieron en condiciones de hipoxia (en el
caso de células de ratén) o normoxia (en el caso de células humanas). La expresion de
GARP se analizd a los 3 y 5 dias por citometria de flujo y PCR cuantitativa (qPCR),

respectivamente.

Para la sobreexpresién de GARP, se transdujeron hASCs de igual forma que para el
silenciamiento utilizando virus concentrados de LV-GARP, pero a las 24 horas de la
transduccién se volvié a realizar el mismo procedimiento, de manera que las células se
sometieron a una doble transduccidn. A los 4 dias se analizé la expresion de GARP por

citometria de flujo. Estas células se citan en el texto como hASCs GARP**.

La transduccién de hASCs con los vectores controles (LV-CEWP y LV-dsRED) se llevo a

cabo siguiendo el mismo procedimiento que para el silenciamiento de GARP.

Para recuperar la expresion de GARP en hASCs con GARP silenciado, citadas en el texto
como LV#19+LV-GARP, se mezclaron 0.6x10° ASCs con virus concentrados de LV#19 y LV-
GARP durante 5 horas. Posteriormente el medio se remplazé por medio fresco. Al dia
siguiente, las células se volvieron a transducir con virus concentrados de LV-GARP
durante 5 horas y después se expandieron a frascos T75 y se mantuvieron en condiciones
de normoxia a 372C. La expresion de GARP se analizé por citometria de flujo 4 dias

después de la transduccién.
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4.6. Titulacién de vectores

El nimero de copias por célula de los diferentes vectores empleados se determind por
gPCR con el kit QuantiTect SYBRGreen PCR (Qiagen) utilizando el termociclador a tiempo
real Stratagene MX30005Pro (Agilent Technologies).

Se utilizaron 0,06 pg de DNA gendmico (=10.000 células) y DNA plasmidico (de 102 a 10°
copias) para la curva estdandar como se habia descrito previamente (238). Se utilizaron los
siguientes primers: LV-backbone FW: 5'-GACGGTACAGGCCAGACAA-3’, LV-backbone RV:
5 - TGGTGCAAATGAGTTTTCCA-3".

4.7. Citometria de flujo

Las mASCs recién aisladas o procedentes de cultivos se incubaron con 7-
aminoactinomicina D (7AAD )(Sigma Aldrich) y 2.4G2 (eBioscience) y después se tifieron
con anticuerpos especificos para CD11b, CD29, CD31, CD34, CD44, CD45, CD49d, CD49f,
CD61, CD73, CD105, CD140a, CD146, sca-1, MHC de clase | y Il (todos de eBioscience),
anti-TGFBR1 (ALK5) o anti-TGFBR2 (ambos de R&D Systems). Se utilizaron los

correspondientes isotipos para determinar la tincién de fondo.

Para la tincion de LAP/TGF-B1, ASCs (de ratdén o humanas) se plaquearon a una densidad
de 5.000 células/cm? y tras 24-48 horas estas células se levantaron utilizando PBS con
2mM de EDTA. Las células se incubaron con 7AAD y 2.4G2 (en el caso de mASCs).
Posteriormente se afiadieron los anticuerpos anti-LAP/TGF-B1 de ratéon o humano (ambos
de Biolegend) seguido de los anticuerpos secundarios de ratén IgG-APC (Jackson

Immunoresearch) o IgG-Alexa488 (life technologies), respectivamente.

Para analizar la expresiéon de GARP, mASCs y hMSCs de diferentes tejidos se levantaron
utilizando TrypLE y se tifieron con los anticuerpos de ratdn o humano anti-GARP (GARP-
PE y GARP-eFluor660 respectivamente, ambos de eBioscience). Para la tincidn intracelular
de GARP, se fijaron y permeabilizaron mASCs vy las diferentes lineas de MSCs humanas y

se tifieron para GARP siguiendo las instrucciones del kit BD Cytofix/Cytoperm (BD
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Biosciences). Se utilizo el isotipo 1gG2a kappa-eFluor660 (eBioscience) para determinar el

fondo.

Las células se adquirieron utilizando el citémetro de flujo FACs Canto Il y se analizaron

utilizando el software FACS Diva (BD Biosciences).

Las hASCs GARP** se separaron de las hASCs sin transducir (NT) utilizando el citémetro de
flujo FACSAria Il. Estas células se citan en el texto como GARP**(S) y NT(S)

respectivamente.

4.8. Andlisis de proliferacion de MSCs

La proliferacidon celular se analizé de 3 formas diferentes:

1) Para el anlisis de la proliferacién de las mASC;t, CD105" y CD105" se plaquearon 2.500
células/cm2 de cada tipo celular en frascos de cultivo T25. Cuando las células alcanzaron
un 70-80%, se levantaron, se contaron y se volvieron a plaquear a la misma densidad
durante 10 pases. El mismo procedimiento se llevd a cabo para estudiar la proliferacion a
largo tiempo de las células que sobreexpresan GARP. Para ello se plaquearon 5.000
células/cm?de hASCs GARP**, LV-GFP y LV-dsRED y una vez a la semana se analizé el
numero de células por citometria de flujo o mediante el conteo usando el colorante

trypan blue.

2) También se estudid la proliferacion celular utilizando el reactivo CellTiter-Blue
siguiendo las instrucciones del fabricante (Promega). En resumen, se anadieron 1.000
células/pocillo de mASCs sin transducir (NT), LV-CTRL, LV#3 y LV#6 a placas de 96 pocillos
y se cultivaron en condiciones de hipoxia a 372C. En los dias 1, 3 y 7 se afiadié el reactivo
CellTiter-Blue a los pocillos durante las ultimas 4 horas de cultivo y se midié la

fluorescencia a 560 nm en un sistema Glomax multidetection (Promega).

3) La proliferacidn celular también se analizo utilizando el sistema de analisis en tiempo
real xCelligence (Roche Applied Science). Para ello se afiadieron, 4 dias después de la

transduccién, 1.000 células/pocillo de mASCs NT, LV-CTRL, LV#3 o LV#6; de hMSCs NT,
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CTRL, LV#18 o LV#19; o de hASCs LV-GARP o LV#19+GARP a placas de 16 pocillos (E-
plates) como se habia descrito previamente (239). La placa se situd en el xCelligence
dentro del incubador en condiciones de normoxia para la grabacidn continua de
impedancia, reflejada por el indice celular. En algunos experimentos realizados con MSCs
de ratdn, se afiadieron a los pocillos, a dia 1y 3, 2,5 mg/ml de un anticuerpo neutralizante
de TGF-B1/2/3 (R&D Systems) o 10 uM del inhibidor de TGF-B SB431542 (Sigma). En
algunos experimentos realizados con MSCs humanas, se afiadieron a las células, al dia
siguiente de la transduccidn y antes de afiadirlas a las placas de xCelligence, 10 uM de
SB431543, 1 mM de N-acetilcisteina (NAC), 0,5 mMde apocinina (Sigma Aldrich) o 25 uM
de mitoTEMPO (Sigma Aldrich). A los 4 dias de la transduccidn, las células se afiadieron a
las placas de xCelligence. A dia 1y 3, se cambid el medio por medio fresco conteniendo o

no los diferentes inhibidores.

4.9. Evaluacidn de la actividad inmunomoduladora de las mASCs in vitro

Para estudiar la actividad inmunosupresora de las mASCs, se trataron mASCs (ASCiot,
CD105*, CD105', NT, LV-CTRL o LV#6) con mitomicina C (50ug/ml, Sigma Aldrich) durante
20 minutos a 379C, se plaquearon a diferentes concentraciones en placas de 96 pocillos
de fondo plano y se permitié que las células se adhirieran al fondo durante 3-4 horas.
Paralelamente, se marcaron esplenocitos con 5 uM de CFSE (Carboxifluorisceina
succinimidil ester, Sigma Aldrich) y se afiadieron sobre los cultivos de ASCs. Sobre esos
cultivos se afadié anti-CD3 (1 pg/ml, BD Biosciences) como un estimulo mitogénico para
las células T. Las células se recogieron a dia 3, se tifieron con un anticuerpo anti-CD4 y se
analizdé en el citdmetro de flujo (FACS Canto I, BD Biosciences). La division celular se

analizé usando el software FlowJo (Tree Star Inc).

Los sobrenadantes de los cultivos de mASC (NT, LV-CTRL, LV#3 y LV#6) se recogieron y se
midié el contenido de NO; utilizando el ensayo de Griess. Brevemente, se aifiadieron 100
pldel reactivo de Griess (una mezcla 1/1 de p-aminobenzeno-sulfonamida al 1% en H3PO,
al 5% vy de dihidrocloruro de naftiletilendiamina al 0,1% en agua destilada) sobre 100 pl

de sobrenadante de cultivos y estandar (NaNO;) en placas de 96 pocillos. Las placas se
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incubaron a temperatura ambiente durante 10 minutos y se midié la absorbancia a 550

nm.

En algunos cocultivos de mASC con esplenocitos se afiadieron 50, 100 y 500 nM de
Compuesto E (Compound E, Enzo Life Sciences). Para analizar la expresién de HES1 en
células T respondedoras, se establecieron cocultivos de mASCs y esplenocitos como se ha
explicado previamente. Después de 1 dia de estimulacién, se recogieron los esplenocitos

y se analizd la expresion de HES1 por RTqPCR.

Para estudiar la capacidad de las mASCs para inhibir la funcion de las células NK (Natural
Killer), se purificaron estas células de bazo de ratén utilizando un kit especifico de
purificaciéon (NK cell isolation kit 1l, Miltenyi Biotech) vy siguiendo las instrucciones del
fabricante. Posteriormente, se afiadieron 60.000 células NK sobre 60.000 células mASCs
(NT, LV-CTRL, LV#3 o LV#6) tratadas con mitomicina C en placas de 24 pocillos, en
presencia o ausencia de 100 ng/ml de IL-15 recombinante (Peprotech). Las células no
adherentes de estos cocultivos se recogieron, se tifieron para CD49b y NKG2D (ambos de

eBioscience) y se analizaron por citometria de flujo.

4.10. Extraccion de RNA y PCR cuantitativa de transcripcion inversa (RTqPCR)

El RNA total se aislo utilizando el reactivo TRIzol (Invitrogen), mediante separacion por
fases con cloroformo y posterior precipitacion con isopropanol, siguiendo las
instrucciones del fabricante. Para la preparacién del cDNA se utilizé el kit QuantiTect
Reverse Transcription (Qiagen). La RTgPCR se llevé a cabo en el termociclador a tiempo
real Stratagene Mx3005Pro (Agilent Technologies) usando el kit QuantiTect SYBRGreen

PCR (Qiagen). Los primers utilizados se pueden ver en la tabla inferior.
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Primer Secuencia Sentido Secuencia Anti-sentido
CD105L 5’-GCACTCTGGTACATCTATTCTCACACACGTGG-3' 5"-GGGCACTACGCCATGCTGCTGGTGG-3’
CD105S 5"-TGAGTATCCCAAGCCTCCACCCCAT-3" 5"-CTGAGGGGCGTGGGTGAAGGTCAG-3
B-glicano 5"-AGCTTCACCGTTCTGTCTGG-3" 5"-AACTGGACCACAGAACCCTC-3
ALK1 5"-GGCCTTTTGATGCTGTCG-3" 5"-ATGACCCCTGGCAGAATG-3’
ALK2 5"-TTGCTCTCCCCTCCCCTA-3 5"-AGCACTGCTGGCCTTCAC-3’
ALKS 5"-TGTGCACCATCTTCAAAAACA-3’ 5"-ACCAAGGCCAGCTGACTG-3’
MMP-14 5"-GTGCCCTATGCCTACATCCG-3’ 5’-CAGCCACCAAGAAGATGTCA-3’
ALP 5"-TGTCATCATGTTCCTGGGAG-3’ 5"-ACACAAGTAGGCAGTGGCAG-3’
Osteocalcin 5"-CTGACCCTGGCTGCGCTCTG-3 5"-GGCTGGGGACTGAGGCTCCA-3’
PPAR-y 5"-AATCCTTGGCCCTCTGAGAT-3 5"-TTTTCAAGGGTGCCAGTTTC-3
LPL 5’-TCCACCTCTTAGGGTACAGC-3’ 5’-AATGTCAACATGCCCTACTG-3’
SOX-9 5"-AAGACTCTGGGCAAGCTCTG-3 5’-AGATCAACTTTGCCAGCTTG-3’
Nanog 5"-TTGCCTAGTTCTGAGGAAGC-3 5"-AACACAGTCCGCATCTTCTG-3"
iNOS 5"-GTTCTCAGCCCAACAATACAAGA-3’ 5"-GTGGACGGGTCGATGTCAC-3’
IL-6 5"-TAGTCCTTCCTACCCCAATTTCC-3 5"-TTGGTCCTTAGCCACTCCTTC-3’
IL-11 5’-TCCTTCCCTAAAGACTCTGG-3’ 5'-TTCAGTCCCGAGTCACAGTC-3’
B-actin 5"-AATCGTGCGTGACATCAAAG-3 5"-ATGCCACAGGATTCCATACC-3
GARP 5"-ACCAGATCCTGCTACTCCTG-3" 5"-ACGAAGCGCTGTATAGAAGC-3’
TGF-p1 5'-TGCGCTTGCAGAGATTAAAA-3’ 5’-AGCCCTGT ATTCCGTCTCCT-3
cnn-1 5-AC AAGAGCGGAGATTTGAGC-3’ 5"-TGAGTGTGTCG CAGTGTTCC-3
HES1 5"-CGGCATTCCAAGCTAGAGAAGG-3’ 5"-GGTAGGTCATGGCGTTGATCTG-3
hGARP 5"-ACAACACCAAGACAAAGTGC-3 5"-ACGAAGTGCTGTGTAGAAGC-3’
hiL-11 5’-GACCTACTGTCCTACCTGCG-3 5"-AGTCTTCAGCAGCAGCAGTC-3’
hGAPDH 5"-ATGGGGAAGGTGAAGGTCG-3’ 5'-GGGGTCATTGATGGCAACAATA-3

4.11. Purificacion y estimulacion de mASCs CD105" y CD105*

Para la purificacion de mASCs CD105 y CD105*, se marcaron mASCs (pase 2-4) con
anticuerpos anti-CD105-PE (eBioscience) y seguidamente se afiadieron microesferas anti-
PE siguiendo las instrucciones del fabricante (Miltenyi Biotech). Estas células se separaron
utilizando un separador celular AUTOMACSpro (Miltenyi Biotech). Las poblaciones

celulares obtenidas presentaron mas de un 90% de pureza.
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Para la estimulacién con TGF-B1, se cultivaron células durante 24 horas en medio
Mesencult con un 1% de suplementos y posteriormente se estimularon con 10 ng/ml de

TGF-B1 recombinante humano (Peprotech) durante diferentes periodos de tiempo.

Las mASCs totales (ASCit) CD105*y CD105 se estimularon con 10 ng/ml de INF-y y TNF-a
(Peprotech) durante 12 y 24 horas para extraccion de RNA y durante 24 horas para
citometria de flujo. La confluencia celular se cuantificé utilizando el software Imagel

(http://rsbweb.nih.gov/ij/). Para inhibir metaloproteinasas de matriz (MMPs) se

afiadieron 25uM de GM6001 (Millipore).

4.12. Ensayo de capacidad de formacion de unidades formadoras de colonias de
fibroblastos (CFU-F)

El ensayo de CFU-F se llevd a cabo como se habia descrito previamente (210).
Brevemente, se plagquearon 2.000 mASCs (ASCi.t, CD105* 0 CD1057) en placas de Petri de
10 cm vy se cultivaron durante 14 dias en medio MesenCult completo. La mitad del medio
se reemplazé por medio fresco cada 3-4 dias. Posteriormente, las células se lavaron con
PBS, se fijaron con 3,7% de paraformaldehido (15 minutos a temperatura ambiente) y se

tineron con 1% de cristal violeta. Se contaron las colonias mayores de 2 mm.

4.13. Diferenciaciéon de MSCs

Para estudiar la capacidad de diferenciacién de las MSCs se plaquearon ASCit, CD105* o
CD105 (pase 3-5) a una densidad de 20.000 células/cm? en pocillos de 6 para
adipogénesis, de 10.000 células/cm? para osteogénesis o 0,5-1 x 10° células/tubo de 15
ml para condrogénesis. La diferenciacion fue inducida usando kits especificos de
diferenciacion adipogénica, osteogénica o condrogénica (BulletKits, LONZA) siguiendo las
instrucciones del fabricante. En paralelo, se mantuvieron células en cultivo con medio

MesenCult como controles de diferenciacion espontanea.

Los adipocitos se visualizaron a los 14 dias utilizando OiIlRED (Sigma Aldrich). Brevemente,
se fijaron las células usando paraformaldehido al 4% durante 20 minutos a temperatura

ambiente y después se lavaron dos veces con PBS. Después las células se pre-incubaron
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con propanol al 60% en agua destilada y seguidamente, se tifieron con OilRED al 0,3% en
propanol (60%) durante 10 minutos a temperatura ambiente. Para la cuantificacion, las
células se lavaron con PBS, se dejaron secar al aire y se extrajo el OilRED con isopropanol.

Se cuantificomidiendo la absorbancia a 450 nm.

Para la osteogénesis, las células se tifieron con Alizarin RED (Sigma Aldrich) a dia 16 de la
diferenciacidn. El drea teiida se cuantificd usando el software Imagel y se representa

como el porcentaje del area total.

Para la condrogénesis, los pellets de condrocitos se fijaron con paraformaldehido al 4%,

se incrustaron en parafina y se tifieron secciones (5um) con Alcian blue (pH 1).

4.14. Co-cultivo de macréfagos

Se plaquearon ASCi,:, CD105* 0 CD105 en placas de 24 pocillos (40.000 células/pocillo)
con macrdéfagos (0,5 x 108 células/pocillo) y se cultivaron durante 48 horas en normoxia.
En paralelo, se cultivaron mASCs y macréfagos por separado para usarlos como controles.
Las células se cultivaron durante otras 24 horas con o sin 1 ug/ml de LPS (Sigma Aldrich).
Posteriormente, se recogieron los sobrenadantes de los cultivos y se congelaron a -202C

para la posterior cuantificacion de IL-10 y IL-12 por ELISA.

4.15. Medida de la produccion de TGF-B1 por las ASCs.

Para medir TGF-B1, se plaquearon 20.000 células/cm? de ASCi:, CD105* o CD105", LV-
CTRL, LV#3 o LV#6 en el caso de células de ratén, o de NT, LV-CTRL, LV#18 o LV#19 en el
caso de ASCs humanas. Estas células se mantuvieron en cultivo durante 48 horas y se
recogieron los sobrenadantes de las mismas. Posteriormente se analizaron los niveles de
TGF-B1 utilizando un kit de ELISA especifico (TGF-B1 Ready-SET-go, eBioscience) vy
siguiendo las instrucciones del fabricante. Algunas de las muestras fueron tratadas con
1M de HCl y neutralizadas con 1M de NaOH para activar el TGF-B1. En paralelo, se afiadid
MesenCult o DMEM advanced a pocillos vacios y se recogieron los sobrenadantes para

medir el fondo. Los valores representados se obtuvieron sustrayendo los niveles de TGF-
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B1 obtenidos en el medio MesenCult o DMEM, de los sobrenadantes procedentes de los

cultivos celulares.

4.16. Medida de la produccion de citoquinas y Prostaglandina E2 (PGE;) por las mASCs.

Se realizd un cultivo de ASCit, CD105* 0 CD105 (20.000 células/cm?) con o sin IFN-y y
TNF-a y tras 24 y 48 horas se recogieron los sobrenadantes. El contenido en citoquinas y
los niveles de PGE; se analizaron usando los kits de ELISA (Ready-SET-go) para IL10, IL-12
(eBioscience) o un kit de ELISA especifico para PGE, (Cayman Chemicals), siguiendo las

instrucciones del fabricante en todos los casos.

4.17. Western Blot

Para llevar a cabo el Western Blot, se lisaron células en RIPA buffer con inhibidores de
proteasas (ambos de Sigma Aldrich) a una concentracién de 1 x 10° células/100 ml de
buffer. Los lisados (20 mg/muestra) se sometieron a electroforesis en geles de
Dodecilsulfato sédico (del inglés SDS)- Poliacrilamida al 10% y se transfirieron a
membranas de nitrocelulosa (Bio-Rad). Las membranas se bloquearon con 5% de leche
desnatada y se marcaron con anti-LRRC32 (Plato-1, ENZO Life Sciences) a una dilucién
1:500 y se dejaron incubar a 49C durante toda la noche. Seguidamente, se incubaron una
hora con un anticuerpo anti-ratdon IgG-IRDye680 a dilucién 1:20.000 (LI-COR Biosciences).
Las proteinas se detectaron utilizando un sistema de escaneado de imagen Odyssey (LI-

COR Biosciences).

4.18. Microscopia confocal
Para la cotincidon de LAP/GARP, se levantaron mASCs con EDTA como se ha descrito arriba
y se tifieron con GARP-PE (eBioscience) y LAP/TGF-B1 purificado (TW7-16B4) seguido de

la tincidn con un anticuerpo frente a ratdn IgG-Alexa 488 (Molecular Probes).

Para la tincién de phospho-Smad 2/3, se plaquearon 5.000 células/pocillo de mASCs NT,
LV-CTRL, LV#3 o LV#6 en cdmaras de 8 pocillos Lab-Tek Il (Nalgene, Thermo Fisher
Scientific) y se cultivaron en medio MesenCult con 0,2% de FBS durante dos dias.

Seguidamente, las células se tifieron para phospho-Smad 2/3 (anti-ratdon/humano
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phospho-Smad2 [Ser465/467]/ Smad3 [Ser 423/425], Cell Signhaling Technologies) seguido
por un anticuerpo anti-conejo Alexa555 (Molecular Probes) siguiendo las instrucciones
del fabricante. Los portaobjetos se montaron usando el reactivo Slowfade Gold antifade
qgue contiene DAPI (Molecular Probes). Las imagenes se adquirieron en un microscopio
confocal Zeiss LSM 710 (Carl Zeiss). El grado de co-localizacion (coeficiente de

superposicidon segin Mander) se calculd utilizando el software ZEN 2010.

4.19. Tincién con Anexina V

Para analizar la apoptosis se plaquearon 50.000 células/pocillo de hASCs NT, LV-CTRL,
LV#18, LV#19, LV-GARP, LV#19+GARP o LV-CEWP en placas de 12 pocillos, 4 dias después
de la transduccién. Al dia siguiente, se trataron las células con 100, 500 o 1.000 ng/ml de
tricostatina A (TSA) para inducir apoptosis. Se dejaron células de cada sin tratar para usar
como controles. La apoptosis se analizd utilizando un kit especifico de deteccién de
Anexina V (PE Annexin V Apoptosis kit |, BD Biosciences) y siguiendo las instrucciones del
fabricante. La frecuencia de células Anexina V positivas fue analizada por citometria de

flujo.

4.20. Perfil de expresion génica y analisis de datos

Para llevar a cabo el perfil de expresidon génica de las hASCs en ausencia de GARP, se
plaguearon 200.000 células NT, LV-CTRL, LV#18 y LV#19 en frascos T25, 4 dias después de
la transduccién. A los 2 dias de plaquearlas, se levantaron y se mezclaron con RNAlater®
(Sigma Aldrich). La purificacién y el control de calidad del RNA asi como los experimentos
de microarray se llevaron a cabo por la Unidad de Gendmica y Genotipado de GENYO.
Para analizar la expresion de mas de 47.000 genes se amplifico el RNA total (500 ng) de 3
réplicas bioldgicas independientes (NT, LV-CTRL, LV#18 y LV#19) utilizando el kit lllumina
TotalPrep RNA Amplification (Ambion), posteriormente, se llevd a cabo la transcripcidn
inversa a la vez que se marcaron las muestras con biotina siguiendo las instrucciones del
fabricante. El cDNA se hibridé durante toda la noche con el chip Human HT-12 V4.0
BeadChip (lllumina). Posteriormente, los chips se lavaron, se tifieron con estreptavidina

marcada con un colorante y se escanearon utilizando el escaner lllumina IScan. Los datos
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en crudo se exportaron y se procesaron utilizando controles negativos para la correccién
y normalizacién del fondo.Los analisis estadisticos fueron llevados a cabo por la Unidad
de Bioinformatica de GENYO. Se seleccionaron los genes con un p-valor <0,05 como genes
expresados diferencialmente entre las muestras GARP* y GARP'.Los anadlisis de las
funciones bioldgicas y las vias candnicas afectadas se llevaron a cabo utilizando el
software Ingenuity Pathway Analysis (IPA) (Ingenuity Systems Inc). Se consideraron rutas
inducidas aquellas que presentaban un z-score >2 y rutas inhibidas las que presentaban

un z-score <2.

4.21. Cuantificacion de secuencias de shRNA

Para cuantificar los niveles relativos de secuencias de shRNA en hASCs LV-CTRL, LV#18 y
LV#19, se llevd a cabo la poliadenilacion de las muestras del RNA utilizadas en el
microarray siguiendo las instrucciones del kit Poly(A) Polymerase Tailing (Lucigen).
Después, se realizé la reverso transcripcion de las muestras poliadeniladas mediante un
kit especifico (High Capacity cDNA reverse transcription kit, Applied Biosystems)
utilizando un primer adaptador de poli (M) (5°-
TITTTTTTTTITGGATATCACTCAGCATAATTAAGACACGAGCG-3). Posteriormente, se llevo a
cabo una gPCR de los diferentes shRNAs utilizando primers con secuencia sentido
especificos para cada shRNA (LV-CTRL FW: 5'-CAACAAGATGAAGAGCACCA-3’, LV#18 FW:
5’-GAATCTGGATTTGAGCTACA-3’, LV#19 FW: 5'-CTACCTGAACTTGTCCAACA-3’) frente a un
primer con secuencia anti-sentido universal (Universal RV: 5'-
GCGAGCACAGAATTAATACGAC-3’). Los resultados fueron normalizados utilizando U6
como calibrador (U6 FW: 5'-CTCGCTTCGGCAGCACA-3’, ue RV: 5'-
AACGCTTCACGAATTTGCGT-3’). Ademads, los productos de PCR generados, fueron TA-
clonados utilizando el kit de vector PCR 2.1 (Invitrogen) y las colonias fueron
seleccionadas en placas de agar con IPGT/X-GAL (Sigma Aldrich). Se aislaron plasmidos de
4 clones por cada linea celular y se secuenciaron utilizando el primer M13 foward: 5'-

GTAAAACGACGGCCAG-3" (Thermo Fisher) y el secuenciador genético 3130 (Applied

69



Biosystems), confirmandose de esta forma la identidad de los shRNAs producidos por LV-

CTRL-, LV#18- and LV#19.

4.22. Ensayo de incorporacién de 5-bromo-2-desoxiuridina (BrdU)

El ciclo celular de las hASCs se estudié utilizando el kit BD Pharmingen™ BrdU Flow kit (BD
Biosciences). Para ello, se trataron hASCs NT, LV-CTRL, LV#18 y LV#19 con BrdU (10 uM,
durante 3 horas), 24 horas después de la transduccidn. A los 3 dias, las células se
marcaron, siguiendo las instrucciones del fabricante, para analizar la incorporacion de

BrdU. La frecuencia de células BrdU* se analizé por citometria de flujo.

4.23. Medida de la producciéon de ROS

El contenido total en especies reactivas del oxigeno (ROS) de las hASCs se detectd
utilizando un kit especifico (DCFDA/H2DCFDA - Cellular Reactive Oxygen Species
Detection Assay Kit, Abcam). Para ello, se plaguearon 50.000 hASCs NT, CTRL, #18 y #19
en placas de 12 pocillos, 4 dias después de la transduccién. Al dia siguiente, se afiadié
sobre la placa 20 uM del reactivo fluorescente DCFDA (diacetato de diclorofluoresceina) y
se dejaron incubar las células 30 minutos a 379C. Posteriormente, las células se
levantaron, se lavaron y se analizé el contenido celular de ROS por citometria de flujo.
Para analizar el contenido en ROS especifico de mitocondria (mtROS) se utilizé el reactivo
especifico MitoSOX (Molecular Probes, Invitrogen). Para ello, se plaquearon 50.000 hASCs
NT, CTRL, #18 y #19 en placas de 12 pocillos, 4 dias después de la transduccién. Al dia
siguiente, se afiadid sobre la placa medio de cultivo con 5 uM del reactivo fluorescente
MitoSOX. Las células se dejaron en el incubador 10 minutos a 372C y seguidamente, se
reemplazé el medio por medio fresco y se dejaron 3 horas a 372C. Finalmente, Las células

se levantaron, se lavaron y se analizé el contenido en mtROS por citometria de flujo.

4.24. Analisis de la fosforilacion de H2AX
Para la deteccién de roturas de DNA de cadena doble (DSBs), se midieron los niveles de
H2AX fosforilado (y-H2AX) por citometria de flujo usando un kit especifico (FlowCellect®

Histone H2AX Phosphorylation Assay Kit, Millipore). Para inducir DSBs, se plaquearon
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50.000 hASCs (NT, LV-CTRL, LV#18, LV#19 and LV-GARP) en placas de 12 pocillos. Al dia
siguiente, las células se trataron con 25 uM de Etoposido (Sigma Aldrich) o se sometieron
a irradiacién (10 Gy) usando una dosis de 1,66 Gy min? en un irradiador gamma L.
Shepherd & Associates MARK-I model 30 en la Unidad Experimental de Radiologia del
Centro de Investigaciones Biomédicas de la Universidad de Granada. Las células se
tineron para y-H2AX a diferentes tiempos, siguiendo las instrucciones del fabricante. Los

niveles de y-H2AX se analizaron por citometria de flujo.

Para estudiar el efecto de la inhibicién de TGF-B o de mtROS en la induccién de DSBs, se
plaguearon 50.000 hASCs (NT, LV-CTRL, LV#18, LV#19) en pocillos de 12 a las 5 horas de la
transduccion. Al dia siguiente las células se trataron con SB431542 (10uM) o Mitotempo
(25uM) para inhibir TGF-B o mtROS, respectivamente. Pasados 3 dias del tratamiento, las
células se levantaron y se tifieron para y-H2AX siguiendo las instrucciones del fabricante y

se analizaron los niveles de y-H2AX por citometria de flujo.

También se llevd a cabo un analisis de expresién de y-H2AX por citometria de Imagen.
Para ello, se levantaron y se tifieron hASCs (NT, LV-CTRL, LV#18, LV#19) para y-H2AX
utilizando el kit anteriormente citado. Posteriormente, los niveles de expresion de y-H2AX
se midieron utilizando el citdmetro de Imagen ImageStream X Mark Il (Merck Millipore) y
se analizaron con el software IDEAS utilizando el programa especifico Spot Wizard. Este
programa, proporciona el nimero concreto de focos por nicleo mediante un algoritmo

interno.

4.25. Analisis estadisticos

Todos los analisis estadisticos se realizaron utilizando el software GraphPad Prism. Todos
los datos se representan como la media (SEM) de 3 experimentos independientes a
menos que se indique lo contrario en la leyenda de las figuras. Las comparaciones por
pares y las comparaciones multiples de los datos obtenidos desde la figura 7 hasta la 18
se realizaron utilizando el test no paramétrico Kruskal-Wallis seguido del test de Dunn.

Las comparaciones por pares y las multiples comparaciones de los datos obtenidos desde
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la figura 19 hasta la 31 (sin tener en cuenta las figuras 22-25 que son del microarray) se
realizaron utilizando el test T de Student y ANOVA de un factor, seguido por del test de
Dunnet o de Bonferoni, respectivamente. P-valores <0,05 se consideraron

estadisticamente significativos.
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5. RESULTADOS

5.1. OBJETIVO 1: Analizar la expresion de CD105 en MSCs derivadas de tejido

adiposo de ratén (mASCs) y caracterizar las subpoblaciones CD105* y CD105".

5.1.1. La expresion de CD105-Largo (CD105L) es heterogénea en MSCs de ratén

Para caracterizar el fenotipo temprano de las mASCs, se estudid la expresidon de
diferentes marcadores de MSCs en suspensiones celulares provenientes de digestiones de
tejido adiposo (CD-AT) con colagenasa tipo 1, antes de la adhesion al plastico y a
diferentes tiempos después de dicha adehsién (1, 2 y 6 dias de cultivo). Antes de la
adhesion celular al plastico, el 35% y el 50% de las células expresaban sca-1 y CD29,
respectivamente, mientras que fueron casi negativas para CD44 y CD105 (7%y 5%
respectivamente) (Figura 7A). Tras el cultivo in vitro en condiciones de hipoxia, alrededor
del 30-40% de todas las células nucleadas se adhirieron al plastico y casi el 100% de esta
fraccién adherente fue positiva para CD29, CD44 y sca-1 después de 2 dias en cultivo. En
contraste, la expresién de CD105 alcanzé un maximo de 30-40% después de 6 dias en
cultivo. La fraccién CD45* disminuyé rapidamente durante la expansion inicial y
desaparecié casi por completo a dia 6. La expresién de CD44 se mostré sensible a la
colagenasa tipo 1y al TrypLE, lo que puede explicar la ausencia de su expresién en CD-AT.
Sin embargo, la expresidon de CD105 no se vio afectada por la acciéon de estas enzimas
(Figura 7B) y su ausencia en células CD-AT sugiere que su expresion es inducida en una

parte de las mASCs tras su cultivo in vitro.

Para una caracterizacién mas en detalle de los cultivos de mASCs, se procedid a
determinar la expresién en mASCs con los marcadores estandar de MSCs por citometria
de flujo. Nuestros estudios mostraron la presencia de dos poblaciones cuando se analizd
la expresion de CD105, una poblacién positiva (CD105%) y otra negativa (CD105°), mientras
que el resto de marcadores mostraron una expresion homogénea, positiva para CD29,
CD44, CD49f, CD140a y MHC de clase | y negativa para CD11b, CD45, CD49d, CD61, CD73,

CD146 y MHC de clase II) (Figura 7C). Con la finalidad de determinar si la aparicién de dos

75



subpoblaciones diferenciadas en cuanto a su expresion de CD105 era una caracteristica
comun para las MSCs de ratén procedimos a analizar MSCs de diferentes cepas asi como
de otros tejidos (médula ésea). Como puede observarse en la figura 7D observamos
patrones de expresién similares de CD105 en MSCs derivadas de diferentes cepas de
ratones o de MSCs de diferente origen (médula dsea).

Existen dos isoformas funcionales de CD105, CD105-largo (CD105L) y CD105-corto
(CD105S) que tienen efectos contrarios en la sefalizacion por TGF-(195). Por PCR
cuantitativa (RTqPCR) encontramos que las mASCs expresan la isoforma CD105L mientras
que no se detectd la presencia de CD105S (Figura 7E).

Las diferencias observadas en la expresion de CD105L podrian ser una consecuencia de
las condiciones de cultivo. Por lo tanto, nos propusimos analizar si la expresién de CD105L
en mASCs podria ser modulada por el tiempo de cultivo in vitro (nimero de pases), la
confluencia celular, la presidon de oxigeno o por diferentes citoquinas. Encontramos una
pequefia pero continua reduccion de expresion de CD105 durante la expansion de las
mASCs. Sin embargo, ni los niveles iniciales de expresion de CD105 ni su regulacién
negativa durante los pases, se afectd por la presidon de oxigeno (Figura 7F). Se sabe que
TNF-a e IFN-y son activadores de las MSCs (240) y se ha visto que son capaces de regular
negativamente la expresion de CD105 en células endoteliales vasculares (241). Sin
embargo, la estimulacién de las mASCs con ambas citoquinas no afecté a la expresion de
CD105 mientras que se reguld positivamente la expresion de MHC de clase | y sca-1

(Figura 7G).
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Figura 7: Las MSCs de raton son heterogéneas en su expresion de CD105L: (A) Se digirié tejido adiposo
procedente de raton con colagenasa tipo | durante 30 minutos y la suspensidén celular resultante se
caracterizd por citometria de flujo para la expresién de varios marcadores de superficie antes (dia 0) y
después (dia 1, 2 y 6) de afiadirlas a placas de cultivo. (B) Los cultivos de ASCs se despegaron de las placas
utilizando EDTA (2mM en PBS), TrypLE o EDTA seguido de colagenasa | y se analizaron por citometria de flujo.
Los niveles de expresion (MFI) de cada marcador se normalizaron con la correspondiente tincién de células
levantadas con EDTA. (C) Caracterizacion por citometria de flujo de mASCs de pase 4 para un panel de
antigenos de superficie. Se muestran histogramas representativos y los porcentajes de las células positivas
(media (SEM)) de 4 experimentos independientes. (D) Caracterizacion por citometria de flujo de los niveles de
expresion de CD105 en ASCs procentes de ratones Balb/c y C57BI/6 y de MSCs procedentes de médula dsea.
(E) Analisis de expresidn de CD105L, CD105S y B-actina por RT-gPCR. (F) Analisis de los niveles de expresion de
CD105 en mASCs cultivadas al 5% o 21% de O, durante 5 pases. (G) Se cultivaron ASCs con o sin TNF-a (10
ng/ml) e IFN-y (10 ng/ml) durante 24 horas y se analizaron los niveles de un panel de marcadores de MSCs
por citometria de flujo. Los resultados en A, B y F se muestran como la media (SEM) de 3 experimentos
independientes; en C y D se muestra un experimento representativo de al menos 4 experimentos

independientes; los datos en G se representan como la media (SEM) de 2 experimentos independientes.

Finalmente, se sabe que el grado de confluencia celular afecta a la expresién de
marcadores celulares de superficie (242,243). Encontramos que la expresién en superficie
de CD105 disminuyd cuando los cultivos de mASCs se volvieron confluentes mientras que
los niveles de RNA mensajero (mRNA) aumentaron (Figura 8A y 8B). Se ha visto
recientemente que la metaloproteinasa (MMP) de matriz tipo 1 (MT1-MMP/MMP-14),
gue es una MMP unida a la membrana, puede escindir CD105 de la superficie celular
(244). Detectamos un aumento de los niveles de mRNA de MMP-14 cuando los cultivos
de mASCs llegaron a confluencia y un aumento de los niveles de CD105 cuando se afadio
un inhibidor de MMP (GM6001). Sin embargo, el vehiculo control que se utilizé (DMSO),
también incrementdé la expresién de CD105 hasta el mismo nivel, sugiriéndose de esta
forma que MMP-14 no es responsable de la disminucién de expresiéon de CD105 en

mASCs (Figura 8By 8C).
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Figura 8: La expresion de CD105 disminuye en cultivos confluentes de mASCs: Se plaguearon mASCs a baja
densidad (5.000 células/cm?) y se dejaron en cultivo durante 7 dias. Las células se levantaronadial,3,4y7y
(A) Se analizé la expresion de CD105 por citometria de flujo y se evalud la confluencia utilizando el software
Imagel y (B) se purificd la mRNA total, se llevd a cabo la reverso-transcripcion del mismo y se analizaron los
niveles de expresion de CD105 y MMP-14 por RTgPCR. (C) Se plaquearon ASCs a 5.000 células/cm? en placas
de 6 pocillos y 4 dias después se afiadio GM6001 (25uM) o su correspondiente vehiculo (DMSO). Las células
se levantaron después de 72 horas y se analiz6 la expresién de CD105 por citometria de flujo. Los datos se

representan como la media (SEM) de al menos 3 experimentos independientes.

Tomados en conjunto, estos datos muestran que las mMSCs muestran una expresion
heterogénea de CD105L y sus niveles pueden ser modificados parcialmente por el

numero de pases y el grado de confluencia celular.

5.1.2. CD105 define dos poblaciones de MSCs en raton

Las mASCs CD105* y CD105  podrian representar diferentes estados de activacion y/o
diferenciacidn celular pero también podrian representar subpoblaciones multipotentes
con diferentes propiedades. Para investigar estas posibilidades, separamos las dos
subpoblaciones (CD105* y CD105") utilizando un separador celular magnético (MACS).
Cuando se realizaron anadlisis por citometria de flujo de las poblaciones separadas
pudimos observar que ambas poblaciones compartian patrones similares de expresién de
los marcadores caracteristicos de MSCs: ambas poblaciones eran negativas para CD45 vy

positivas para CD29, CD44, CD49f, sca-1 y MHC de clase | (Figura 9A). El cultivo
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prolongado de las mASCs CD105* tuvo como resultado una pérdida gradual de expresién
en superficie de CD105 (Figura 9B), como se pudo observar previamente en la poblacién
total (Figura 7F). Curiosamente, la poblacién CD105" se mantuvo negativa, indicando que
estas células no pueden adquirir la expresién de CD105 durante el cultivo (Figura 9B). Las
células CD105 también fueron incapaces de expresar CD105 tras la adiccion de TGF-B1,
mientras que la poblacidn positiva respondié aumentando ligeramente su expresiéon de

CD105 (Figura 9C).
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Figura 9: CD105 define dos subpoblaciones diferentes de MSCs en ratén: (A) Plots mostrando los niveles de
expresion de CD105 en cominacién con CD29, CD44, CD45, CD49f, sca-1 y MHC clase | en ASCs de ratones
Balb/c. Se muestra un experimento representativo de 3 experimentos independientes. (B) Se cultivaron
mASCs CD105" y CD105* purificadas con el AutoMACs durante 9 pases y se analizé la expresién de CD105 en
cada pase por citometria de flujo. (C) Se privaron de suero mASCs CD105- y CD105* durante 24 horas y

después se estimularon con 10 ng/ml de TGF-B recombinante humano durante 0, 2, 6 y 24 horas. En cada
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punto se purificd el RNA total, se sintetizd la cadena complementaria mediante transcripcion inversa y se

midio la expresion de CD105L por RTqPCR.

Estos resultados sugieren que la poblacién CD105  podria representar una subpoblacion

de MSCs distinta de la subpoblacién CD105".

La regulacién negativa de expresiéon de CD105 esta asociada con diferenciacién de MSCs
(205) y, en humanos, el antigeno CD105 se ha utilizado para seleccionar MSCs
multipotentes (245). Por lo tanto, decidimos estudiar la capacidad de proliferacion y de
formacidn de clones de las mASCs CD105* y CD105". Si las células CD105 representaran
células diferenciadas, estas deberian tener menor capacidad de proliferacion y menor
potencial clonogénico que la subpoblacién CD105*. Sin embargo, pudimos observar que
no existian diferencias en tamafio celular, capacidad de proliferaciéon y de formacién de
unidades formadoras de colonias de fibroblastos (CFU-F) entre la poblacion CD105
negativa y positiva (Figura 10A y Figura 10B). Ademas de esto, llevamos a cabo analisis
por qPCR de diferentes marcadores especificos de pluripotencia y linaje, comparando la
poblaciéon total, CD105" y CD105. No observamos diferencias entre las diferentes
poblaciones en la expresion de nanog (marcador de multipotencia), PPAR-y y LPL

(adipogénesis), ALP y osteocalcina (osteogénesis) y Sox-9 (condrogénesis) (Figura 10C).
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Figura 10: La poblacion CD105- no representa células mas diferenciadas que la CD105*: (A) Curva de
crecimiento de ASCs controles y de ASCs separadas en funcion de la expresion de CD105 (CD105- y CD105%).
Se plaquearon 25.000 células/cm? de ASCit, CD105 y CD105* en frascos de cultivo T25 y se cultivaron en
condiciones de hipoxia hasta alcanzar un 70-80% de confluencia. Las células se levantaron, se contaron y se
volvieron a plaquear a la misma densidad durante 10 pases. (B) Analisis de la capacidad de formacién de
colonias de ASCiot, CD105" y CD105*. Se cultivaron células ASCit, CD105 y CD105* en placas de petri de 10 cm
(2.000 células/placa) durante 14 dias para llevar a cabo un ensayo de CFU-F como se describe en materiales y
métodos. Las células se fijaron seguidamente con PFA y se tifieron con cristal violeta para visualizar CFU-F. (C)
Analisis de expresion relativa de genes de multipotencia y diferenciacion mediante RTgPCR. La gréfica
muestra los niveles de expresion relativos (ASCit=100%) en mASCs CD105" y CD105* de diferentes genes
involucrados en multipotencia de las ASCs (Nanog), adipogénesis (LPL, PPAR-y), osteogénesis (osteocalcina,
ALP) y condrogénesis (Sox-9) en relacién con los niveles encontrados en la poblacién sin separar. Los

resultados se muestran como la media (SEM) de 3 experimentos independientes.

Estos datos sugieren que la subpoblacién CD105™ no representa células diferenciadas sino

mas bien una subpoblacion distinta de MSCs.
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5.1.3. La subpoblacion de mASCs CD105  es mds propensa a diferenciarse en adipocitos y
osteocitos

Una de las caracteristicas que define a las MSCs es su habilidad para diferenciarse en
adipocitos, osteoblastos y condroblastos. Por lo tanto, nos propusimos investigar la
capacidad de diferenciacion de las mASCs CD105" y CD105". Encontramos que las células
CD105  generaron significativamente mas adipocitos y osteoblastos que la poblacidn total
y las células CD105* (Figura 11Ay 11B).

Como se muestra en la figura 10C, la mejor capacidad de induccién de adipocitos y
osteoblastos por parte de las mASCs CD105", no se puede atribuir a la presencia de células
ya comprometidas a convertirse en adipocitos (preadipocitos) y/o osteocitos
(osteoprogenitores), dado que no existe un incremento en la expresidon de genes de
diferenciacidon hacia estos linajes (LPL, PARP-y, ALP y osteocalcina). TGF-B1 inhibe la
adipogénesis y osteogénesis (246) y por lo tanto, una reduccién en la sefializacion de TGF-
B1 podria mejorar la diferenciacién hacia estos linajes. Una reducciéon de CD105 u otros
receptores de TGF-f en las ASCs podria favorecer la adipo- y osteogénesis. Para analizar
esta posibilidad, primero estudiamos el patron de expresion de diferentes receptores de
TGF-B en las mASCs CD105" y CD105. Encontramos que ambas subpoblaciones
expresaban niveles similares de B-glicano, ALK1, ALK5 y el receptor Il de TGF-B, mientras
que ALK2 no se expresaba en ninguna subpoblacién (Figura 11C y Figura 11D). Por lo
tanto, en principio, cualquier diferencia entre la subpoblacién CD105" y CD105* se podria
deber a la presencia o ausencia de CD105. Estos datos concuerdan con trabajos
publicados previamente en los que se vio que la regulacién negativa de CD105 potenciaba
la diferenciacién osteogénica (211) y adipogénica (247).

Para analizar mas en profundidad el papel de la sefalizacion de TGF-B en la diferenciacion
de las mASCs, medimos los niveles de expresién de la interleucina 11 (IL-11), conocida
previamente como factor inhibidor de adipogénesis (AGIF) (248). IL-11 es un gen
inducible por TGF-B1 que depende de la activacién de smad 2/3/4. La estimulacion de las
diferentes subpoblaciones con TGF-B1 reveld una induccion mayor y mas sostenida de IL-

11 en las mASCs CD105* en comparacion con las CD105 (Figura 11E). La menor expresion
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de IL-11 tras la estimulacidon con TGF-B1 podria explicar parcialmente el incremento en la

capacidad adipogénica de esta subpoblacion.
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Figura 11: Las ASCs CD105- son mas propensas a diferenciarse hacia adipocitos y osteocitos. Se indujeron los
procesos de adipogénesis (A) y osteogénesis (B) en poblaciones de ASCit, CD105" y CD105*. Se muestra un
experimento representativo de 3-4 experimentos. El grado de diferenciacion hacia adipocitos se visualizé
utilizando OIIRED y la cantidad de OilRED extraida de las diferentes poblaciones de ASCs se midid utilizando
un espectrofotémetro (450 nm). Los graficos de barras muestran la media (SD) de triplicados experimentales.

*=p<0,05 vs mASCs CD105". El depdsito de calcio de los osteocitos en diferenciacion se visualizé utilizando
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alizarin red y se cuantificé utilizando el software Image). Los graficos de barras representan la media (SD) de
triplicados experimentales. **=p<0,01 vs mASCs CD105-. Se tifieron células CD105-y CD105* para el receptor Il
de TGF-B (TGFBRII) y se analizé por citometria de flujo. (D) Se purificé el RNA total de de ASCi, CD105" y
CD105*, se llevd a cabo su reverso-transcripcion y se evaluaron los niveles de B-glicano, ALK1, ALK2 y ALK5 por
RTqPCR. (E) Se privaron de suero mASCs CD105- y CD105* durante 24 horas y después se estimularon con 10
ng/ml de TGF-B1 recombinante humano durante 0, 2, 6 y 24 horas. En cada punto se purificd el RNA, se
reverso-transcribié y se analizo la expresidn de IL-11 por RTqPCR. Los resultados se muestran como la media
(SEM) de dos experimentos independientes. Los valores de expresidn se representan en relacion a las ASCiot @

tiempo Oh.

5.1.4. La subpoblacion de mASCs CD105 presenta mejor capacidad inmunomoduladora
in vitro que la subpoblacion CD105*

Se sabe que las células mesenquimales estromales son capaces de inhibir la respuesta
inmunitariain vitro e in vivo a través de multiples mecanismos (249). Sin embargo, no se
sabe si las mASCs CD105* y CD105 son igual de eficientes inhibiendo la respuesta
inmunitaria in vitro. Con esta finalidad, primero medimos la produccién de algunas
moléculas inmunomoduladoras importantes por las 3 subpoblaciones celulares (ASCiot,
CD105* y CD105°). Encontramos que las mASCs CD105 producian un poco mas de TGF-B1
y menos PGE; en comparacién con las ASCi.t y las CD105*, pero esas diferencias no fueron
estadisticamente significativas (Figura 12A). La estimulacién de las mASCs con TNF-a e
IFN-y dio como resultado un ligero aumento de mRNA de iNOS (Oxido nitrico sintetasa) e
IL-6 en las mASCs CD105 en comparacion con las CD105* (Figura 12B). Ambos
mediadores, han sido implicados en la capacidad inmunomoduladora de las MSCs
(250,251), incluyendo la inhibicién de las células T. En consonancia, encontramos que las
células CD105 fueron significativamente mejores inhibiendo la proliferacion de
esplenocitos que las CD105* (Figura 12C) en proporciones bajas de ASCs/esplenocitos.
Nosotros, al igual que otros grupos, hemos mostrado que las MSCs pueden inducir
estados de activacién reguladora en macréfagos, caracterizados por una mayor

proporciéon IL-10/I1L-12 después de la re-estimulacion (65,252,253).
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Figura 12: Comparacion de la capacidad inmunomoduladora de las mASCs CD105- y CD105*. (A) Se midieron
los niveles de PGE; y TGF-B1 en sobrenadantes de cultivos de ASC:ot, CD105" y CD105* utilizando kits de ELISA
especificos (ver materiales y métodos). (B) Se estimularon ASCit, CD105- y CD105* con TNF-a (10 ng/ml) e
IFN-y (10 ng/ml) durante 12 y 24 horas. Se purifico el RNA en cada punto y se analizé la expresion de iNOS e
IL-6 por gPCR. (C) Se cultivd un niumero creciente de ASCit, CD105- y CD105* tratadas con mitomicina C junto
con esplenocitos marcados con CFSE (200.000 células/pocillo) y se estimularon los co-cultivos con anti-CD3
(1pug/ml) durante 3 dias. Las células se levantaron entonces y se adquirieron en el citémetro de flujo. La
proliferacion de los esplenocitos CD4* se cuantificéd utilizando el software FlowJo. (D) Se cultivaron BM-M®s
durante 48 horas con o sin mMASCs y se re-estimularon con LPS (1ug/ml) durante 24 horas (barras negras). Se
midieron los niveles de IL-10 (grafica izquierda) e IL-12 (grafica derecha) en los sobrenadantes de los co-
cultivos utilizando kits de ELISA especificos. Los datos se muestran como la media (SEM) de al menos 3

experimentos independientes. *¥=p<0,05 vs mASCs CD105*.
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Curiosamente, estos macréfagos reguladores (M @ regs) participan en la supresion de la
proliferacién de las células T mediada por MSCs (252). Para analizar la capacidad relativa
de las ASCwt, CD105* y CD105 para inducir macréfagos reguladores, cultivamos
macréfagos derivados de médula 6sea (BM-M @s) con o sin las diferentes subpoblaciones
de mASCs durante 72 horas en presencia de LPS las ultimas 24 horas. Como se habia
descrito previamente, encontramos que en las mASCs cocultivadas con macréfagos
activados se producia un aumento de la proporcién IL-10/IL-12 sugiriendo un cambio de
macréfagos activados cldsicamente hacia un fenotipo regulador. Sin embargo, no
pudimos observar ninguna diferencia entre las 3 poblaciones en su capacidad para inducir

M®Oregs (Figura 12D).
5.2. OBJETIVO 2: Comprender el papel de GARP en la biologia de las MSCs.

5.2.1. Las células mesenquimales estromales expresan GARP y LAP/TGF-81 en su
superficie

En un estudio publicado por Barbet y colaboradores (219), se describe la presencia de
MRNA de GARP en células mesenquimales estromales humanas (hMSCs), sin embargo, no
se han publicado mds estudios sobre GARP y MSCs. Como TGF-B1 es un regulador clave
de multitud de funciones celulares (proliferacién, diferenciacion e inmunomodulacién) y
GARP se une a TGF-B1, pensamos que GARP podria jugar un papel importante en la
biologia de las MSCs. Por tanto, estudiamos si la expresion de GARP era una propiedad
general de las MSCs (de ratén y humanas) y examinamos su localizacion superficial. Como
se habia descrito previamente, existe expresion de mRNA de GARP en hMSCs pero
nosotros también lo detectamos en MSCs de ratén extraidas de diferentes tejidos (Figura
13A). Por Western blot, se detectd la proteina de GARP en MSCs derivadas de tejido
adiposo (ASCs) de ratén y también de humano (Figura 13B). Ademas de la banda de 72
kDa correspondiente a GARP que se observd en timocitos, también detectamos una
banda adicional mds pequeiia en ASCs. Esto podria deberse a diferencias en glicosilacion

y/o en el procesamiento de la proteina (214,254). Por citometria de flujo (FACs),
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encontramos que tanto las ASCs de raton como de humano expresan GARP y LAP/TGFB1
en su superficie (Figura 13C), lo que podria estar indicando que GARP actla como

receptor de TGFB1.

Para investigar la expresion de GARP en mASCs recién aisladas, teflimos suspensiones
celulares obtenidas de digestiones de tejido adiposo con colagenasa para analizar la
expresion de GARP antes y después de que las células se adhieran al plastico. Pudimos
observar que GARP no se expresaba en células sca-1 positivas recién aisladas (Figura 13D,
dia 0) pero su expresion se inducia rapidamente después del cultivo in vitro (Figura 13D,
dia 1), alcanzando una induccién de 20-30 veces después de 1-2 dias, respectivamente,
aunque en pases posteriores, las células generalmente expresaban mayores niveles de

GARP (Figura 13D dia 6 y Figura 13C).

Con ASCs humanas observamos una induccidn similar, apenas habia un 6% de expresidn
de GARP en células CD34*recién aisladas (Figura 13E, dia 0) pero la expresion se inducia
rapidamente tras cultivar las células in vitro, alcanzando en torno a un 90% de expresion a
dia 6 (Figura 13E dia 1, 2 y 6 yFigura 13C).Estos datos sugieren que GARP no se expresa en
la superficie de las ASCs en condiciones fisioldgicas pero su expresidén se induce tras el

cultivo in vitro.
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Figura 13: Las MSCs expresan GARP y LAP/TGF-B en su membrana. (A) Analisis por RTqPCR de la expresion
de GARP en MSCs humanas (izquierda) y de raton (derecha). Se analizd la expresién de GARP en hASCs y
hBM-MSCs junto con las lineas humanas 293T y HUVEC (células endoteliales humanas de vena de cordén
umbilical). La expresion en células de ratdn se analizé en MSCs derivadas de tejido adiposo (mASCs) y en la
linea mesenquimal OP9. Como controles de las muestras de ratéon usamos macréfagos derivados de médula

Osea, higado y bazo. (B) La proteina total de hASCs, mASCs, timocitos de raton y células 293 se analizé por
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Western blot utilizando un anticuerpo GARP anti-ratén/humano. (C) Andlisis por citometria de flujo de los
niveles de expresidén en superficie de GARP (arriba) y LAP/TGF-B (abajo) de ASCs de ratén y humanas
levantadas con EDTA. (D y E) Andlisis de la cinética de expresidn de GARP tras el aislamiento de ASCs.Se tratd
el tejido graso de ratones Balb/c (D) y de humano (E) con colagenasa tipo 1 y en la suspensién celular
resultante se analizo la expresiéon de GARP/sca-1 (mASCs) y de GARP/CD34 (hASCs) mediante citometria de
flujo antes (dia 0) y 1, 2 y 6 dias después del cultivo in vitro. (A, D y E) muestran la media (SEM) de 3

experimentos independientes; (B y C) muestran un experimento representativo de por lo menos 3.

5.2.2. GARP une LAP/TGF-81 a la superficie celular de las mASCs

La principal funcidn descrita para GARP en células T y plaquetas es la uniéon de LAP/TGF-
B1 a su superficie celular (255). Nosotros observamos que GARP y LAP/TGF-B1 colocalizan
en mASCs mediante microscopia confocal, lo que sugiere una posible interaccién entre
ambos (Figura 14A). Para estudiar la contribucidn que tiene GARP en la expresion en
superficie de LAP/TGF-B1 en MSCs, nogqueamos GARP en estas células y analizamos los
niveles de expresion en superficie de LAP/TGF-B1 por citometria de flujo. Para ello, se
transdujeron mASCs con vectores lentivirales que codifican para un RNA interferente
(shRNA) inespecifico (LV-CTRL) o dos shRNAs diferentes y especificos para GARP (LV#3 y
LV#6). Pasados de 3 a 5 dias de la transduccidn, la expresion de GARP se redujo mas de un
80% en proteina y mRNA, en comparacion con las células no transducidas (NT) y las
células LV-CTRL (Figura 14B). El silenciamiento de GARP redujo significativamente la
expresion de LAP/TGF-B1 en la superficie de las mASCs (Figura 14C y Figura 14D), lo que

indica que GARP esta involucrado en la unién de mbTGF-1 a la superficie de las mASCs.
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Figura 14: GARP une LAP/TGF-B1 a la superficie de las mASCs: (A) Microscopia confocal mostrando los
niveles de colocalizacién de GARP y LAP. Se realizé una tincidn superficial de ASCs de ratén para GARP (PE) y
LAP (Alexa488) o para los controles de isotipo (paneles de abajo) como se describe en materiales y métodos.
Las tinciones se muestran de forma separada (paneles | y Il) y superpuestas (panel Ill). En el panel IV se
muestra la co-localizacién de GARP/LAP. Las células se fotografiaron utilizando el microscopio confocal Zeiss

LSM 710. (B) Silenciamiento de GARP en mASCs. Se transdujeron mASCs con vectores lentivirales que
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expresaban un shRNA inespecifico (LV-CTRL) o shRNAs especificos para GARP (LV#3 y LV#6) y se evalud el
silenciamiento de GARP por gPCR (panel izquierdo) y citometria de flujo (panel derecho). El nUmero de copias
del vector/mASC de los diferentes LV utilizados fue entre 2-3. (C) El silenciamiento de GARP reduce los niveles
de LAP/TGF-B1 en la superficie de las mASCs. Se llevé a cabo una tincion de GARP (paneles izquierdos) y
LAP/TGF-B1 (paneles derechos) en mASCs LV-CTRL y LV#6. Se muestra un experimento representativo de 3.
(D) Cuantificacién de la reduccion de los niveles de LAP/TGF-B1 en superficie tras el silenciamiento de GARP.
Se midieron los niveles de expresién de LAP/TGF-B1 (MFI) en mASCs NT, LV-CTRL, LV#3 y LV#6 por citometria
de flujo. Los resultados se muestran como la media (SEM) de 3 experimentos independientes. * =p<0,5 vs LV-

CTRL.

5.2.3. El silenciamiento de GARP aumenta la secrecion y activacion de TGF-81 por las
mASCs

Se sabe que GARP regula la secrecion de LAP/TGF-B1 en células T reguladoras (Gauthy,
Cuende et al. 2013; R. Wang et al. 2012). Por tanto, nos propusimos analizar la secrecién
de TGF-B1 por las mASCs (NT, CTRL, LV#3 y LV#6). Encontramos que las células silenciadas
(GARP’) secretaban significativamente mas TGF-B1 en comparacion las células NT y las LV-
CTRL (Figura 15A). GARP también ha sido implicado en la regulacion de la activacion de
TGF-B1 proporcionando, en la superficie celular, una plataforma para la presentaciéon de
LAP/TGF-B1 a diferentes integrinas (226). Por tanto, el siguiente paso fue medir los
niveles de TGF-B1 activo en sobrenadantes no activados por acido de mASCs silenciadas y
sin silenciar. Detectamos bajas cantidades de TGF-B1 activo en los sobrenadantes de las
células silenciadas pero no fuimos capaces de detectarlo en células NT y LV-CTRL (Figura
15B). Para corroborar el incremento en la activacién de TGF-B1 por las mASCs GARP;,
analizamos la expresidén de genes inducibles por TGF-B1 en mASCs NT, LV-CTRL y LV#6. La
adiccion de TGF-B1 recombinante induce la expresion de interleucina (IL)-11 y, en menor
medida, de calponina (cnn)-1 (143,257). De acuerdo con esos datos previos, encontramos
gue la expresidn de ambos genes era mayor en las células silenciadas (Figura 15C y Figura
15D). La adicién del inhibidor de TGF-p SB431542 fue capaz de reducir parcialmente los
niveles de expresion de ambos genes, sugiriendo que la sefial autocrina de TGF-B1 esta
involucrada en su induccidon (Figura 15C y Figura 15D). Si las mASCs GARP™ producen mas

TGF-B1 activo, deberiamos ser capaces de observar un incremento en la fosforilacién de
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Smad 2/3 en esas células. En efecto, observamos un claro incremento en los niveles de
fosfo-Smad 2/3 nuclear en las células silenciadas que se bloqueaba con la adicién de
SB431542 (Figura 15E y Figura 15F).

Estos datos indican que GARP regula la secrecidn y la activacidn de TGF-B1 por las mASCs.
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Figura 15: GARP modula la secrecion y activacion de TGF-B1. (A, B) El silenciamiento de GAP incrementa los
niveles de TGF-B en el medio de cultivo de las mASCs. Se cultivaron mASCs NT, LV-CTRL, LV#3 y LV#6 durante
48 horas y se determind la concentracion de TGF-B en sobrenadantes activados con acido (A) o sin tratar (B)
por ELISA. (C, D) El silenciamiento de GARP incrmenta los niveles de mRNA de IL-11 y cnn-1. Se cultivaron
mASCs NT, LV-CTRL, LV#3 y LV#6 durante 48 horas en presencia (barras blancas) o ausencia (barras negras) de
SB431542 (10 mM) y se analizaron por RTgPCR los niveles de expresion de IL-11 (C) y cnn-1 (D) por rtqPCR.
Los datos se muestran como la media (SEM) de 4 experimentos independientes. ¥*=p<0,5 vs LV-CTRL. A=p<0,5
vs LV#6. (E, F) El silenciamiento de GARP aumenta los niveles de fosfo-smad2/3 en mASCs. Se cultivaron
mASCs NT, LV-CTRL, y LV#6 en cdmaras de 8 pocillos (5.000 células/pocillo) en medio suplementado con 0,2%

de FBS, con o sin SB431542 (10 mM) durante 48 horas. Seguidamente, las células se fijaron, se

93



permeabilizaron, se tifieron para fosfo-Smad 2/3 y se montaron con el reactivo Slowfade Gold antifade (Life
Technologies) con DAPI. Las imagenes (E) se capturaron utilizando el microscopio confocal Zeiss LSM 710. Se
muestra un experimento representativo de dos. Los datos fueron cuantificados mediante el software ZEN
2010 (Carl Zeiss) y representados en la grafica (F) mostrando la intensidad de tincion en los diferentes grupos.

Los datos se muestran como la media (SD). ***=p<0,001 vs LV-CTRL. *~*=p<0,001 vs LV#6.

5.2.4. GARP también regula la secrecion y activacion de TGF-81 en ASCs humanas.
Con los resultados obtenidos en MSCs de ratén, nos propusimos investigar si GARP lleva a

cabo un papel similar en MSCs humanas (hMSCs).

Al igual que en mASCs, el silenciamiento de GARP utilizando vectores lentivirales que
codifican shRNAs especificos para GARP humano (LV#18 vy LV#19) redujo
significativamente la expresion de LAP/TGF-B1 en la membrana de las hASCs (Figura 16A -
Figura 16C). También encontramos que las hASCs GARP™ secretaban mayores niveles de
TGF-B1 (Figura 16D) y detectamos un incremento en los niveles de expresion de IL-11 en

hASCs GARP- (Figura 16F).
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Figura 16: Expresion de GARP en ASCs humanas. (A-C) El silenciamiento de GARP reduce los niveles de
LAP/TGF-B1 en la superficie de las hASCs. Se transdujeron hASCs con vectores lentivirales que codifican un
shRNA inespecifico (LV-CTRL) o shRNAs especificos para GARP (LV#18 y LV#19). El nimero de copias de vector
utilizado fue de 1-2 por célula. (A) Gréficas representativas de la co-tincion de GARP y LAP/TGF-B1 en hASCs
LV-CTRL (arriba) y LV#19 (abajo). (B, C) Cuantificacidn de los niveles de expresion de GARP (B) y LAP/TGF-B1
(C) en hASCs NT, LV-CTRL, LV#18 y LV#19. Los resultados se muestran como la media (SEM) de 3
experimentos independientes. *=p<0,5 vs LV-CTRL. (D, E) El silenciamiento de GARP aumenta los niveles de
TGF-B1 en el medio de cultivo y la expresién del mRNA de IL-11. Se cultivaron hASCs NT, LV-CTRL, LV#18 y
LV#19 durante 3 dias y se midieron los niveles de TGF-B1 de los sobrenadantes activados por acido por ELISA
(D) y se analizé la expresidon de IL-11 por RTgPCR (E). Los resultados se muestran como la media (SEM) de

cuatro experimentos independientes. *=p<0,5 vs LV-CTRL.
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5.2.5. Efecto del TGF-81 de membrana (mbTGF-81) en la capacidad inmunomoduladora

de las mASCs

Se sabe que el TGF-B de membrana (mbTGF-f) participa en la supresién de la respuesta
de las células T, induccién de células T reguladoras y anergia en células NK (228,230,258).
Asi, nos propusimos evaluar el posible papel de mbTGF-B1/GARP en la
inmunomodulacién mediada por MSCs. Encontramos que el silenciamiento de GARP
redujo significativamente la capacidad de las mASCs para inhibir la proliferacién de las
células T in vitro (Figura 17A y 17B). También medimos los niveles de NO, en los
sobrenadantes de estos cocultivos y encontramos que fueron significativamente menores
en los cocultivos de esplenocitos con mASCs LV#6 en comparacion con los cocultivos de
células NT y LV-CTRL con esplenocitos (Figura 17C). En un estudio publicado por
Ostroukhova y colaboradores se demostré que mbTGF-Bl era capaz de inducir la
sefializacion Notch-HES1 en células T respondedoras (168). Sin embargo, la expresién de
HES1 no se indujo en células T tras su Cocultivo con mASCs y no pudimos detectar
ninguna diferencia en la expresién de HES1 en células T cultivadas con mASCs GARP" o
GARP*. Ademas, la adiciéon del componente E (CpE), un inhibidor de la sefializacién por
Notch, a los cocultivos no afectd a la supresion mediada por mASCs. Estos datos sugieren
gue las mASCs no son capaces de suprimir la respuesta de las células T a través de la ruta
Notchl (Figura 17D y Figura 17E). Estos datos sugieren que GARP es, en parte, necesario
para suprimir la respuesta de las células T pero que en este proceso no esta involucrada la
ruta de Notch.

Sabiendo que las MSCs también pueden inhibir la funcién de las células NK, analizamos si
la expresién de mbTGF-B1 en mASCs podia jugar algun papel en el control de la activacion
de las células NK. En contraste con el efecto de la expresion de GARP en la supresion de
células T mediada por MSCs, encontramos que las mASCs GARP" eran igual de eficientes
inhibiendo la activacién de las células NK que las GARP* basandonos en el aumento de

expresion del receptor de activacion de las células NK (NKG2D) in vitro (Figura 17F).
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Figura 17: Papel de GARP en la inmunomodulacion mediada por ASCs. Se trataron mASCs NT, LV-CTRL y
LV#6 con mitomicina C y se sembraron diferentes nimeros en placas de 96 pocillos. Paralelamente se
marcaron esplenocitos de ratones Balb/c con CFSE, se afiadieron (200.000 células/pocillo) sobre los cultivos

de ASCs y se activaron utilizando anti-CD3 (1mg/ml). Después de 72 horas, las células se levantaron y se
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analizé la dilucién de CFSE en células T CD4* por citometria de flujo utilizando el software FlowJo. Los
resultados se muestran como (A) indice de division celular y (B) histogramas representativos de la dilucion de
CFSE en células T CD4*. *=p<0,5 vs LV-CTRL. (C) El silenciamiento de GARP reduce los niveles de NO; de las
mASCs.Se analizo el contenido de NO; en sobrenandantes de de co-cultivos de ASCs y esplenocitos utilizando
el ensayo de Griess. Los resultados se muestran como la media (SEM) de 3 experimentos independientes.
*=p<0,5 vs LV-CTRL. (D) El silenciamiento de GARP no afecta los niveles de HES1. Se cultivaron esplenocitos
solos o con mASCs (NT, LV-CTRL, LV#3 y LV#6) tratadas con mitomicina C durante 24 horas en presencia de
anti-CD3 (1mg/ml). Seguidamente se midio la expresion de HES1 en los esplenocitos por RTqPCR. (E) La
inhibicion de la respuesta de las células T por parte de las mASCs no esta mediada por la ruta de Notch. Se co-
cultivaron diferentes nimeros de mASCs tratadas con mitomicina C con esplenocitos marcados con CFSE en
presencia o ausencia de varias concentraciones deComponente E (CpE), un inhibidor de la ruta Notch.
Después de 72 horas, se analizo la dilucién de CFSE de las células T CD4* por citometria de flujo utilizando el
software FlowJo. (F) El silenciamiento de GARP no afecta la capacidad de las mASCs para inhibir la actividad
de las células NK. Se trataron mASCs NT, LV-CTRL, LV#3 y LV#6 con mitomicina C y se sembraron en placas de
24 pocillos (60.000 células/pocillo) junto pocillos controles sin tratar. Posteriormente se afiadieron sobre los
diferentes pocillos células Natural Killer (NKs) que se dejaron intactas (-) o se activaron utilizando IL-15
durante 5 dias. Se analizé la expresion de NKG2D en células NK CD49* por citometria de flujo. Los resultados
se muestran como la media (SEM) de 3 experimentos independientes. *=p<0,5 vs células NK solas. A=p<0,5 vs

células NK solas estimuladas con IL-15.

5.3. OBJETIVO 3: Estudiar en profundidad las implicaciones de GARP sobre la

regulacion de la proliferacion de las MSCs.

5.3.1 El silenciamiento de GARP reduce la proliferacion de las MSCs

En estudios recientes se ha mostrado que GARP influye en la proliferacion de las células T
y en lineas celulares con expresion ectdpica de GARP (224,259). Por tanto, nos
propusimos analizar en detalle el efecto de la presencia o ausencia de GARP en la
proliferacién de las ASCs de ratdén in vitro. Mientras la proliferacién de las ASCs
transducidas con el vector lentiviral LV-CTRL fue similar a las células NT, las mASCs
transducidas con los vectores LV#3 o LV#6 redujeron significativamente su capacidad de
proliferacién (Figura 18A y Figura 18B). Como se sabe que TGF-B1 es capaz de modular la
proliferacién de las MSCs, investigamos si el incremento en la produccidon de TGF-f1

activo por parte de las mASCs GARP™ podria ser el responsable de la disminucién en la
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proliferacidn. Sin embargo, la adicion de un anticuerpo neutralizante de TGF-f1/2/3 o
deun inhibidor de TGF-B(SB431542) 4 dias después del silenciamiento, no solo no
promovid sino que fue capaz de inhibir la proliferacion de las mASCs de manera general
(Figura 18C y Figura 18D). Estos datos sugerian que el incremento en la activacion de TGF-
B1 al silenciar GARP en mASCs, parecia no ser el responsable de la inhibicidn en la
proliferacién de estas células. Sin embargo, esto parece no ser asi puesto que, tal y como
pudimos observar mas adelante en ASCs humanas (ver apartado 5.3.6), parece que en
estos experimentos estdbamos afiadiendo los inhibidores y el anticuerpo demasiado

tarde para poder revertir el bloqueo en proliferacién.
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Figura 18: El silenciamiento de GARP afecta a la proliferacion de las mASCs. (A, B) Se afiadieron 800 mASCs
(1000 células/pocillo) NT (circulos negros), LV-CTRL (circulos blancos), LV#3 (tridangulos negros) y LV#6
(tridngulos blancos) a (A) placas de 96 pocillos y tras 1, 4 y 7 dias se afiadié el reactivo CellTiter-Blue sobre los
cultivos y se midio la fluorescencia a 560 nm o (B) a placas de 16 pocillos (E-plates) y se midié la proliferacidn
utilizando el sistema analizador de células en tiempo real xCelligence. Los resultados se muestran como la
media (SEM) de 3 experimentos independientes. *=p<0,5 vs LV-CTRL. **=p<0,1 vs LV-CTRL. ***=p<0,01 vs LV-
CTRL. (C, D) Se evalué la proliferacion de mASCs LV-CTRL, LV#3 y LV#6 con (circulos, tridngulos y cuadrados

blancos, respectivamente) o sin (circulos, triangulos y cuadrados negros, respectivamente) el anticuerpo anti-
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TGF-B1/2/3 (C) y SB431542 (D) afiadidos 4 dias después del silenciamiento utilizando el sistema xCelligence.

Los resultados se presentan como la media (SEM) de dos experimentos independientes.

Dado que el efecto observado en proliferacién era muy dramatico y esto podia ser de
especial importancia para la biologia de las MASCs, procedimos a investigar si estos
resultados se podian extender a MSCs humanas derivadas de tejido adiposo y de otros
tejidos como médula 6sea (BM), colon y gelatina de Wharton (WJ). Para ello, primero
comprobamos que GARP se expresaba en la superficie asi como intracelularmente en los

4 tipos celulares (Figuras 19A - Figura 19C).
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Figura 19: Expresion de GARP en superficie e intracelularmente en MSCs humanas derivadas de varios
tejidos. (A) Frecuencia de células GARP* en MSCs de diferente origen (tejido adiposo (ASC), médula ésea (BM-
MSC), colon (colon-MSC) y gelatina de Wharton (WJ-MSC)) analizada por citometria de flujo. La expresidn es
relativa a la tincién con control de isotipo. Los datos muestran la media (SD) de 4 experimentos
independientes. (B) Expresion relativa (frente a hASCs) de mARN de GARP en MSCs de diferente origen. Los
datos muestran la media (SD) de 2 experimentos independientes. (C) Tincidn en superficie (barras negras) e
intracelular (barras blancas) de GARP en MSCs de diferente origen. Se muestra la media (SD) de 2

experimentos independientes.

Una vez comprobamos que todas las MSCs analizadas expresaban GARP, aunque a
diferentes niveles, procedimos a determinar si el silenciamiento de GARP en las
diferentes MSCs también bloqueaba su capacidad de proliferacién in vitro. Efectivamente,

tal y como habiamos observado previamente en ASCs de ratén, el silenciamiento de GARP
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en hMSC derivadas de tejido adiposo, de médula dsea y de gelatina de Wharton
disminuyé su capacidad proliferativa (Figura 20A).Para un analisis mas en profundidad de
estos efectos en proliferacidon, nos centramos en las hMSCs derivadas de tejido adiposo
debido a que presentan los mayores niveles de expresion de GARP y a su relevancia en
clinica.Primero, comprobamos que los niveles de silenciamiento de GARP en estas células
se correlacionaban con el grado de inhibiciéon de la proliferaciéon (Figura 20B). También
estudiamos la proliferacion de estas células mediante un ensayo de incorporacién de
bromodesoxiuridina (BrdU) y observamos un menor nimero de células en fase S del ciclo
celular (células BrdU?*) tras el silenciamiento de GARP, lo cual confirma el resultado
obtenido en el Xcelligence (Figura 20C). También pudimos observar mayores niveles de
apoptosis en las hASCs GARP™ (#LV18 y LV#19) en comparacion con las células GARP* (NT y

LV-CTRL) tanto 5 como 11 dias después del silenciamiento (Figura 20D).
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Figura 20: El silenciamiento de GARP inhibe la expansion de las hMSCs in vitro e induce apoptosis. (A) Plots
obtenidos mediante xCelligence mostrando el bloqueo producido por el silenciamiento de GARP en diferentes
MSCs. Se transdujeron hMSCs de distintas fuentes (hASCs, hBM-MSCs y hWJ-MSCs) con dos vectores
lentivirales que codifican shRNAs especificos para GARP (LV#18 y LV#19). Como controles se usaron células
sin transducir (NT) y transducidas con un vector lentiviral que codifica un shRNA inespecifico (LV-CTRL). Se
analizé la proliferacidn de estas células utilizando el xCelligence. La proliferacidn se representa por el indice
celular y los se muestra un experimento representativo de al menos tres. (B) Grafica mostrando los niveles de
incorporacién de BrdU en hASC tras silenciamiento de GARP. Se afiadié BrdU durante 3 horas sobre hASCs
(NT, LV-CTRL, LV#18 y LV#19) y seguidamente se tifieron para analizar la incorporacién de BrdU por citometria
de flujo. Los datos muestran la media (SD) de 3 experimentos independientes. *=p<0,05 vs LV-CTRL (C) El
grado de bloqueo en proliferacién es proporcional al grado de silenciamiento de GARP. Se transdujeron hASCs
con diluciones crecientes de LV-CTRL y LV#19. La expresion de GARP (barras blancas) se analizé por citometria
de flujo y se normalizé con las ASCs transducidas con el LV-CTRL (1:1). La proliferacion (barras negras) se
analizé utilizando el xCelligence. La proliferacion se representa como el indice celular a las 160 horas y
normalizada con las ASCs transducidas con el LV-CTRL (1:1). Los resultados se muestran como la media (SD)
de dos experimentos independientes. (D) El silenciamiento de GARP induce apoptosis en hASCs. Se analizé la
apoptosis de las hASCs (NT, LV-CTRL, LV#18 y LV#19) mediante su tincién con anexina V, 5 dias (barras negras)
y 11 dias (barras blancas) después de la transduccion y su adquisicion por el citometro de flujo. Los datos
muestran la media (SD) de cuatro experimentos independientes. *=p<0,05 vs LV-CTRL dia 5. ~=p<0,05 vs LV-

CTRL dia 11. A*=p<0,01 vs LV-CTRL dia 11.

Con la finalidad de demostrar que el bloqueo en proliferacién era exclusivamente debido
a la ausencia de GARP y no a efectos secundarios de la transduccién con vectores
lentivirales y/o shRNAs, procedimos a sobreexpresar GARP en células silenciadas y a
estudiar si eramos capaces de rescatar su capacidad de proliferaciéon. Para ello,
transdujimos simultaneamente con el vector LV#19 y con un vector que codifica GARP,
pero optimizado para el uso de codones en células humanas (LV-GARP). Una fraccion
sustancial de las células silenciadas (LV#19) que fueron transducidas con LV-GARP,
expreso altos niveles de GARP a pesar de la co-expresidon de shRNAsespecificos para GARP
(Figura 21A). Es probable que esto se deba al desajuste de 3 nucleétidos (en posicion 1y
10-11) entre el mRNA del shRNA y su diana en GARP optimizado. Como se podia esperar,

si el bloque en proliferacion era debido a la ausencia de GARP, la sobreexpresién de GARP
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en las hASCs silenciadas recuperé significativamente la proliferacion de estas células y

previno su muerte por apoptosis (Figura 21B y Figura 21C, respectivamente).
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Figura 21: La sobreexpresion de GARP en hASCs transducidas con LV#19 rescata su bloqueo en proliferacion
y previene la apoptosis. (A) Sobreexpresion de GARP en hASCs silenciadas. Se transdujeron hASCs con LV-
CTRL, LV#19 y LV#19 en combinacidon con LV-GARP y 4 dias después se analizaron los niveles de expresion en
superficie de GARP por citometria de flujo 4 dias después de la transduccidn. Los porcentajes representan
células expresando GARP en relacién con el control de isotipo. Se muestra un experimento representativo de
al menos cuatro. (B) La sobreexpresion de GARP recupera la proliferacién de las hASCs silenciadas. Se analizd
la capacidad de proliferacién de las hASCs NT, LV-CTRL, LV#19 y LV#19+LV-GARP utilizando el xCelligence y se
representd como indice celular a diferentes tiempos (panel izquierdo) o mediante una grafica donde se
compara el indice celular de las diferentes hASCs a las 160 horas (panel derecho). Los resultados muestran la
media (SD) de 4 experimentos independientes. *=p<0,05 vs LV#19. (C) La sobreexpresién de GARP reduce la
induccién de apoptosis de las hASCs silenciadas. Se analiz6 el porcentaje de hASCs (NT, LV-CTRL, LV#19 y
LV#19+LV-GARP) apoptoticas (Anexina V*) 5 dias (barras negras) y 11 dias (barras blancas) después de la
transduccién por citometria de flujo. Los resultados muestran la media (SD) de 4 experimentos
independientes. *=p<0,05 vs LV-CTRL dia 5. #=p<0,05 vs LV#19. #=p<0,05 vs LV-CTRL dia 11. %=p<0,05 vs
LV#19 dia 11.
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5.3.2. El silenciamiento de GARP afecta el programa transcripcional de las hASCs,
modulando genes involucrados en supervivencia y regulacion del ciclo celular

Para analizar el impacto de GARP en el programa transcripcional de las MSCs e identificar
mecanismos potenciales que pudieran explicar el fenotipo observado, llevamos a cabo un
analisis de microarray en hASCs NT, LV-CTRL, LV#18 y LV#19. Para el microarray,
utilizamos hASCs de 3 donantes no relacionados y llevamos a cabo el silenciamiento
utilizando 3 producciones diferentes de vectores lentivirales. EIl mRNA se aislé 6 dias
después de la transduccidn, un punto de tiempo en el que el bloqueo en proliferacién de
las hASCs GARP™ era evidente (ver Figura 20A y Figura 20B).Para asegurarnos de que los
niveles de shRNA expresados por las células transducidas con los shRNA inespecificos (LV-
CTRL) y especificos para GARP (LV#18 y LV#19) eran similares, cuantificamos sus
cantidades relativas por qPCR y encontramos niveles parecidos de shRNAs entre las

células transducidas (Figura 22A y Figura 22B).
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LV#18 siRNA seq: GAATCTGGATTTGAGCTACA
LV#18:1 TATC GAATTCGGCTTGAATCTGGATTTGAGCTACAAAAAAAAAAAACCTATAGTGAGTCGTATTAATTCTGTGCTCGCAAGCC
LV#18:2 TATCTC ATTCGGCTTGAATCTGGATTTGAGCTACAAAAAAAAAAAACCTATAGTGAGTCGTATTAATTCTGTGCTCGCA?

LV#19 siRNA seq: CTACCTGAACTTGTCCAACA
LV#19:1 TATCTG \ACAAAAAAAAAAAACCTATAGTGAGTCGTATTAATTCTGTGCTCGCA?
LV#19:2 TATC \ACAAAAAAAAAAAACCTATAGTGAGTCGTATTAATTCTGTGCTCGCA?

TCTACCTGAACTTC
TCTACCTGAACTTC

LV-CTRL siRNA seq: CAACAAGATGAAGAGCACCA
LV-CTRL:1 TATCTGCAGAATTCGGCTTAACAAGA SAGCACCAAAAAAAAAAACCTATAGTGAGTCGTATTAATTCTGTGCTCGCAAGCCGAATTC
LV-CTRL:2 TATCTG( > \CCAAAAAAAAAAAACCTATAGTGAGTCGTATTAATTCTGTGCTCGCAAGCCGAAT

Figura 22: Las hASCs transducidas expresan niveles similares de transcritos de shRNAs inespecificos y
especificos para GARP: (A) El RNA total de NT, LV-CTRL, LV#18 y LV#19 utilizado para el analisis de microarray

(E19, E23 y E27) se poliadenild y se reverso-transcribio utilizando un primer un primer adaptador de poli (T)
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como se describe en materiales y métodos. Se llevé a cabo una gPCR para los diferentes shRNAs utilizando
primers con secuencia sentido especificos para cada shRNA (LV-CTRL FW, LV#18 FW y LV#19 FW) contra el
primer anti-sentido universal y normalizando frente a U6. Los datos se muestran como la media (SD) de 3
experimentos independientes. (B) Los productos de PCR de la cuantificacion de shRNAs fueron TA-clonados
seguidamente y se eligieron 4 colonias por cada shRNA. Los plasmidos fueron purificados y se secuenciaron

los insertos.

El dendrograma generado con los datos del microarray agrupd claramente a las células
GARP* (NT y LV-CTRL) juntas pero también destaco diferencias en el perfil genético entre
hASCs LV#18 y LV#19, mostrando un nimero bajo de genes cuya expresion se ve alterada
en las hASCs LV#18 y las LV#19 (170 genes inducidos y 299 inhibidos) en comparacién con
los genes alterados en LV#18 y LV#19 por separado. Esto podria deberse al menor grado
de silenciamiento en las células transducidas con el vector LV#18 y a diferentes efectos de

los shRNA actuando fuera de su diana (Figura 23A y Figura 23B).
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Figura 23: Dendrograma de grupo de hASCs NT, LV-CTRL, LV#18 y LV#19 y diagramas de Venn de las hASCs
LV#18 y LV#19. (A) Andlisis de agrupamiento de las muestras. (B) Diagramas de Venn mostrando el nimero

de genes inducidos o inhibidos que comparten las hASCs GARP- (LV#18 y LV#19).
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Utilizando modelos lineales, identificamos genes expresados diferencialmente en hASCs
LV#18 y LV#19 en comparacidon con hASCs NT y LV-CTRL y obtuvimos una lista de 378
genes que se encontraban activados y 556 reprimidos en las células GARP™ en

comparacion con las GARP*.

Como se podia esperar por el bloqueo en proliferacidon observado en las hASCs GARP’, el
software IPA identificd varias biofunciones inhibidas en la categoria “Ciclo Celular”
requeridas para la progresion del ciclo celular (Figura 24A) y varias biofunciones activadas
relacionadas con apoptosis y muerte celular en la categoria “Muerte y Supervivencia
celular” (Figura 24B). Curiosamente, se encontraron inhibidas varias biofunciones en la
categoria “Replicacién, Recombinacion y Reparacion de DNA” en las células GARP™ (Figura

24C).

Una vista detallada de los genes afectados en la bionfuncidon Reparacién de DNA muestra
una inhibicion de varios genes involucrados en el mantenimiento de la estabilidad
gendmica (BRCA1, TOP2A, TYMS) y la reparacién de roturas de DNA de cadena
doble(DSBs) (Exol, PCNA, BRCA1) (Figura 24D). La inhibicién de esos genes podria llevar a
un dano excesivo en el DNA y a un bloqueo en proliferacion tras el silenciamiento de

GARP.

107



A B Muerte y Superviencia

Ciclo Celular celular
L .
3 30 5 3] 10c_>
Q @
2 1 20T 2] )
1 5 L
J 5 5
o 105 o1 5
8o = 80 =
7 0 207 0
N4 N
2 -2
2Fe
_3 1 1 1 1 1 171717 T T T T T T T T T
= AT
2253L=5028 SE825888 8
BLScZpsS0RT S S TOoOSSw®mE ©
20z 9000 $38832SPCs0
o5 - 80522 VDE5QVE 6= 5
Q:,o,é,gu_ou_n_% COec 05w
Egot®™c 3 ST520=5€E g
L0 c 0 c (P = o =il = [&]
TEE O 5 < cO ¢ T nQ S
cO S © O=g S4,p390
o £ ®© £ >Q9 9 25300
& 9 c 3 28 c SVE »
£ % a8 o> = £ S O
[T} = £ o Q o 80“2
o O O > T Z'oﬂ)xm
o o w T QT O
£ o o © To o
o o L9 o
o o o
= > =
= ot
Q O O
o Z 3
> =
C Replicacion, Recombinacién D

y Reparacion de DNA

15c.').
2 <@
105
14 5
o ° g
30 =0}
.
N
-14
-2
L L L L
<s 0
%%zg’g
DDDEO
20 3EZ
© T OE
cc §5<
~O‘O<‘QCE
C'c 89 0°
S2c83
S8EEo  —
¥ SEG 2 1 0 1 2
2 8°E fold change
O ©
X o
=
<

Figura 24: El silenciamiento de GARP afecta al programa transcripcional de las hASCs, modulando genes
involucrados en regulacion del ciclo celular, apoptosis y reparacion de DNA. Se extrajo el RNA total de hASCs
NT, LV-CTRL, LV#18 y LV#19 6 después de la transduccidn y se analizo la expresion de genes utilizando el chip
HumanHT-12v4 Expression BeadChip. Posteriormente, se llevé a cabo un andlisis de los genes modulados

utilizando el software IPA (Ingenuity pathway analysis) y se observaron varias categorias bioldgicas y
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biofunciones significativamente afectadas en las hASCs GARP-. Andlisis mas en profundidad de las categorias
bioldgicas Ciclo Celular (A), Muerta y Supervivencia celular (B) y Replicacion, Recombinacion y Reparacién de
ADN (C), muestran las biofunciones mas prominentes (barras negras) y su activacién (z-score positivo) o
inhibicion (z-escore negativo) predicha. Los circulos rojos muestran la significancia estadistica de cada
biofuncion y la linea roja representa p=0,01. (D) Mapa de calor que muestra los principales genes donde se
han producido cambios significativos (LV#18/LV#19 vs NT/LV-CTRL) en la biofuncion “Replicacion,

Recombinacion y Reparacion de DNA”

Ademas, investigando los efectos del silenciamiento de GARP en la activacidn/inhibicion
de rutas candnicas en las hASCs, IPA destacd la activacion de la ruta “Regulacion del
Punto de Control de dafio en ADN en G2/M” (z-score = 2.0) y la inhibicion de la ruta
“Roles Mitdticos de las Quinasas tipo-Polo” (z-score = -2.84) (Figura 25A). La alteracién en
esas dos rutas sugiere un bloqueo en la fase G2/M del ciclo debido a dafio en DNA o a

defectos en la replicacidn en las células GARP".

Finalmente, IPA también identifico a la proteina tumoral (TP) 53 como uno de los
principales reguladores aguas arriba que se encuentra sobre-activado en las células GARP"
(Figura 25B). TP53 contribuye al mantenimiento del punto de control de G2/M a través de
la regulacidon transcripcionalde CD25C, ciclina B y CDK1 (260). Todos estos analisis
sugieren que el silenciamiento de GARP podria tener como resultado un bloqueo en

proliferacién y dafio en DNA en la fase G2/M del ciclo a través de la activacién de p53.

Rutas Canonicas -log(p-valor) Reguladores aguas arriba
0 5 10 15
I 1 1 50 CI_)
Regulacion Punto de Control dafio DNA (G2/M) I 0 64 40Q
Proteinas CHK en el punto de control del ciclo 15 44 30 '2
Ciclinas y Regulacion del ciclo celular I - 54 o 21 20 g_’
Control de la Repliacion cromosomica § o- (1)0 =
Papeles mitéticos de las Quinasas tipo-Polo I 253 @
Sefializacion ATM 027 N-2+
Entrada en fase S mediada por estrogenos 212 -4
Sefializacién por GADD45 oA
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Figura 25: IPA revela un bloqueo en la fase G2/M del ciclo celular: (A) Prediccion de IPA de las vias candnicas
activadas/inhibidas que se encontraban sobre-representadas en las hASCs GARP- en comparacion con las NT y
las LV-CTRL. El color de las barras representa la activacidn (rojas) o inhibicién (azules) predichas de acuerdo al
valor de z-score. Las barras sin color muestran las vias con un z-score=0 y las barras grises muestran las vias
donde no hay disponibles patrones de actividad. Los valores al lado de las barras representan el valor de z-
score cuando esta disponible. La linea roja muestra p=0,01. (B) Prediccién de IPA de los reguladores aguas
arriba activados (z-score positivo) o inhibidos (z-score negativo) responsables del perfil de expresion génica
observado en las hASCs GARP-. Los circulos rojos muestran la significancia estadistica de cada biofuncion y la

linea roja muestra un p=0,01.

5.3.3. Las hASC GARP se bloquean en la fase G2/M y exhiben una mayor sensibilidad al
dano de ADN
Para verificar el bloqueo en G2/M que predijo el software IPA, analizamos la cinética del

ciclo celular en hASC GARP™ utilizando BrdU y 7AAD (7-Aminoactinomicina D). Como el
silenciamiento de GARP provoca una rdpida inhibicién de la proliferacion, marcamos
hASCs control (NT y LV-CTRL) y GARP" (LV#18 y LV#19) con BrdU poco después del
silenciamiento (24 horas) para aumentar los niveles de células marcadas con BrdU en
nuestros analisis. Analizamos la distribucidn en el ciclo celular de las células marcadas 3
dias después y encontramos que, como esperabamos por los analisis con IPA, hubo un
mayor porcentaje de células BrdU* en la fase G2/M en las células GARP™ en comparacion

las células NT y LV-CTRL (Figura 26A y Figura 26B).
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Figura 26: Las hASCs GARP- se encuentran bloqueadas en la fase G2/M y exhiben un incremento en la
sensibilidad al en ADN. (A, B) Anélisis mediante citometria de flujo del efecto del silenciamiento de GARP en
el ciclo celular. (A) Se transdujeron hASCs con LV-CTRL, LV#18 y LV#19 y al dia siguiente se afadié BrdU
durante 3 horas. Después de 3 dias, las células se levantaron, se tifieron para BrdU y 7AAD y se analizaron por
citometria de flujo. Los histogramas muestran el porcentaje de células BrdU* en las distintas fases del ciclo
visualizadas con el 7AAD. Se muestra un experimento representativo. (B) Grafica mostrando la fraccion de
células BrdU* en la fase G2/M del ciclo celular. Los datos se muestran como la media (SD) de 3 experimentos
independientes. (C) El silenciamiento de GARP produce un aumento de roturas de DNA de cadena doble. Se
analizé la fosforilacion de H2AX (y-H2AX) en hASCs NT, LV-CTRL, LV#18 y LV#19 por citometria de flujo 5 dias
después del silenciamiento de GARP. Los datos se muestran como la media (SD) de 3 experimentos

independientes. *=p<0,05 vs LV-CTRL. (D) El silenciamiento de GARP induce un aumento de la sensibilidad de

111



las hASCs frente al dafio producido por etopdsido. Se estimularon hASCs (NT, LV-CTRL, LV#18 y LV#19) con
etoposido (25uM) durante diferentes tiempos y posteriormente se tifieron para y-H2AX y se analizaron por
citometria de flujo. Los datos se muestran como la media (SD) de 3 experimentos independientes. *=p<0,05
vs LV-CTRL (2h). (E) Se tifieron hASCs NT, LV-CTRL, LV#18 y LV#19 para y-H2AX, 5 dias después del
silenciamiento de GARP y se analizaron en el citdmetro de flujo ImageStream X Mark Il Imaging (Milipore). Se

cuantifico el nimero de focos de y-H2AX/nlcleo utilizando el software IDEAS (Spot Wizard).

Como IPA también sugirié un papel de GARP en la reparacién del ADN, nos propusimos
estudiar el grado de dafio en ADN en hASCs GARP™ y compararlo con las GARP*. H2AX es
un factor clave en el proceso de reparacion de dafio en ADN y su forma fosforilada (y-
H2AX) sirve como un biomarcador de roturas de DNA de cadena doble (DSBs) (260). Estos
datos sugieren que las células GARP™ son mas susceptibles/propensas al dafio en el ADN.
Finalmente, cuantificamos el nimero de focos de y-H2AX en el nucleo de hASCs GARP* y
GARP- utilizando un citdmetro de imagen para corroborar que los datos ofrecidos por
citometria de flujo indicaban realmente la formacién de focis de reparaciéon y no era
debido a una tincidon difusa sin que se hayan formado verdaderos focis. Como podriamos
esperar, observamos un aumento de 4 veces en el nimero de DSBs en las células

silenciadas para GARP en comparacién con las no silenciadas (Figura 26E).

5.3.4. Las hASC GARP- muestran mayores niveles de mtROS

Se sabe que las especies reactivas del oxigeno (ROS) son inductores de roturas tanto de
una como de ambas cadenas de ADN (261) y de procesos apoptéticos (262,263).
Basandonos en esos datos, nos propusimos analizar si el silenciamiento de GARP podria
afectar los niveles de ROS utilizando DCFDA. Observamos niveles de ROS
significativamente mayores en las hASCs GARP" en comparacion con las GARP* (Figura 27A
y Figura 27B). En MSCs, las ROS son producidas principalmente por los complejos
mitocondriales | y Il y, en menor medida, por la NADPH oxidasa (NOX) 4 (264).
Encontramos que las hASCs GARP expresaban niveles significativamente mayores de ROS
mitocondrial (mtROS) que las células NT y CTRL y que la adicion de mitoTEMPO, un

antioxidante dirigido a mitocondria, reducia los niveles de mtROS en las células
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silenciadas para GARP, mostrdndose de esta forma la especificidad de la tincién (Figura

27Cy Figura 27D).
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Figura 27: Las hASCs GARP- muestran niveles mas altos de mtROS: (A, B) El silenciamiento de GARP aumenta
los niveles de ROS en las hASCs. Se incubaron hASCs (NT, LV-CTRL, LV#18 y LV#19) con DCFDA (20uM) durante
30 minutos a 372C y se analizaron por citometria de flujo. (A) Plots representativos del porcentaje de células
DCFDA* en relacién con células no teiidas. (B) Grafica mostrando el porcentaje de hASCs NT, LV-CTRL, LV#18
y LV#19 DCFDA*. Los datos muestran la media (SD) de 3 experimentos independientes. (C, D) El
silenciamiento de GARP aumenta los niveles de ROS mitocondrial. Para medir ROS mitocondrial (mtROS) de
hASCs (NT, LV-CTRL, LV#18 y LV#19), se cultivaron estas células en presencia o ausencia de MitoTEMPO
(25uM), se tifieron con MitoSOX (20uM) y se analizaron por citometria de flujo. (C) Plots representativos del
porcentaje de células MitoSOX* en hASCs (NT, LV-CTRL, LV#18 y LV#19) en relacion con células no tefiidas. (D)
Grafica mostrando el porcentaje de hASCs NT, LV-CTRL, LV#18 y LV#19 MitoSOX* en presencia o ausencia de
MitoTEMPO. Los datos muestran la media (SD) de 3 experimentos independientes. *=p<0,05 vs LV-CTRL.
A=p<0,05 vs LV#18. #=p<0,05 vs LV#19.
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5.3.5. La inhibicion de mtROS reduce el nimero de DBS y revierte el bloqueo en
proliferacion de las hASCs GARP

Lo siguiente que quisimos hacer fue analizar si el incremento en ROS observado en las
células GARP" juega un papel importante en el bloqueo en proliferacion observado en las
mismas. Para ello, afiadimos N-acetil-cisteina (NAC), mitoTEMPO y apocinina (inhibidor de
ROS) a las hASCs GARP y a las células control un dia después del silenciamiento y

seguimos su proliferacion.

Encontramos quetanto NAC (Figura 28A y Figura 28B) como mitoTEMPO, pero no la
apocinina, aumentaban significativamente la proliferacién de las hASCs GARP- (Figura 28C
y Figura 28D). Seguidamente, analizamos si la inhibicién de los mtROS tenia algun efecto
en los altos niveles de DSBs observados en las células GARP". Como se puede observar en
la figura 28E, la adicién de mitTEMPO reduce los niveles de y-H2AX en estas células. En
resumen, estos datos sugieren que la pérdida de GARP tiene como resultado un
incremento en los niveles de mtROS que causa dafo en el ADN, lo que resulta en una

inhibicién de la proliferacién celular.
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Figura 28: La inhibicion de mtROS reduce las DBS y revierte el bloqueo en proliferacion de las hASCs GARP-:
(A, B) Las hASCs GARP- recuperan la capacidad de proliferar tras la inhibicion de ROS. Se cultivaron hASCs (NT,
LV-CTRL, LV#18 y LV#19) en presencia o ausencia de 1mM de NAC y se analizé la proliferacion utilizando el
xCelligence. (A) Graficas representativas mostrando la proliferacion de las hASCs cultivadas sin (grafica
izquierda) o con (gréfica derecha) NAC. Se muestra un experimento de 3 replicas independientes. (B) Graficas
mostrando la proliferacion relativa de hASCs NT, LV-CTRL, LV#18 y LV#19 cultivadas sin (barras negras) o con

(barras blancas) NAC. La proliferacidn se calculé como el indice celular a las 160h dividido por el indice celular
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a las 10 horas. Los datos se muestran como la media (SD) de 3 experimentos independientes. *=p<0,05 vs
LV#19 control. (C) La inhibicién de ROS mitocondrial (mtROS) revierte el bloqueo en proliferacidn de las hASCs
GARP-. Se cultivaron hASCs NT, LV-CTRL, LV#18 y LV#19 sin nada (control), con MitoTEMPO o apocinina y se
analizé su proliferacion utilizando el xCelligence. Se muestra un experimento representativo de 3
experimentos independientes. (D) Graficas mostrando la proliferacion relativa de hASCs NT, LV-CTRL, LV#18 y
LV#19 cultivadas sin nada (barras negras), con MitoTEMPO (barras verdes) o con apocinina (barras azules). La
proliferacion se calculé como el indice celular a las 160h dividido por el indice celular a las 10 horas. Los datos
se muestran como la media (SD) de 3 experimentos independientes. *=p<0,05 vs LV#19 control. (E) La
inhibicion de mtROS reduce los niveles de DSBs en hASCs GARP-.Se cultivaron hASCs NT, LV-CTRL, LV#18 y
LV#19 sin (control, barras negras) o con MitoTEMPO (barras blancas) y se analizaron los niveles de y-H2AX por
citometria de flujo, 4 dias después de la transduccién. Los datos se muestran como la media (SD) de 4

experimentos independientes. *=p<0,05 vs LV#19 control.

5.3.6. La inhibicion de la senalizacion de TGF-8 en hASCs GARP,, reduce los niveles de
ROS, de daiio en ADN y revierte parcialmente el bloqueo en proliferacion

Previamente hemos mostrado que el silenciamiento de GARP en ASCs de ratén y
humanas aumenta su secrecién y activacion de TGF-B1. Estudios recientes han
demostrado que TGF-B1 puede inducir la produccion de mtROS en MSCs. Esta induccidn
tiene efectos en la proliferacion y supervivencia de estas células (265,266). Por tanto, nos
propusimos analizar el papel de TGF-f1 en la proliferacion de las hASCs GARP". Como
hemos mostrado anteriormente, la adicién de in inhibidor de la sefalizacion de TGF-B
(SB431542) a las células GARP™ 4 dias después del silenciamiento, no tuvo ningun efecto
sobre su capacidad de proliferacién, sin embargo, la adiccién de este inhibidor un dia
después del silenciamiento reduce los niveles de mtROS (Figura 29A), la fosforilacién de
H2AX (Figura 29B) y también produce un aumento significativo de la capacidad de
proliferacién de estas células (Figura 29C y Figura 29D). Estos datos sugieren que, en
ausencia de GARP, TGF-B1 produce un rapido aumento de los niveles de mtROS, lo que

induce DSBs y un bloqueo de la proliferacion.
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Figura 29: La inhibicidn de la sefializacion por TGF-B en hASCs GARP- reduce ROS, dafio en ADN y revierte
parcialmente el bloqueo en proliferacidn: (A, B) Graficas mostrando el porcentaje de hASCs NT, LV-CTRL,
LV#18 y LV#19 positivas para mtROS (MitoSOX*) (A) y y-H2AX (B) en ausencia (barras negras) y presencia de
SB431542 (barras blancas). Los datos se muestran como la media (SD) de 3 experimentos independientes.
*=p<0,05 vs LV#19 control. (C) Grafico representativo de la proliferacion (xCelligence) de hASCs NT, LV-CTRL,
LV#18 y LV#19 cultivadas sin (simbolos negros) o con (simbolos azules) SB431542. (D) Proliferacién de hASCs
NT, LV-CTRL, LV#18 y LV#19 cultivadas sin (barras negras) o con SB431542 (barras blancas). La proliferacién se
calculé como el indice celular a las 160h dividido por el indice celular a las 10 horas. Los datos se muestran

como la media (SD) de 3 experimentos independientes. *=p<0,05 vs LV#19 control.

5.3.7. La sobreexpresion de GARP en hASCs resulta en una ventaja selectiva de
crecimiento en cultivos a largo plazo y aumenta la resistencia a la apoptosis
Como el silenciamiento de GARP producia un incremento de apoptosis y una parada de la
proliferacién, nos preguntamos si la sobreexpresién de GARP tendria el efecto contrario,

y podria mejorar la supervivencia y el crecimiento de las hASCs. Para ello, llevamos a cabo
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la transduccidén de hASCs con el vector lentiviral LV-GARP, obteniendo en torno a un 25-
30% de células sobreexpresando GARP. La sobreexpresion de GARP no produjo un
incremento en la capacidad de adhesién de estas células en comparacién con las NT
(Figura 30A). Sin embargo, observamos que la proporcion de células que sobreexpresan
GARP aumentaba en cultivo con el paso del tiempo, mientras que no ocurria lo mismo
con la proporcion de células expresando GFP o dsRED que utilizamos como controles, lo

gue sugiere un ventaja selectiva de estas células sobre las células no transducidas (Figura

308B).
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Figura 30: Las hASCs que sobreexpresan GARP muestran una ventaja selectiva de crecimiento: (A) La
sobreexpresion de GARP no afecta la capacidad de adhesién de las hASCs. Se analizé la adhesién celular de
hASCs sin transducir (NT) o transducidas con LV-GARP utilizando el xCelligence. Los datos muestran la media
(SD) de 3 experimentos independientes. (B) El porcentaje de células sobreexpresando GARP se incrementa
durante el proceso de expansion. Se transdujeron hASCs con LV-GARP, LV-GFP y LV-dsRED. Se siguid el
porcentaje de poblacidon de hASCs que sobreexpresa GARP, GFP y dsRED durante el tiempo por citometria de
flujo. Los datos muestran la media de 3 réplicas experimentales. (C, D) Células purificadas sobreexpresando
GARP proliferan mejor que las hASCs controles. (C) Partiendo de hASCs transducidas con LV-GARP (plot
izquierdo), se aislaron hASCs que sobreexpresan GARP (GARP+**(S), grafico de arriba a la derecha) y hASCs NT
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(NT(S) grafico de abajo a la derecha) y (D) se analizé su proliferacidn por contaje celular. Los datos muestran

la media (SD) de 3 réplicas experimentales. *=p<0,05 vs NT (S) en cada punto de tiempo

Por otro lado, al separar las células NT (NT(S)) de las que sobreexpresan GARP (GARP**(S))
(Figura 30C) y seguir su crecimiento in vitro durante varias semanas, encontramos que las
células GARP**(S) tenian una mayor capacidad de proliferacion en comparacién con las
NT(S) (Figura 30D). Esto indica que la sobreexpresion de GARP esta teniendo un efecto

positivo en la capacidad de expansién de las hASCs.

A continuacion analizamos si la sobreexpresién de GARP podia hacer a las hASCs mas
resistentes a apoptosis bajo diferentes condiciones. En primer lugar analizamos los
niveles de apoptosis en cultivo sin ningln otro tratamiento. Efectivamnte, detectamos
menos hASCs LV-GARP entrando en apoptosis en comparacién con las hASCs NT, tanto a
dia 5 como a dia 11 tras la transduccion (Figura 31A). Seguidamente, quisimos comprobar
si estas células eran mas resistentes a la muerte celular inducida por dafio en ADN. Para
ello, utilizamos tricostatina A (TSA) que es capaz de inducir muerte celular debido
parcialmente a la induccién de dafio en ADN (267). Encontramosque las hASCs LV-GARP
(Figura 31B) o las hASCs GARP**(S) (Figura 31C) eran significativamente mas resistentes a
la apoptosis inducida por TSA que las hASCs NT. Por el contrario, las hASCs expresando
GFP no solo no se mostraron mas resistentes a la apoptosis sino que se mostraron mas
sensibles (Figura 31D). Finalmente, dado que las hASCs GARP" exhibian mayores niveles
de dafio en DNA (medido pory-H2AX), también quisimos comprobar si al igual que con la
apoptosis, este efecto se revertia en las células GARP**. Pudimos comprobar que, en
efecto, las hASCs GARP**mostraban niveles menores de dafio en DNA que las células NT
(Figura 31E). Para descartar que las diferencias observadas en el dafio en DNA se debieran
a diferencias en la captaciéon del etopédsido por las células, decidimos utilizar irradiacion-y
como otra forma de inducir DSBs. Como habiamos observado previamente con el
etopodsido, tras la irradiacion de las hASCs NT y GARP** el nivel de dafio en DNA continud
siendo menor en las células que sobreexpresan GARP que en las células sin transducir

(Figura 31F).
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Estos datos sugieren que GARP proporciona una ventaja selectiva de proliferaciéon y que

su sobreexpresion protege a las células contra el dafio en ADN.
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Figura 31: Las hASCs que sobreexpresan GARP son mas resistentes a la apoptosis y al dafio en ADN: (A) La
sobreexpresion de GARP reduce la apoptosis in vitro.Se tifieron hASCs NT (barras negras) y LV-GARP (barras
blancas) con anexina V a dia 5y 11 después de la transduccién. Se analizo la cantidad de células apoptdticas
(Anexina V*) por citometria de flujo. Los datos muestran la media (SD) de 4 experimentos independientes.
*=p<0,05 vs NT. (B, C, D) La sobreexpresion de GARP protege a las hASCs de la apoptosis inducida por
etopdsido. Se sometieron hASCs NT (circulos negros), y hASCs transducidas (circulos blancos) con LV-GARP
(A), con LV-GARP y purificadas (C) y con LV-eGFP (D) a dosis crecientes de tricostatina A (TSA) durante 2 dias.
Seguidamente, las células se tifieron para anexina V y se analizaron por citometria de flujo. Los resultados
muestran la media (SD) de 3 experimentos independientes. (E y F) La sobreexpresion de GARP protege de la
induccidon de DSBs inducidaa por etopdsido. Se estimularon hASCs LV-GARP y NT con etopdsido (E) o se
sometieron a irradiacién (F) y seguidamente se tifieron para y-H2AX y se analizaron por citometria de flujo.
Los datos muestran la media (SD) de 3 experimentos independientes. ¥*=p<0,05 vs NT (6h), A=p<0,05 vs NT

(24h).
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6. DISCUSION

Como se ha citado en la introduccion, las propiedades de lasMSCs hacen de ellas una
herramienta prometedora para el tratamiento de enfermedades inflamatorias vy
autoinmunes. Si bien, aunque se han llevado a cabo numerosos ensayos clinicos
utilizando MSCs, algunos de ellos no han sido capaces de mostrar beneficios clinicos
significativos, lo cual evidencia que se necesita una mejor caracterizacion de las
preparaciones de MSCs, asi como una mejor comprension de la biologia de las mismas
para mejorar su eficacia terapéutica. La habilidad de las MSCs para producir y responder a
TGF-B es fundamental para su biologia y capacidad terapéutica, por lo que una mejor
compresion del papel de TGF-B en estas células serd una gran ventaja a la hora de disenar
terapias utilizando MSCs. En este trabajo nos hemos centrado en estudiar la funcidn que
llevan a cabo CD105 y GARP sobre las MSCs. Ambas moléculas son capaces de interactuar
con TGF-B desencadenando diferentes respuestas celulares capaces de afectar los

procesos de diferenciacidon, inmunomodulacién o proliferacién.

6.1. CD105

En la primera parte del presente trabajo nos propusimos mejorar la caracterizacion de las
preparaciones de ASCs de ratdn basandonos en la expresion de CD105 y analizando las
caracteristicas de las dos subpoblaciones identificables. El descubrimiento de
subpoblaciones de MSCs en las que aparezca aumentada la capacidad de auto-
renovacion, de diferenciacién y/o de inmunomodulacion, permitiria disefiar terapias mas
especializadas y, ademas, la utilizacion de preparaciones de MSCs mejor definidas haria
gue las comparaciones entre estudios fueran mads sencillas. En ese sentido, nosotros
encontramos que las células CD105 mostraron una mejor capacidad de diferenciaciéon y
de inmunomodulacién que las CD105* mientras que compartian todas las demas
propiedades fenotipicas, proliferativas y clonogénicas. CD105 es fundamental en procesos
de angiogénesis(268) ya que es capaz de regular la migracidn (269), la supervivencia y la
organizacion del citoesqueleto en células endoteliales (270). Esta molécula se ha usado

generalmente para seleccionar MSCs humanas multipotentes y la desaparicién de CD105
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se ha relacionado, de manera general, con la entrada en diferenciacion de estas células
(205,206). El impacto de la expresién de CD105 por las MSCs sobre su efecto terapéutico
se ha descrito en algunos estudios. En primer lugar, se ha demostrado que las MSCs
CD105" humanas, son mas eficientes en los procesos de reparacién del tejido cardiaco
cuando se produce un infarto (202). En segundo lugar, la subpoblacién CD105* de MSCs
humanas derivadas de tejido adiposo se ha mostrado mds propensa a diferenciarse hacia
condrocitos que la subpoblacién CD105(203,209) mientras que en el caso de
diferenciacién osteogénica se ha visto el efecto contrario, es la fraccién CD105" la que

presenta mejor capacidad de diferenciacion hacia osteoblastos (211).

Como CD105 es un componente del receptor de TGF-B, su presencia o ausencia en las
ASCs debe tener un efecto en su respuesta a TGF-B. En primer lugar, las MSCs secretan
constitutivamente TGF-B1 cuando se cultivan in vitro y el suero bovino fetal contiene
altos niveles de TGF-B1 latente (271) y, en segundo lugar, TGF-B ejerce un efecto
importante en la diferenciaciéon de las MSCs (272,273) y en su capacidad de
inmunomodulacién (274). Por tanto, la capacidad de las MSCs de responder aTGF-B
tendra un impacto importante sobre su fisiologia y sus aplicaciones terapéuticas. Como
modulador de la sefializaciéon de TGF-B, CD105 puede tanto aumentar como disminuir la
capacidad de las ASCs de responder a TGF-B1/3. Como se ha citado previamente, existen
dos isoformas de CD105, CD105L y CD105S, que juegan papeles opuestos en la
modulacion de la sefializacidn inducida por TGF-B1/3 (195). Nosotros hemos encontrado
que las mASCs expresan solo la isoforma CD105L, que inhibe la activacion de
ALK5/Smad3, mientras que promueve la activaciéon de ALK5/Smadl y ALK5/Smad2
(211,275,276). La activacién de Smad2 mediada por TGF-B es capaz de inhibir tanto el
proceso de adipogénesis (277) como de osteogénesis(211). De acuerdo con esos datos,
hemos visto que las mMASCs CD105 exhiben un potencial adipo y osteogénico
incrementado, posiblemente debido a una reduccién de la sefializacién TGF-B/Smad2.
Ademas, la adipogénesis puede promoverse adicionalmente en las mASCs CD105" por la

menor produccion de IL-11 tras la estimulacidn con TGF-B1. Seria interesante analizar la
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fosforilacion de smad2/3 y utilizar lineas celulares sensibles a TGF-B para poder comparar
mas profundamente la sefializacién por TGF-B en células CD105" y CD105". Estudios
previos sobre el efecto de CD105 en adipogénesis y osteogénesis utilizando ASCs
humanas, han mostrado resultados contradictorios. Levi y colaboradores mostraron que
las hASCs con baja expresidn de CD105 exhibian una mayor capacidad de diferenciacidon
osteogénica, pero un potencial de diferenciacion adipogénica reducido (211). La
discrepancia observada entre nuestros datos y los obtenidos en el estudio anteriormente
citado con respecto a el potencial adipogénico de las ASCs CD105 podria deberse a la
especie de la que se obtuvieron las ASCs o a que la subpoblacién CD105 de hASCs

representa a osteoprogrenitores con un reducido potencial adipogénico.

TGF-B también puede actuar en las MSCs modulando su capacidad inmunosupresora.
Nosotros hemos encontrado que las mASCs CD105 son mas efectivas inhibiendo la
proliferacién de las células T CD4* en comparacion con la fraccion CD105*. Como no se
conocen muy bien los mecanismos que hay detrds de esta diferencia, nosotros
mostramos que, tras ser estimuladas, las mASCs CD105" producen ligeramente mads iNOS
e IL-6 que las CD105".De acuerdo con nuestros datos en MSCs, en otros estudios se ha
visto que TGF-B1 inhibe la producciéonde iNOS/NO e IL-6 por macréfagos y musculo liso
cuando se induce esta produccion con LPS, IL-1, TNF-a e INF-y (278,279).Por lo tanto, en
un co-cultivo de MSCs y esplenocitos, TGF-B1 podria actuar de manera mas pronunciada
en MSCs CD105*, reduciendo la produccion de iNOS e IL-6 y disminuyendo, de esta forma,
su actividad inmunosupresora. Los macréfagos juegan un papel importante en la
supresion de células T mediada por MSCs (252). Sin embargo, a pesar de que la
produccién de PGE; es mas baja por parte las ASCs CD105, estas células se mostraron
igual de eficientes que las ASCs totales y la fraccién CD105* a la hora de inducir

macrdéfagos reguladores.

Ademas de la poblacién multipotente de mASCs CD105" descrita en nuestro estudio, los
cultivos de MSCs pueden contener otras células CD105" o con baja expresién del mismo,

gue se originan a partir de las mASCs CD105". La pérdida progresiva de expresion de
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CD105 durante su cultivo in vitro se ha demostrado utilizando MSCs tanto humanas como
de ratén (202,280) y de acuerdo con esas publicaciones, nosotros hemos observado una
disminucion progresiva de su expresion en ASCs totales y en la subpoblacién CD105* que
no se ve afectada por las condiciones de cultivo. Curiosamente, también encontramos
que los niveles de expresion de CD105 en superficie fluctian durante cada pase
dependiendo de la confluencia del cultivo. De hecho, el nivel de CD105 disminuye cuando
los cultivos de ASCs empiezan a alcanzar altos niveles de confluencia. Estos resultados van
en concordancia con un estudio hecho por Fonsatti y colaboradores donde ellos muestran
que CD105 es un marcador de células endoteliales dependiente de la densidad celulary la
proliferacién (243). Asi, una disminucion de la proliferacion de las MSCs, debido a la
confluencia del cultivo, a la induccién de senescencia o a una diferenciacién espontanea,
podria explicar parcialmente la pérdida de expresion de CD105 en estas células.
Independientemente de los mecanismos, en base a nuestros datos y a los de otros
estudios, una baja expresién de CD105 en ASCs debido a heterogeneidad de las
poblaciones o a las condiciones de cultivo podria disminuir la diferenciacion
condrogénica, incrementar la adipogénesis y osteogénesis y afectar la capacidad
inmunomoduladora de estas células. De esta forma, cuando la expresion de CD105 sea
importante para la eficacia terapéutica de las MSC, la confluencia celular y el tiempo de
cultivo deben controlarse cuidadosamente. Por el contrario, en el caso de la

inmunomodulacién, una expresion baja de CD105 podria ser favorable.

Aunque este estudio se ha hecho utilizando ASCs de ratén, hemos obtenido varios
resultados que se comparten con las ASCs humanas como por ejemplo la regulacion
negativa de la expresion de CD105 tras un cultivo in vitro prolongado y los efectos
inhibitorios de CD105 en osteogénesis. Esto sugiere que nuestro sistema en ratdn es
valido para la identificacién de caracteristicas generales de ASCs que pueden ser

importantes para su eficacia terapéutica cuando se tratan enfermedades humanas.

Como conclusién de esta primera parte, hemos identificado una nueva subpoblacién de

ASCs de ratdn (CD105°) que presenta un fenotipo, una capacidad de proliferacién y un
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potencial de formacidon de CFU-F similar a la subpoblacién CD105*. Sin embargo, estas
células también presentan una mayor capacidad de diferenciacién hacia adipocitos y
osteocitos que la fraccion CD105* y son mejores a la hora de inhibir la proliferacién de las
células T in vitro. Aunque el aislamiento de la subpoblacién CD105 en MSCs humanas es
mds complicado debido a la desaparicion de estas células poco después del inicio del
cultivo in vitro, podria ser interesante estudiar si, cambiando las condiciones de cultivo
y/o el tejido de origen, se podria obtener una subpoblacién CD105 de hMSCs que

presentase caracteristicas similares a las observadas en mASCs.

6.2. GARP

En la segunda parte, nos centramos en estudiar el papel GARP sobre la biologia de las
MSCs. Nos centramos en su estudio ya que, por un lado, se habia descrito previamente la
presencia de RNA mensajero de GARP en MSCs humanas (281) vy, por otro lado, se sabe
gque GARP es una molécula que estd involucrada en la modulacién de la localizacién y

actividad de TGF-B (226).

6.2.1. Expresion de GARPP y papel en la secrecion y activacion de TGF-8

Las células Tregs en resposo no expresan GARP en su superficie pero contienen altos
niveles de GARP intracelular que, tras su activacion, se traslada hasta la membrana celular
(230,259). De manera similar, en células recién aisladas de tejido adiposo de ratén y
humano, apenas encontramos expresion de GARP pero estos niveles aumentaron
rapidamente en aquellas células adherentes que presentaban fenotipo mesenquimal tras
su cultivo in vitro. De manera que, hemos demostrado por primera vez que tanto las
MSCs de ratdon como humanas expresan GARP en su membrana tras su cultivo in vitro. Sin
embargo, las circunstancias que hacen que se active la expresion de GARP en la
membrana de las MSCs son desconocidas. Se podria especular que, al igual que en Tregs,
la localizacién de GARP en superficie podria ser un indicador de activacién de MSCs. Sin
embargo, para comprobar esto se necesitaria estudiar la induccion del mRNA de GARP en

MSCs durante la expansion temprana de estas células in vitro. Esto es complicado debido
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a la heterogeneidad de las preparaciones celulares recién aisladas, que ademds de MSCs,

pueden contener células endoteliales, epiteliales e inmunoldgicas.

TGF-B1 estd involucrado en multitud de funciones de las MSCs como proliferacion,
diferenciacién e inmunomodulacién, por ello, es importante comprender la regulacién de
su produccidon y activacién por parte de las MSCs. Clasicamente, TGF-B1 se ha
considerado como una molécula secretada en forma latente que, a través de su
asociacion con LTBP, se une a la matriz extracelular. Cuando se producen perturbaciones
en la integridad de dicha matriz (en respuesta a dafo o inflamacién), se produce la
activacion de TGF-B1 (103,282). Sin embargo, el descubrimiento de que GARP presenta
TGF-B1 en la superficie de las MSCs abre nuevas posibilidades. Varios estudios han
mostrado que la respuesta celular a TGF-B1 difiere dependiendo de si éste se encuentra
secretado o anclado a la membrana (168,178,283). No se conoce muy bien la razéon de
estas diferencias pero se piensa que el mbTGF-B podria producir una alta concentracién
local de TGF-B1 activo, una senalizacion sostenida TGF-B1 y también podria permitir que
ocurran otras interacciones que modulan la respuesta a TGF-f1 de una manera que la
forma secretada no es capaz de imitar (168,284). Nosotros hemos encontrado que GARP
y LAP/TGF-B1 presentan un alto grado de colocalizacidn en la superficie de las MSCs.
Aunque hay otras moléculas de superficie que pueden unirse a LAP/TGF-B1, nuestros
estudios de interferencia sugieren que GARP es la principal molécula involucrada en la
presentacion de mbTGF-B1 en las MSCs. Hay varios estudios que muestran que GARP
puede modular la secrecion de LAP/TGF-B1 (223,226). Nuestros datos demuestran que el
silenciamiento de la expresion de GARP incrementa la secrecion de LAP/TGF-B1 por las
MSCs. Curiosamente, encontramos que las mASCs GARP" producen niveles mayores de
TGF-B1 activo en compracidon con las mASCs NT y LV-CTRL, lo que sugiere que GARP
puede modular tanto la secrecién como la activacion de TGF-B1 por las MSCs. La forma en
la que la falta de GARP produce un incremento de la activacion de TGF-B1, bajo
condiciones normales de cultivo, no se conoce. Sin embargo, se ha visto que las LTBPs

(Proteinas de union a TGF-B latente) son importantes para la activacion de TGF-B1 tanto
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in vitro como in vivo (285,286) y también se sabe que GARP compite con LTBP1 para
unirse a LAP/TGF-B1 (226). Nosotros proponemos que en ausencia de GARP, hay mas
complejos LTBP/LAP/TGF-B1 que son secretados por las MSCs, lo que da lugar a un
aumento en su localizacién en la matriz extracelular y al subsecuente incremento en la
activacion de TGF-B1. Por el contrario, en estudios recientes se ha comprobado que la
expresiéon de GARP en células B y Tregs tiene como resultado un incremento en la

activacion de TGF-$ (104).

El silenciamiento de GARP en Tregs disminuye de forma significativa su capacidad
inmunosupresorain vitro mientras que su sobreexpresiéon produce el efecto opuesto
(229,234). Como se ha citado en la introduccién, se sabe que las MSCs son capaces de
modular la actividad tanto de la inmunidad innata como de la adaptativa. Aunque las
mASCs GARP- se mostraron igual de eficientes que las NT en la inhibicidn de la activacidn
de las células NK, hemos encontrado que la expresién de GARP contribuye a la habilidad
de las mASCs para inhibir la respuesta de las células T in vitro. Las mASCs GARP* fueron el
doble de efectivas que las GARP a la hora de inhibir la proliferacién de las células T CD4".
Este es un hallazgo interesante teniendo en cuenta la multitud de moléculas
inmunorreguladoras que expresan las MSCs y que son capaces de inhibir las respuestas
producidas por las células T, como iNOS, PGE;, y factores de crecimiento (287). Un
mecanismo que podria explicar el aumento en la actividad supresora por parte de las
MSCs GARP* podria involucrar la induciéon de la ruta Notch1/HES1 a través del mbTGF-B.
Sin embargo, nuestros datos mostraron que las MSCs no inhiben la respuesta de las
células T a través de esta ruta. Lo que si fuimos capaces de observar es que las mASCs
GARP" producian menos niveles de NO, lo que podria sugerir que el incremento en la
secrecion de TGF-B1 por estas células podria estar inhibiendo la inducién de iNOS de
forma autocrina como ya se habia descrito (156). De esta forma, nosotros creemos que
GARP podria participar en la inhibicién de la proliferacidon de células T mediada por MSCs

mediante el control de la secrecién y activacion de TGF-B1 en lugar de interactuando
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directamente con las células T a través del mbTGF-B1 en una manera dependiente de

contacto celular.

Como resumen de esta parte, proponemos un modelo donde las MSCs quiescentes no
expresan GARP. Cuando se activan estas células al producirse un daio, adquieren
expresion superficial de GARP. GARP es capaz de anclar TGF-f1 a la membrana de las
MSCs lo que aumenta su habilidad para suprimir la respuesta de las células T. De manera
gue se puede proponer GARP como un marcador para identificar MSCs activadas o semi-

activadas.

6.2.2. Papel de GARP en la proliferacion y supervivencia de las MSCs

Para el uso de las MSCs en terapia, es fundamental una investigacion mas profunda sobre
como mejorar su expansion manteniendo su estabilidad gendmica y su capacidad
terapeltica, ya que este paso es fundamental para poder trasladar satisfactoriamente
estas células a clinica. Nosotros hemos demostrado que el silenciamiento de GARP en
MSCs tanto de ratén como humanas inhibe su capacidad de proliferaciéon, mientras que
aquellas MSCs que sobreexpresan GARP parecen tener una ventaja selectiva de
crecimiento frente a las que presentan niveles fisioldgicos del mismo. Por tanto, nos
hemos propuesto estudiar los posibles mecanismos que podria haber detrds de estas

observaciones.

Hasta ahora, la investigacion en GARP se ha centrado mayoritariamente en su capacidad
de regular la activacidn/secrecion de TGF-B y su papel en la capacidad inmunosupresora
de las células Tregs (226,255). Sin embargo, algunos estudios han indicado que GARP esta
involucrado en las proliferacién de las células T (234,235). Recientemente, en otro
estudio se ha demostrado que la expresién de GARP en células Hela se correlaciona
positivamente con su capacidad de proliferacién (259). En concordancia con estos

estudios, nosotros hemos visto que al silenciar GARP en MSCs, uno de los fenédmenos mas
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evidentes que hemos observado es una disminucidn casi total del crecimiento de las

mismas.

Para entender el efecto de GARP en la proliferacidon de las MSCs, llevamos a cabo un
microarray para conocer el perfil de expresidn génica de las MSCs humanas derivadas de
tejido adiposo (hASCs) tras el silencimiento de GARP. El software que utilizamos para
analizar dicho perfil (IPA) indentificd varias biofunciones inhibidas, que son necesarias
para la progresion del ciclo celular, asi como varias biofunciones activadas relacionadas
con apoptosis y muerte celular, lo que confirmd el fenotipo que habiamos observado. IPA
también detectd una activacion del punto de control de dafio en DNA en la fase G2/M del
ciclo y una inhibicién de la ruta de las quinasas tipo-polo (PLK). El punto de control en
G2/M es fundamental para asegurar que la replicacidn se ha completado correctamente,
bloqueando la division celular hasta que se resuelvan todos los problemas encontrados,
incluyéndose dafio en el DNA y errores en la replicacién. Contrariamente, la ruta de las
quinasas tipo-polo se requiere para entrar en mitosis, para la formacién del polo
fusiforme, la separacion de los cromosomas vy la salida de la mitosis. La activacién del
punto de control en G2/M vy la inhibicién de la ruta de las quinasas tipo-polo deberia dar
lugar a un mayor porcentaje de células bloqueadas en G2/M, que es exactamente lo que
observamos en las hASCs GARP". Ademas, también observamos una inhibicidn de genes
involucrados en el mantenimiento de la estabilidad gendmica y la reparacién de roturas
de DNA de cadena doble (DSBs). De acuerdo con estas predicciones, encontramos que las
hASCs GARP- exhibieron mayores niveles basales de DSBs y también fueron mas
susceptibles al dafio inducido por etoposido.Mientras que las hASCs que sobreexpresan
GARP, se mostraron parcialmente protegidas frente al dafio en DNA producido por
etoposido y por irradiacidn- y. Finalmente, IPA también identificé TP53 como uno de los
principales reguladores aguas arriba que aparecia sobre-activado en las células GARP’, lo
que sugiere que el silenciamiento de GARP podria llevar a daifio en DNA y a un bloqueo en

proliferacidn en la fase G2/M a través de la activacion de p53.
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Teniendo en cuenta los posibles vinculos entre GARP, dafio en DNA y bloqueo en G2/M,
se puede evidenciar la participacion de TGF-B y de las especies reactivas del oxigeno
(ROS) en estos procesos. En primer lugar, recientemente se ha demostrado que TGF-f1
puede incrementar la produccién de ROS en BM-MSCs de ratén, lo que da lugar a
senescencia (265) y apoptosis (266). En segundo lugar, se sabe que tanto TGF-B como
ROS son capaces de provocar un arresto celular en la fase G2/M del ciclo (288-290). Y en
tercer lugar, nosotros hemos visto que el silenciamiento de GARP en mASCs tiene como
resultado un incremento en la secrecién de TGF-B1 activo, un aumento de la fosforilacidn
de SMAD2/3 y la induccidn de genes sensibles a TGF-B. Estos datos presentan la
posibilidad de que TGF-B1 y ROS puedan estar involucrados en el dafio en el DNA y el

bloqueo en proliferacidon observado en las hASCs GARP".

En MSCs, la respiracién mitocondrial y, en menor grado, NOX-4 son los principales
contribuyentes al conjunto fisioldgico de ROS en la célula (291,292). Para la proliferacion
de las MSCs y su capacidad de diferenciacidon adipo y condrogénica es necesario que
existan niveles fisiologicos de ROS (293-296). Sin embargo, se sabe que altos niveles de
ROS enddgeno pueden tener efectos perjudiciales en las MSCs como la induccién de dafio
en el DNA y la senescencia prematura (297). ROS induce principalmente roturas de
cadena simple (SSBs) en el DNA (298) pero cuando se producen fallos en la reparacién de
esas SSBs se pueden convertir en DSBs durante la fase S del ciclo celular (299). En
concordancia, hemos encontrado que el silenciamiento de GARP resulta en un aumento
de los niveles de ROS mitocondrial (mtROS). La adicion de NAC o mitoTEMPO reduce los
niveles de mtROS, disminuye la cantidad de DSBs y revierte de manera significativa el

bloqueo en proliferacion de las hASCs GARP".

TGF-B parece ejercer un efecto bifasico en la proliferacién de las MSCs, donde bajas
concentraciones son capaces de incrementar la proliferacion mientras que
concentranciones elevadas llevan a cabo el efecto contrario (132,300). En nuestros
anadlisis de proliferacién en ASCs de ratdn, inhibimos la sefializacién de TGF-B en las

mASCs GARP™ afiadiendo un inhibidor (SB431542) o anticuerpos neutralizantes 4 dias
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después del silenciamiento, pero no pudimos ver ningin efecto en el bloqueo en
proliferacién de estas células. Sin embargo, ya que nuestros resultados apuntan de
manera clara a que los niveles elevados de TGF-B/ROS son los responsables de la
generacién de DSBs, decidimos re-analizar el papel de TGF-B en la proliferacion de las
hASCs GARP". Estos nuevos andlisis mostraron que la inhibiciéon de la sefalizaciéon por
TGF-B justo después del silenciamiento de GARP (1 dia después de la transduccidn) era
capaz de reducir los niveles de mtROS y de DSBs y de revertir el bloqueo en proliferacidon
de las células GARP". Estos datos seguieren que el silenciamiento de GARP aumenta la
sefializacion por TGF-B1 en las MSCs, dando lugar al aumento de los niveles de mtROS

que generan DSBs en el DNA, arresto en el ciclo y muerte celular.

El pardlogo de GARP, NRROS/LRRC33, se ha identificado recientemente como un
regulador negativo de ROS en fagocitos. NRROS se localiza en el reticulo endoplasmatico
donde promueve la degradacion de NOX-2 (301). Sin embargo, el papel de GARP en MSCs
parece no estar relacionado con NOX-2, dado que la apocinina (un inhibidor de NOX) no
es capaz de rescatar el bloqueo en proliferacidon de las hASCs GARP~. Por otro lado, GARP
se ha identificado como un modulador potencial del dafio en DNA (302) y de proliferacion
celular (303) en estudios de iRNAs de genoma completo, aunque los autores de estos
estudios no se centraron particularmente en GARP. Como GARP contiene el dominio de
interaccion proteina-proteina mas frecuente en la naturaleza, el dominio LRR
(Repeticiones Ricas en Leucina), existen grandes posibilidades de que GARP interactue
con otras proteinas. Hasta ahora, se sabe que GARP interactia con LAP/TGF-$ (228), con
la proteina transmembrana asociada a lisosomas 4B (LAPTMP4B) (304) y con las proteinas
HSP90A y HSP90B1 (GP96) (305), ambas proteinas forman parte de la familia de
chaperonas HSP90 (del inglés heat shock protein). Seria interesante investigar el papel
gue juegan estas interacciones en la biologia de las MSCs, ya que la maquinaria de esta
chaperona juega un papel clave en la regulacion de la respuesta al estrés asi como de la
actividad de proteinas involucradas en el ciclo celular y en la respuesta al dafio en DNA

como BRCA1, BRCA2, RAD51, p53 y CHK1 (306).
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Tras los antecendetes presentados y con los resultados obtenidos, proponemos un
modelo en el cual, en condiciones fisioldgicas, GARP es capaz de mantener TGF-f3 anclado
a la membrana en forma latente. Los niveles de mtROS citoplasmaticos son normales de
manera que el DNA nuclear permanece intacto, generandose una progresién normal del
ciclo celular (Figura 32A). Sin embargo, tras el silenciamiento de GARP en la superficie de
las MISCs, se produce un aumento de la secrecién y activacidon de TGF-3, que desencadena
un aumento de los niveles de mtROS citoplasmaticos. Estos elevados niveles de mtROS
son capaces de generar DSBs en el DNA, provocando la activacion de p53, que es capaz de
inhibir la actividad de algunas ciclinas (CDK1, CCNB1) y de producir, de esta forma, un

arresto en G2/M y la subsecuente muerte de estas células (Figura 32B).
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Figura 32: Modelo propuesto del papel de GARP en la supervivencia de las MSCs: (A) Esquema
representativo de la progresion del ciclo celular bajo niveles fisiolégicos de GARP. (B) Esquema representativo

de la progresién del ciclo celular tras el silenciamiento de GARP.

Desde un punto de vista practico, el descubrimiento de que GARP puede proteger las
MSCs frente al daiio en DNA mediado por ROS y frente a apoptosis, ya sea a través de la
inhibicion de la activacion de TGF-B o a través de vias alternativas toma una gran
importancia cuando se expanden MSCs in vitro para fines terapéuticos. Los cultivos de
MSCs estan sometidos a altos niveles de estrés oxidativo debido a cantidades de O,
mayores que las fisioldgicas, a altos niveles de glucosa y a la presencia de factores de
crecimiento y de iones metalicos (307). En ese sentido, una conclusién evidente es que
concentraciones altas de TGF-B activo en los medios de cultivo son deletéreas para el
crecimiento de las MSCs in vitro y que GARP puede controlar estos niveles. Ademds, como
se ha citado anteriormente, altos niveles de ROS pueden ejercer efectos perjudiciales en
la funcidn de las MSCs, como la inducidon de dafio en DNA y la senescencia prematura
(297) asi como desencadenar un deterioro en la migracion de las MSCs (308), la inhibicién
de la adhesidn celular (309) y una reduccién en la capacidad inmunomoduladora de las
mismas (310). Nuestros datos muestran que la sobreexpresion de GARP tiene un efecto
claramente positivo en el crecimiento de las MSCs evitando la muerte por dafio en DNA.
Queda por investigar si estos efectos son Unicamente debidos a la capacidad de GARP
para controlar los niveles de TGF-B activo en el medio o si podria estar también

involucrado en protecciéon del dafio en DNA de una forma independiente de TGF-B.

En resumen, nuestros resultados muestran que GARP es fundamental para la
proliferacién y supervivencia de las MSCs in vitro, a través de la regulacién de la
produccién de mtROS mediada por TGF-B1. Se necesitan investigaciones adicionales para
saber si la expresiéon de GARP también se requiere para la proliferacion in vivo de estas
células asi como para averiguar si el papel protector de GARP frente al dafio en DNA es
especifico para MSCs o si estos resultados son reproducibles en otras células que también
expresan esta molécula, como algunas lineas celulares tumorales (233). En ese sentido,

GARP podria emerger como una diana terapéutica para determinados tipos de cancer que
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se sabe que exhiben una expresiéon anormal de GARP, como el cadncer de mama y ciertos

tipos de sarcomas y linfomas.

136



CONCLUSIONES

137



138



7. CONCLUSIONES

1. Tanto CD105 como GARP son proteinas de membrana que se inducen en las primeras
fases de cultivo de las MSCs, por lo que ambas se pueden considerar marcadores de

activacion.

2. Las MSCs CD105Scal*CD44*CD29* identifican una subpoblacion con mejores
caracteristicas para su utilizacion en terapia celular para patologias
autoinmunes/inflamatorias y en regeneracién odsea que las clasicas MSCs

CD105*Scal*CD44*CD29".

3. GARP es un nuevo marcador de superficie de las MSCs que tiene un papel importante

en su capacidad inmunomoduladora y que es fundamental para su proliferacion.

4. Se ha identificado un nuevo papel para GARP uniendo TGF-B1 latente en la superficie

de las MSCs, controlando su activacién y evitando la sefializacién excesiva.

5. GARP es imprescindible para la viabilidad de las MSCs al evitar la elevacién de los

niveles de mtROS que se generan por la sefializacion de TGF-B1.
6. La sobreexpresion de GARP en MSCs es una alternativa para la generacién de MSCs

con mejores caracteristicas terapéuticas al mejorar su capacidad proliferativa e

incrementar su resistencia a apoptosis.
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Mesenchymal Stromal Cells Express GARP/LRRC32
on Their Surface: Effects on Their Biology and
Immunomodulatory Capacity
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Mesenchymal stromal cells {(MSCs} represent a promising toal for therapy in regenerative medi-
cine, transplantation, and autoimmune disease due to their trophic and immunomadulatory activ-
ities. However, we are still far from understanding the mechanisms of action of MSCs in these
processes. Transforming growth factor (TGF)-f1 is a pleiotropic cytokine invalved in MSC migra-
tion, differentiation, and immunomodulation. Recently, glycoprotein A repetitions predominant
{GARP) was shown to bind latency-assaciated peptide {LAP)/TGF-§1 to the cell surface of activated
Foxp3™ regulatory T cells {Tregs) and megakaryocytes/platelets. In this manuscript, we show that
human and mouse MSCs express GARP which presents LAP/TGF-$1 an their cell surface. Silencing
GARP expression in MSCs increased their secretion and activation of TGF-$1 and reduced their pro-
liferative capacity in a TGF-$1-independent manner. Importantly, we showed that GARP expres-
sion an MSCs contributed to their ability to inhibit T-cell responses in vitro. In summary, we have
found that GARP is an essential molecule for MSC biology, regulating their immunomadulatory
and praliferative activities. We envision GARP as a new target for improving the therapeutic effi-

cacy of MSCs and alsa as a novel MSC marker. STEM CELLS 2015;33:183-195

INTRODUCTION

Mesenchymal stromal cells {MSCs) are nonhe-
matopoietic, multipotent cells with self-renewal
capacity present in virtually all tissues. Their
secretion of growth factors and potent immuno-
modulatory properties make them a promising
tool for therapy in inflammatory/autoimmune
diseases. Although MSC therapy is deemed safe,
several phase Il clinical trials using MSCs for
the treatment of inflammatory/autoimmune
diseases have failed to show any significant clin-
ical benefit [1, 2]. It has become clear that we
need a better characterization of the MSC prep-
arations and a better understanding of MSC
biology, including the mechanisms behind their
immunomodulatory capacity.

The transforming growth factors-g (TGF-£1,
2, and 3} are pleiotropic molecules involved in
multiple biological processes including develop-
ment, control of stem cell behavior, carcinogene-
sis, tissue homeostasis and regeneration, and
immune responses [3-5]. TGF-£1 is produced by
MSCs and has been demonstrated to promote
fibroblast proliferation and to participate in MSC-
mediated immunomodulation [6-8]. TGF-£1 also

STEM CELLS 2015;33:183-195 www.StemCells.com

directly influences MSCs, affecting both their
migration and differentiation [3, 10] highlighting
the importance of TGF-£1 for the therapeutic
activity of MSCs. The TGF-fs are produced as
precursor peptides consisting of the mature TGF-
£ domain and the latency-associated peptide
(LAP) domain. The precursor peptide is cleaved
by the endoprotease furin, thus separating the
two domains and LAP then associates noncova-
lently with the mature TGF-§ peptide forming
the small latency complex (SLC). LAP maintains
TGF-£ biologically inactive and its removal ena-
bles TGF-£ to bind to its receptors and induce
signaling [11]. Inside the cell, the SLC normally
associates with latent TGF-£ binding proteins
(LTBPs) forming the large latency complex, which
is then secreted and anchored to the extracellu-
lar matrix (ECM) [12, 13] where TGF-§ can be
activated by reactive oxygen species, low pH,
integrins, proteases, and thrombospondin-1 [14].
Recently, glycoprotein A repetitions predominant
(GARP}, also called leucine-rich repeat containing
32 {LRRC32) [15], was shown to bind LAP/TGF-£1
and present it on the cell membrane of platelets
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and activated CD4 " Foxp3" regulatory T cells (Tregs) [16, 17].
Several cell types express membrane bound TGF-f1 (mbTGF-
$1) including immature dendritic cells and myeloid-derived
suppressor cells [18-20] but GARP expression has so far only
been described on the surface of activated Tregs and megakar-
yocytes/platelets [17, 21]. GARP regulates the bioavailability of
TGF-f1 and its role has primarily been studied in the context
of T-cell differentiation and function where GARP-bound LAP/
TGF-fi1 on Tregs is involved in both infectious tolerance and
the induction of T-helper (Th)—17 cells [22, 23|. Recently,
expression of mbTGF-f1 was found on human umbilical cord
blood-derived MSCs [24] and on microvesicles prepared from
murine bone marrow-derived MSCs (BM-MSCs) [25]. However,
how TGF-f1 is attached to the cell surface of MSCs and the
role of mbTGF-fi1 in MSC biology and therapeutic efficacy are
unknown. In this report, we show that GARP is expressed on
the surface of mouse and human MSCs colocalizing with
mbTGF-f1. Silencing of GARP in MSCs reduced the surface
expression of LAP/TGF-fi1 while increasing its secretion and
activation. Interestingly, MSCs lacking GARP exhibited an
impaired proliferative capacity and were less efficient in sup-
pressing the proliferation of T cells in vitro. In summary, this
study highlights the importance of GARP for MSC biology and
function, adding a new molecule that can be modulated when
aiming to improve the therapeutic efficacy of MSCs for the
treatment of autoimmune/inflammatory diseases.

IMATERIALS AND METHODS

Animals

Male BALB/c (6-10 weeks; Charles River, Barcelona, Spain,
www.criver.com) were used to initiate cultures of mASCs and
mBM-MSCs or for the generation of splenocyte cell suspen-
sions. All experiments were performed according to the Insti-
tutional Guidelines for the Care and Use of Laboratory
Animals in Research and with the approval of the local ethics
committee at the H. U. Virgen Macarena in Seville, Spain.

Isolation and Culturing of MSCs

Abdominal (epididymal) and subcutaneous (inguinal) fat from
BALB/c mice (Charles River) were processed as previously
described [26]. Cells were resuspended in complete Mesen-

Role of GARP in MSC Biology and Immunomodulation

performed as previously described [27] (Supporting Informa-
tion Fig. S1). All experiments using human samples were per-
formed according to the Institutional Guidelines and approved
by the ethics committee of the H.U. Virgen de Macarena.

Lentiviral Vector Production and ASC Transduction

MISSION shRNA plasmid DNAs specific for mouse GARP
(LRRC32) (RefSeq: SHCLND-NM_001113379; two different
mouse GARP/LRRC32-specific shRNA plasmids were used,
referred to in the manuscript as LV#3 and LV#6), for human
GARP (RefSeq: SHCLND-NM_005512; two different human
GARP/LRRC32-specific shRNA plasmids were used, referred to
in the manuscript as LV#18 and LVv#19) and a MISSION
pLKO.1-puro nonmammalian shRNA control plasmid (all from
Sigma Aldrich, St Louis, MO, www.sigmaaldrich.com) were
amplified using One Shot Stbl3 Escherichia coli (Invitrogen)
grown at 30°C. Lentiviral vectors (LVs) were produced by
cotransfecting 293T cells with: (a) vector shRNA plasmid, (b)
packaging plasmid pCMVARS8.91, and (c) envelope plasmid
pMD.G, using LipoD In Vitro DNA Transfection Reagent (Ver. II;
SignaGen Laboratories, Rockville, MD, www.signagen.com) and
concentrated as previously described [28]. For transduction of
ASCs, 0.7 X 10° ASCs (passages 2-4) were mixed with the
concentrated virus, left at room temperature for 10 minutes,
and subsequently seeded in six-well plates and maintained at
5% 0,; 5% CO, at 37°C for 5 hours. Cells were then washed,
seeded in T75 flasks, and incubated at 5% 0,; 5% CO, at
37°C. GARP expression was assayed by flow cytometry and
RT-qPCR on days 3 and 5 after transduction, respectively. Vec-
tor copy number per transduced ASC was determined by
qPCR, using the QuantiTect SYBRGreen PCR kit (Qiagen, Hil-
den, Germany, www.giagen.com), performed on an
MX3005Pro sequence detection system (Stratagene, La Jolla,
CA, www.st .com) as p ly described [29]. For
the different LV-transduced cells, the following primers were
used: puromycin FW: 5'-TGCAAGAACTCTTCCTCACG-3', puro-
mycin RV: 5'-AGGCCTTCCATCTGTTGCT-3. Tenfold increasing
amounts of plasmid DNA (10% up to 1 X 107 copies) were
used to determine the standard curve in each experiment.

Detection of Surface and Intracellular GARP and
LAP/TGF-f1 Expression

For LAP/TGF-$1 staining, mASCs were plated at 5,000 cells per
square centimeter and after 24-48 hours cells were harvested
using phosphate buffered saline (PBS) with 2 mM EDTA. Cells
were incubated with 7AAD (Sigma-Aldrich) and 2.4G2 (for

Cult medium (Stem Cell, Grenoble, France, www. Il

mASCs; eBi e, San Diego, CA, www.eBioscience.com) fol-

com) and seeded at a density of 20,000-30,000 cells per
square centimeter and cultured at 5% 0,/5% CO, at 37°C.
Subsequent passages were plated at 10,000 cells per square
centimeter. BM-MSCs were obtained by flushing femurs and
tibiae of male BALB/c mice and adding 1.5 X 10° cells per
square centimeter in cell culture flasks. Human ASCs were
obtained from Biobanco del Sistema Sanitario Publico de
Andalucia (Granada, Spain) and cultured in advanced Dulbec-
co’s dified Eagle’s (DMEM) ! d with
10% fetal calf serum (FCS) (Invitrogen, Carlsbad, CA, www.life-
technologies.com), Glutamax (GIBCO, Grand Island, NY, www.
lifetechnologies.com), and 100 U/ml penicillin/streptomycin
(GIBCO). The phenotypic characterization and differentiation
of mASCs into adipocytes, osteocytes, and chondrocytes were

© 2014 The Authors. Stem CeLs Published by
Wiley Periodicals, Inc. on behalf of AlphaMed Press

lowed by anti-mouse LAP/TGF-f1 (TW7-16B4) or anti-human
LAP/TGF-fi1 (TW4-6H10) (Biolegend, San Diego, CA, www.biole-
gend.com) followed by goat anti-mouse 1gG-APC (Jackson Immu-
noresearch, West Grove, PA, www.jacksonimmuno.com) or a
donkey anti-mouse IgG-Alexa488 (Molecular Probes, Carlsbad,
CA, www.lifetechnologies.com), respectively. For GARP expres-
sion, ASCs were harvested using TryplLE (Gibco) and stained for
murine GARP (Garp-PE; YGIC86), with or without Sca-1, or
human GARP (GARP-eFluor660; G14D9) all from eBioscience.
For GARP staining of human platelets, blood from healthy vol-
unteers was collected in EDTA tubes and centrifuged at 400g
for 7 minutes to obtain the platelet-containing supernatant. Pla-
telets were then precipitated at 800g for 7 minutes and washed
with PBS, centrifuged again at 400g to discard cellular
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contaminants and counted. 10° human platelets were then
stained for human GARP (GARP-eFluor660; G14D9) and CDA4la-
PE (HIP8; eBioscience). For intracellular staining of GARP, ASCs
were fixed, permeabilized, and stained using the BD Cytofix/
Cytoperm kit according to the manufacturer’s instructions (BD
Biosciences, San Diego, CA, www.bdbiosciences.com). Cells were
acquired on a FACS Canto Il flow cytometer and analyzed using
the FACS Diva software (BD Biosciences). Corresponding isotype
controls were used for determining background staining.

mRNA Analysis by RT-gPCR

Total RNA was obtained using the Trizol reagent (Invitrogen)
according to the manufacturer’s instructions. RNA samples were
reverse-transcribed using the Superscript first-strand system (Invi-
trogen) and gPCRs were performed using the QuantiTect SYBR-
Green PCR kit (Qiagen) on a Stratagene MX3005P system (Agilent
Technologies, Santa Clara, CA, www.agilent.com). Mouse-specific
Primers: GARP FW: 5'-ACCAGATCCTGCTACTCCTG-3, GARP RV: 5'-
ACGAAGCGCTGTATAGAAGC-3; TGF-f1 FW: 5'-TGCGCTTGCAGAG
ATTAAAA-3', TGF-f1 RV: 5'-AGCCCTGT ATTCCGTCTCCT-3'; IL-11
FW: 5'-TCCTTCCCTAAAGACTCTGG-3', IL-11 RV: S'-TTCAGTCCCGAG
TCACAGTC-3'; enn-1 FW: 5'-AC AAGAGCGGAGATTTGAGC-3/, enn-1
RV: 5'-TGAGTGTGTCG CAGTGTTCC-3'; HES1 FW: 5'-CGGCATTCCAA
GCTAGAGAAGG-3/, HES1 RV: 5'-GGTAGGTCATGGCGTTGATCTG-3';
f-actin FW: 5-AATCGTGCGTGACATCAAAG-3', f-actin RV: 5'-
ATGCCACAGGATT CCATACC-3". Human-spedific primers: GARP FW:
5'-ACAACACC AAGACAAAGTGC-3, GARP RV: 5'-ACGAAGTGCT
GTGTAGAAGC-3; IL-11 FW: 5'-GACCTACTGTCCTACCTGCG-3', IL-11
RV: 5-AGTCTTCAGCAGCAGCAGTC-3'; GAPDH FW: 5'-ATGGGGAAG
GT GAAGGTCG-3', GAPDH RV: 5'-GGGGTCATTGATGGCAACAATA-3'.

Western Blot

Cells were lysed in RIPA buffer containing protease inhibitors (both
from Sigma Aldrich) at 1 X 10° cells/100 pl. The lysates (20 pg/
sample) were resolved by sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide
gel electrophoresis (10% polyacrylamide under reducing conditions)
and electrotransferred to nitrocellulose membranes (Bio-Rad, Her-
cules, CA, www.bio-rad.com). Membranes were blocked with 5%
nonfat milk and probed with anti-LRRC32 (Plato-1; ENZO Life Scien-
ces, Ann Arbor, MI, www.enzolifesciences.com) at 1:500 dilution at
4°C overnight, followed by 1 hour of incubation with goat anti-
mouse IgG-RDye680 (1:20,000 dilution; LI-COR Biosciences, Lincoln,
NE, www.licor.com). Protein was detected using an Odyssey Image
scanner system (LI-COR Biosciences).

Confocal Microscopy

For LAP/GARP costaining, mASCs were harvested with EDTA as
described above and stained with GARP-PE (YGIC86; eBio-
science) and purified anti-mouse LAP/TGF-fil (TW7-16B4) fol-
lowed by a donkey anti-mouse IgG-Alexa488 (Molecular
Probes). For phospho-Smad2/3 staining, NT, CTRL-LV, LV#3, and
LV#6 mASCs were plated in Lab-Tek Il cc® eight-well chamber
slides (Nalgene, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, www.
thermofisher.com) at 5,000 cells/well and cultured in Mesen-
Cult supplemented with 0.2% FCS for 2 days. Cells were
stained for phospho-Smad2/3 (rabbit anti-mouse/human
phospho-Smad2 [Ser465/467]/Smad3 [Serd423/425]; Cell Signal-
ing Technologies, Beverly, MA www.cellsignal.com) followed by
a goat anti-rabbit Alexa555 Ab (Molecular Probes) according to
the manufacturer’s protocol. Slides were mounted using Slow-
fade Gold antifade reagent containing DAPI (Molecular Probes).

www.StemCells.com

Images were acquired on a Zeiss LSM 710 confocal microscope
(Carl Zeiss, Jena, Germany, www.zeiss.com). The extent of
colocalization (overlapping coefficient according to Mander)
was calculated using the ZEN 2010 software (Carl Zeiss).

Analysis of mASC Proliferation

Proliferation of ASCs was measured using the xCelligence real-
time cell analyzer system from Roche (Roche Applied Science,
Penzberg, Germany, www.roche.com). In brief, 800 cells/well of
NT, LV-CTRL, LV#3, and LV#6 mASCs or NT, LV-CTRL, LV#18, and
LV#19 hASCs were added to 16-well E-plates as described previ-
ously [30]. The E-plates were then placed on the device station
in the incubator (normoxia; 5% CO, at 37°C) for continuous
recording of impedance, as reflected by cell index. In some
experiments, a TGF-f1/2/3-neutralizing antibody (1D11; R&D
Systems, Minneapolis, MN, www.rndsystems.com) or SB431542
(Sigma) was added on days 1 and 3 to the wells at 2.5 pg/ml
and 10 pM, respectively. Cell proliferation was also assayed
using the CellTiter-Blue reagent, according to the manufacturer’s
instructions (Promega, Madison, WI, www.promega.com). In
brief, NT, LV-CTRL, LV#3, and LV#6 mASCs were seeded in 96-
well plates (800 cells/well) and cultured at 5% 0,/5% CO, at
37°C. On days 1, 3, and 7, CellTiter-Blue was added to the cells
during the last 4 hours of culture and fluorescence was meas-
ured at 560 nm on a Glomax multidetection system (Promega).

A of the Imn jul
of mASCs In Vitro

Cocultures of carboxyfluorescein succinimidyl ester (CFSE)-
labeled splenocytes and mitomycin C-treated mASCs (NT, LV-
CTRL, LV#3, and LV#6) were set up as previously described [27].
Cell division was analyzed using the Flowlo software (Tree Star,
Inc.,, Ashland, OR, www.flowjo.com). Culture supernatants were
assayed for NO, content using the Griess assay as previously
described [27]. In some mASC:splenocyte cocultures, Compound
E (Enzo Life Sciences) were added at 50, 100, and 500 nM. For
analyzing the expression of HES1 in responder T cells, ASC:sple-
nocyte cocultures were set up as described above. After 1 day
of stimulation, the splenocytes were collected and used for RT-
qPCR for HES1. Splenic natural killer (NK) cells were purified
using the NK cell isolation kit Il (Miltenyi Biotech, Bergisch Glad-
bach, Germany, www.miltenyibiotech.com) according to the
manufacturer’s instructions. NK cells (60,000 cells) were added
to mitomycin C-treated NT, LV-CTRL, LV#3, or LV#6 mASCs
(60,000 cells) in 24-well plates and cultured for 5 days in the
presence or absence of 100 ng/ml recombinant murine IL-15
(Peprotech, Rocky Hill, NJ, www.peprotech.com). The nonadher-
ent cells in the cocultures were collected and stained for CD49b
and NKG2D (both from eBioscience) and analyzed on a FACS
Canto flow cytometer (BD Biosciences). RPMI with 10% heat-
inactivated serum was used for both coculture assays.

y Activity

Measurement of TGF-$1 Production by ASCs

NT, LV-CTRL, LV#3, and LV#6 mASCs or NT, LV-CTRL, LV#18,
and LV#19 hASCs (20,000 cells per square centimeter) were
cultured for 48 hours and the TGF-f1 levels in supernatants,
w/ or w/o acid activation, were analyzed using a TGF-fi1
Ready-SET-go ELISA kit (eBioscience) according to the manu-
facturer’s description. The TGF-fi1 levels in complete Mesen-
Cult and advanced DMEM media were subtracted from the
data obtained from the ASC cultures.

© 2014 The Authors. STem CeLLs Published by
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Figure 1. MSCs express GARP and LAP/TGF-$1 on their surface. (A}: RT-gPCR analysis of GARP expression in human (left) and mouse
(right) MSCs. hASCs and hBM-MSCs were analyzed together with human negative (293T) and positive (HUVEC) cell lines. Murine MSCs
from adipose tissue (mASCs) and the MSC-line OPS are shown in the right panel. As controls for murine samples we used BM-derived
macrophages, mouse liver, and spleen. (B}: Total protein from hASCs, mASCs, murine thymocytes, and 2937 cells were analyzed by Western
blot using an anti-mouse/human GARP antibody. (C}: EDTA-harvested human and murine ASCs were stained for GARP (top) and LAP/TGF-
$1 (bottom) surface expression and analyzed by flow cytometry. (D}: Fat tissue from BALB/c mice was treated with collagenase type | and
the resulting cell suspensions were stained for GARP and sca-1 expression before (day 0} and 1, 2, and 6 days after in vitro culturing and
analyzed by flow cytometry. (A} and (D) show mean (SEM) of three independent experiments; (B} and (C) show a representative experi-
ments out of >>3. Abbreviations: GARP, glycoprotein A repetitions predominant; hASC, human mesenchymal stromal cells from adipose tis-
sue; hBM, human bone marrow; LAP, latency-associated peptide; MSC, mesenchymal stromal cell; TGF-£1, transforming growth factor-$1.

Statistical Analysis however, no further analysis has been published on GARP and
MSCs. Since TGF-S1 is a key regulator of multiple cellular
functions (proliferation, differentiation, and immunomodula-
tion) and GARP binds TGF-S1, we hypothesized that GARP
could play an important role in MSCs biology. We therefore
studied whether GARP expression was a general property of
MSCs {mouse and human) and examined its surface localiza-
tion. As previously described, GARP mRNA was expressed in
human MSCs but we also detected GARP expression in mouse
MSCs from different origins (Fig. 1A and Supporting Informa-
tion Fig. S2). GARP protein was detected in both human and
mouse adipose-tissue-derived MSCs (ASCs) by Western blot
(Fig. 1B). In addition to the 72 kDa GARP band observed in
_ thymocytes, we also detected an additional lower band in

ASCs. This could be due to differences in glycosylation and/or
MSCs Express GARP and LAP/TGF-f1 on Their Surface protein processing [15, 32]. By fluorescence-activated cell
A report by Barbet et al. [31] described the presence of GARP  sorting (FACS) we showed that both mASCs and hASCs
mMRNA in hMSCs using TagMan low density arrays (TLDA);  expressed GARP and LAP/TGF-81 on their surface (Fig. 1C).

Statistical analysis was performed using the GraphPad Prism
software (GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA, www.graph-
pad.com). All data are represented as mean (SEM)} of three
independent experiments unless otherwise stated in the fig-
ure legend. Pairwise and multiple comparisons of the data
have been performed using the nonparametric Mann-Whitney
U test and the Kruskal-wWallis test followed by the Dunn’s
post-test, respectively. p values <.05 were considered statisti-
cally significant.
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Figure 2. GARP binds LAP/TGF £1 to the surface of mASCs. (A)k Murine ASCs were surface stained for GARP PE and LAP Alexad88 or
isctype contrels (bottem panels) as described in Materials and mMethods. Stainings are shown separately (panels | and 1) and cverlap
ping (panel I1). A cut mask representing colocalized GARP/LAR/TGF £1 is shown in panel 1V Cells were imaged using a Zeiss LSM 718
confocal microscope. (B): Murine ASCs were transduced with lentiviral vectors expressing a nenspecific shRNA LV CTRL) or GARP
specific shRNAs (Lv#3 and LV#B) and GARP silencing in mASCs was assessed by gPCR (left panel) and flow cytemetry (right panel). The
general vector copy humber/mASC for the different Lvs used was twe to three copies per cell (€} LV CTRL and LV#B mASCs were
stained for GARP (left panels) or GARP and LAP/TGF 1 (right panels). One representative experiment cut of three is shown. (Dj: The
LAR/TGF $1 expression levels (MFI) on NT, LV CTRL, Lv#3, and LW#6 mASCs were measured cn a flow cytometer. Results are shown as
mean (SEM) of three independent experiments. *, p< .05 versus v CTRL. Abbreviations: GARP, glycoprotein A repetitions predeminant;
LAR, latency asscdated peptide; LV, lentiviral vecter; TGF 81, transforming growth factor g1

Interestingly, mASC and hASCs also contained high levels of suspensions obtained from collagenase digested fat tissue for
intracellular GARP {Supporting Information Fig. 53). Harvesting GARP expression before and after adherence to plastic. We
MASCs using TrypLE dramatically decreased the mbTGF §1 found that GARP was not expressed on freshly isolated sca 1%
staining (Supporting Information Fig. 54) and we therefore cells (Fig. 1D, day 0) but was rapidly induced on sca 1% adher
used PBS with 2 mM EDTA when detaching MSCs for the ent cells upon in vitro culture (Fig. 1D, day 1), reaching a 20—
analysis of mbTGF §1 expression. In order to investigate the 30 fold induction after 1-2 days, respectively, although later
GARP expression on freshly isolated mASCs, we stained cell passages generally expressed higher levels of GARP (Fig. 1D,

www.StemCells.com ©2014 The Authors. STém CeLLs Published by
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are shown as mean (SEM) of feur independent experiments. *, p< .05 versus Lv CTRL. &, p < .05 versus Lv#B (medium). (€, Fj: NT, LY
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CTRL; M, pa 001 versus LvB. Abbreviations: 1, lentiviral vector; TGF f1, transforming growth facter 1.

day 6 and Fig. 1C). The GARP expression on mASCs was hot
affected by TrypLE or the collagenase type 1 treatment (data
not shown). These data suggest that GARP is not expressed
on the surface of mASCs under physiological conditions and
that it is induced upon in vitro culturing.

GARP Binds LAP/TGF-£1 to the Cell Surface of mASCs

The main function described for GARP on T cells and platelets
is the binding of LAP/TGF 1 to their surfaces [17] We
observed that GARP and LAP/TGF fil colocalized on mASCs
using confocal microscopy (overlapping constant according to
Mander 0.65 *0.1), suggesting a close interaction (Fig. 2A).
However, apart from GARP, other surface molecules, including
neuropilin 1 and glucose regulated protein 78 can bind LAP/
TGF fi1 to the cell surface [33, 34] and we found that both
genes were expressed in mASCs (Supporting Information Fig
55). In order to study the contribution of GARP to the surface
expression of LAP/TGF §1 on MSCs we knocked down GARP
and analyzed the surface levels of LAP/TGF 1 by flow cytom
etry. Mouse ASCs were transduced with LVs encoding for a
nonspecific SiRNA (LY CTRL) or two different GARP specific siR

© 2014 The Authors. STem CeLLS Published by
Wiley Periodicals, Inc. on behalf of AlphaMed Press

MAs (Lv#3 and LV8BE). Three to five days after transduction
with LV#3 and LV#6, GARP expression, both at mRNA and pro
tein level, was reduced by more than 20% compared to non
transduced (NT) and LV CTRL mASCs (Fig. 2B). Importantly,
GARP silencing significantly reduced the expression of LAP/
TGF il on the surface of mASCs [Fig. 2C 2D) indicating that
GARP participates in the attachment of mbTGF §1 on the sur
face of mASCs.

Silencing of GARP Increases the Secretion and
Activation of TGF-§1

GARP has been shown to regulate the secretion of LAP/TGF
1 [23, 35]. We therefore analyzed the secretion of TGF 1 by
NT, LV CTRL, L/#3, and LV#6 mASCs and found that GARP 1%
MASCs secreted significantly more TGF §1 compared to NT
and LV CTRL mASCs (Fig. 3A). In contrast, the TGF 1 mRNA
levels were similar in all cell populations {(Supporting Informa
tion Fig. SEB). GARP has also been implicated in the regula
tion of TGF §1 activation by providing a cell surface platform
for the presentation of LAP/TGF 1 to integrins [23]. We
therefore measured the levels of active TGF §1 in non acid

STEm CELLS
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Figure 4. Silencing of glycoprotein A repetitions predominant affects the proliferation of mASCs. (A, B): NT (filled circles), LV-CTRL

(open circles), LV#3 (filled triangles}, and LV#6 {open triangles) mASCs were added (800 cells/well) to (A} 96-well plates and after 1, 4,
and 7 days CellTiter-Blue were added to the cultures and fluorescence was measured at 560 nm or (B} to 16-well E-plates and prolifera-
tion was measured in real-time on an xCelligence real-time cell analyzer system. Results are presented as mean (SEM) of three inde-
pendent experiments. *, p < .05 versus LV-CTRL; **, p < .01 versus WV-CTRL; ***, p < .001 versus LV-CTRL. (C, D}: The proliferation of LV-
CTRL, V3, and LV#6 mASCs with (open circles, triangles, squares, respectively) or without (filled circles, triangles, squares, respectively)
anti-TGF-$1/2/3 Ab (C) and SB431542 (D) was measured in real-time on an xCelligence real-time cell analyzer system. Results are pre-

sented as mean {SEM) of two independent experiments. Abbreviations: LV, lentiviral vector; TGF-£1, transforming growth factor-$1.

activated supernatants from NT, LV-CTRL LV#3, and Lv#6
mMASCs. Low amounts of active TGF-S1 were found in super-
natants from GARP /% mASCs but not in those from NT and
LV-CTRL cultures (Fig. 3B). To corroborate the increased activa-
tion of TGF-B1 by GARP /'™ ASCs, we analyzed the expres-
sion of TGF-B1-inducible genes in NT, LV-CTRL, and GARP /™%
mASCs (transduced with LV#6). Addition of recombinant TGF-
B1 induced the expression of interleukin (IL} 11 and to a
lesser extent calponin {cnn} 1 in MASCs [36, 37] (Supporting
Information Fig. S6C). In agreement, we found that the
expression of both genes was increased in GARP /% cells

www.StemCells.com

compared to NT and LV-CTRL cells (Fig. 3C, 3D). Addition of
the TGF-§ inhibitor SB431542 partially reduced the expression
levels of both IL-11 and cnn-1 suggesting that autocrine TGF-
B1 signaling is involved in their induction (Fig. 3C, 3D, white
bars). If GARP ™ mASC produce more active TGF-f1 we
should observe an increase in Smad2/3 phosphorylation in
these cells. Indeed we observed a clear increment in the lev-
els of nuclear phospho-Smad2/3 in GARP /'™ mASCs that
was blocked by the addition of SB431542 (Fig. 3E, 3F). Taken
together, these results indicate that GARP regulates the secre-
tion and activation of TGF-£1 by MSCs.

© 2014 The Authors. STEm CeLLs Published by
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Figure 5. Role of glycoprotein A repetitions predominant in ASC-mediated immunomodulation. NT, LV-CTRL, and LV#6 mASCs were treated
with mitomycin C and seeded at different numbers in 96-well plates. Balb/c splenocytes (200,000 cells/well) were labeled with CFSE and
added to the ASC cultures and activated using anti-CD3 (1 pg/ml). After 72 hours, cells were harvested and the dilution of CFSE in C04™ T
cells were analyzed on a FACS Canto Il cytometer using the FlowJo software. Results are plotted as {A} division index and (B} representative
histograms of CFSE-dilution in CD4™ cells. Results are shown as mean {SEM) of three independent experiments. *, p < .05 versus LV-CTRL.
{C}: Supernatants from the MSC:splenocyte cocultures were analyzed for NO, contents by Griess assay. Results are shown as mean (SEM) of
three independent experiments. *, p < .05 versus LV-CTRL. As control, we set up parallel mASC cultures (LV#6, NT, and LV-CTRL} without
splenocytes and detected similar cell numbers/viability {data not shown). {D}: Splenocytes were cultured alone or with mitomycin C-treated
NT, LV-CTRL, LV#3, and LV#6 mASCs for 24 hours in the presence of anti-CD3 {1 pg/ml). The splenocytes were subsequently assayed for their
expression of HES1 by quantitative RT-PCR. (E}: Mitomycin C-treated mASCs, at different numbers, were cocultured with CFSE-labeled sple-
nocytes in the presence or absence of various concentrations of compound E (CpE). After 72 hours, cells were harvested and the dilution of
CFSE in CD4™ T cells was analyzed on a FACS Canto Il cytometer using the FlowJo software. (F}: NT, LV-CTRL, LV#3 and LV#6 mASCs were
treated with mitomycin C and seeded at 60,000 cells/well in a 24-well plate. Natural killer (NK} cells {60,000 cells/well) were added on top
of the mASCs and activated using 100 ng/ml rmIL-15 for 5 days. CD49b™ NK cells were analyzed for their expression of NKG2D on a flow
cytometer. Results are shown as mean (SEM) of three independent experiments. *, p < .05 versus NK cells alone, 4, p < .05 versus NK cells
alone stimulated with IL-15. Abbreviation: LV, lentiviral vector.
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Figure 6. GARP expression on human ASCs. {A}: Human ASCs and human platelets were stained for GARP expression and analyzed on
a flow cytometer. In order to compare the relative GARP levels on hASCs and platelets we calculated the GARP MF|/Isotype MFI ratio
{upper panel). GARP (gray histograms) and isotype control (white histograms) stainings of hASCs and platelets are shown {lower panel).
{B-D}: Human ASCs were transduced with lentiviral vectors expressing a nonspecific shRNA {LV-CTRL) or human GARP-specific shRNAs
(LV#18 and LV#19). The general vector copy number/hASC for the LVs used was one to two copies per cell. (B): Representative dot plots
of LAP/TGF-$1/GARP costaining on LV-CTRL (left) and LV#19 {right) hASCs are shown. (C, D): A quantification of GARP (C) and LAP/TGF-
$1 (D) expression levels on NT, LV-CTRL, LV#18, and LV#19 hASCs are shown as mean (SEM) of three independent experiments. *,
p<.05 versus LV-CTRL. (E, F}: NT, LV-CTRL, LV#18, and LV#19 hASCs were cultured for 3 days and the levels of TGF-$1 in acidified super-
natants were measured by EUSA (E) and the expression of IL-11 was analyzed by quantitative RT-PCR (F}. Results are shown as mean
(SEM) of two to four independent experiments. *, p < .05 versus LV-CTRL. {G}: NT (filled circles), LV-CTRL (open circles), LV#18 (filled tri-
angles}, and LV#19 {open triangles) hASCs were added (800 cells/well) to 16-well E-plates and proliferation was measured on an xCelli-
gence real-time cell analyzer system. Data are shown as mean (SD) of four experimental replicates. Abbreviations: GARP, glycoprotein A
repetitions predominant; LAP, latency-associated peptide; LV, lentiviral vector; TGF-$1, transforming growth factor-§1.

Finally, TGF-£1 is known to inhibit adipogenic differentia- proliferation in vitro. While the proliferation of ASCs transduced with
tion of MSCs in vitro [3]. However, while we found that LV-CTRL was similar to that of NT mASCs, transduction of mASCs
GARP /™% mASCs differentiated significantly less into adipo-  with LV#3 and LV#6 decreased their proliferative capacity (Fg. 4A,
cytes we could not increase adipogenesis by adding SB431542  4B). Since TGF-§1 is known to mocdulate MSC proliferation we inves-
suggesting that the block in adipogenesis does not depend on tigated whether the increased production of active TGF-S1 by

TGF-g1 (Supporting Information Fig. S7A, S78). GARP /2% mASCs could be responsible for their decreased prolifera-
tion. However, the addition of a TGF-£1/2/3-neutralizing antibody or
Silencing of GARP Reduces mASC Proliferation SBA31542 to GARP "™ mASCs did not promote but rather

GARP has been shown to influence the proliferation of T cells and decreased the proliferation of mASC in general (Fig. 4C, 4D). These
cell lines with ectopic GARP expression [38, 39]. We thus set out to  data suggest that the increase in TGF-£1 activation by GARP 7
analyze the effect of the presence or absence of GARP on mASC mASC is not responsible for their decreased proliferative capadty.
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Effect of mbTGF-$1 on the Immunomodulatory Capaci-
ties of ASCs

Membrane bound TGF-f1 has been show to participate in the
ppression of T-cell resp , induction of Tregs, and anergy
in NK cells [17, 19, 22]. Thus, we wanted to assess a possible
role of mbTGF-fi1/GARP in MSC. diated immunc julation
We found that silencing of GARP significantly reduced the
capacity of mASCs to inhibit T-cell proliferation in vitro (Fig. 5A,
5B). We also measured the levels of NO, in the supernatants
of the suppression cultures and found that the NO, levels were
significantly lower in splenocyte:LlV#6 cocultures compared to
NT and LV-CTRL cocultures (Fig. 5C).
Ostroukhova et al. demonstrated that mbTGF-£1, but not

Role of GARP in MSC Biology and Immunomodulation

and it is thus important to understand the regulation of its
production and activation by MSCs. TGF-f1 has classically
been viewed as a secreted latent molecule which, through
the association with LTBP, is targeted to the ECM where per-
turbations to ECM integrity (in response to injury and inflam-
mation) result in the activation of TGF-f1 [14, 41]. However,
the discovery that GARP presents TGF-f1 on the surface of
MSCs has opened up new possibilities. Many reports have
shown that the cellular response to TGF-§ differs depending
on whether TGF-f is secreted or membrane bound [40, 42,
43]. The reason for these differences is not well understood
but mbTGF-f1 is thought to give rise to (a) high local concen-
tration of active TGF-f1, (b) sustained TGF-f1 signaling, and
(c) allowing other interactions to take place thereby modulat-

soluble TGF-$1, induces Notch-HES1 signaling in r der T
cells [40]. However, HES1 expression was not induced in T cells
upon coculture with mASCs and we could not detect any differ-
ence in HES1 expression in T cells cultured with GARP™/°% or
with GARP" mASCs. Furthermore, addition of compound E
(CpE), an inhibitor of Notch signaling, to the cocultures did not
affect the mASC-mediated suppression. Taken together, these
data suggest that mASCs do not suppress T-cell responses via
the Notch1 pathway (Fig. 5D, SE).

MSCs can also inhibit the function of NK cells and we
therefore analyzed whether mbTGF-fi1 expression on mASCs
could play a role in the control of NK cell activation. In contrast
to the effect of GARP expression on MSC-mediated T-cell sup-
pression, we found that GARP™/°" mASCs were equally effi-
cient in inhibiting NK cell activation based on the upregulation
of the NK cell activating receptor NKG2D in vitro (Fig. 5F).

GARP Controls TGF-f#1 Bioavailability and Proliferation
of Human ASCs

We finally wanted to investigate whether GARP plays similar
functions on hMSCs as compared to mMSCs. We first showed
that hMSCs and human platelets contain comparable surface
levels of GARP (Fig. 6A). As seen in mASCs, silencing of
hGARP significantly decreased the expression of LAP/TGF-f1
on the surface of hASCs (Fig. 6B—6D). We also found that
GARP /™ hASCs secreted higher levels of TGF-f1 (Fig. 6E).
Although we did detect an increase in IL-11 expression in
GARP ™/ hASCs (Fig. 6F) we could not detect any increase in
the levels of active TGF-f1 in non-acid-treated supernatants
from these cells compared to NT and LV-CTRL hASCs (data not
shown). Finally, as observed in mASCs, silencing GARP expres-
sion blocked proliferation of hASCs (Fig. 6G) and reduced the
differentiation of hASCs into adipocytes (Supporting Informa-
tion Fig. S7C). In summary, these data indicate that GARP
plays a similar role for both murine and human ASCs.

Discussion

A report by Barbet et al. [31] described the presence of GARP
mRNA in hMSCs using TLDA which prompted us to study its
potential role in MSC biology. In this manuscript, we have shown
for the first time that murine and human MSCs express GARP on
their surface. This finding could be relevant for the understanding
of MSC biology since GARP is involved in the modulation of TGF-
$1 localization/activity as well as in cell proliferation.

TGF-f1 is involved in a multitude of MSC functions,
including proliferation, differentiation, and immunomodulation

© 2014 The Authors. Stem CeLs Published by
Wiley Periodicals, Inc. on behalf of AlphaMed Press

ing the response to TGF-f1 in a manner which secreted TGF-
f1 cannot mimic [40, 44]. We found that GARP and LAP/TGF-
f1 colocalized to a high degree on the surface of MSCs.
Although other surface molecules also can bind LAP/TGF-f1,
our GARP interference studies suggest that GARP is the main
molecule involved in presenting mbTGF-£1 on MSCs.

Several reports indicate that GARP can modulate the secre-
tion of LAP/TGF-$1 [23, 35]. Our data clearly demonstrate that
silencing GARP expression increased the secretion of LAP/TGF-
f1 by MSCs. Interestingly, we found that GARP™/°* mASCs pro-
duced higher levels of active TGF-fi1 compared to NT or LV-CTRL
mASCs suggesting that GARP can modulate both the secretion
and activation of TGF-f§ by MSCs. How the lack of GARP results
in an increased activation of TGF-f by MSCs under normal cul-
ture conditions is not known. However, it has been shown that
the LTBPs are important for TGF-§ activation in vitro and in vivo
[45-47) and GARP has been found to efficiently outcompete
LTBP1 from binding to LAP/TGF-$1 [23]. Importantly, it has been
shown that TGF-fi1 activation by MSCs depends on LTBP-3 in
vitro [48]. We propose that in the absence of GARP, more LTBP/
LAP/TGF-f1 complexes are secreted by the MSCs, resulting in an
increased ECM-localization and subsequent steady state activa-
tion of TGF-f1 (Supporting Information Fig. S6A). Future studies
should address under which circumstances and through which
mechanisms mbTGF-f1 can be activated on MSCs.

Both murine and human GARP™"°* ASCs exhibited a signifi-
cant reduction in their proliferative capacity. Since we observed
an increased TGF-f1 activation by GARP /" ASCs and TGF-f1
is known to increase [49] or inhibit [SO, 51] the proliferation of
MSCs we studied the possible involvement of TGF-f in reducing
the proliferation of GARP™/®¥ ASCs. However, the addition of
TGF-f§ neutralizing antibodies or SB431542 to GARP™/** mASCs
did not increase, but rather decreased their proliferation. This
suggests that that TGF-fi1 is a growth factor for MSCs and that
the reduction in the proliferative capacity of GARP™/™ MSCs is
TGF-f1 independent. How GARP can influence cell proliferation
remains to be elucidated. In this direction, Zhou et al. demon-
strated a positive correlation between GARP expression levels in
Hela cells and their proliferative capacity with an accumulation
of the cell cycle-inhibitory proteins p53, p21/Cipl, and p27/Kipl
in GARPY cells [39]. In addition, some reports have detected
the amplification of the chromosomal fragment 1113, contain-
ing the GARP gene, in solid tumors again suggesting that GARP
can control cell proliferation which is in agreement with our
data [52, 53]. Another process that can be negatively affected
by increased secretion of TGF-#1 is adipogenesis which was sig-
nificantly reduced in GARP /™ ASCs. However, the addition of
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$BA431542 to the GARP ™ ASCs during the differentiation pro-
cess did not increase adipogenesis. The cell density of cultured
MSCs can also affect their differentiation into adipocytes [54].
Thus, our observed effect on MSC differentiation could be due
to the lower proliferative capacity of GARP™ /" ASCs in combi-
nation with other unknown factors not related to TGF-f1.

Resting Tregs do not express GARP on their surface but
they do contain high levels of intracellular GARP protein
which upon activation relocalize to the surface membrane
[22, 32, 38]. Similarly, GARP was hardly expressed on freshly
isolated cells from murine adipose tissue but its expression
was rapidly induced on adherent cells with an MSC pheno-
type upon culturing in vitro. However, the circumstances that
turn on GARP expression on MSCs are unknown and warrant
further investigation. Interestingly, we found that MSCs
expressed high levels of intracellular GARP (Supporting Infor-
mation Fig. S3) and we are currently investigating the condi-
tions that can lead to the activation/relocalization of GARP on
MSCs. We would like to speculate that, as in Tregs, GARP sur-
face localization could be an indicator of MSC activation.

As discussed before, the cellular response to TGF-fi1 differs
depending on whether TGF-fi1 is secreted or membrane bound
[40, 42, 43]. Silencing of GARP on Tregs significantly decreased
their suppressive activity in vitro while increasing the GARP
expression enhanced their suppressive activity [21, 38, 55].
MSCs have been shown to inhibit/modulate the activity of
both innate and adaptive immune cells [56, 57]. Although
GARP™ % mASCs were equally efficient as NT mASCs in inhibi-
ting NK cell activation, we found that GARP expression on
mASC contributed to their ability to inhibit T-cell responses in
vitro. The GARP™ mASCs were twice as effective as their
GARP™/*" counterpart in inhibiting the proliferation of CD4™ T
cells. This is an interesting finding considering the multitude of
immunoregulatory molecules expressed by MSCs that can
inhibit T-cell responses, including iINOS, PGE,, and growth fac-
tors [S57]. A possible mechanism of the increased suppression
activity of GARP® MSCs could involve mbTGF-fil-mediated
induction of Notchl/HES1, However, our data showed that
MSCs do not suppress T-cell responses via the Notchl pathway.
Interestingly, GARP™/®* mASCs produced less NO, suggesting
that the increased secretion of TGF-f1 by these cells could
inhibit INOS induction in an autocrine manner as previously
described by Xu et al. [S8]. Thus, we believe that GARP could
participate in the MSC-mediated inhibition of T-cell proliferation
by controlling their TGF-f1 secretion/activation rather than
directly interacting with T cells through mbTGF-f1 in a cell
contact-dependent manner. However, the exact role of GARP
remains to be clarified and whether MSCs, through their
expression of GARP/mbTGF-fi1, also can modulate T-cell differ-
entiation into Treg and Th17 cells to be i i d

marker to identify activated/semiactivated MSCs and as a tool
to enhance the therapeutic potency of MSCs.

We have shown for the first time that mouse and human
MSCs express GARP, a molecule previously found to be critical
for anchoring latent TGF-f1 to the plasma membrane of acti-
vated Tregs and platelets. GARP appears to be the main pro-
tein presenting TGF-f1 on the surface of MSCs regulating its
secretion and activation. GARP expression is required for MSC
proliferation in a TGF-fi1-independent manner. Finally, GARP
enhances the immunomodulatory capacity of MSCs. We envi-
sion GARP as a new MSC marker of importance for the under-
standing of MSC biology and therapeutic activity.
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