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La respuesta inmune adaptativa de los mamiferos, exhibe un alto
grado de especializacion en los mecanismos efectores que

desencadena

Patdégenos intravesiculares
Autoinmunidad

Bacterias extracelulares, parasitos
Alergia

Hongos y bacterias
Inflamacidn crdénica y autoinmunidad

Tolerancia periférica



La glicosilacion de proteinas de membrana controla diversos

procesos de la fisiologia de linfocitos T helper efectores

Activacion

Demetriou y col. 2001
Migracion

Blander y col. 1999; Lim y col. 2001

Produccidn de citoquinas
Morgan y col. 2004
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Cell—cell and cell-matrix

interactions

Lattice formation
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Galactose-containing
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Galectina-1

Galectina prototipo

Homodimero compuesto por dos subunidades de 14,5 kDa
Cooper, BBA 2002

Se expresa en:

Macroéfagos activados

Linfocitos T activados
Linfocitos B activados

Rabinovich y col., 1996; Blaser y col., 1998; Zuniga y col., 2001

Secretada por una via no clasica
Cooper, BBA 2002

Modula la sobrevida de células T y su homeostasis
Rabinovich et al, J.Immunol 1998, Garin et al, Blood 2007



Galectina-1

La administracion de galectina-1 suprime las manifestaciones
clinicas en diferentes modelos experimentales de inflamacion
cronica y autoinmunidad.

Induce un desvio de la respuesta hacia un perfil Th2.

Artritis inducida por colageno
Rabinovich y col., 1999

Colitis experimental inducida por TNBS
Santucci et al, 2003

Hepatitis inducida por ConA
Santucci et al, 2000




La expresion de galectina-1 se halla asociada con la agresividad y

potencial metastasico de diversos tipos de tumores
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Targeted inhibition of galectin-1 gene expression in tumor cells
results in heightened T cell-mediated rejection: A potential

mechanism of tumor-immune privilege

Natalia Rubinstein,'? Mariano Alvarez,® Norberto W. Zwirner,'? Marta A. Toscano,? Juan M. llarregui,'*
Alicia Bravo,* José Mordoh,? Leonardo Fainboim,'? Osvaldo L. Podhajcer,®

and Gabiriel A. Rabinovich'#*

Anti-Gal-1
A B
R
o T = g 0w
=23 F22E
Gal-1— mmemmm = T &
C D
Eg Mek-J B16 2 g
[=]
EE f ’ = = =
3 - : | Gal-1—p ==——
1w E e 1 e e AE
Fluorezcence intensity
E F
Anti-Gal-1
Paients 1 2 3 4 5 & 7 B O 10 (N i e L
""Ii_j.# aga ™l :_-l_-- iy
Gal-1 =, - ————— —— .--, -F"-_“.':. bl 3 TS,
S e N SRR
“§ e .
.‘ ‘P'I-.':;l“ .
" 4 .'.:_II i Flla 'k
s e Y

l SKMel 28

Control

=
= =
T
52

Control

DRG

- |
5 d
c
g |
2
o ‘ B
w
o
<
1N IJ N .‘l
Tiempo (minutos)
Paeptide A {CRO} Paptida B
Mal Gal1 DEGEAW GTEQR Mal Gal-1 FHAHDAN TR XN
hGal1 DEGEAW GTEQR hiGal-1 FHAHOANTIVCH
Paptida Paptida D
Mal Gal1 HLEPSECLR Mal Gali MLEAINY
hiGal1 HLERGECLR hiGal-1 MLEAINY




Galectina-1 contribuye sustancialmente a la actividad inmunosupresora
de celulas de melanoma
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El blogueo de la expresion génica de Gal-1 genera resistencia al desafio

con células tumorales
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El rechazo tumoral inducido por bloqueo de la expresion de Gal-1

requiere de la actividad de linfocitos T CD4+ y CD8+
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El bloqueo de la expresion de galectina-1 permite el desarrollo de una

respuesta anti-tumoral de tipo Thl in vivo
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El blogueo de la expresion de galectina-1 aumenta la supervivencia de

células mononucleares in vivo.
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Conclusiones

\ Galectina-1 contribuye a la actividad
inmunosupresora de células de melanoma
humano y de raton.

\ La inhibicién de la expresion génica de
galectina-1 en células tumorales genera
resistencia al crecimiento tumoral

\ El rechazo tumoral inducido por blogueo de galectina-1 se halla mediado por células T CD4+y CD8+

\ El bloqueo de la expresion de galectina-1 en el microambiente tumoral permite el despliegue de una
respuesta de tipo Th1l en ganglios drenantes

Cancer Cell 2004; 5:241-251
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Galectin-1: A Link Between Tumor Hypoxia and Tumor

Immune Privilege

Cuipnh-Thu Le, Gongyi Shi, Hongbin Cao, Daniel W, Nelson, Yingpuan Wang, Eunice Y. Chen,
Shuchun Zhao, Christing Kong, Donna Richardson, Ken . O°Byrme, Amato . Giaccia,
and Albert C. Koong

Fig&. Kaplan-Meier estimates of |A] freedom from relapss by galectin-1 and CO3 grouping; [B) cancer-specific survival by galectin-1 and CO2 grouping; 1C) overall
survival by galectin-1 and C03 grouping. The favorable group has negative toweak Ineg-weakl galectin-1 and strong CO3 staining; intermedate group has sither
strong both galectin-1 and CCA sfaining or neg-weak both galectin-1 and CO3 staining; unfaworable group has strong galectine1 and neg-weak COG staining.
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The AP1-dependent secretion of galectin-1 by
Reed—-Sternberg cells fosters immune privilege
in classical Hodgkin lymphoma

A B
MLBCL S oy
DLBCL | HL i R
Gal-1 se halla representada en forma | mm Fw
particular en Linfoma Hodgkin respecto a : ’ R
otros tipos de linfoma ° ol
C DLBCL HL

El silenciamiento de Gal-1 utilizando “ o-Gal

estrategias de RNA de interferencia o-BACtin

resultd en un incremento de citoquinas
Thl y una disminucion marcada de
células T regulatorias CD4+ CD25+

FoxP3+ en el microambiente tumoral.



v" Desvia la respuesta inmune a® < v" El blogueo de la expresion génica
hacia un perfil Th2 en diversos | de Gal-1 en el microambiente tumoral
modelos de inflamaci6n crénica <% U genera una respuesta de tipo Thl

y autoinmunidad previamente reprimida

Rabinovich et al, J Exp Med 1999;190 Rubinstein et al, Cancer Cell 2004; 5:241
Santucci et al, Hepatology 2000; 31 Przemek et al, PNAS 2007;104:13134-9
Santucci et al, Gastroenterology 2003;124

Baum et al, Clin Immunol 2003; 109

Toscano et al, J. Immunol. 2006; 176

Perone et al, J. Immunol. 2006; 177

¢, Existe una susceptibilidad diferencial de
celulas T helper a Gal-1?




Estrategia experimental:

Polarizacion in vitro de células T CD4* humanas
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Linfocitos Thly Th2 humanos presentan una susceptibilidad diferencial

a la apoptosis inducida por galectina-1
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Susceptibilidad diferencial a la apoptosis inducida por galectina-1 de

linfocitos Thly Th2 generados in vivo
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¢,Cuales son los mecanismos?




Los linfocitos Th2 no presentan sitios de union de galectina-1
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La union de galectina-1 a linfocitos Th1 y linfocitos activados es especifica y depende del
dominio de reconocimiento de carbohidratos




Linfocitos Thly Th2 expresan niveles equivalentes de glicoproteinas

receptoras para galectina-1
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Galectina-1 es capaz de interaccionar con CD45 en la superficie de linfocitos Thl, pero no
de linfocitos Th2

¢, Dependera del estado de glicosilacion de las glicoproteinas de los linfocitos Thly Th2?



O-glicanos .
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Vias de N-glicosilacion
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Linfocitos Thly Th2 presentan un patron de glicosilacion diferencial
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Linfocitos Thly Th2 presentan un patron de glicosilacion diferencial

Vias de O-glicosilacion

T

<Serﬂ'hr -)

Ser/Thr .)
=3 ‘c

1D4
1B11

U

>

Thl

Th2

1]
oW ot ot e
Fhis

100

:I;F 1" 1P Ip 10

Pra

i 1 A 1D

PMNA

ak S
it 1wt o et e
1D

n

L]
1 w ¢t 0 W

1D

i 10 1* 1o* D=

o4




Linfocitos Thl y Th2 presentan un patréon de glicosilacion diferencial
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Linfocitos Th2 poseen niveles incrementados de expresion y actividad
de ST6Gall
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La sialilacion en posicion a2,6 es responsable de la resistencia de

linfocitos Th2 a galectina-1
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Conclusiones

Galectina-1 induce apoptosis de forma selectiva a linfocitos Th1. En cambio, los
linfocitos Th2, son resistentes a la accion pro-apoptotica de esta proteina.

Al explorar los mecanismos involucrados, encontramos que linfocitos Thl y Th2
presentan un patron de glicosilacion diferencial.

La sialilacion en la posicion a.2,6 en N-glicanos es la responsable de la resistencia
de células Th2 a la apoptosis inducida por galectina-1.




¢,Cual es la relevancia de galectina-1 en el desarrollo de
respuestas Th1?




Relevancia de galectina-1 en el desarrollo de respuestas Thly Th2
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La deficiencia de galectina-1 favorece el desarrollo de respuestas Thl in

VIVO
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Los linfocitos Th17 son susceptibles a galectina-1 y exhiben un

glicofenotipo similar a linfocitos Thl
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¢,Cual es la relevancia patoldgica de estos hallazgos?




EAE: modelo de esclerosis multiple Th1-Th17

MOG 35-55

Lgals1”/- 6 Lgals1*/* Histopatologia
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Papel critico de galectina-1 en la regulacion negativa de respuestas

patogénicas Thl -Th17 in vivo
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El tratamiento con galectina-1 suprime las manifestaciones clinicas de la
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(media £ s.e.m.)
C57BL/6 PBS 24/24 (100%) 10.0+1.2 3.5%0.2
C57BL/6 rGall 22/24 (92%) 123+4.4 13+02




El tratamiento con galectina-1 inhibe el desarrollo de respuestas Thly

Th17 patogénicas
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Conclusiones parciales

En el modelo de transferencia de CD pulsadas con antigenos capaces de dirigir la
respuesta inmune hacia perfiles Th1 y Th2, hallamos que ratones deficientes para
galectina-1 presentan una respuesta Th1l exacerbada.

En el modelo de EAE encontramos que ratones Lgals1” presentan mayor severidad en
las manifestaciones clinicas que ratones Lgals1*"*.
Dicho efecto esta asociado a un amento en la frecuencia de células Thl yThl7.

A su vez, observamos que la administracion de rGal-1 suprime las manifestaciones
clinicas de la EAE e inhibe el desarrollo de respuestas Thly Th17 antigeno especificas.




Conclusiones

La glicosilacion diferencial de células Thl, Th2 y Th17 constituiria un rétulo que
gobierna la sobrevida de células T creando o enmascarando ligandos para galectina-1.

Mientras que células Th1l y Th17 expresan los glicanos especificos de galectina-1,
células Th2 se hallan decoradas en su superficie con acido sialico en posicion a2,6.

La eliminacidn selectiva de linfocitos Th1l y Th17 representa un mecanismo fisiolégico
de accidn de esta lectina enddgena.

Por lo tanto, la integracion de los resultados expuestos, nos
brinda la posibilidad de postular a galectina-1 como un factor
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