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Introducao

Linfécitos T reguladores Variedade fenotipica

Desafio: encontrar marcador especifico para isolar e expandir populacao pretendida

IMUNOTERAPIA

Expresso em células CD4* e CD8* activadas

CD4* @@ Localizagao intracelular

Ainda faltam marcadores extracelulares especificos para Treg



Linfécitos T reguladores

Perfil tipico de Treg CD4* /CD25*

Expressam TCR aff
CD62Lhigh ¢ CD5high
CD45RB!°w e CD69'ow
CD127'ow — disitingue Treg CD4*/ CD25"eh /Foxp3* de outras células T activadas (CD127hih)

Imunoregulacao por diferentes tipos de Tregs

CD4*/CD25Meh /Foxp3* Naturalmente comprimetidas a imunoregulacdo (nTreg) —
Seleccionadas positivamente no timo

CD4*/CD25Meh /Foxp3* Indutiveis — Locus de Foxp3 metilado (iTreg)



Mecanismos de regulacao por Treg CD4*/ CD25*

Mecanismos de supressao da resposta imune:

- Contacto directo (> in vitro);
- Mediadores soluveis (> in vivo)

Moléculas membranares:

- Receptores de quimiocinas - (CCR4 ou CD194 e CCR8 ou CDw198);
- Integrinas (CD103);

- CD127 — receptor de IL-7;
- CTLA-4 (CD152).

TGF

S51P
Mediadores soluveis:
-IL-10

-TGF-B

--------

Genes supressores
Menor expressao de Foxp3 resulta em menor
expressao destes genes

Fonpd expression
T,a_; e tion



Supressao da activacao de células T por Treg

Linfécitos T Reguladores

CD4*/ CD25* | Foxp3*

Contacto directo:
LAG-3 com outros sinalizadores

LFA-1 — agregacao Treg a DC
LFA-1 e CTLA-4 (CD152) — sub-
regulacdo de CD80/86
Factores soluveis:

IL-35 (Citocina)

I
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Linfocitos T virgens

CD4*/ CD25 / Foxp3-

DC

Linfocitos T efectores

CD4*/ CD25* | Foxp3-



Geracao de adenosina extracelular
Ectonucleotidase trifosfato difosfohidrolase

CD 7o

TReg

CD39 e CD73 sao marcadores especificos de Treg?

Efeito adenosinérgico mediado por CD39 e CD73?
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Expressdo de CD39 em células Treg

In vitro

Verificar a expressao de CD39 em células Treg CD4* / CD25*

1A. p—— A )

AbCD39 policlonal

Células de ganglios linfaticos

CD39
C57BL/6 (deficientes em Rag-1)

- maioria dos monaocitos
- subpopulacao de linfécitos

l

BB220* (isoforma CD45RB)
CD4~

RoE'




Expressdo de CD39 em células Treg

In vitro
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Expressdo de CD39 em células Treg

CD4*/CD39*

CD5hieh
CD45RBhieh
CD62Low

timécitos CD4*/ CD8 -/ CD39*

\ células T periféricas CD4+/CD25*

CD39 | expressao semelhante




Expressdo de CD39 em células Treg

Em linfécitos

CD4*

expresséo
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Perfil de expressao em concordancia com o tipico de Treg




Expressdo de CD39 em células Treg
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Expressdo de CD39 em células Treg

SOBREPOSICAO | CD4*/CD39*
INCOMPLETA | CD4*/CD25*

Expressao Foxp3 em CD4* é independente de CD25

CD25

nao é suficiente para identificar Treg

.

mais marcadores de superficie

CD39 | CD73 | <=> | Fendtipo Treg/Foxp3

Expressao estabilizada por Foxp3




Expressdo de CD39 em células Treg

Verificar a expressao de CD39 em células Treg Foxp3*
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3 Foxp3*(GFP*)

gene reporter por knock in

J

- SESES S | 80% expressam
GFP (Foxp3)

CD25-PE

CD39

gg Marcador Treg mais consistente que CD25

CD39-PE

SIS - apenas 50% Foxp3* (GFP*) expressam CD25
GFP (;:oxpS) ; - fraccao limitada Foxp3 (GFP") que expressam CD39



Expressdo de CD39 em células Treg
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Foxp3*/CD39-
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mimetiza perfil genético Treg




Expressdo de CD39 em células Treg

2C

45 -
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Foxp3*/CD39+*

—

30

cpm x 10-3

Foxp3-/CD39*

157

CD4%Foxp37/CD39 alone

0

Foxp3 /CD39-

[l + Foxp37CD39*
+ Foxp3/CD39*

supresséo
in vitro CD4+/CD25_

linfécitos T associados com o compartimento
de memoaria

comparacao entre Treg e outras células
de memoria activadas

sem associacéo funcional a células T reg



Expressdo de CD39 em células Treg

Verificar a expressao conjunta de CD73 e CD39 em células Treg Foxp3*
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Expressdo de CD39 em células Treg

Relative CD73 expression

s

CD4*/ CD39*/ CD73*

B Foxp3/CD39*
N Foxp3/CD39*
[] Foxp3/CD39
lll B cells

CD4*/ CD25*

Supressao semelhante




Expressao de CD39 e CD/3

- Treg
CD39  «gp | CD73 - Mondcitos
- Células endoteliais

CD39 CD73
- Linfécitos B - Subpopulacdes células Te B
- Células de Langerhans - DC foliculares

- Fibroblastos medulares
- Células epiteliais




Funcao de CD39 e CD73?

CD4* &

com funcdes supressoras TReg
co-expressam

CD39 CD73

CD73

Papel das ectonucleotidases na regulacao de células T?




Metabolismo de nucleétidos extracelulares por Treg

Testar a relacao entre a expressao de adenosina e de Foxp3
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Actividade de NTPDase

2

50 |

% of NTPDase activity

CD4*/CD25*

enzima que desfosforila nucleétidos
(ATP -> ADP -> AMP)

nao exprimem CD39
CD4*/CD25-

actividade muito superior a



Metabolismo de nucleétidos extracelulares por Treg

3B Std WT CD4 ~ Cd39 null CD4"
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CD39-null CD4* ADP == AMP =—= AdenosirX



Metabolismo de nucleétidos extracelulares por Treg

3C Foxp3/CD39" Foxp3/CD39" Foxp3/CD39° CD8"/CD39°/CD73"
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== Sintese de Adenosina @
Baixa expressdo de D73




Adenosina como supressora de células T

Adenosina

como supressor da proliferacao

4

Ligacao a GPCRs

Receptores de superficie celular associados a uma proteina G

Al | A2A | A2B A3

N/

Receptor principal aguando de uma resposta anti-inflamatéria em células T




Adenosina como supressora de células T

44

Relative A2A Expression

Verificar a expressao de A2A em T reg e CD4*/CD25

Quando resting

Treg > | CD4*/CD25

Na presenca de CD39

justificam o estado Células T efectoras
anérgico tipico desta adquirem receptores
populagao A2A durante a
activacao




Adenosina como supressora de células T

Influéncia da sinaliza¢do via A2A em CD4*/ CD25-

| CD4/CD25" T lymphocytes
\|AC: accessory cells
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Adenosina como supressora de células T

Papel da expressdo da adenosina na proliferagdo de CD4*/CD25"

4D

350+

CJwWT

Il A2A null
*
: p=0.002

A2A-null - ratinhos mutantes
nulos para receptor A2A

cpm x 10-3

Day 2 Day 4 Day 6

Aumento significativo da proliferacao em resposta a estimulacdao com
células acessorias que funcionam como APC




Adenosina como supressora de células T

Em concordancia com regulagao upstream do receptor

A2A

ﬂ

Funcional nas fases tardias de proliferacao e activacao das células T efectoras

Maior leakage de nucledtidos em células activadas e em hipodxia




Efeito de CD39 nas oscilacoes de adenosina

Testar se disrup¢ao da cascata de CD39 afecta as fungoes de Treg

In vitro
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Cd39-null T reg: - Aumento da expressao de CD25 e CTLA-4 (sinalizacao aberrante)




Efeito de CD39 nas oscilacoes de adenosina

In vitro
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Cd39-null Treg: | - N3o sdo anérgicas
- Proliferam excessivamente em resposta a anti-CD3 e anti-CD28
e aloantigénios sem IL-2 exdgeno




Efeito de CD39 nas oscilacoes de adenosina

In vitro

Ratinho Cd39-null

CD4* / CD25
+
NTPDases -
4D
3504 DWT
-AzA null
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Day 6
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Llwr *
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Cd39 null + apyrase
*

. p=0.002
175 T
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Cd39-null

Cd39-null + apyrase -

CD4* / CD25- CD4* / CD25
Proliferacao anormal

Supressao da proliferacao
a partir do 62 dia

anormal
Momento coincidente com o TNreg .
aumento de expressido de A2A Recuperagdo da anergia



Efeito de CD39 nas oscilacoes de adenosina

Testar se Treg de murganhos WT e Cd39-null inibem proliferacao de Teff

WT

WT

Cd39-null

&5 4

Cd39-null

50-60% menos eficientes na supressao da
proliferacdo de Teff




Efeito de CD39 nas oscilacoes de adenosina

Testar se Treg de murganhos WT e Cd39-null inibem proliferacao de Teff de murganhos A2A-null

Relative A2A Expression

3504 *
Owrt
W A2A null
2 *
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Cinética A2A

Teste feito ao 52 dia apds activagao

Sem Treg, Teff proliferam




Efeito de CD39 nas oscilacoes de adenosina

5D
3,

WT Treg / WT Teff
[] Cd39 null Treg / A2A null Teff
WT # WT
i § |
Cd39-null o A2A-null &
ﬁ Z10° 10" 10° 10° T0°
Menos eficazes na supressdo de CD4*/ CD25- CFSE

[ ] Treg nao marcados
CD4*/CD25 que proliferaram

[ 1 Nao proliferam

Analises precoces nao demonstravam diferenca entre WT e Cd39-null

EFEITO REGULATORIO TARDIO




Efeito de CD39 nas oscilacoes de adenosina

Efeito de Treg de murganhos WT e Cd39-null em transplantes alograficos

In vivo
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Conclusoes

CD39 um melhor marcador especifico para Treg do que CD25

ATPIADP @ Adenosine-2A
4
€04 cDa39 o =2 Receptors
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CD25 _ Ny
ADENOSINE

Adenosine-2A
Receptor

TCR

Treg

Teff

CD39 com CD73 formam adenosina pericelular que parece ter um papel importante

na supressao das células T efectoras




Desenvolvimentos e perspectivas

Treg CD39*/CD73* > Tregs efectores/de memdria (Trem)

Murganhos: CD39 em todas as Foxp3*
Humanos: CD39 s6 em subpopulagdo de Tge,

Treg CD39*CD73*

ATP proveniente de células <
apoptoticas e de leakage

Imunoregulacao - homeostasia
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Supressao apos activacdo de células T

Linfocitos T reguladores

APOS ACTIVACAO

DC apresenta Ag

v

Linfécitos T virgens

@

DC

mi Frfnnurleoﬂdasg_CDBQ_&CDl?.?—

CD39 nas jangadas lipidicas para:

-sinalizacao;
-comunicagao;
-contacto célula-célula.

CD73 em Treg e Th CD25
primed e uncommitted

(Thpp)

Linfocitos T efectores
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