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Los linfocitos T, esenciales para
nuestro sistema inmunitario

Maria Luisa Toribio y su equipo intentan entender los factores que determinan
gue las células madre o células tronco sanguineas generen diferentes tipos
celulares, en concreto, el linaje de los linfocitos T en el sistema humano. Su
labor va encaminada a obtener informacién que permita entender el origen de
patologias como las leucemias y que ayuden al disefio de tratamientos
eficaces basados en terapia celular o génica.

Isabel Gayol Menéndez

Las células de la sangre, como el resto de las células del organismo, proceden de
un tipo de célula pluripotencial, que es capaz de generar todos los tipos celulares
del individuo y que es lo que se conoce como célula madre o célula tronco, cuya
investigacion ha despertado en los Ultimos afios un profundo interés en nuestra
sociedad.

Los diferentes tipos de células sanguineas proceden de un tipo concreto de célula
madre que es la célula madre hematopoyética. Esta célula se encuentra en el
individuo adulto en el interior de los huesos, es decir, en la médula ésea, aunque en
el embrién se encuentra mayoritariamente en el higado fetal. En la médula 6sea, los
progenitores van a generar todos los tipos de células sanguineas que existen y que
se dividen en aproximadamente ocho linajes diferentes. El equipo que dirige M2
Luisa Toribio centra sus estudios en uno de esos linajes, los linfocitos T, y el sistema
experimental que analizan es el sistema humano.

El interés de este grupo de investigacion es saber cuales son las bases moleculares
y celulares de la especificacion del linaje T. Pretenden averiguar qué es lo que hace
gue una célula capaz de generar ocho linajes diferentes decida, en un momento
dado, generar un tipo concreto de linaje y no otro. Ademas, analizan si ésta es una
decision auténoma, o si existen otros factores del microambiente en el que se
desarrolla el progenitor celular que condicionan la generacion de ese linaje en
particular. En definitiva, estudian cuales son los mecanismos que determinan ese
tipo de decisiones de linaje en las células tronco, concretamente en las células
tronco hematopoyéticas, y especificamente para la diferenciacion de linfocitos T.

La generacioén de linfocitos T, en oposicién a otros tipos de células hematopoyéticas,
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tiene lugar en una localizacion anatomica concreta: el timo. Se trata de una glandula
localizada en la parte superior toracica, que tiene una funcion muy activa durante el
desarrollo embrionario y el periodo neonatal, pero que sufre una atrofia a partir de la
pubertad y durante la vida adulta. Por lo tanto, los progenitores ubicados en la
médula 6sea deben migrar al timo durante las etapas mas tempranas de la vida
para generar los linfocitos T.

Lo que no se ha sabido durante mucho tiempo es si la célula que llega al timo es
una célula idéntica a la célula tronco hematopoyética, que mantiene la
multipotencialidad que caracteriza a ésta o, si por el contrario, es una célula que ya
esta predeterminada para generar linfocitos T de una manera irreversible. Esta es la
cuestion que ha venido investigando durante los Gltimos afios M2 Luisa Toribio, junto
con su personal de investigacion.

Otra caracteristica de las células tronco es su capacidad de autorenovacion, que
permite su mantenimiento prolongado durante la vida del individuo, de tal manera
gue aunque se diferencien y den lugar a una célula mas madura, la division y la
proliferacion no ocurre de una manera simétrica, como ocurre en el resto de las
divisiones celulares, en las que una célula se divide y da lugar a dos células
idénticas. Por el contrario, la divisién de las células tronco ocurre de forma
asimétrica, una célula hija es idéntica a la célula madre y la otra es una célula
diferenciada, que producira un linaje celular determinado. Esta capacidad de las
células madre es la que permite que el sistema hematopoyético de un individuo
adulto se pueda regenerar en cualquier momento de su vida.

Como ya se ha citado anteriormente, una diferencia de los linfocitos T con respecto
a otros linajes hematopoyéticos es que se generan en el timo y no en la médula
Osea, por lo que los procesos madurativos que determinan su generacion podrian
incluir un programa especifico caracteristico de los progenitores del linaje T y no de
otros, que determinaria su migracién al timo. También podria ocurrir que todos los
progenitores de la médula 6sea sean capaces de migrar a la periferia, y que sé6lo
aquellos que alcanzasen el timo recibirian las sefiales necesarias para iniciar el
proceso de generacion de los linfocitos T.

Para investigar esta cuestién, se intenta saber si los progenitores antes de migrar al
timo ya tienen caracteristicas del linaje T. En la médula ésea se ha visto que no
ocurre asi, pero el grupo de Toribio comenzé entonces a investigar progenitores en
etapas embrionarias muy tempranas, cuando no hubiera existido aun la posibilidad
de que se hubiera generado un timo funcional. Esto ocurre en una edad gestacional
de entre siete y nueve semanas, en la que las células madre embrionarias
hematopoyéticas se encuentran en el higado fetal. Se analizaron molecular y
funcionalmente los progenitores que existen en el higado embrionario humano entre
siete y nueve semanas y se vio que en estas células existen una serie de
caracteristicas que sugerian que parte del programa madurativo se podria estar
iniciando previamente a la llegada al timo, aunque la generacion de células T
funcionalmente maduras resulté ser dependiente de la interaccién con el
microambiente esencial que proporciona el timo.

Se sabe que el timo es indispensable para la generacion de los linfocitos T porque
existe una patologia humana denominada sindrome de Di George, en la que los
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individuos carecen de timo y por lo tanto de linfocitos T, y son individuos
inmunodeficientes, incapaces de montar una respuesta inmunitaria frente a
antigenos externos. Dentro del sistema hematopoyético existen tipos celulares que
forman parte del sistema inmunitario, encargados de defendernos de las agresiones
externas, de tal manera que, aunque tengamos contacto con multiples patégenos,
este sistema se encarga de defendernos de ellos y por lo tanto éstos son incapaces
de producir una infeccién, a no ser que exista un escape en esa respuesta
inmunitaria.

La respuesta inmunitaria puede darse de dos formas diferentes: la innata y la
adaptativa. En la primera participan una serie de tipos celulares cuyos receptores de
reconocimiento no estan adaptados de una manera especifica a los diferentes
patégenos. Se trata de células de tipo mieloide y células natural killer (NK) o
citotdxicas naturales. La segunda respuesta defensiva, la adaptativa, es mas
sofisticada, ya que la desarrollan los linfocitos By T a través de estructuras
especificas de reconocimiento de antigenos, distribuidas clonalmente, que les
permiten reconocer un namero infinito de patdégenos.

Los linfocitos B se encargarian de responder frente a patégenos solubles, mientras
que los T lo harian frente a antigenos procesados presentados en la superficie de
otras células. Los linfocitos T durante su desarrollo en el timo aprenden a
defenderse de los patdégenos en el contexto del individuo en el que se han
generado, pero no en el contexto de otro individuo, por eso son capaces de
reconocer no solamente patégenos presentados en la superficie de nuestras
células, sino también antigenos, que no siendo patogénicos son especificos de un
individuo diferente, como son los antigenos de histocompatibilidad. Esta es la base
fundamental del rechazo a los transplantes y esta funcion es realizada por los
linfocitos T.

Cuando no existen linfocitos T, el sistema inmune esté seriamente comprometido y
nos encontramos ante una inmunodeficiencia, por eso es importante que el proceso
de generacion de linfocitos T sea lo mas eficaz posible. El linfocito T, cuando sale
del timo tiene que haber aprendido a reconocer lo que es un patdégeno y
diferenciarlo de sus propias células. Si no fuera tolerante con las propias células nos
encontrariamos ante una reaccidn autoinmune, que es otra de las patologias
consecuencia de una deficiente generacion de linfocitos T y que provoca
enfermedades como la diabetes, el lupus o las artropatias. En este caso, los
linfocitos T no distinguirian entre las células nocivas para el organismo y las propias
por lo que las atacan. Los linfocitos T también se encargan de reconocer moléculas
alteradas presentadas sobre las células del individuo, como por ejemplo las
proteinas que estan expresadas en células tumorales, por lo que otra de las
misiones importantes de los linfocitos T es la de rechazar tumores. Ademas, durante
el desarrollo de los linfocitos T, si los sistemas de generacion no estan controlados
es posible que acabe apareciendo una leucemia especifica del linaje T (linfoma o
timoma), porque los procesos de diferenciacion de los linfocitos T llevan asociados
procesos de proliferacion.

En el timo ocurre un proceso de maduracion donde, tras una serie de cambios
genéticos en distintos momentos del desarrollo de ese linfocito se llega a obtener un
linfocito T maduro. Este de grupo de investigacién analizé tanto fenotipicamente, es
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decir, a las moléculas de membrana, como genéticamente a los progenitores que
llegaban al timo. También se investigd su funcion para saber si el progenitor que
llega al timo era capaz de generar otros tipos de células hematopoyéticas y no sélo
linfocitos T. Mediante cultivos celulares in vitro, analizaron el potencial de
diferenciacion de esas células y comprobaron que efectivamente podian generar
otros tipos como células dendriticas, a las que se conoce como células
presentadoras de antigenos profesionales, es decir, aquellas encargadas de
presentar los antigenos patogénicos a las células T para desarrollar asi una
respuesta inmune. Ademas, se generaban también otro tipo de células, las “células
naturales asesinas” (natural killer), que estan implicadas en la respuestas inmunes
no adaptativas o innatas.

El progenitor que llega al timo era capaz, por lo tanto, de generar diferentes células
linfoides, por lo que se penso6 que ese progenitor era linfoide. Posteriormente
comprobaron que esos progenitores incluso generaban células mieloides, por lo que
de las tres grandes ramas hematopoyéticas que son los linfocitos, las células
mieloides y las células rojas, el timo recibe progenitores capaces de generar los
linajes mieloides y linfoides. “Pensamos que de las tres grandes ramas, lo que
llegaba al timo era una célula con potencial linfoide y mieloide, de hecho, en raton
se vio que esas células que llegan al timo también eran capaces de generar
linfocitos B, aunque en humanos nadie ha descrito todavia esa potencialidad”,
afirma M2 Luisa Toribio.

Por lo tanto se supone que la célula que llega al timo ya ha recibido una sefial
madurativa y ahora en lo que esta trabajando la doctora Toribio es en intentar
conocer cdmo es esa sefial. “Lo que nosotros estamos intentando publicar ahora y
ademas, creo que empieza a haber indicios en raton que apoyan los datos que
tenemos en humanos, es que es una célula muy inmadura”, afirma Toribio. Se
trataria, entonces, de una célula bastante parecida a la célula tronco
hematopoyética, pero que ha perdido la capacidad de generar células de la estirpe
roja, es decir eritrocitos y plaquetas y genera toda la serie blanca de la sangre, que
es como se denomina a los leucocitos o glébulos blancos.

La conclusion a la que ha llegado este equipo de investigacion es que el timo recibe
progenitores bastante inmaduros, diferentes de las células tronco, porque no tienen
capacidad de autorenovacion, pero que siguen manteniendo la capacidad de
generar diferentes tipos de leucocitos.

Proyecto de investigacion

Como ya se ha dicho, el grupo de investigacién de M2 Luisa Toribio intenta entender
las bases moleculares de la especificacion de los linfocitos T a partir de células
madre hematopoyéticas en el timo humano. Para comprender ese complejo proceso
de diferenciacion se han centrado en el andlisis de una proteina de membrana
denominada Notch. Se trata de una familia de moléculas muy conservadas en
términos evolutivos desde el gusano C. elegans hasta el humano, lo que significa
gque su mision es muy importante ya que se ha mantenido su funcion a lo largo de la
evolucion.

Notch es una molécula que controla procesos de diferenciacion, proliferacion y
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muerte celular, es decir, tres procesos que estan intimamente relacionados con el
proceso general de desarrollo de los organismos. Para analizar cudél es la funcion de
este gen en el desarrollo de los linfocitos T humanos, el equipo de Toribio ha tenido
que desarrollar una serie de sistemas experimentales y estrategias diferentes a las
utilizadas en el estudio del sistema del raton. En humanos esta investigacion
requiere el empleo de cultivos organotipicos, en los que se utilizan I6bulos timicos, a
los que se les inyectan los progenitores manipulados genéticamente para analizar
su funcién.

La principal conclusién del equipo es que la funcion del gen Notch o de la activacién
de esa via funcional en el timo es supuestamente la inhibicién de la generacion del
resto de los linajes celulares que no sean linfocitos T. Ademas, la idea mas
generalizada es que esta via madurativa también induce de una manera activa un
programa especifico de linaje T. El equipo de Toribio tiene datos en los que esta
trabajando en la actualidad que sugieren que Notch no es suficiente para inducir el
programa madurativo de un linfocito T. Lo que han visto es que Notch tiene como
principal funcién bloguear la diferenciacién no T, pero no se sabe hasta que punto
también tiene la funcion de inducir especificamente un programa T o es otra sefial la
que se requiere para que el programa del linfocito T se active.

Lo que han visto hasta el momento es que Notch ademas de bloquear la
diferenciacion, lo que hace es inducir en el progenitor una capacidad de
autorenovacion y expansion que se asemeja bastante a la de las células tronco
hematopoyéticas y esta propiedad seria muy importante, porque uno de los
problemas que tiene el transplante de progenitores hematopoyéticos, utilizado en
algunas patologias graves, es que el nimero de células madre es muy limitado.

Cuando un individuo es inmunodeficiente, o tiene una patologia como el cancer en
la que se emplea quimioterapia o radioterapia, el tratamiento conlleva la destruccion
del sistema inmunitario, el sistema hematopoyético de ese individuo. En ocasiones
se preservan progenitores de la médula 6sea de ese individuo, para introducirselos
posteriormente al tratamiento y poder asi regenerar, con sus propias células, todo el
sistema inmunitario que ha quedado comprometido. También se utiliza el trasplante
de células madre hematopoyéticas en terapia génica, cuando existe una
inmunodeficiencia genética en un individuo. Se pueden manipular genéticamente
células tronco de ese individuo para introducir el gen del que carece y luego se
reinfunden esas células tronco ya funcionales en el paciente.

En este sentido, los estudios que esta realizando el equipo de la bidloga serian muy
interesantes, ya que aun no se sabe como inducir proliferacion de células tronco sin
que éstas se diferencien y dejen de ser células progenitoras, y esto supone el
principal problema que tiene la manipulacion in vitro de las células madre. “Nadie
sabe, hoy por hoy, como separar el proceso de proliferacion del proceso de
diferenciacion de la célula”, afirma la doctora Toribio. En la actualidad se cree que el
proceso de expansion de las células tronco implica un proceso de diferenciacion que
hace que las células nuevas sean diferentes a las de partida. A pesar de esto, lo
que Toribio estd comprobando es que el gen Notch inhibe la diferenciacion, pero al
mismo tiempo estimula la proliferacién, por lo que esta via funcional podria hacer
gue una célula tronco se pueda dividir manteniéndose idéntica a la original. “Los
datos que tenemos ahora sugieren que la activacion de la via de Notch puede ser
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importante para el mantenimiento de la capacidad de autorenovacion de las células
tronco, inhibiéndose simultaneamente su diferenciacion”, explica Maria Luisa
Toribio.

Otra de las lineas de trabajo también relacionadas con el desarrollo de los linfocitos
T es la generacion de leucemias. Como se ha citado antes, Notch esta implicado en
induccion de proliferacién y, de hecho, otros grupos de investigacion han observado
que en un tipo particular de leucemia T, la leucemia linfoblastica aguda T, existe una
activacion constitutiva de la via de Notch. La activacion de la via de Notch tiene que
estar muy regulada durante el desarrollo, ya que de no ser asi da lugar a la
generacion de una leucemia.

Este grupo de investigacion también estudia como se regula la via de Notch durante
el desarrollo y cuéles serian los efectos funcionales de la sobre-expresién de dicha
via en distintos momentos del desarrollo para ver si serian capaces de reproducir in
vitro la generacion de una leucemia T y asi entender cual es el proceso que subyace
a la generacion de este tipo de leucemias y, ademas, analizar cuales podrian ser las
soluciones a esa patologia.

Existen también varias lineas adicionales de investigaciéon. Una de ellas es la
diferenciacion de células dendriticas humanas. Este grupo demostré que el
progenitor que llega al timo es capaz de generar células dendriticas, que son
esenciales para la presentacion de antigenos y en la generacion de respuestas
inmunes. El equipo ha querido seguir estudiando esta cuestion porque existe un tipo
de terapia celular con células dendriticas, por lo que es esencial el entendimiento de
los mecanismos de generacién de las células dendriticas para el correcto disefio de
estas terapias. Los antigenos tumorales se presentan sobre las células dendriticas,
por lo que si se consigue tener un sistema eficiente de presentacion de proteinas
tumorales a las células T, se podra tener un sistema idéneo de tratamiento anti-
tumoral.

Existe también otra linea de investigacion adicional. La base molecular del
reconocimiento de los linfocitos T es una proteina de membrana llamada TCR que
es el receptor de antigeno de los linfocitos T que, al contrario de la inmunoglobulina
o0 receptor antigénico de los linfocitos B, no es soluble. A pesar de esta diferencia,
en términos de estructura y de organizacion genética ambos receptores son
bastante similares. El receptor de los linfocitos T es una estructura compleja, que se
ha generado mediante diferentes procesos de recombinacién somatica durante el
desarrollo del los linfocitos T en el timo, y que esta anclado en su membrana. Antes
de que ese receptor (TCR) sea maduro, existe otro receptor durante el desarrollo en
el timo que se expresa de forma transitoria y que precede a la expresion del TCR
maduro. Se trata del pre-TCR, que es un receptor que esta implicado en procesos
de proliferacion, de tal manera que la sefializacion a través de ese receptor hace
gue en el timo haya una expansion enorme de linfocitos T. Es, por lo tanto, un
sensor de que la célula ha emprendido correctamente un programa madurativo
concreto que es el de los linfocitos T en el timo. Se ha visto que este receptor esta
también implicado en los casos de leucemia linfoblastica aguda T, asociadas a la
activacion de la via de Notch. Pudiera ser que la funcion del pre-TCR, que induce la
proliferacion celular, no pueda funcionar simultaneamente con Notch, que es otra
via de proliferacién, porque quiz4 sea esto lo que determine la generacion de una



leucemia.

El equipo intenta entender hasta qué punto ese receptor tiene que estar regulando
su expresion de forma coordinada con Notch para evitar que aparezcan procesos
linfoproliferativos que desemboquen en leucemia. La forma en la que el pre-TCR
regula su expresion es mediante su desaparicion de la membrana. El receptor da su
sefial y luego se esconde dentro de la célula, se internaliza y desaparece. Este
proceso es conocido como endocitosis y se estudian los mecanismos que la
determinan, se analiza la eliminacién del complejo pre-TCR de la membrana y su
eliminacion de los linfocitos en desarrollo. Entender como se regula este proceso
puede ser importante para entender qué es lo que se desregula cuando se produce
una leucemia como consecuencia de la sefializacion por el pre-TCR.

Proyectos realizados
Maria Luisa Toribio Garcia ha participado en importantes y muy diversos proyectos:

Grupo de Investigacion: Desarrollo del sistema linfohematopoyético humano:

— Diferenciacion de precursores humanos del linaje T. Implicaciones en el disefio de
protocolos de transplante de precursores hematopoyéticos procedentes de médula ésea y
organos fetales.

- Estudio de los progenitores, microambientes y requerimientos moleculares de la
linfohematopoyesis en humanos.

— Estudio de los mecanismos de muerte celular programada implicados en los procesos de
seleccion intratimica en el hombre.

— Estudio de los mecanismos implicados en la diferenciacion de células dendriticas linfoides y
mieloides a partir de precursores multipotenciales intratimicos.

- Desarrollo y analisis de sistemas de reconstitucién mieloide y/o linfoide a partir de
precursores transducidos con vectores retrovirales.

- Desarrollo de sistemas experimentales de reconstitucion hematopoyeética en estudios
preclinicos de terapia génica somatica.

— Estructura y funcion del pre-TCR humano: regulacion de su expresion durante el desarrollo
linfoide T.

- Estudio funcional de los progenitores hematolinfoides humanos responsables de la
reconstitucion post-trasplante: aplicaciones en terapia génica.

— Analisis del potencial de reconstitucion linfoide de precursores hematopoyéticos humanos
modificados genéticamente: aplicaciones en terapia genica.

- Terapia génica del sistema hematolinfoide: estudios pre-clinicos de transferencia y
expresion génica en precursores de células linfoides y células dendriticas humanas.

— Estadios pre-T en la diferenciacion intratimica humana: Caracterizacion biogquimica del
complejo pre- TCR.

— Analisis de la expresion y funcion de pre-TCR durante el desarrollo intratimico humano.
Caracterizacion de los procesos moleculares asociados a la seleccion p.

- Regulacion de la funcion de Notch durante el desarrollo intratimico humano.
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