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Introduccién

El presente trabajo tiene como objetivo la caracterizacién funcional de distintas poblaciones de
linfocitos T de la mucosa del intestino delgado para poder hipotetizar sobre su implicacién en el
desarrollo de la Enfermedad Celiaca (EC).

1. Enfermedad celiaca

La Enfermedad Celiaca (EC) es un proceso inflamatorio con un componente autoinmune que
afecta a la mucosa del intestino delgado (figura 1.1). Se induce en pacientes genéticamente
susceptibles tras la ingestién de alimentos que contienen gluten. Durante el desarrollo de la EC
se produce un incremento de linfocitos T en el epitelio y en la lamina propia (LP) que concluye con
la atrofia de las vellosidades intestinales y la hiperplasia de las criptas. La Unica terapia efectiva es
la eliminacion de la dieta de cereales como el trigo, la cebada y el centeno que contienen las
proteinas inductoras de la enfermedad. La incidencia de la enfermedad es aproximadamente de
1:250 y en caso de que no se trate se incrementa el riesgo de aparicion de linfomas y de mortali-
dad.

ANTICUERPOS

(| ENFERMEDAD X' INMUNOLOGIA

AUTOINMUNIDAD
CELIACA DE MUCOSA

ot

Figura 1.1: El estudio de la fisiopatologia de la EC supone interrelacionar distintos aspectos de la

inmunologia: el sistema inmune de mucosa, la autoinmunidad, la respuesta inmune celular (linfocitos
T) y la humoral (linfocitos B).

1.1 Antecedentes Histdricos

La EC fue descrita en el afio 1888 por el médico cirujano Samuel Gee (1839-1911) en el
Hospital St Bartholomew’s, de Londres. En su trabajo titulado “On the coeliac! affection” hace una
descripcion clinica de la enfermedad: presencia elevada de grasas en las heces (esteatorrea) y
distension abdominal y como tratamiento recomienda la ingesta moderada de comidas a base de

!La palabra inglesa “Coeliac” hace referencia a la cavidad abdominal. Deriva del griego Kaoilia, que significa
vientre. Otros nombres: Celiac sprue (CS), Coeliac disease, Gluten intolerance, Gee-Herter desease, Gluten
Sensitive Enteropathy (GSE), Gluten Sensitivity, Ideopatic Steatorrhea, Intestinal infantilism, Malabsortion

syndrome, Nontropical sprue (NTS), The Celiac Affection, The Celiac Condition, The Celiac Syndrome.
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harinas. En al afio 1908, el pediatra Herter (“Gee-Herter disease”), observa que las grasas son
mejor toleradas que los carbohidratos. En la década de los 50, el pediatra aleman W. K. Dicke de
la Universidad de Utrecht, en su tesis doctoral, sugiere la presencia de un “factor” en el trigo, el
centeno y la cebada, que favorece el desarrollo de la enfermedad. Mas tarde Charlotte Anderson
encuentra, tras la separacion de hidratos de carbono y otros compuestos de la harina del trigo,
que el factor implicado en el desarrollo de la enfermedad estaba en la “masa cohesiva” resultante
(“gluten? mass”) (1). El mismo afio J.W. Paulley describe, tras la operacion de un paciente celiaco
adulto, la presencia de una anormalidad en la capa que recubre la superficie interna del intestino
delgado. Ademas de la presencia de inflamacion, describe la pérdida de proyecciones microsco-
picas (vellosidades), responsables de conferir al intestino una mayor superficie de absorcion (2).
A partir del afio 1953, con la aparicién de las primeras técnicas de endoscopia, se comenzaron a
analizar biopsias intestinales. En el afio 1957, Crosby and Kugler fabricaron una capsula con un
tubo flexible que facilitaba la toma de muestras (capsula de Crosby-Kugler). En el afio 1960 M.
Shiner e |. Doniach interpretan los cambios producidos en el intestino de los enfermos celiacos
mediante el uso de biopsias perorales (3,4). Afios mas tarde, en 1972, Anne Ferguson describe el
aumento de linfocitos intraepiteliales en el yeyuno de 20 pacientes celiacos adultos.

Desde 1980 se han ido desarrollado trabajos que han permitido comprender ciertos aspectos
de la inmunopatologia de la enfermedad. Estos avances se irdn mencionando a lo largo de la
introduccion. Al final de esta primera parte se resumen los principales trabajos realizados sobre la
EC.

1.2 Manifestaciones clinicas y enfermedades asociadas

La enfermedad se manifiesta principalmente en nifios de entre 4 y 24 meses de edad cuando
pasan de la lactancia materna a la dieta con gluten. Los sintomas clinicos mas comunes son las
diarreas y la distension abdominal. Estos pueden acompafiarse de vomitos y retraso en el creci-
miento. Hoy en dia son menos comunes la esteatorrea y el dolor abdominal. La enfermedad

2Gluten: Parte cohesiva (adherente, aglutinante), no soluble, que resulta del lavado de la masa. Forma
parte de las Proteinas de almacenamiento que estan en cereales como el trigo (wheat), Cebada (barley),
avena (oats), arroz (rice) y centeno (rye). Estas se clasifican segun su solubilidad (Osborne-1907) en:
Albuminas (solubles en agua o solucién salina diluida y coagulan con el calor), Globulina (insolubles en
agua, pero soluble a baja concentracién salina), Prolaminas (solubles en alcohol), Glutelinas (solubles en
acidos o bases diluidos, detergentes, disociantes como la urea o agentes reductores como el Beta —
Mercaptoetanol) . Segln estructura y composicion se clasifican (Shewry, 1986) en:

Albuminas y Globulinas: Nutricionalmente balanceado. Rico en lisina, triptofano y metionina,

Glutelinas : poliméricas de alto peso molecular (600-800 residuos ) o bajo peso molecular (270/330), Los
polimeros se establecen por puentes disufuro itercatenarios. En el trigo reciben el nombre de Gluteninas
Prolaminas (distinto nombre segun la especie de graminea: Gliadinas-Trigo-, Aveninas-Avena-, Zeinas-
maiz-, secalinas -arroz-, hordeinas - cebada) Las gliadinas: Son monémeros de entre 250-300 residuos de
aa. Se clasifican segun su composicion en alfa, gamma y omega gliadinas.

Tanto las glutelinas como las Prolaminas son ricas en prolina, Glutamina (GIn), Arginina y Asparragina.
Dentro de cada clase difieren poco en secuencia. Exiten dentro de una misma variedad de semilla por lo
menos unas 45 gliadinas diferentes a nivel proteico (5).
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puede ir acomparfada también de anemias por deficiencia en acido félico, osteoporosis, deficien-
cia de vitamina K, hypertransaminasemia, entre otras caracteristicas menos comunes, mientras
gue los adultos presentan principalmente diarreas y anemias por deficiencias en hierro (6).

La Dermatitis Herpetiforme (DH) se considera una manifestacion clinica de la celiaquia. Es
una enfermedad de la piel que se caracteriza por la presencia de rash cutaneo cuyo diagnéstico
se confirma por la existencia de depositos de IgA’s en las zonas de piel con apariencia normal.
El 75% de los enfermos presenta ademas atrofia de las vellosidades e hiperplasia de las criptas y
en el resto pueden encontrarse cambios menores en la mucosa (7). Los pacientes con DH tam-
bién responden a una dieta libre de gluten y comparten factores genéticos de susceptibilidad con
la EC.La manifestacion clinica de la DH en EC se presenta mayoritariamente en adultos. Existen
otras enfermedades autoinmunes asociadas a la EC, como la Diabetes Tipo 1 (3% y 8 % de los
enfermos tienen diabetes de Tipo 1 (6), la tiroiditis autoinmune, el sindrome de Sjogren y la artitris

reumatoide.

1.3 Diagnostico. Morfologia de la mucosa

Las caracteristicas estructurales tipicas de la mucosa en pacientes celiacos con una dieta rica
en gluten son la atrofia o ausencia de las vellosidades y la hiperplasia de las criptas.
Histologicamente se observa un aumento de linfocitos® en el epitelio y de linfocitos y células
plasmaticas en la Lamina Propia (LP), ademas de neutréfilos, mastocitos, basofilos y eosinéfilos
(figura 1.2). La histolgia de la mucosa intestinal sirve para confirmar el diagnéstico clinico de la
EC. Las biopsias se obtienen a nivel de la parte distal del duodeno, a la altura del angulo deTriez,
utilizando una capsula de Crosby-Kugler (de uno o dos orificios).

Figura 1.2: Histologia de la mucosa del intestino delgado. (a) En la histologia normal del duodeno se
visualizan claramente las vellosidades y las criptas. (b) En la mucosa intestinal de enfermos Celiacos se
observa la desaparicion de las vellosidades (mucosa plana) y la hiperplasia de las criptas, ademas de un

importante infiltrado leucocitario en la lamina propia y en el epitelio.
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Los criterios actuales para confirmar la enfermedad se establecieron en Budapest en el afio
1989 por la ESPGAN (European Society of Paediatric Gastroenterology and Nutrition) (8) y esta-
blecen lo siguiente:

1) Biopsia intestinal en la que se observe: mucosa plana, atrofia de vellosidades, hiperplasia de
criptas mientras el paciente mantiene una dieta con gluten.

2) Remision completa de los sintomas al retirar el gluten de la dieta. Esta respuesta es esperable
a las pocas semanas.

De esta forma se suprime la necesidad de realizar tres biopsias como se habia establecido 20
anos antes*. De un estudio hecho sobre 652 casos, el 95 % de los ellos se confirmaron con la
primera biopsia (8).

El dafio en la mucosa celiaca pasa por tres estadios clasificadas arbitrariamente como: 1)
infiltrativo, en el que se aprecia un aumento de los linfocitos Intraepiteliales (IELS), con una
morfologia normal de vellosidades y cripta, 2) hiperplasico, ademas del infiltrado linfocitario en el
epitelio, se observa un agrandamiento de las criptas y 3) destructivo, caracteristico de la mucosa
plana, en el que ademas aparece la atrofia de la vellosidad (“Flat”) (9). Estos estadios estan
dindmicamente relacionados (Figura 1.3).
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Figura 1.3: Estadios de la EC.

Algunos individuos con una morfologia normal de la mucosa pueden tener una EC latente y
desarrollar la enfermedad luego de cierto tiempo. Se puede sospechar de una EC latente cuando
existe un mayor numero de IELs 5 o incremento en el titulo de anticuerpos caracteristicos de la
EC. Estos pacientes son también genéticamente susceptibles a la EC. Cuando un enfermo celia-
€O no presenta sintomas, puede tener una EC silente, pero a diferencia de la EC latente, estos
individuos tienen la mucosa del yeyuno dafiada (10). Estos pacientes son detectados tras el

3Ferguson y Murrray describieron en 1971 que la enfermedad se asocia con un infiltrado inflamatorio en la
pared de la mucosa del intestino delgado (Ferguson A, MurrayD. Quantitation of intraepithelial lymphocytes

in human jejunal. Gut 1971; 1299:88-92)




Introduccién

estudio de grupos de riesgo, como son los que poseen familiares de celiacos, en pacientes con
déficit de IgA o en pacientes con otras enfermedades autoinmunes. Ciertos pacientes que no
responden a la dieta libre de gluten presentan una celiaquia refractaria. Estos enfermos pueden
tener linfomas asociados a la aparicion de IELs que no expresan el TCR en superficie (CD3,
CD7Y)

1.4 Marcadores seroldgicos. Anticuerpos

Otra caracteristica de la enfermedad es la aparicion de diferentes tipos de anticuerpos. La
presencia de los mismos en el suero de los pacientes en el momento del diagnéstico y su des-
aparicion durante la retirada del gluten de la dieta son elementos que complementan y sustentan
el resultado del analisis de la biopsia. En casos en el que el diagnéstico de la EC no sea claro, se
debe confirmar con sucesivas biopsias. Estos anticuerpos son especificos de gliadina, reticulina,
endomisio o transglutaminasa (Tg).

Anticuerpos anti-gliadina (AGA).

Las gliadinas son proteinas (prolaminas) presentes en el gluten? . En el afio 1958 se describe por
primera vez la presencia de anticuerpos aglutinantes de gluten en suero de pacientes celiacos (11). La
determinacién de AGA se valida en el afio 1981 y actualmente se realiza mediante ELISA. Si bien
estos anticuerpos (de isotipo IgA o IgG) son moderadamente sensibles, no son especifico de la
enfermedad, ya que estan presentes en otras patologias e incluso se pueden detectar a bajos
niveles en sueros normales. La presencia de anticuerpos anti-endomisio y transglutaminasa es
mas especificay mas usada como técnica de diagnoéstico. En la actualidad se utiliza para monitorizar
transgresiones de dietas libres de gluten y en pacientes menores de 2 afios sigue siendo utilizado
como marcador serolégico (IgA) (12).

Anticuerpos anti-reticulina (ARA):

Segun el patrén de reconocimiento de tejido conectivo sobre secciones de tejido congelado de
rifién e higado de rata, los ARA estan clasificados en 5 subtipos (R1, R2, Rs, R3y R4). El patrén
de reconocimiento de las fibras del tejido conectivo peritubular y periglomerular de los anticuerpos
IgA R1-ARA es el especifico de la EC y de la DH. Estos tienen una elevada especificidad (cerca-
na al 100%), pero la complicada interpretacion de los patrones y su baja sensibilidad hacen que
hoy en dia no se la utilice como test de laboratorio para el seguimiento de la enfermedad.

4 “Tempere meeting: Afio 1969”. En la Ciudad Finlandesa de Tempere tuvo lugar la primera reunién donde
se enunciaron los criterios para el diagnostico de la enfermedad. En esta se establece la necesidad de tres
biopsias. En la primera se debe observar un estructura anormal de la mucosa durante una dieta rica en
gluten, en la segunda debe aparecer una mejora en la estructura de la vellosidad cuando se deja de ingerir

gluten, y en la tercera, tras un desafio con gluten reaparece un deterioro en la morfologia de la mucosa.
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Anticuerpos anti-endomisio (EMA):

La presencia en enfermos celiacos de anticuerpos IgA anti-endomisio (capa que recubre un
grupo de células musculares lisas) se observa por primera vez en 1983 (13). La determinacién se
hace por IFI (Inmuno Fluorescencia Indirecta) sobre cortes de es6fago de mono o de corddn
umbilical humano. La sensibilidad (85%-98%) y la especificidad (97-100%) es superior a la de
AGA.

Anticuerpos anti-Transglutaminasa (Ac anti-TG):

En 1997 Dietrich y col. encuentran que el autoantigeno reconocido por anticuerpos anti-
endomisio era la Transglutaminasa (TG) (ver apartado 2.9, pg.29) (14). Los niveles de Ac anti-TG
pueden ser muy bajos o indetectables en caso de que la atrofia sea muy leve. Si bien es dificil
obtener falsos negativos, estos pueden darse en pacientes con menos de 2 afios o con déficit de
IgA. Pacientes con una deficiencia en IGA’s tienen un riesgo 10 veces superior de tener la enfer-
medad (7).

La determinacién de Ac’s no puede tomarse como valor diagnéstico por la presencia de falsos
positivos y negativos. Ademas, ocasionalmente pueden aparecer casos de celiaquia en pacien-
tes con hipogammaglobulinemia y/o asociados a una deficiencia de IgA’s. En estos casos se
deben determinar Ac’s de isotipo IgG’s (15). Estos anticuerpos desaparecen cuando se suspen-
de la ingesta de gluten.

1.5 Factores genéticos: HLA-DQ2°

La EC esta fuertemente asociada con la expresion del alelo HLA-DQ2 y en menor medida con
DQ8 (16). Un estudio realizado en 94 nifios celiacos no relacionados indic6 que el 98% compar-
tian una combinacion particular de los alelos DQA1*05/DQB1*02 que codifican para la molécula
HLA-DQ?2. Estan ubicados en cis dentro del haplotipo DR3-DQ2 (DRB1*0301-DQA1*0501/
DQB1*0201) y en trans en el genotipo heterozigoto DR5-DQ7 y DR7-DQ?2. Este ultimo contiene el
alelo DQA1*0505 en un cromosoma (DRB1*11/12-DQA1*0505/DQB1*0301) y DQB1*0202 en el
cromosoma homologo (DRB1*07-DQA1*0201/DQB1*0202) (17).

5El sistema mayor de Histocompatibilidad (HLA), esta formado por un conjunto de genes polimérficos que
codifican proteinas responsables de la presentacion de antigenos a células T. Sobre la década del 50,
George Snell a partir de la generacion de cepas congénitas y el rechazo de tumores, y Dausset, con el
descubrimiento de antisueros en pacientes transfundidos, determinaron la existencia de este complejo. En
1980, afio en el que reciben el premio nobel, no se sabia cual era su funcion. El rechazo de injerto no era
la Unica razoén. En 1996, Peter Doherty y Rolf Zinkernagel recibieron el premio Nobel por sus trabajos,
iniciados en la década de los 70, que demuestran que los linfocitos T citotoxicos reconocian péptidos

virales presentados en contexto de MHC propios.




Introduccién

La frecuencia de DQA1*05/DQB1*02 en poblacién normal es del 25%. Los pocos pacientes
negativos para este haplotipo son HLA-DR4-DQ8, es decir DR-1*04-DQA1*0301/DQB1*0302. El
DR5/7 es menos frecuente que DR3. En Noruega la poblacion DR5/7 es cercana al 1%, en ltalia
del 30% y la media mundial es del 8%.

El andlisis de los motivos de anclaje de péptidos a DQ2 indica que este tiene preferencia por
residuos negativos en las posiciones P4, P6 o P7 y DQ8 en las posiciones P1, P4 o P9. Estos
sitios son de vital importancia para la presentacion de residuos de acido glutamico (Glu) presente
en los fragmentos de gliadina deaminada por la transglutaminasa (ver apartado 2.9, pagina 27).
Es importante aclarar que las células epiteliales del intestino delgado expresan HLA-DR y DP,
pero no HLA-DQ, razén por la que la dichas células no son reponsables de la presentacion de
péptidos asociados a DQ2 (18-23).

1.6 Epidemiologia

La EC tiene una incidencia que varia entre el 1/100 y el 1/1000 segun la regién geografica. Por
ejemplo, en Estados Unidos la prevalencia es de 1/400 sobre el andlisis en sangre de anticuerpos
anti Endomisio (EMA), realizados sobre una poblacion adulta de 2000 donantes voluntarios (24).
Este indice es de 1/700 en Brasil (25), de 1/130 en Finlandia, de1/190 en Suecia (26), de 1/400 en
la zona norte de Espafia (27) y en Buenos Aires 6 de cada 1000 individuos (1/170) tienen la
enfermedad (28).

1.7 Resumen

La EC es una patologia crénica que afecta la mucosa del intestino delgado. Se desarrolla en
pacientes genéticamente susceptibles tras la ingestidon de gluten y sélo una dieta libre de estas
proteinas produce la regresion del proceso inflamatorio. Afecta aproximadamente a 1 de cada
250 individuos. Se han enumerado las principales caracteristicas de la enfermedad y algunos de
los elementos vinculados a la patologia como son el gluten (gliadina) como factor desencadenante
de la enfermedad, la presencia de anticuerpos, el aumento de IELs, y un factor de riesgo como es
la presencia de un haplotipo HLA determinado (DQ2). Todos estos factores estan actuando sobre
un sistema complejo: el sistema inmune de mucosa.
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1.8 Historia EC. Cronograma de las investigaciones mas importantes

¢ 1888 Descripcion de la Enfermedad- - Dr Samuel Gee St Bartholomew’s Hospital, London . On the celiac
affection. Gee, SSt Barth Hosp Rep 1888;24:17-20.

¢ 1953 Factor (gliadina) del trigo desencadenante de la enfermedad.
Coeliac disease. Part Il: The presence in wheat of a factor having a deleterious effect in cases of coeliac
disease.Dicke WK, Weijers HA, van de Kamer JH.Acta Paediatr. 1953; 42:34-42.
If (in cases of celiac disease) wheat is banished from the diet and rice flour, maize starch, peeled, boiled
potatoes are given instead, the anorexia, vomiting, and abdominal pain disappear, the acute attacks of
diarrhoea cease, the faeces become darker in colour, the patient gains in weight, and finally the growth in
height becomes normal, or even more than normal.

¢ 1954 Observacion de la lesion en la mucosa.
Observations on the aetiology of idiopathic steatorrhea. Paulley LW (BMJ) (2).

¢ 1957 Colonel Crosby and Kugler fabrican la capsula para realizar biopsias.

¢ 1958 Anticuerpos aglutinantes de gluten en suero de pacientes celiacos.
Allergic pathogenesis of celiac disease with studies of the splitting up of pathogenic antigens by enzymes
Berger (11).

¢ 1960 Interpretacion de los cambios producidos en la superficie intestinal de los pacientes celiacos.
Histopathologic studies in steatorrhea. Shiner M, Doniach | (Gut) (3).
Coeliac disease: histopathological findings in the small intestinal mucosa studies by a peroral biopsy
technique (4).

¢ 1971 Cuantificacion de IELs en el yeyuno humano. Aumento en enfermos celiacos.
Quantification of intraepithelial lymphocytes in human jejunum. Ferguson A (Gut) (29).

¢ 1972 Infiltrado de linfocitos en el diagndstico de enteropatias por sensibilidad a gluten. Fry L. (Br Med J.)
(30)

¢ 1983 Descripcion de subpoblaciones en epitelio intestinal
Lymphocyte subpopulations in the human small intestine. The findings in normal mucosa and in the muco-
sa of patients with adult coeliac disease Selvy (Clin Exp. Immunol) (31).
Immunohistologic and immunoelectron microscopic characterization of the mucosal lymphocytes of human
small intestine by the use of monoclonal antibodies. (J.Immunol) (32).

¢ 1987 Descripcion de un marcador celular caracteristico de IEL’s.
A monoclonal antibody (HML-1) defining a novel membrane molecule present on human intestinal
lymphocytes Cerf-Bensussan (Eur J Immunol) (33).

¢ 1988 Descripcion de las etapas de la lesion
Studies of intestinal lymphoid tissue. X-observations on granular epithelial lymphocytes (gEL) in normal
and diseased human jejunum. Marsh, M. N. (34).

¢ 1989 Asociacion genética de la enfermedad con HLA-DQ.
Evidence for a primary association of celiac disease to a particular HLA-DQ alpha/beta heterodimer.Sollid
(JEM) (16).
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¢ 1989 Expresion de yd en epitelio intestinal humano.
Expression of disulfide-linked and non-disulfide-linked forms of the T cell receptor gamma/delta heterodimer
in human intestinal intraepithelial lymphocytes. Spencer. (Eur J Immunol)(35).

¢ 1989 Incremento de yd en celiacos.
Intraepithelial T cells of the TcR gamma/delta+ CD8- and V delta 1/J delta 1+ phenotypes are increased in
coeliac disease.Halstensen.(Scan. J. Immunol) (36).

¢ 1990 Revision de criterios para el diagnéstico de la Enfermedad.
Revised criteria for diagnosis of coeliac disease. Walker-Smith (8)

¢ 1993 Reconocimiento de la gliadina por células T

Gliadin-specific, HLA-DQ (alphal*0501, beta 1*0201) restricted T cells isolated from the

small intestinal mucosa of celiac disease patients. Lundin, K.E(JEM) (37)

¢ 1997 Identificacion de la Transglutaminasa como autoantigeno.
Identification of tissue transglutaminase as the autoantigen of celiac disease. Dietrich, W. (Nat Med)
14)

¢ 1998 Primer epitopo de y-gliadina asociadoa DQ2 reconocido por células T de mucosa .
Identification of a gliadin T-cell epitope in coeliac disease: general importance of gliadin deamidation for
intestinal T-cell recognition. Sjomstron.(Scand J Immunol) (38)

¢ 1998 Asociacion entre la Tansglutaminasa y la Gliadina.
Tissue transglutaminase selectively modifies gliadin peptides that are recognized by gut-derived T cells in
celiac disease. Molberg, O (Nat Medicine) (39)

¢ 1999. Modelo animal con patologia similar a la enfermedad celiaca. Bloqueo de la produccion de PE2 La
expresion normal de PGE2 por células estromales induciria la diferenciacion de DCs productoras de IL-
10, generando una dismunicién de la respuesta inmune local.
Cyclooxygenase-2-dependent arachidonic acid metabolites are essential modulators of the intestinal immune
response to dietary antigen.Newberry, R. (Nat Medicine) (40).

¢ 2000 Secuencia inmunogénica de la a-gliadina
The intestinal T cell response to alpha-gliadin in adult celiac disease is focused on a single deamidated
glutamine targeted by tissue transglutaminase Arentz . (JEM) (41).
In vivo antigen challenge in celiac disease identifies a single transglutaminase-modified peptide as the
dominant A-gliadin T-cell epitope. Anderson.(Nat Medicine) (42)

¢ 2000 Efecto de la IL-15 en la mucosa celiaca
Interleukin 15 mediates epithelial changes in celiac disease. Maiuri (43)

¢ 2002 Péptido de 33 aa resistente a proteasas responsable de inducir la enfermedad

Structural basis for gluten intolerance in celiac sprue. Shan, L. (Science) (44)

¢ 2002 Explicacion de porque ciertas prolaminas (gliadina) son toxicas y otras no (aveninas)
Specificity of tissue transglutaminase explains cereal toxicity in celiac disease. Vader.J (JEM) (45).

¢ 2003 Activacion del sistema inmune innato por un péptido no inmunodominante en un sistema de cultivo
in vitro de biopsias e induccion de la EC.
Association between innate response to gliadin and activation of pathogenic T cells in coeliac disease.
Maiuri, L. (The Lancet) (46).
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2. Sistema inmune de mucosas e inmunogeénesis de la Enfermedad Celiaca

Una de las principales funciones del sistema inmunitario es la de decidir frente a qué sefiales
debe iniciar la respuesta inmune, es decir, diferenciar entre un agente “inconveniente o potencial-
mente dafino”, como un patégeno bacteriano o virico, y un antigeno “inocuo” como son los
antigenos propios o las proteinas presentes en los alimentos. Una decision equivocada puede
llevar a una respuesta inmune perjudicial para el organismo, como las reacciones de hipersensi-
bilidad o las respuestas autoinmunitarias® En los Ultimos afios se han realizado nuevos avances
en este sentido con el descubrimiento de los PRR (Pattern Recognition Response) y de las sefia-
les de peligro, necesarios para iniciar la activacién del sistema inmune (47).

La mucosa, en especial la intestinal y la de las vias respiratorias, estan en contacto continuo
con agentes extrafios potencialmente inmunogénicos. Es por esto que el sistema inmune asocia-
do a la mucosa debe impedir una respuesta innecesaria frente a antigenos inocuos a través de
mecanismos de regulacion y a la vez permitir la generacion de respuestas inmunitarias normales
frente a patdgenos.

2.1 La mucosa intestinal

El intestino delgado tiene como principal funcién la absorcion de nutrientes. Esta ubicado entre
el estbmago y el intestino grueso y se divide en tres regiones macroscépicamente diferenciadas:
el duodeno, el yeyuno y el ileon. La pared del intestino esta formada de cuatro capas concéntricas:
la serosa, la muscular, la submucosa y la mucosa. La mucosa intestinal es la mas importante ya
gue en ella tiene lugar la digestion y absorcion de nutrientes y es donde se encuentra el sistema
linfoide asociado (MALT). Esta constituida por el epitelio y por la lamina propia, que es el tejido
conjuntivo laxo ubicado entre el epitelio y la submucosa.

El epitelio. Esta formado por células polarizadas adheridas entre si, dando lugar a una capa
celular que reviste la superficie del tejido. Los epitelios no estan vascularizados y se abastecen de
las secreciones del tejido conectivo. Las células epiteliales intestinales son la frontera entre la
mucosa Y la cavidad intestinal. Conforman las vellosidades intestinales, que con un tamafio de
entre 0.5y 1.5 mm, presenta un aspecto de hoja en el duodenoy en el ileon tiene forma digitiforme.
Las vellosidades se contindan en la mucosa con las glandulas intestinales o criptas de Lieberkihn.
En la cripta hay células con alta tasa de replicacion que se desplazan hacia la vellosidad sustitu-
yendo continuamente sus células (figura 2.1).

5Evolucion de la Teoria de reconocimiento de estructuras propias y ajenas. (Self and Non-sel). Desde 1959
con lateoria de Burnet sobre la presencia de receptores en las células B capaces de reconocer estructu-
ras propias y foraneas, pasando por la necesidad de la célula “h” para impedir la autoreactividad propuesta
por Brescher y Cohn (1969), hasta los modelos mas recientes de discriminacion basados en el reconaoci-
miento de moléculas foraneas a través de PRR (Janeway 1989, Infectious—non self teories) o de sefiales
de peligro (P. Matzinger 1994) (47) se intenta explicar cuando una respuesta debe comenzar.
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El epitelio esta formado por células especializadas: a) Las células de Paneth, ubicadas en la
base de la cripta, estan especializadas en el almacenamiento y secrecién de péptidos
antimicrobianos. Entre estos se encuentran la fosfolipasa 2, la lisozima y las defensinas HD5 y
HDG6. Recientemente se ha encontrado expresion de tripsina en estas células, involucrada en la
activacion de defensinas. La tripsina también podria actuar sobre un receptor de proteasas (PAR-
2), una proteina G. Como consecuencia de la protedlisis de PAR-2, se genera un ligando capaz
de inducir Inositol 1,4,5-trifosfato y la secrecion de Prostaglandina E, (PGE,)y F, y acido
araquiidonico (48). La PGE2 tienen efectos inmunomoduladores. Los granulos de secrecién pre-
sentes en las células de Paneth son aciddfilos y estan en la parte basal del citoplasma. Estas
células son de renovacion relativamente lenta. b) células caliciformes son menos abundantes en
el duodeno y mas en el ileon. Producen glicoproteinas que lubrican y protegen el epitelio; c)
células absorbentes o enterocitos: Su funcién principal es la absorcion de nutrientes. Las
microvellosidades tienen enzimas que hidrolizan disacaridos y péptidos. Entre ellas se encuentra
el CD26, una dipeptidil peptidasa (1V). Los enterocitos al igual que las células M pueden transpor-
tar antigeno transcelularmente o a través de las uniones estrechas que forman entre si (transpor-
te paracelular). En la EC existe una pérdida importante de células absorbentes y un incremento
en la proliferacion de las células de la cripta. d) células M (Microfold epithelial cell): Son células
epiteliales ubicadas sobre las Placas de Peyer. Estan especializadas en el transporte
transcitoplasmatico de antigenos solubles y particulados (49). Son muy escasas y se ha demos-
trado que unen patdgenos como Salmonella, Shigella, Yersinia y retrovirus.

2.2 Estructura del GALT

El tejido linfoide! asociado a mucosas se conoce con el nombre genérico de MALT (Mucosa
Associeted Lymphoid Tissue). Segun el tipo de mucosa recibe un nombre diferente. BALT (Bron-
quial associated Limphoid Tissue) se denomina al asociado a la mucosa respiratoriay GALT (Gut
Associated Lymphoid Tissue) al sistema linfoide asociado a la mucosa intestinal.

El GALT esta integrado por: las Placas de Peyer, (PP) , los ganglios linfaticos mesentéricos
(MLN), los linfocitos de la lamina propia (LPL) y los linfocitos Intraepiteliales (IELs) (50). Estos
componentes definen dos compartimentos funcionales diferentes segin su papel dentro de la
respuesta inmune: uno de induccion de la respuesta (PP y NLM) y otro sitio (el epitelio y en la
lamina propia) donde se lleva a cabo la respuesta efectora mediado por los LPL e IELs .

2.2.1 Placas de Peyer (PP)

A lo largo de todo el intestino existen acumulaciones linfoides, que aumentan en frecuencia en
la zona distal del ileon y en el colon, donde la microflora es més diversa. En la parte terminal del
ileon, estas acumulaciones se agrupan en estructuras mas grandes formando las PP. Las PP
tienen estructura de 6rganos linfoides secundarios, con zonas definidas de células B y T, aunque
domina la zona B. En ellos tiene lugar la activacion de células B productoras de IgA. Las PP se
encuentran separadas del lumen por epitelio especializado o epitelio asociado al foliculo (FAE) y
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por una zona debajo del epitelio conocida como cupula subepitelial, Subepitelial Dome (SED).
Las células epiteliales del FAE se diferencian del resto por poseer menos enzimas digestivas y
porque el caracteristico ribete en cepillo es menos pronunciado. Dentro del FAE estan las células
M. El desarrollo de las Placas de Payer es dependiente de Linfotoxina a1p2 (a1p32) que actia via
el receptor de la Linfotoxina B (LTPR), expresado en las células del mesénquima VCAM".

2.2.2 Ganglios linfaticos Mesentéricos (MLN).

Los MLN drenan através de los capilares linfaticos de las PP y las acumulaciones linfoides del
MALT. En los MLN, ademas de ocurrir la respuesta inmune especifica, las células B activadas en
las PP terminan de diferenciarse a plasmocitos. Recientemente se ha visto que en ratones atimicos,
0 en condiciones de linfopenia aguda, también es un sitio de linfopoiesis, particularmente de
células T yd (ver apartado 3.5, pagina 51) (51).

2.2.3 Linfocitos de Lamina Propia (LPL).

Distintas células leucocitarias se encuentran distribuidas a lo largo de la lamina propia, inclu-
yendo células dendriticas, macrofagos vy linfocitos B y T (LPL-Linfocitos de Lamina Propia). Los
linfocitos T son predominantemente TCR off§ CD4*y CD8*. También se encuentran en la lamina
propia células plasmaticas productoras de IgA, aunque también de IgG, e IgM. Los macrofagos y
células dendriticas de la lamina propia estarian involucrados en la presentacion de antigeno in
situ.
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Figura 2.1: Células epiteliales que conforman la cripta y la vellosidad
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2.2.4 Linfocitos Intraepiteliales (IELS)

Los Linfocitos Intraepiteliales (IELs) son una poblacion de células T que se encuentran ubica-
das en el epitelio, adheridas a la superficie basolateral de los enterocitos. Por tratarse del tema
principal de este trabajo, sus caracteristicas fenotipicas y funcionales seran descritas en la terce-
ra parte de la introduccion (pagina 35).

Los leucocitos que conforman el GALT estan en continuo transito entre la periferia y la muco-
sa. La recirculacion linfocitaria es de vital importancia para asegurar el encuentro entre las células
inductoras y efectoras de la respuesta inmune, asi como para la correcta compartimentalizacion

del sistema inmune de mucosa.

2.3 Transito linfocitario en la mucosa

La recirculacion linfocitaria no es un proceso aleatorio. Requiere pasos de interaccién con los
endotelios y entrada a través de éste a los tejidos. Estos pasos estan regulados por la expresion
diferencial de moléculas de adhesion y quimiocinas, factores solubles capaces de modular, indu-
cir y dirigir la migracién de los leucocitos.

Desde el timo a la mucosa. Los linfocitos T una vez que dejan el timo como células T maduras
se dirigen a los tejidos linfoides secundarios ubicAndose en las zonas paracorticales. La
recirculacion de estos linfocitos virgenes es continua entre los 6rganos linfoides secundarios. La
mayoria de los linfocitos maduros recirculan por los tejidos con una frecuencia de una a dos veces
por dia. Estos se activaran en caso de una respuesta especifica. Los linfocitos activados pasaran
a formar parte del grupo de células efectoras que se dirigen hacia los érganos linfoides terciarios
0 zonas efectoras extralinfoides. También podran recircular como células memoria por los 6rga-
nos linfoides secundarios y hacia los centros germinales donde colaboraran con los linfocitos B
en la produccién de Ac (figura 2.2)(52).

¢Coémo llegan los linfocitos T al intestino? Los érganos linfoides secundarios drenan en el
ducto toracico’. Ensayos de transferencia de células del ducto toracico muestran que los blastos
(células activadas) presentes en el mismo se dirigen mayoritariamente a la pared intestinal y a los
organos linfoides asociados mientras que los linfocitos pequefios recirculan por los érganos
linfoides secundarios. En el ducto torécico se encuentran linfocitos T o8, CD8cf3 y CD4, presentes
tanto en epitelio (IELs) como en la lamina propia (LPL). No se han detectado en el ducto toracico
poblaciones CD8ao ni T 3. Es decir que los IELs y LPL derivados del timo son la progenie de los

’Sistema linfoide: es un sistema de drenaje que recoge fluido intersticial de todo el cuerpo y lo devuelve a la
sangre. Los capilares linfaticos que salen de los tejidos convergen en estructuras mas grandes (vasos
linfaticos) que desembocan en el ducto toracico. Este ducto comienza a la altura de la segunda vértebra
lumbar en la cisterna de chili. Esta especie de saco recoge la linfa proveniente de los ganglios inferiores y
del sistema digestivo (capilares linfaticos del intestino y linfaticos mesentéricos). El ducto desemboca en la
vena subclavia izquierda. En el ducto toracico se encuentran principalmente linfocitos pequefios y un por-
centaje pequefio de blastos.
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blastos que circulan por el ducto toracico. Algunas de estas poblaciones son oligoclonales, exis-
tiendo algunos clones con idéntico TCR en epitelio, lamina propia y ducto toracico (53). ¢,Por qué
un linfocito virgen va a la Placa de Peyer y no a la lamina propia? La razon de esta direccionalidad
parece ser la expresion diferencial de la integrina a4p7. La expresion de MadCAM en las vénulas
postcapilares de la lamina propia permite que los linfocitos (memoria/efectores) con alta expre-
sién de a4f7 interaccionen con dicha molécula. Por el contrario, los T virgenes expresan poco
o4B7 y las vénulas postcapilares carecen ademas del ligando de L-selectina (CD62L), necesario
para el primer contacto de los linfocitos con las Vénulas de Endotelio Alto (HEV) de las placas de
Payer.

¢,Donde se estimulan? La estimulacion de los blastos que aparecen en el ducto toracico y que
luego daran las poblaciones de IELs y LPL, ocurre principalmente en las PP, MLN y en menor
medida en el bazo (53). Tras la activacion de células T que se induce en condiciones de rechazo
de injerto contra huésped, se produce un incremento de blastos en las PP que se dirigen al ducto
toracico. Si el ducto es drenado, se reduce el incremento de blastos a lo largo de todo el intestino.
Sin embargo, se ha observado en ratones carentes de PP y MLN por mutaciones en el receptor
de LTB ((LT(B)R) o en el locus de TNF/LTa, tienen niveles normales de Linfocitos T aff CD4*y
CD8* en el intestino, lo que a priori indicaria que la activacion de los IELs y LPL en dichos sitios no
seria necesaria para su ubicacion en el epitelio o lamina propia. Esto podria explicarse gracias a
la presencia de células dendriticas diseminadas en la mucosa que alcanzan el ducto toracico y el
bazo y que estimularian a estas poblaciones T dependientes que luego, como células activadas
se ubicarian enla LP y en el epitelio. Las células efectoras de la mucosa pueden seguir recibien-

do estimulaciones y realizar nuevos ciclos de circulacion.

| Timo |

Placa Peyer | pe—mp—1 e,
...... Capilar
N T H

NLM subclavia

Coducto Toracico

Figura 2.2: Recirculacion linfocitaria en la mucosa. Los MLN drenan a través de los linfaticos aferentes
linfocitos provenientes de las PP y acumulaciones linfaticas. Los linfocitos T o, CD8 oy y CD4* pasan de
los MNL a la sangre via el ducto toracico. Un pequefio porcentaje de blastos se distribuyen por el epitelio y
la LP a través de capilares MadCAM-1*. El resto recircula por las PP, acumulaciones linfaticas, MNL o se

dirigen hacia el bazo. Basado en (53).
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Si bien hace afios se suponia que algunas poblaciones de IELs, como las células T v en
raton, podrian ir directamente desde el 6rgano linfoide primario hacia la mucosa intestinal esto
parece que no es correcto. Recientemente se ha visto que la colonizacion del epitelio no ocurriria
luego de la maduracion timica (51).

El microambiente como factor de localizacién de Linfocitos T. Para que un linfocito se quede en
un tejido determinado ha de seguir unos procesos similares a los que le permitieron pasar desde
la circulacion al mismo. Es decir que dentro del mismo tejido ocurriran la regulacién de la expre-
sion de moléculas, fendmenos de adhesion y eventos de migracién. Por ejemplo, el epitelio intes-
tinal produce TGF-B que aumenta la expresion de ofp7 en los IELs permitiendo su unién a las
células epiteliales a través de la E-cadherina.

De la correcta migracion de las células B y T a la mucosa, dependera la sintesis de Ig en la

mucosa.

2.4 Sintesis de IgA

La respuesta humoral que predomina en la mucosa se caracteriza por la alta produccion de IgA
(40 mg/kg en humanos por dia). Los linfocitos B productores de IgA se activan principalmente en
las PP. En el centro germinal es donde se produce la proliferacion celular, el cambio de isotipo y
la hipermutacion somatica. El contacto con células T y células dendriticas inducen la expresion
particular de IgA (54). Desde las PP, las células B se dirigen a los MLN, donde terminan de proli-
ferar y de diferenciarse a células plasmaticas (células B efectoras)®. Luego se distribuyen a lo
largo de la lamina propia a través del ducto toracico y de la sangre. Las células plasméticas
productoras de IgA estan ubicadas principalmente en la LP de la mucosa intestinal.

Las IgA secretadas por las células plasmaticas de la lamina propia se transportan hacia el
lumen intestinal a través del epitelio. Este transporte transcelular comienza con la unién entre la
cadena J (que dimeriza a las IgA) con el receptor polimérico de la Ig en la superficie basal de las
células epiteliales. La IgA es transportada hacia el lumen y secretada en forma de dimero luego
de que dicho receptor es cortado enzimaticamente, dando lugar al denominado componente se-
cretorio. La carencia selectiva de IgA es una de las inmunodeficiencias humorales mas comunes
en humanos. Como se ha mencionado anteriormente, la produccién de autoanticuerpos contra la
Tranglutaminasa (anti-TG) de isotipo 1gG e IgA son caracteristicos de la EC y un indicio para que
la enfermedad se considere de tipo autoinmune.

8Seguimiento de un linfocito B especifico. Una forma facil de seguir las células B especificas para un antigeno
es mediante el marcaje de sueros inmunes (especificos de una toxina p.e, célera) con fluoresceina. Luego
las células especificas del tejido se incuban con la toxina y el antisuero. Lectura Recomendada: Cellular

kinetics of the intestinal immune response to cholera toxoid in rats.1975. JEM vol142 (55).
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2.5 Autoinmunidad: es la EC una enfermedad autoinmune?

Las enfermedades autoinmunes, que afectan a un 3-5% de la poblacién, son consecuencia de
una respuesta inmune frente a estructuras propias. Para que una enfermedad pueda ser catalo-
gada como autoinmune, debe cumplir los postulados de Witebsky (56). Primero, deben existir
indicios clinicos de la enfermedad, como autoanticuerpos, alteracion histolégica del érgano afec-
tado, y evidencias de ensayos in vitro que comprueben reacciones de reconocimiento de estruc-
turas o antigenos propios; segundo, existencia de un modelo animal que permita reproducir la
enfermedad y tercero, debe ser transmisible, en un modelo animal, por transferencia de Ac o
células T autoreactivas (en humanos un modelo seria el de la Myastenia Gravis o la enfermedad
de Graves, por tranferencia de auto-Ac via fetal). Existen ademas factores genéticos y ambienta-
les que participan directamente en el desarrollo de este tipo de enfermedades (57). La EC no
cumple con todos los postulados. Existen indicios clinicos que sugieren que se trata de una enfer-
medad de tipo autoinmune, pero ya que es una enfermedad que sélo ocurre en humanos, es
dificil determinar que tipos celulares estan implicados en patogénesis de la EC.

Las enfermedades autoinmunes sistémicas y 6rgano especificas se producen cuando se alte-
ran los mecanismos implicadas en la induccién y regulaciéon de la respuesta inmune. Cualquier
perturbacion en los puntos de control que intervienen en el desarrollo de la respuesta podrian
generar una reaccion indeseada frente a antigenos propios.

2.6 Tolerancia®. Mecanismos: delecion clonal, anergia y supresion activa

La tolerancia es un proceso activo que lleva a un linfocito a no reaccionar frente a un antigeno. Se llama
tolerancia central al proceso de seleccion y delecion de clones autorreactivos que ocurre en el timoy en la
médula 6sea para los linfocitos B. La tolerancia periférica es la falta de respuesta de un linfocito maduro y
se basa en mecanismos que mantienen controladas las posibles respuestas autoinmunes en periferia. Los
primeros estudios sobre tolerancia comienzan en la década de los 60, con los experimentos de Medawar,
gue demostraron que la inmunizacién con células de un donante alogénico a edad temprana, evitaba el
posterior rechazo de injertos de piel del mismo donante.

Sobre la generacién aleatoria del repertorio TCR actla el principal proceso de control de
autoreactividad, la seleccion timica. Si este sistema falla, se liberaran células T autoreactivas que

pueden desencadenar autoinmunidad. Lascélulas autoreactivas no necesariamente han de ser

Tolerancia: Hace referencia a un proceso activo que lleva a un linfocito a no reaccionar frente a un antigeno.
Tolerancia central: Proceso de seleccion y delecion de clones autoreactivos que ocurre en el timo. Toleran-
cia periférica: Falta de respuesta de un linfocito maduro. Tolerancia oral: Respuesta no funcional o
hiporespuesta inducida tras la administracion oral de un antigeno.

Los primeros estudios sobre tolerancia comienzan en la década de los 60, con los experimentos de Medawear
que demostraron que la inmunizacion con células del donante a edad temprana, evitaba el posterior recha-
zo de injertos de piel.
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patogénicas, por eso es necesario diferenciar entre una respuesta autoinmune y una enfermedad
autoinmune. Se ha visto que durante el proceso de seleccion timica se producen células reguladoras
implicadas en la supresion de ciertas patologias autoinmunes. Es decir, que si bien el proceso de
seleccion timica es de vital importancia en la delecion de células autoreactivas, también juega un
papel importante en la generacion de células reguladoras que previenen el desarrollo de la
autoinmunidad y posiblemente de otros procesos inmunolégicos (58). La generacion de células
autoreactivas residentes, puede ser un mecanismo de control frente a alteraciones producidas en
organos periféricos por agentes téxicos (59).

Ademas de la tolerancia central que se genera en el timo, existen mecanismos de manteni-
miento de la tolerancia en periferia, en lo que se llama tolerancia periférica (60). Estos mecanis-
mos controlan las respuestas a antigenos especificos de tejido o que se expresan en distintas
etapas del desarrollo. Muchos de los antigenos que se encuentran en la periferia no se expresan
en el Timo. Es decir que debe existir un mecanismo responsable de controlar los Linfocitos
autoreactivos que escaparon a la seleccion timica.

Mecanismos implicados en la tolerancia periférica.

Existen evidencias de varios mecanismos responsables de la tolerancia periférica: ignorancia
del antigeno, la delecién clonal, la anergia y la supresion o regulacion activa (61).

Existen linfocitos autoreactivos, que en condiciones normales ignoran el antigeno expresado
en el tejido. Esta ignorancia puede deberse a un nivel bajo de expresion de antigeno, a la falta de
Th incapaces de inducir una respuesta, o a la falta de moléculas coestimulatorias en las células
del tejido.

El mecanismo de delecion clonal raramente ocurre in vivo, y estd mas restringido a la toleran-
cia central. Se da en modelos experimentales de ratones con un TCR transgénico que se alimen-
tan con altas dosis de antigeno (OVA o MBP) generandose en el GALT y en el bazo la delecién
antigeno especifica de células T. También puede ocurrir cuando la presentacién de un antigeno se
da en ausencia de coestimulacion, cuando faltan los factores necesarios para el crecimiento de
un Linfocito T o con la muerte por apoptosis mediada por FAS.

La transferencia de células T CD8+, especificas de OVA en ratones transgénicos que expresan
la proteina en las CE intestinales no producen dafio del epitelio, aunque si se expanden en las PP,
MLN, LP y IELs (62). Sin embargo, tras la infeccion con VSV-ova se induce un dafio de las CE
mediado por las CD8 especificas de Ova. Es decir que la sola expresion de un antigeno en las CE
induce tolerancia y esta se rompe tras la inflamacion que produce la infeccion con el virus. Este es
un caso sobre el cual actuaria la delecién de la células T especificas, ya que pasados 17 dias de
la inoculacion, no se observan en PP, NLM, LP ni epitelio.
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La generacion de anergia (inactivacion funcional) clonal predomina en periferia sobre la delecion
clonal. Las células anérgicas son capaces de reconocer antigeno pero no producen respuesta
inmune. Se vio que tras la inoculacién de ratones con células con un TCR transgénico, estos
linfocitos T Ag especificos persisten luego de la administracion de OVA, pero no responden frente
a la reestimulacion in vitro. El suministro exdgeno de IL-2 puede revertir este proceso (61).

El proceso de induccion de células T supresoras (supresion activa) es desconocido pero
es particularmente importante en las mucosas. La respuesta en la mucosa seria el balance de
dos procesos independientes, la respuesta T supresora por un lado y la respuesta inmunogénica
(Th1/Th2) por otro(63). Estos mecanismos de supresion juegan un papel importante en el control
de la reactividad, pero existen células T activamente involucradas en la supresion y/o regulacién
de procesos inmunolégicos perjudiciales (autoinmunidad, hipersensibilidad, etc).

En las mucosas existen mecanismos de tolerancia periférica particularmente activos. Se deno-
mina tolerancia oral a la ausencia de respuesta o hiporrespuesta inmune frente a antigenos que
han sido administrados por via oral. Todos los mecanismos de tolerancia periférica estan activa-
dos en la mucosa, aunque es de destacar la presencia de células supresoras. La supresion
seoriginaria en los foliculos de la mucosa, en particular las Placas de Peyer, donde existen célu-
las capaces de producir TGF-B. Este proceso, si bien es independiente de la generacion de
citoquinas de tipo Th2 (IL-4), estaria favorecido por las mismas e inhibido por IFN-y.

Las células reguladoras pueden aumentar o suprimir una respuesta inmune. Cuando se da
este Ultimo caso se habla de linfocitos T supresores (reguladoras supresoras).. Un caso
ejemplificador es el que ocurre con las células Th3 productoras de TGF-B. Si la produccion de
TGF-B sirve para suprimir la proliferacion, se habla de células supresoras mientras que si sirve
para inducir el cambio de isotipo hacia IgA, se habla de regulacion.

Entre las células'® (reguladoras/supresoras) involucradas en los mecanismos de supresion
activa que tienen lugar en las mucosas estan las Trl, Th3 y las CD4*CD25".

Células Trl: Son células T antigeno especificas productoras de altos niveles de IL-10*. No
producen IL-2 ni IL-4 (50). En 1997, Groux y colaboradores demostraron que la estimulacion
repetida in vitro de células CD4+ de bazo provenientes de un raton transgénico para un péptido
de Ovoalbumina (OVA) y en presencia de IL-10, generaba una poblacion reguladora (Trl), capaz
de impedir el desarrollo de colitis inducida por la transferencia de células CD4*CD45RB** (64).
Estas mismas células se pueden aislar en humanos tras estimulaciones alogénicas continuas en
presencia de IL-10. In vitro, el cocultivo de estas células con otras células T suprimen su prolifera-
cion. Este efecto es en parte revertido con Ac anti-IL-10 y anti-TGF-B. Este mecanismo de inhibi-

10Células Trl: Son células T antigeno especificas productoras de altos niveles de IL-10. No producen IL-2 ni
IL-4 (50).Th3: Son células T CD4+ productoras de TGF-f que se aislan de nddulos linfaticos mesentéricos
tras administracion oral de antigenos a bajas dosis.CD4+ CD25+: Son células derivadas del timo que a
través de mecanismos moleculares no muy claros, median activamente la inhibicion de las células T

(autoreactividad, sintesis de citoquinas) (67).
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cion es conocido con el nombre de “bystander suppression” (las células T tolerizadas frente a un
Ag, secretan citoquinas supresoras, pe. TGF-, que actdan sobre las células del entorno, frenan-
do la respuesta frente a otro Ag). In vivo se desconoce si su efecto seria sobre la proliferacion, el
reclutamiento o sobre las funciones efectoras de las células patogénicas incluidas dentro de las
CD4*CD45RB**. Tampoco se sabe si el mismo mecanismo de supresion observado in vitro se
daria in vivo, es decir si se requieren interacciones celulares entre las poblaciones reguladoras y
efectoras o si el efecto supresor es Unicamente debido al efecto de las citoquinas
inmunomoduladoras (IL-10, TGF-B). Estas Trl generadas in vitro, podrian ser las CD45RB" na-
turalmente encontradas in vivo (65). Células CD4*RB" previenen la generacion de colitis cuando
se las coinyectan con las CD4*RB" inductoras de la enfermedad. Estas células no previenen la
colitis si se aislan de ratones KO para IL-10.

Células Th3: Th3: Son células T CD4+ productoras de TGF-3 que se aislan de nédulos linfaticos
mesentéricos tras administracion oral de antigenos a bajas dosis. En el afio 1994, en el modelo
de EAE (encefalitis autoinmune experimental) se describen un tipo de células productoras de
TGF-B que impedian la induccion de la enfermedad por MBP o PLP (66). Estas células T CD4+
productoras de TGF-B se aislan de MLN tras la administracion oral de antigenos a bajas dosis.

Células CD4*CD25". Los linfocitos CD4*CD25* son otra poblaciéon a las que se atribuye la
supresion activa de autoreactividad. Son células derivadas del timo que a través de mecanismos
moleculares no muy claros, median activamente la inhibicion de las células T (autoreactividad,

11 ]L-10. Descubierta en el afio 1989. Cytokine synthesis inhibitor factor (CSIF), Mast cell growth factor
(MCGF-III), B cell derived-T cell growth factor (B-TCGF). Proteina de la familia de las citoquinas de cadena
larga (IFN-vy, IFN-o/B). Cromosoma 1:1q. Homodimero, 160 aa (178 con péptido sefial). Producido por:
células T virgenes y memorias (Th,, Th,, Tr ), Macrofagos, células B transformadas con Epstein-Barr virus,
células NK. Receptores: De la familia del IFN. Funcion: Inhibe respuesta Th,, principalmente la produccion
de IFN-y. Inhibe la sintesis de citoquinas proinflamatorias (IL-1a, IL-1b, IL-6) producidas por monocitos y
neutréfilos y otras citoquinas como la misma IL-10, IL-12, GM-CSF, MIP1-8, TNF-c) producidos por monocitos
y células dendriticas. Actia como factor de crecimiento en células B y mastocitos. Disminuye la expresion
de moléculas activadoras y coestimuladoras en monocitos y células dendriticas. La produccion de IL-10 es
inducida por la misma citoquina y por otras citoquinas como la IL-12, IL-4 y IFN-a.. La sintesis de IL-10 en
macrofagos inducida por LPS es aumentada por el TNF-auy por inductores del AMPc, como la prostaglandina
(PGEZ2), la epinefrina, histamina, péptido intestinal vasoactivo e inhibido por la IL-4, la IL-10 misma, IL-13,
IFN-y y TGF-B. Incrementa la expresion de CCR5 en monocitos. Inhibe la expresién de MHC clase Il en
monocitos. Aumenta la expresion de HLA-G en trofoblastos y monocitos. Inhibicién in vitro: La IL-10 inhibe
la proliferacion de células T antigeno especificas y la liberacion de citoquinas por un efecto modulador en
las APC. Este efecto se bloquea con Ab anti-IL-10 o TGF-B. La inhibicion es inherente a las células Trl
productoras de IL-10 (65). También tiene un efecto directo sobre la misma célula T inhibiendo la produccion
de IL-2 y TNF-a. La activacién en presencia de IL-10 puede producir un efecto de anergia en los linfocitos
T. Inhibe la expresion (inducida por IL-2) de IFN-yy TNF-a por células NK, a través de un efecto indirecto
sobre los monaocitos inhibiendo la produccion por estos, de IL-12 e IL-1. La presencia de IL-10 en bajas
cantidades inhibe la formacion de ciertas metastasis y la aparicién de infiltrado NK. Ratones knockout para
IL-10 tienen un desarrollo normal de leucocitos, pero desarrollan enterocolitis, por una desregulacion de la
respuesta Th1l por falta de IL-10 (75). Inhibicion in vivo: La transferencia de células naive CD45 RB++ que
producen altos niveles de IFN-yy TNF-a genera enfermedad intestinal inflamatoria (IBD). La enfermedad
se previene con la co-administracién de T CD45 RB low , productoras de IL-4 e IL-10 ( Trl productoras de
IL-10) especificos de OVA (64). Esta inhibicion no es especifica ya que suprime la respuesta Th1l especifi-
cos de antigenos bacterianos (no de OVA)(bystander suppression).
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sintesis de citoquinas) (67). El efecto principal de esta células seria el de reducir/inhibir la expre-
sion de IL-2 en las células CD4*CD25. In vitro, el efecto supresor requiere la activacion de las
células supresoras, el contacto entre ésta y la efectora, y no es mediado por citoquinas. El efecto
se inhibe con adicién de anti-CD28, lo cual sugiere que estarian actuando sobre la sefial
coestimulatoria (68). Sin embargo, las CD4CD25", pueden inducir supresion de sintesis de
citoquinas en un sistema libre de APCs. Es la Unica poblacion en raton que expresa
constitutivamente CTLA-4. Se desconoce si el CTLA-4 esta involucrado en la funcion reguladora
de esta poblacion. Su efecto supresor parece ser independiente de IL-4 e IL-10. Si bien el papel
del TGF-B es mas controvertido, son mas el numero de evidencias que descartan un papel activo
en la supresion (69), aungue recientemente el grupo de Strober otorga al TGF- un papel impor-
tante en la supresion mediada por estas célula in vivo, ya que no impiden el desarrollo de colitis si
proceden de ratones TGF-B-, aunque si lo hacen in vitro (70). Es decir, los mecanismos in vivo
pueden ser diferentes a los observados in vitro. Recientemente, se ha demostrado su capacidad
de curar la colitis inducida por la transferencia de CD4*CD45RB** en ratones (71). Su ubicacién
en los NLM, juntamente con células CD11c+ y CD4+CD45RB++ , sugieren que el efecto regula-
dor de estas células seria a través de la interaccion directa entre los dos tipos de células T.

Existen otros tipos de células reguladoras como las supresoras CD8+ o las TCRYd. La
transferencia de células TCRYyd provenientes de animales previamente tolerizados con antigeno
via oral induce tolerancia (72,61). En ambos casos, su funcion y caracteristicas no estan muy
definidas.

Si bien la supresion y/o tolerancia estdn generalmente vinculadas a la produccion de dos
citoquinas, la IL-10 y el TGF-B, hasta el momento no se ha visto un efecto directo de estas en el
proceso de diferenciacion o en la funcién efectora de las células T reguladoras. Aun queda por
resolver si las Treg acttan a través del contacto célula-célula o a través de mediadores solubles,
gué marcadores las diferencian, qué antigenos reconocen y sobre que tipo de células acttan.

Otros mecanismos no especificos capaces de impedir respuestas inflamatorias pueden influir
en el mantenimiento de la tolerancia. Uno de ellos es el mediado por metabolitos del acido
araquidoénico producidos por la cyclooxigenasa-2 (COX-2) (ver mas adelante: modelo animal de
la enfermedad celiaca)

Los linfocitos Ty B son los mediadores de la respuesta inmune, pero de la presencia de células
dendriticas dependera la correcta diferenciacion de las mismas (73). La secrecién de citoquinas
por parte de las CD (y células T) condicionara en muchos casos el resultado final, es decir, la
polarizacién hacia una respuesta de tipo Thl o Th2 (74). Algunas enfermedades tienen una clara
asociacion con la presencia de determinadas citoquinas, como ocurre con las Enfermedades
Inflamatorias Intestinales.
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2.7 Enfermedades inflamatorias de la mucosa intestinal

Las enfermedades inflamatorias intestinales (IBD) incluyen patologias crénicas recurrentes
cuya causa y origen son desconocidos. Dos de estas enfermedades!? afectan al intestino grueso:
la enfermedad de Crohn (CD) y la Colitis Ulcerosa (CU). El infiltrado presente en la mucosa afecta
la superficie intestinal en la CU y a toda la pared en la CD. La hipotesis sobre la causa de estas
enfermedades seria una respuesta inmune incontrolada frente a antigenos de la flora bacteriana,
originada por factores ambientales y con factores genéticos que favorecen su desarrollo (76,77).

Existen varios modelos animales que permiten estudiar estas enfermedades. Entre ellos se
encuentran los animales que desarrollan espontdneamente la enfermedad y que permiten anali-
zar los factores genéticos asociados a su aparicion. Otros modelos se pueden inducir mediante la
administracién de agentes exdgenos, o mediante la transferencia de células inmunocompetentes
capaces de generar la enfermedad en ratones sin sistema linfoide (SCID or RAG-/-). Finalmente
aquellos animales modificados genéticamente, ya sea por transferencia o por delecion de un gen
particular (citoquinas, TCR) pueden desarrollar la enfermedad (78).

En modelos de transferencia de células CD4*CD45RB" a ratones SCID, en animales KO de IL-
10, IL-2 o TCRa/a 0 tras la administracion TNBS (acido trinitrobenzen sulfonico), se observa un
infiltrado T CD4* en la mucosa. La inmunopatologia de este infiltrado estaria asociado a la pro-
duccion de citoquinas Thl (TNF-a!* e IFN-y'). Estas citoquinas proinflamatorias contribuyen a la
activacion de los macréfagos, quienes incrementan la sintesis de IL-1, IL-6, TNF-a y metabolitos
derivados del 6xido nitrico (ON). ElI TNF-a contribuiria al dafio producido en el epitelio y a la
formacion de granulomas, caracteristicos en la histologia de la enfermedad de Cronh. La impor-
tancia del TNF-o queda reflejado por el efecto que produce el tratamiento con Ac’s anti-TNF-o en
la mejora y a veces remicion de la enfermedad. EI ON a concentraciones elevadas tendria un
efecto toxico, alterando la funcién proteica y la permeabilidad del epitelio. La presencia temprana
de células productoras de IFN-yo IL-12 y o la disminucién de IL-4 o IL-10 afectaria la polariza-
cion hacia la respuesta Thl. En la polarizacion temprana de células Th, pueden intervenir facto-
res de transcripcion especificos, como el caso de T-bet, expresado en células Th, y no en Th, que
induce un incremento de IFN-yy reprime la expresion de 1L-4 (74).

El efecto inflamatorio de los T CD4+, seria controlado en condiciones normales por poblacio-
nes de células T reguladoras, productoras de TGF-3 (Th3) o de IL-10 y TGF-B (Tr), como se
comentd anteriormente (apartado 2.5 Tolerancia).

En otros modelos (TCRa/ay oxazolona), donde la inflamacién es mas superficial, semejante a
la CU, la IL-4 parece ser clave en la patogénesis.

2] a Enfermedad de Crohn’s se caracteriza por la poca secrecion de Ac’s, por la infiltracion de linfocitos T
en la mucosa, la formacion de granuloma y un perfil de citoquinas de tipo Th,. En la Colitis Ulcerosa,

prevalece la sintesis de Ac’s (ANCA), la infiltracion de neutrdfilos y perfil de citoquinas tipo Th, (79).
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2.8 Citoquinas y Enfermedad celiaca

Asi como en las IBD existe una clara asociacion entre la produccion de ciertas citoquinas y el
desarrollo de la enfermedad, la asociacion entre estas y la EC, no es muy clara. No obstante,
existen dos modelos animales que sugieren que la falta de IL-10 seria importante en la genera-
cion de algunas de las anomalias que aparecen en la mucosa celiaca. Uno de los modelos es el
raton KO de IL-10, en el que en la mucosa del duodeno se observa un agrandamiento de las
criptas (75) y el otro el que se induce en ratones transgénicos con un TCR especifico de OVAmas
la administracion de un inhibidor de la COX-2 (ver apartado 2.8.7). Hasta el momento s6lo un
grupo encontrd que la IL-10, paradéjicamente, esta incrementada en los IELs de pacientes celiacos
(80). Los resultados son dependientes de la poblacion y/o estrategia utilizada para su determina-
cion.

Uno de los primeros estudios sobre citoquinas en EC demostré mediante técnicas de
inmuhistoquimica, que la mucosa de los enfermos celiacos presentaba menor porcentaje de IELs
(3.5% v 13.5%) y de LPL (10.3% vs 47.2%) productores de IFN-y que los controles (81). Este dato
fue puesto en duda por otro grupo de autores quienes demostraron mas tarde por hibridizacion in
situ, mayor namero de LPL productores de IFN-y en celiacos que en controles, sugiriendo que el
balance Th1/Th2 estaria alterado (82). El incremento de citocinas Th1l se demostré en biopsias de
mucosa provenientes de enfermos celiacos, que tras la ingestién de proteinas de trigo, a las
cuatro horas incrementaban la sintesis de mRNA de IFN-y, IL-2 y TNF-a (83). El incremento de
linfocitos en la LP no se corresponderia con un aumento en la produccion de IL-10 nide IL-4%5, ya
que en biopsias control y celiacas, hay expresion de ambas citoquinas (hibridizacion in situ) (84).
Sin embargo, otro grupo determiné por histoquimica e hibridizacion in situ, que los LPL expresan
mas IL-4, IL-2 e IFN-y en la mucosa de enfermos celiacos (85).

3TNF- o. También conocido con el nombre de cachectin o Differentiation Inducing Factor (DIF).Proteina de
la familia del Tumor necrosis factor. (CD40L, CD95L).Cromosoma 6: 6p21.1-p21.3 Homotrimero, 157
aa cada monomero (no glicosilado). Producido principalmente por macréfagos frente a estimulos
inflamatorios, TH,, algunos TH,, algunos CTL., NK, células dendriticas, endoteliales, etc. Lo producen li-
neas celulares mieloides como la HL-60, U937, THP-1, linfoblastoides como Raji, Daudi, Jurkat. Recepto-
res: CD120a (TNFR-I) expresado principalmente en epitelio, CD120b, p55, p75. El TNFR-1 contiene un
dominio similar al FADD (Fas Associated death domain) Funcion: Proinflamatoria (fiebre, shock séptico).
Inflamacién local, activacion del endotelio, induccion de la liberacion de metaloproteinasas (MMP-1 y MMP-
3) por fibroblastos, induccion de la produccion de NO en macrofagos. Otras funciones: Aumenta la expre-
sion de citocinas pro-inflamatorias como IL-1 e IL-6. Su efecto puede ser tanto inmunoestimulante (induc-
cion de IL-15 y diferenciacion Th, en humanos) como inmunosupresivo (supresion de la proliferacion,
apoptosis, induccioén de citocinas como IL-10, IL-6, TGF-).Datos de interés: Primera funcion asociada con
la necrosis hemorragica del tumor. Asociado a enfermedades autoinmunes (enfermedad de Crohn, Artritis
reumatoide, esclerosis multiple ).Produccion inducida por el mismo TNF-c, por IFN-v, IL-1, IL-2, GM-CSFy
suprimida por el TNF o/B, IL-4, TGF-B, IL-6, IL-10, IL-11, IL-13, G-CSF. Aumenta la expresion de ICAM-1y
de ELAM-1 (endothelial leukocyte adhesion molecule 1) aumentando la adhesion de neutréfilos y monocitos.
Induce la sintesis de otras citocinas inflamatorias como IL-8, y chimiocinas que regulan la migracion,
degranulacion y estallido respiratorio de neutréfilos. Ratones knockout para TNF-c, presentan desarrollo
normal. El timo es normal pero no la estructura del bazo. Menor resistencia a las infecciones y presentan
mas suceptibilidad los ratones NOD a la diabetes. El efecto del TNF-a sobre la Diabetes en ratones
transgénicos es variado. En etapas tempranas se acelera la deabetes en ratones NOD, mientras que en
etapas tardias decrece la cantidad de CD8+ autoreactivos. Al igual que la IL-2, tiene efectos tanto anti como
pro-apotéticos.
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Nilsen y col sugieren un patrén de tipo Thl con expresion de IFN-y en pacientes no tratados y
en biopsias tras desafio de gluten in vitro. Tanto en normales como en celiacos encuentran bajos
niveles de IL-4 e IL-2 y la expresion de IL-10, IL-5 e IL-12 est& por debajo del limite cuantificable
(86). Un estudio similar, aunque no cuantitativo, indica que un nimero mayor de muestras celiacas
que normales expresaban, ademas de IFN-yy TNF-a, IL-4, IL-10, TGF-f e IL-2 (87), sugiriendo
un patron de tipo Th1/ThO.

Clones de LPL CD4+ aislados de mucosa celiaca y especificos de gliadina, muestran un pa-
trén Th, con produccion de IFN-y cuando los péptidos se presentan por DQ2, y un patron Th,/Th,
(IFN-y, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, TNF-a, TGF-B) cuando lo hacen asociados a DQ8 (88). Otro estudio
sobre clones CD4+ especificos de gliadina y restringidos por DQ2, producen mayoritariamente
IFN-y aunque algunos también IL-4 (89). Este patrén observado en clones especificos de gliadina,
confirmaria los estudios realizados en biopsias de mucosa.

Otras citoquinas estudiadas son la IL-18, cuya forma activa s6lo se detect6 en biopsias celiacas,
indicando que seria responsable de la induccion de la sintesis de IFN-y (90) y la IL-5 que se
detectd en eosindfilos infiltrantes de mucosa celiaca, por hibridizacion in situ (91). La expresiéon
del factor de crecimiento de queratinocitos (KGF) relevante para el crecimiento de las cleulas
epiteliales, no parece ser exclusiva de EC (92). A diferencia de lo que sucede con las células Tyd
ubicadas en la piel de los ratones, que si sintetizan KGF, no se ha visto que sea expresado por
IELs ni por LPL. En celiacos se ha descrito un aumento en la expresion de TGF-bl en la LP, asi
como de células IL-4 positivas tanto en LP como en el epitelio (93).

La sobreexpresion de IL-15 en la membrana de los enterocitos de enfermos celiacos, seria
una de las causas del dafio observado en el epitelio, asi como de la activacion de los IELs (94).
Esta citoquina, asociada a la respuesta innata participaria en la activacion de las células dendriticas
ubicadas en la lamina propia.

Muchas de estas citoquinas participan activamente en la patogénesis de la EC.

¥FEN-y. Inmune interferén, Type Il interferon, T cell interfer6n. Citoquina de Tipo Il.Cromososma 12
(12924.1).Homodimero: 143 aa (inmadura 166 aa). Producido por: células T activadas (principalmente
Thl), CD8+, NK .Receptores: CD119 . Unico péptido, con una regién extracelular de 200 aa. Presente en
casi todas las células, incluidas las plaquetas. Funcién: Activacion de Macréfagos y endotelio (citoquina
proinflamatoria) Activacion, crecimiento y diferenciacion de células Thl aumentando el factor de transcrip-
cién T-bet., células B, NK, células endoteliales, y fibroblastos. Baja actividad antiviral y antiproliferativa.
Potencia el efecto antiviral del IFN-o/f. Limita el desarrollo de células de tipo Th2. Aumenta la expresion del
componente secretorio en enterocitos (receptor de inmunoglobulinas poliméricas) Fue descubierta en 1957
por su actividad antiviral. En 1966 se report6 que sobrenadantes estimulados de linfocitos tenian la capaci-
dad de inducir la activacion de macroéfagos. Citoquinas como el TNF-q, la IL-12 y el IFN-B , inducen o
aumentan la produccion de IFN-y. Otro coestimulo se produce a través de la interaccion de la célula T con
la célula presentadora via CD40L-CD40. La transferencia de células T de ratones deficientes en IFN-y, son
capaces de inducir colitis. También puede tener un efecto inmunomodulador a través de la induccién de
proteinas de la familia de las SOCS (Supressor of citokine signaling.
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2.9 Mecanismos inmunologicos de la Enfermedad celiaca

La enfermedad comienza tras la ingestion de alimentos que contienen gliadinas. El epitelio
gue recubre la mucosa, en condiciones normales, es impermeable a macromoléculas y
microorganismos aunque las gliadinas y antigenos en general pueden ingresar en la mucosa por
mecanismos de transporte transcelular. Las células especializadas en este mecanismo son las
células M. Los macréfagos y células dendriticas adyacentes a estas células M recogerian el
antigeno transportado e iniciarian la respuesta adaptativa dentro del 6rgano linfatico (figura 2.5).
Los enterocitos también transfieren antigenos a la lamina propia mediante el transporte intracelular,
gue comienza con la endocitosis mediada en algunos casos por receptores especificos ubicados
en la region apical (95). En condiciones en la que la permeabilidad del epitelio se ve alterada
(inflamacion), se incrementaria la entrada de antigenos que llegan por via paracelular, es decir
entre el espacio intercelular (49). Las células dendriticas de la lamina propia migrarian al MLN y
activarian células T especificas de gliadina.

15]L-4. Afio 1982. BSF-1(B cell Stimulatingg factor-1) o BCGF (B cell growth factor.Proteina de la familia de
las Hematopoietinas( IL-2, IL-5). 4 alfa hélices. Cromososma 5 (5g23.3-31.2) Ubicada en el mismo cromosoma
que la IL-5, IL-13 e IL-3.Homodimero: 129 aa , 20 kDa. Glicoproteina.

Producido por: células T activadas (Th-2), CD4+NKZ1.1+ Natural killer T cell, mastocitos, basofilos y eosindfilos.
Receptores: Receptor tipo | CD124 (p140 cadena o) asociado a cadena gamma (yc) del receptor de IL-2.
Funcion: diferenciacion de células T a Th2, switch de clase 1gG4 (IgG1 en ratén) e IgE, proliferaciéon de
linfocitos B activados con anti-lgM. Otras funciones: Regula la expresion de VLA-4 en células T. Reduce la
produccion de Cl - por células epiteliales intestinales.

En monocitos produce un aumento de HLA-II, de la expresion de IL-4Ra, y disminuye la expresion de
citoquinas proinflamatorias como IL-8, IL-1, TNF-o. e IL-6. Aumenta la expresion de VCAM-1 en células
endoteliales. Transduccién de sefial: a través de STAT6 y GATA-3 (en ratones). La falta de STAT-6 protege
a ratones de la inflamacion de tipo Th-2 en el modelo murino de asma. Ratones KO de IL-4 presentan una
respuesta Th2 menor, aunque el desarrollo linfocitario y su estado de salud es normal. Tienen una deficien-
cia en la produccion de IgG1 y de IgE. Hay resultados diversos con respecto a la respuesta frente a infec-
ciones parasitarias. Ratones transgénicos que sobreexpresan IL-4 son dificiles de obtener por su elevada
toxicidad. Reacciones de hiperreactividad, osteoporosis, aumento de mucus por células de goblet en pul-
mon, son algunos de los fenotipos. En humanos no se ha establecido una relacion directa entre los niveles
en suero y una determinada patologia. Si hay cierto tipo de asociacién entre el polimorfismo del promotor
del gen de la IL-4. La inyeccion de IL-4 en ciertos modelos experimentales como la diabetes en ratones
NOD vy la encefalitis autoinmune experimental, previenen el desarrollo de las mismas. Ciertos tumores
también son eliminados, pero por un efecto en la angiogénesis, mas que a un efecto de las células T. La
deplecion de IL-4 en modelos experimentales de enteropatias por GVHD, previenen la enfermedad.
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2.9.1 Inmunidad innata e IL-15. Modelo de induccién de la enfermedad.

La unién de toxinas, virus, bacterias a los PRR (Pattern Recognition Receptors) son la sefial
necesaria para el comienzo de una respuesta rapida (Inmunidad Innata). Uno de estos PRR son
los TLR (Toll Like Receptors) que estan presentes en el epitelio y células fagociticas de la mucosa
(figura 2.3). En modelos de cultivo in vitro de biopsias celiacas, se ha visto que ciertos péptidos
no inmunodominantes, son capaces de inducir una respuesta innata (46). Un péptido (31-43 de la
a-gliadina), incrementa la expresion de IL-15, COX-2 y la activacién de los marcadores CD25 y
CD83 en macrofagos de lamina propia. La IL-15 ademas de producir cambios en las células
epiteliales, como la expresion de FAS, TFR (receptor de la transferrina) y Ki 67 (43), es un factor
anti apoptotico de los linfocitos T y permite su migracion (96). También incrementa la expresion de
NKG2D en Linfocitos T CD8* (97). Esto puede tener relevancia en el hecho de que pacientes que
no responden a una dieta sin gluten (Celiaquia Refractaria) expresan MIC en el epitelio.

2.9.2 Reactividad frente a Gliadina

Sabiendo que el gluten (gliadina) es el factor inductor de la EC y la asociacién de ésta con
ciertos alelos de HLA (DQ2), era previsible encontrar, la presencia de células T capaces de reco-
nocer péptidos derivados de estas proteinas en el contexto de ciertas moléculas de HLA. Estas
células especificas se identificaron en PBL (98) y también en la misma mucosa (figura 2.5) (37).
Las células de la mucosa que reconocian péptidos de gliadina eran linfocitos T CD4*, CD8-, con
un repertorio variable de TCRa.

2.9.3 La Transglutaminasa y la enfermedad. Modelo de neoepitopo TG-gliadina

En el afio 1997 Dietrich y colaboradores encuentran que los auto-anticuerpos especificos del
endomisio, reconocian una enzima extracelular: la transglutaminasa (TG) (14). La TG cataliza la
transaminacion o deaminacion de glutamina (GIn/Q). La transaminacion produce la formacion de
una nueva unién peptidica entre la GIn de una proteina y un residuo Lisina (Lys/K) de otra. La
deaminacion en cambio genera acido glutamico (GIu/E) por pérdida del grupo amino de la Gin.

La identificacion de la TG como autoantigeno, significd un paso importante hacia el entendi-
miento de la patogénesis. En 1998 Sjostrom y colaboradores publican el primer trabajo que de-
muestra la importancia de la deaminacion para el reconocimiento Ty presentan el primer epitopo
de y-gliadina reconocido por células T de mucosa (38). Ese mismo afio Molberg demostré que la
TG desenmascara epitopos de gliadina para que se unan a HLA-DQ2 (39). La deaminacion de un
péptido sintético de la y-gliadina (134-153) ocurre en la GIn148, incrementando de este modo su
afinidad por la molécula DQ2 (figura 2.4).

La presencia de células T especificas de gliadina no explican la generacion de Ac anti-TG?®.
Hasta el momento no se han encontrado linfocitos T reactivos contra péptidos de la TG, ya que al
ser una enzima constitutiva expresada en muchos tejidos, seguramente estas célula T sean elimi-

nadas durante la seleccion timica.
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Figura 2.3: Modelo de asociacién entra la inmunidad innata y la adquirida en el desarrollo de la EC. Péptidos
no inmunodominantes de la gliadina (p31-43) reconocen PRR presentes en las células epiteliales y Células
Dendriticas de la LP. El reconocimineto de estos PRR por parte de este péptido da la sefial de alarma
necesaria para iniciar la respuesta inmune adaptativa. La IL-15 actia como nexo entre ambos tipos de

respuesta. La IL-15 activa las Células Dendriticas. También tiene un efecto directo sobre las células epiteliales.

La generacién de Ac anti-TG se explicaria por la formacion de neoepitopos generados a partir
del complejo TG-gliadina, que actuaria como sistema hapteno-carrier (figura 2.5). Estos comple-
jos presentados por las APC portadoras de DQ2, serian reconocidos por los T CD4* de la lamina
propia, iniciando una respuesta Thl o Th2. La respuesta Thl, a través del TNF-a principalmente,
induciria la liberacién de Metaloproteinasas (MMP-1 y MMP-3) incrementando la desestructuracion
de la mucosa por la rotura de fibras de colageno, glicoproteinas y proteoglicanos. La respuesta
Th2 induciria la maduracion y expansion de células B plasmaticas productoras de Ac anti-gliadina
yTG.

18 Transaminacion: Transferencia del acilo (COOH-) de un grupo gamma carboxi-amino de una GIn hacia un
grupo epsilon amino de una Lys (u otra amina primaria), dando como resultado la formacién de un enlace
gamma-glutamico-epsilon-lisina. El sitio activo de la Transglutaminasa tiene tres residuos conservados

(Cisteina, histidina y asparragina) que estan presentres en el Factor Xlll de coagulacion.
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2.9.4 Secuencia inmunogénica de la o-Gliadina.

En el afio 2000 Arentz y colaboradores describen dos secuencias inmunodominantes recono-
cidas por linfocitos de mucosa tras la deaminacion de la GIn por la TG (41). Ese mismo afio
Anderson encuentra la existencia de un péptido que contiene los dos epitopos encontrados por
Arentz, que asociados a DQ2 son capaces de inducir la liberacion de IFN-y en PBL provenientes
de pacientes adultos (42). Las posiciones P4 y P6 del alelo HLA-DQ2 tiene mayor afinidad por
residuos negativos, por lo que la deaminacion de la Glu en GIn, incrementa la unién de los péptidos
a dicha molécula (figura 2.4)

Un trabajo publicado por Vader y colaboradores, muestra que el nUmero de antigenos recono-
cidos por células T obtenidas a partir de muestras de pacientes menores de 12 afios parece ser
mayor, encontrando respuesta de células T frente a nuevos epitopos de gliadinas y de gluteninas
(99). Demuestra que la mayoria de nifios tienen células reactivas contra péptidos de gluteninas,
mientras la mitad reconoce los epitopos inmunodominantes en adultos. Algunos de los péptidos
no necesitan deaminacion para ser reconocidos, lo que implicaria que la respuesta podria iniciar-
se hacia péptidos nativos del gluten y se iria restringiendo con el tiempo hacia una especificidad
dirigida frente a péptidos deaminados. En base a algoritmos matematicos Koning y col sugieren
gue podrian existir por lo menos 50 péptidos activos en gluten (trigo) y hordeinas (cebada) (45).

Recientemente se ha identificado mayor niumero de péptidos de a- y y-gliadinas que asociados
a DQ2 son capaces de activar linfocitos T de mucosa (100). Estos nuevos péptidos se encuentran
agrupados por regiones ricas en prolinas. Por qué la gliadina y no las aveninas? El porcentage de
residuos de Pro presentes en las aveninas es menor que en las gliadinas. La especificidad de la
tTG estaria determinada por la distancia entre prolinas y glutaminas (45).

2.9.5 Péptido de 33aa capaz de inducir la enfermedad.

Shan y colaboradores sugieren la existencia de un péptido de 33aa'?, como posible inductor de
la respuesta inflamatoria. Este péptido tiene la peculiaridad de ser resistente a la digestion por
varias proteasas pancreaticas, intestinales y gastricas (44). Los péptidos anteriormente descritos
como inmunodominantes, estan incluidos en este segmento de 33aa. Esta proteina esta presente
en los cereales toxicos para los enfermos celiacos (trigo, cebada, centeno) y ausente en los
cereales no téxicos como la avena, el maiz y el arroz. Este péptido se une con alta afinidad a DQ2
y no requiere de procesamiento para ser presentado por la APC (figura 2.4) (101).

Sin embargo existen por lo menos 15 péptidos de gluten reconocidos por células T, muchos de
los cuales no estan presentes en este fragmento de 33aa (102).

7Secuencia de o-gliadina (Acc Number: AJ133612): (5). Remarcado el péptido de 33aa obtenido de la
digestién de una o—gliadina.

MVRVPVPQLQ PQONPSQQQPQ EQVPLVQQQQ FPGQQQPFPP QQPYPQPQPF PSQQPYLQLQ PFPQPQLPYP
QPQLPYPQPQ LPYPQPQPFR PQOPYPQSQP QYSQPQQPIS QQQQO000QQ QOKOOQQQQQ QILOQILOQQ
LIPCRDVVLQ QHSIAYGSSQ VLQQSTYQLV QQLCCQQLWQ IPEQSRCQAI HNVVHAIILH QQQQQQQQQQ
QQPLSQVSFQ QPQQQYPSGQ GSFQPSQQONP QAQGSVQPQQ LPQFEEIRNL ALETLPAMCN VYIPPYCTIA
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(@)
SQOPYLOLQPFPQPQLPYPQPQSFPP Anderson
PQPQLPYPQPQ 02 de Arentz (E65)
QLOPFPQPQLPY 09 de Arentz (E65)

LOLQPFPQPQLPYPQPQLPYPQPQLPYPQPQPF  33aa Shan

Figura 2.4: Esquema de la interaccién entre los péptidos de gliadina, reconocidos por células Ty HLA-DQ2.
(a) Péptidos inmunodominantes de la a-Gliadina. El péptido dominante encontrado por Anderson es el 57-
73 (Q65E, que comprende los dos epitopos encontrados por Arenz (o-2: 62-75, y 0-9: 57-68). El péptido de
o-Gliadina de 33aa descrito por Shan incluye a los otros péptidos (44). (b) Las posiciones P4 y P6 tienen
preferencia por residuos negativos, por lo que la interaccién de los péptidos con HLA-DQ2 aumenta tras la

deaminacion de la GIn (Q), presente en el péptido original, en Glu (E).

2.9.6 Modelo animal de la Enfermedad celiaca.

Existe un modelo animal con caracteristicas semejantes a la enfermedad celiaca. Ratones
transgénicos para un TCRof, especifico de un péptido de la lisozima de huevo (46-61), pueden
ser inducidos a una patologia similar a la observada en la celiaquia (40). Este modelo permite
detectar una respuesta inmune especifica a un antigeno, descartando el papel en la
inmunomodulacién de otras células reguladoras especificas de otros antigenos luminales. No
descarta el papel de los TCRyd ni de los linfocitos B, ya que el transgénico esta hecho en ratones
RAG**,

La administracion conjunta de lisozima de huevo y de indometacina®® (inhibidor de COX-2)
produce: proliferacion de células de la cripta, incremento de células mononucleares de LP y apla-
namiento de la vellosidad. La COX-2 interviene en la sintesis de PGE, (Prostaglandina-E,) a partir
de acido araquiddnico. La PGE, tiene efectos inmunomoduladores: disminuye la expresion de
HLA clase-Il y del receptor de IL-12, incrementa la sintesis de IL-10 y disminuye la de TNF-o e IL-
12. La alteracion en la sintesis de metabolitos derivados del acido araquidonico, pueden producir
una alteracion de la homeostasis inmunolégica y llevar a una respuesta frente a antigenos no
patogénicos, tolerados en condiciones normales.

[8La indometacina es un anti-inflamatorio no esterodoideo. Tiene un efecto perjudicial en el tratamiento de
a enfermedad de Crohn. Las CMLP (Células mononucleares de Lamina propia), fundamentalmente
macréfagos, producen COX-2.
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2.10 Resumen

La complejidad del sistema inmune en general y en particular el de mucosa esta dado por el
alto y diverso tipo de células leucocitarias que lo componen, en especial de linfocitos T. A esto se
han de sumar distintos tipos celulares que componen el epitelio intestinal, un sistema dinamico de
regeneracion constante.

En la EC, péptidos de gliadina y otras proteinas, son deaminadas por la tTG2, se unen a DQ2
y activan células T en adultos. El requerimiento de la tTG no seria necesario para la activacion de
las células T en los estadios tempranos de la enfermedad ya que se han encontrado células T
reactivas frente a péptidos de gluten no deaminados. El hecho de que un pequefio porcentage de
los portadores de HLA-DQ2 desarrollan la enfermedad se puede relacionar con la existencia de
otros factores, implicados en el inicio de la EC. Péptidos no inmunodominantes, de la gliadina,
podrian estar implicados en iniciar la respuesta innata (IL-15) actuando, como sefial de peligro.

Los IELs estan incrementados en la EC. Su papel en la patogénesis de la enfermedad se
desconoce. Este aumento no seria una consecuencia del proceso inflamatorio que se produce en

la lAmina propia. Cudl es el papel de los IELs en la EC?
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3. Linfocitos Intraepiteliales

Los Linfocitos Intraepiteliales (IELs) son células T que se encuentran adheridas a la superficie
basolateral de los enterocitos a lo largo de todo el epitelio intestinal. Forman una poblacién sepa-
rada dentro del sistema linfoide de la mucosa.

Los IELs son residentes del epitelio e, independientemente de si se seleccionan 0 no en el
timo, sus requerimientos para el reconocimiento de ligando y la activacion difieren de los princi-
pios clasicos dependientes de las APC de los 6rganos linfoides secundarios (103). Por sus carac-
teristicas fenotipicas y su distribucion tisular se cree que esta poblacion es responsable de la
defensa local del tejido frente a infecciones y tumores y de la regulacion de la respuesta mediada
por otras células.

3.1 Antecedentes®

La primera referencia que se tiene de los IELs se remonta al afio 1847 cuando Weber describe
unas células pequefas y redondas en el epitelio (103). Sobre 1970, comienzan los primeros
trabajos descriptivos de estas células. Estan ubicados en la parte basal del epitelio en la franja
delimitada por el nucleo de la célula epitelial y la lamina basal (29). Las técnicas de microscopia
electronica permitieron establecer su disposiciéon dentro del epitelio y la interacciéon de los IELs
con las células epiteliales (104). Se observan linfocitos atravesando la membrana basal en am-
bas direcciones (epitelio-LP, LP epitelio) (Figura 3.1).

Por cada 100 enterocitos hay una media de entre 10 y 30 IELs (104). El incremento de esta
poblacién en la EC lo describe por primera vez Fergusony col. en 1971 (29). Se encuentran hasta
80 IELs por cada 100 células epiteliales, superandose en algunos casos el 100% (IELs>Células
Epiteliales). El nimero de IELs varia segun la zona del epitelio, observandose més IELs en la
zona luminal que en la cripta. Esta distribucién diferencial no se observa en la mucosa normal .

La mayor densidad de IELs no es exclusiva de la EC. También se encuentran aumentados en
la mucosa de enfermos con Dermatitis Herpetiforme y en algunos nifios con Giardiasis. Los IELs
también se incrementan en el rechazo de injerto contra huésped y en ciertas enteropatias tropica-
les y diarreas croénicas.

¥ Historia de los Linfocitos T. Los Linfocitos son descubiertos en el afio 1774, por el inglés William Hewson
en su trabajo sobre la descripcion del sistema linfoide (British journal of haematology 2001, 112, 282-292).
La historia de los linfocitos dentro de la inmunologia se inicia con los primeros trabajos de James Murphy,
becario en el afio 1909 de Peyton Rous (Sarcoma de Rous). Su trabajo comprende estudios sobre el
comportamiento de los linfocitos en el rechazo de injertos de tejido y tumores en embriones de gallina;
sobre la relacion entre la irradiacion, la linfopenia y el rechazo de tumores asi como el efecto de la radiacion
en la infeccion por tuberculosis. James Gowans fue quién en 1962 demostré que los linfocitos (small
lymphocytes) iniciaban la respuesta inmune (106). Tras la deplecién de los linfocitos a través del drenaje
del conducto toracico, la respuesta primaria de anticuerpos frente a toxoide decaia, pero se recuperaba tras
la transferencia de los linfocitos “pequefios” de una rata de la misma cepa. La respuesta secundaria no se
afectaba tras el drenaje del conducto, demostrando que las células responsables estaban en el tejido
linfoide. También mostré que la tolerancia hacia un injerto se revertia con la inyeccion de los linfocitos
provenientes de un animal no tolerizado. Al cabo de 7-10 dias aparecian células marcadas con H** infiltran-
do el tejido.
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En cambio, en enfermedad de Crohn y en colitis ulcerosa, el nimero de IELs en biopsias de
yeyuno se mantiene dentro de los niveles normales.

No existen diferencias entre el numero de IELs en nifios y en adultos. Los IELs son células
memoria, que se cree que llegan al epitelio tras estimulaciones con antigenos provenientes de la
dieta y/o de la sangre (105).

Figura 3.1: Vellosidad de
una mucosa celiaca. Las
flechas sefalan a los IELs
(verde) y a los LPL (rojo)

3.2 Caracteristicas fenotipicas. Receptores y otras moléculas

3.2.1 Tiempo de inmunohistoquimica: Antisueros, Ac monoclonales y fluorocromos.

Al comienzo los linfocitos se clasificaban en T (derivados del Timo) y B (derivados de lo Bolsa
de Fabricius). Se los diferenciaban en pequenos, medianos y grandes y de vida corta o vida larga.
Sobre la década de los 70 se dudaba sobre el tipo de linfocitos que componian los IELs. En un
primer momento se penso6 que existian linfocitos de ambos linajes (T y B), ya que la timectomizacion
no reducia totalmente el niumero de IELs. Luego se veria que tampoco eran B, sino linfocitos que
no se seleccionan en timo (ver mas abajo: pg, 51).

La posibilidad de conjugar antisueros especificos de linaje T con Flouresceina®, permitio sa-
ber que la mayoria de |IELs eran linfocitos T (104). Entre los afios 1981 y 1983, con la aparicion de
los primeros Ac monoclonales, comienzan los analisis inmunofenotipicos de los IELs in situ, sobre
secciones de tejido y mediante técnicas de inmunofluorescencia (32,107). Las células CD3*
(UCHT1) aparecen entre las 11 y 19 semanas de gestacion, tanto en el epitelio como en la LP
(108).

En la mucosa del yeyuno, existe aproximadamente un 85 % de IELs CD8"*. Tanto en controles
como en EC los IELs CD8"* (90 %, OKT8)) predominan sobre los CD4* (8 %) (31). En LPL esta
proporcién se invierte a favor de los CD4+ (60% vs 40%).

20 | as primeras técnicas de inmunofluorescencia comienzan en el ano 1970 a partir de la posibilidad de

conjugar anticuerpos con fluorocromos (109).
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3.2.2 Dos subpoblaciones principales de IELs. Linfocitos T o y Y.

Sobre finales de los 80, tom¢ interés el estudio de la distribucion de los dos TCR en el epitelio
intestinal humano. Esto se debi6 a que previamente se habia observado que en ratones y aves,
los linfocitos TCR Y eran los que predominaban en dicho tejido. En humanos la distribucién es
diferente.

Dentro de los IELs existen, al igual que en periferia, células con dos tipos de receptores?': IELs
of y ¥o. Los primeros estudios indicaban que un anticuerpo (WT31), que por entonces se pensa-
ba que era especifico de los TCR off (también podia reconocer ciertos TCR y3) marcaba la
mayoria de los IELs (33). Mas tarde se confirmd que entre un 70-90% de los IELs expresan el
TCR of (110).

La presencia de IELs que expresan el heterodimero y6% (35) es cercana al 10%, variando
entre un 3-38 % (117). Hasta las 20 semanas de gestacion, no se observan linfocitos yd pero si
células CD3" (118). A diferencia de las 0 de periferia donde predominan los Y262, en el epitelio
intestinal predomina el heterodimero y131.

3.2.3 Correceptores®,

Los IELs se pueden clasificar segun el correceptor asociado al TCRo 0 yd en: CD8of*/CD4,
CD8a'/CD4-, CD8/CD4*, CD4- /CD8 (DN) y CD8at*/CD4* (DP) (tabla 1).

Los IELs humanos expresan principalmente el correceptor CD8a3* y el CD8owx* (tabla 2)
(122,123). Dentro de los v los CD4/CD8 (DN) comprenden méas del 80% , mientras que la
mayoria de los T off expresan el heterodimero CD8a3. En ambas poblaciones existe en menor
porcentaje el homodimero CD8ao. Los linfocitos T CD4*CD8* (DP) son indetectables. No se
encuentra en epitelio intestinal el receptor yd asociado al CD4, a diferencia de los de sangre
periférica (124).

La cadena o del correceptor CD8 es la que interacciona con el dominio o3 de HLA - clase l y la
gue se asocia a la tirosin kinasa p56. Sin embargo es la cadena [ la que confiere la propiedad de
correceptor, incrementando la interaccién con clase |. Si bien la interaccion de ambos correceptores
parece tener igual afinidad por HLA clase |, la cadena 3 incrementaria la valencia del heterodimero,
aumentando la afinidad por tetrdmeros de clase I. La asociacion del correceptor al complejo
TCR:MCH-péptido, estabilizaria la unién y/o amplificaria la sefializacion (125). El modelo conven-

2] a existencia de un receptor en las células T comienza a vislumbrarse en el afio 1982 con los primeros
antisueros y AcMo clonotipicos capaces de inmunoprecipitar heterodimeros de 80-90 kDa. Estos
heterodimeros estaban formados por dos subunidades (o y B de 40-45 kDa cada una). Los antisueros eran
capaces de bloquear el reconocimiento especifico de las células T y/o de inducir la proliferacion de los
linfocitos cuando se adherian a una superficie. El analisis de los péptidos precipitados de distinto clones T
indicaban cierto polimorfismo. Estudio paralelos a los serolégicos permitieron identificar los genes respon-
sables de la sintesis de las cadenas B del TCR en ratones (111,112) y en humanos (113). Poco tiempo
después se describe la cadena o (114,115). La especificidad dada por el TCR se demostré tras transfeccion
de los genes (116). La figura 3.2 muestra las principales moléculas implicadas en la sefalizacién del TCR.
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cional de interaccién entre el TCR y el correceptor (CD4 o CD8) sugiere que este ocurre indirec-
tamente a través del CD3 y las tirosin kinasas ZAP-70 (CD8) y Lck (CD3). Un modelo més recien-
te postula que durante la unién del TCR al complejo péptido-MHC, el correceptor asociado a este
TCR, interacciona con otro complejo permitiendo la union de un segundo TCR. De esta manera
se genera una dimerizacion del TCR favorecida por el correceptor (126). Si bien la agregacion
artificial del TCR induce sefializacion, existen evidencias que indican que, al menos para CTL, un
Unico complejo péptido-MHC es suficiente para hacerlo.

Correceptor TCRof TCR S TCR of TCR Y5
CD8 of 5 (12%) - 70 (81%) -

CD8 oo, 25 (62%) | 55 (92%) 10 (11%) 2 (14%)
DP (CD8ao/CD4™) | 5 (12%) - - -

DN (CD8/CD4) 5 (12%) 5 (8%) - 12 (86%)
CD4+ - - 6 (7%) -

TOTAL 40 60 86 14
raton raton Humano Humano

Tabla 1: Subpoblaciones de IELs en ratones y humanos.
Referencias: Raton:(127).Humanos: (122,123).

3.2.4 Moléculas de adhesion y circulacion en el epitelio®.

Distintos tipos de moléculas de adhesion y sus co-ligandos median el trafico de los linfocitos en
la mucosa (figura 3.3). La expresion constitutiva o inducible de muchas de estas proteinas deter-
minaran la ubicacién de los IELs en el epitelio. Algunas de estas moléculas también tienen un
papel importante en el reconocimineto y activacion de los linfocitos.

Una caracteristica comun de los IELs es la expresion de la integrina o3, (0,.:CD103 (HML-1)
(33). Esta integrina ademas es expresada por un 40% de los linfocitos de LP. Esta formada por
dos péptidos de 175 kDa (o,.) y 105 kDa (B,) que a través de una unién heterotipica con la E-
caderina determina la ubicacion de los IELs en el epitelio (129,130). Los ratones KO para CD103
tienen una disminucién importante de IELs (131), mientras que los ratones deficientes en 7
carecen de linfocitos en PP, LP y epitelio (132).

El otro miembro de la subfamilia de las integrinas B, es la o, 3, («4:CD49d) (133). Esta integrina,
cuyos coligandos son MadCAM (Mucosal Adressin Cell Adhesion Molecule), fibronectinay CD106
(VCAM, Vascular Cell Adhesion Molecule), esta presente en un 30-50% de los IELs (134). Este
porcentaje obtenido en tinciones sobre tejido se contrapone con los datos obtenidos en IELs
aislados del tejido, en los que todos expresarian esta integrina (135). a3, interviene en la locali-

2] a historia del TCR Y0 nace poco después de la identificacion del receptor of3. A diferencia de este Ultimo
(primero se identifico el péptido y luego el gen codificante), su identificacion fue consecuencia del descubri-
miento de un mRNA codificante para una nueva region variable, lamada mas adelante, cadena gamma. La
inmunopresipitacion de péptidos de CD3, llevé a identificar una poblacién de linfocitos que carecian de la
expresion de transcriptos de las cadena alfa y beta (119).
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zacion de los linfocitos en las PP a través de MadCAM. Como MadCAM también se expresa en
los capilares de la LP, los IELs ingresarian a la mucosa a través de la unién de MadCAM con las
integrinas o3, y/o o,,3,. Estas dos integrinas o, pueden mediar el rodamiento de los linfocitos sin
necesidad de la L-selectina (CD62L). La interaccion (débil) entre o,3, y VCAM en el endotelio
ocurriria en condiciones de inflamacion (136). Una vez en la LP, alguna quimiocina (IL-8) los
llevaria hasta el epitelio. Su paso por la matriz extracelular estaria mediado por las integrinas 3, o
por o, B.. En el epitelio los IELs aumentarian la expresion de o3, (¢, por TGF-B?) que retendria a
los IELs cuando interaccionan con E-caderina. Por tanto, las integrinas o3, y o, cumplirian
funciones diferentes en los IELs: o, 3, seria necesaria para el pasaje de los IELs desde los capila-
res hacia la LP (y de los linfocitos a las PP) y la o, para su ubicacion en el epitelio. En resumen,
para que los IELs se ubiquen en el epitelio, es necesario, primero, que los IELs hayan sido previa-
mente activados y segundo, es importante el aumento de o437 para la migracion (137). El uso de
animales transgénicos especificos de péptidos de OVA asociados a clase | permitié determinar
que los linfocitos T virgenes especificos de OVA no se ubicaban en el epitelio. S6lo se veian en
la mucosa tras estimulaciones con antigeno. La localizacion en la mucosa iba acompafada de un
aumento de o4B7 y ofB7 en los IELs y en NLM de las células T Tg.

Otra integrina expresada en los IELs es la 041 (CD49d/CD29 o VLA-4) que mediaria, junto
con o,f3, (CD11a/CD18 o LFA-1), la interaccion entre estos IELs y las células de mesénquima
(membrana basal) (138). Los IELs aislados de tejido mantienen la expresién de esta integrina
(135). o, B, tiene mas afinidad por VCAM que o, 3.. VCAM se expresa poco en el endotelio, pero si
en las APC de la LP, sugiriendo un papel mas relevante en la interaccién entre los LPL y las APC,
que en la migracion de los IELs (139). Tanto la o, 3, como la o3, se expresan en menor intensidad
en IELs que en LPL (139).

El heterodimero o, B,, ligando de ICAM-1, ICAM-2 e ICAM-3 también se expresa en los IELs al
igual que CD44 (familia de proteoglicanos) que media la adhesion con las HEV a través del acido
hialuronico (140). La expresion de o, B,en IELs aislados, es menor que en PBL (135). La ausencia
de ICAM-1 en enterocitos, tanto en celiacos como en pacientes con Crohn, indicarian que la
coestimulacion via LFA-1 no seria funcional en los IELs. El CD50 (ICAM-3), otro ligando de LFA-
1, se expresa constitutivamente en IELs mientras que CD54 (ICAM-1) sélo se expresa tras activa-
cion, aunque si se observa en el endotelio y en macroéfagos de la mucosa.

Otra molécula que esta presente en todos los linfocitos es CD2. Es una proteina de la
superfamilia de las inmunoglobulinas cuyo ligando, CD58 (LFA-3) se expresa en enterocitos (95).
CD2 puede aumentar la proliferacion y sintesis de citocinas de los IELs (141,122). Ademas de

Los correceptores son proteinas que incrementan la sensibilidad del TCR hacia el antigeno, uniéndose al
co-ligando y participando en sefiales de activacion (p.ej: CD4 se une a MHC-clase Il y el CD8 a clase I). El
CD8uf} interacciona con el dominio a3 del MHC clase | (128).

Sinapsis inmunolégica. Para el reconocimiento antigénico por parte de un linfocito T, se deben localizar en
la membrana de esta célula y en la APC una serie de proteinas que se organizan de manera que favorecen
el reconocimineto y la activacion celular. La reorganizacion involucra tanto a los correceptores CD4 y CD8,
como a moléculas co-estimuladores (CD28, CTLA-4, CD2) y de adhesién (LFA-1). A la interaccion que
surge de dicha reorganizacién molecular, se la denomina sinapsis inmunoldgica.
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Figura 3.2: Sefializacion a través del TCR. La interaccion del TCR con su ligando inicia la sefializacion
intracelular a través de Tyrosin kinasas (Src-p56'*) que fosforilan tirosinas presentes en los dominios ITAM
de las cadenas { del complejo CD3. Esta fosforilacion permite la unién de los dominios SH2 (Src Homology
2) presentes en ZAP-70 (Zyk Kinasa). Esta inicia la fosforilacion de una serie de proteinas entre las que se
encuentra la PLC (Phospholipase C). La activacién de la PLC induce la hidrolisis de fosfatidil inositol (4,5)
P, (Phosphatdyl Inositol biphosphate), generando DAG (Diacilglicerol) e inositol polifosfatos (InsP(1,4,5)P,).
ElI DAG activa una serie de serin kinasas (PKC y PKD) mientras que el InsP(1,4,5)P, regula los niveles de
Ca** intracelular. Uno de los blancos de la PKC es el factor de transcripcion (NF)-xB. La PKD esta altamen-
te expresada en las células T activadas. La PKD sélo se activa a través de la sefializacién del TCR y no por
citoquinas, moléculas coestimuladoras o quimiocinas. Las serin kinasas también son activadas por Serin/
treonin kinasas dependientes de Ptdins (3,4,5)P, (PDK). El Ptdins (3,4,5)P, se genera por la fosforilacion
del Ptdins (4,5)P, catalizado por la PI3K (Phosphatidil Inositol 3 Kinase) (120,121).
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participar en la adhesién celular, transmite sefiales intracitoplasmaticas que sinergizan con las
producidas a través del TCR.

Ademas del CD49d antes mencionado, otras integrinas que dimerizan con la cadena 31 (CD29)
son: CD49f (VLA-o,) también presente en los IELs (140), que no expresan la integrina o, (CD49b),
mientras que o, (CD49c) y o, (CD49e) lo hacen con baja intensidad (138). Estas integrinas inter-
vienen en la adhesién con proteinas de la matriz extracelular (colageno, fibronectina, laminina).

e[| OB DI e

~a aEP7
VLA-4 LFA-1
IL-8 i (04B1)
. Fibronectina
LAMINA PROPIA
RO
VLA-4 04p7 alto

(a4B1)

HEV (pe, PP) Endotelio Mucosa

| | | Il | ENDOTELIO
MADCAM ICAM-1 o am I MADCAM

. 04f7 alto
L-selectina LFA-1 VLA-4 A4B7
A4BT (04PB1) alto
bajo
CD44 CcD44

Rodamiento-Rolling Detencion-Arrest Extravasacion Localizacién-Homing
T no activados a4B7 La interaccion
es bajo ) Madcam- a4B7
por eso requiere de hager
LFAL puede hace
también el paso de
(En Linfatico rodamiento

secundario)

Figura 3.3: Ubicacion de los IELs en el epitelio. La 0,3, expresada en linfocitos T activados, participa en el
rodamiento y en la adhesion firme al endotelio de la mucosa, a diferencia de lo que sucede con las HEV
(vénulas de endotelio alto) de los 6rganos linfoides secundarios, donde es fundamental la interaccion de la
L-selectina con su ligando. La extravasacion también requiere de o,,f3.. La union de los IELs con las células
del mesénquima se produce a través de la interaccion o,3,-VCAM y de LFA-1-ICAM. La asociacion entre
los IELs y las células epiteliales esta mediada por la integrina o, (CD103)B, y la E-Cadherina. CCL25 (TECK)
intenvendria en la quimitaxis de los IELs CCR9".

P*Las Moléculas de adhesién son proteinas que median la adhesion entre células o de la célula a la matriz
pxtracelular. Dentro de estas se encuentran integrinas (CD103), selectinas (CD62L), miembros de la
superfamilia de las inmunoglobulinas (CD2) y el CD44 y proteinas relacionadas. Las Selectinas son
plicoproteinas integrales de membrana con dominios N-terminal de tipo lectina que unen azuicares comple-
os del tipo sLe*. Las Inmunoglobulinas tienen una estructura proteica con al menos un dominio de tipo

nmunoglobulina, semejantes al de los Ac’s. Las Integrinas estan constituidas por dos cadenas proteicas|
diferentes.
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3.2.5 Moléculas co-estimuladoras®.

CD28 es un homodimero de la superfamilia de las Ig que se expresa en un pequefio nUmero
de IELs: 15 % de los IELs CD3+ CD45R0O" (97,142). Su funcion es la de transmitir la sefial
coestimulatoria al linfocito T tras la unién a su ligando CD80 (B7). Esta sefial coestimulatoria
regula la activacion de la célula T: incrementa su proliferacion, su capacidad citotdxica, la expre-
sion de CD25, la produccion de citoquinas regulando la expresién de sus genes y/o la estabiliza-
cion de su mRNA (143). En periferia esta presente en los linfocitos CD4*y en un 50% de los CD8".
El CD28 posee motivos YxxM en su regién citoplasmatica que tras su fosforilacion se une e
induce la activacion de la PI-3K, aunque no esta claro la importancia de dicha enzima en la
estimulacion de los linfocitos T(figura 3.2) (144).

Los datos sobre la expresion de CD154 (CD40L), a través del cual los Linfocitos T co-estimu-
lan a los linfocitos B, son escasos, si bien estaria ausente en la mayoria de los IELs.

3.2.6 Moléculas de activacion.

Los IELs no expresan CD25 (cadena o del RIL-2), ni HLA-DR (31,145). La ausencia de CD25
se confirma en IELs totales de tejido control (135). La expresion de CD69 no esta muy clara,
parece ser baja, aunque un poco mas alta que los PBL en reposo (135). El marcador de prolifera-
cién celular, la proteina nuclear Ki67, solo se observa en un 12% de los IELs en enfermos celiacos
(145). Otros autores no encuentran Ki67 (135).

3.2.7 Receptores NK-.

NKG2D es un receptor activador NK de expresion constitutiva en linfocitos CD8* TCRaf3, en
TCR Y5 yNK, ylos IELs no son la excepcién (146)]. Se ha demostrado su capacidad coestimulatoria
en distintos subtipos de células T(figura 3.4).

CD94, que puede asociarse a NKG2A (receptor inhibidor) o NKG2C (receptor activador) se
expresa en un 27% de IELs, incrementandose hasta un 75% en EC (147). Este aumento no se
asocia a la forma inhibitoria CD94/NKG2A. La expresién de CD94 ocurre mayoritariamente en
IELs TCR o.

La tabla 2 muestra distintos receptores NK expresados en células T. Ademas de NKG2D y
CD94, otros receptores NK estan presentes en la membrana celular de los IELs. El mas represen-
tado es CD161 (NKPR1A), en un 58 % de la poblacion de IELs (147). Este receptor de la familia
de las lectinas, cuyo ligando se desconoce, es capaz de generar sefiales coestimulatorias. NKp46
es otro receptor activador, pero de la superfamilia de las Inmunoglobulinas (KIR) que se expresa
en un 7% de IELs. Los receptores KIR2D/S no superan el 3%.

“Moléculas co-estimuladoras, son proteinas presentes en la célula presentadora, capaces de dar la sefial
co-estimulatoria necesaria para la proliferacion y/o produccion de citocinas por parte de los linfocitos T. El
CD80 (B7.1) y el CD86 (B7.2) son ejemplos de estas proteinas que actian sobre el CD28 y el CTLA-4
respectivamente.
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| NOMBRE | Ligando | Encélulas | Sefializacion | Motivos | Anticuerpo | Efecto Ac
Ig-SF (Superfamilia de las Inmunoglobulinas)  INHIBIDORES
EB6
p58.1 KIR2DL1 HLA-CW4 SHP1/SHP2 ITIM HP-3E4-
(fosfatasa)
cd158a
p58.2 KIR2DL?2 HLA-C GL183
DX27
cd158b KIR2DL3 HLA-C CD158-b
CH-L
DX9
p70 KIR3DL1 | HLA-BWA4 IEL (<3%) poa
5.133
p140 KIR3DL2 HLA-A? IEL (<3%) ITIM 066
p49 KIR2DL4 HLA-G ?
p40 LAIR &?
By55 IEL y NK ITIM
I9-SF (Superfamilia de las Inmunoglobulinas) ACTIVADORES
EB6
p50.1 ) DAP12 e
cd158a KIR2DS1 HLA-CW4 ZAP70/Syk ITAM HP-3E4
cd158a
CD3y IP3/DAG .
. o
NKp46 &l IEL (7%) FCeRly Fyn/Lok ITAM BAB 281 Coestimula
NKp44 o? T v8/ NK DAP12/ZAP70 ITAM
KIR3DS
CD3y Bloqueo
;9
NKp30 & NK FCeRIy parcialcitotox
P50.3 KIR2DS3 HLA-C PAX169
PAX180
PAX PAX250
| NOMBRE | Ligando | Encélulas | Sefializacion | Motivos | Anticuerpo | Efecto Ac
Lectin Like Receptors INHIBIDORES
HLA-E NK cell Inhibe citot
CD94/ h SHP1/SHP2 g
QA1 CTL ITIM Kp43 (CD94) Lisis
NKG2A (ratén) IELs (fosfatasa) redirigida
Lectin Like Receptors ACTIVADORES
No hay Activ Citotox
CD94/ HLA-E DAP12 . .
NKG2C IELs ZAP70/Syk ITAM anticuerpo Lisis
especifico redirigida
CD161 il IELs (58%) 191B8 Coestimula
NK, CTL, DAP10 Bloqueo
NKG2D MICA/B IELs P85-PI3-kinasa YINM 1D11 citotox
Lectin Like Recptors NKR INHIBIDOR/ACTIVADOR ¢?
| CD94/Kp39 | ¢? I I I I I
| NOMBRE | Ligando | Encélulas | Sefializacion | Motivos | Anticuerpo | Efecto Ac
Ig-Like Transcripts (ILT) INHIBIDORES
HLA-G NK cell
ILT2 HLA-A T cell
(CD85¢,?) HLA-B B cell
MO
ILT4 MO

Tabla 2: Receptores NK expresados en células T. Los principales receptores presentes en IELs son NKG2D
(100%), CD161 (58%), CD94 (27%), NKp46 (7%). Los KIR2D/S no superan el 3%.
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CD94/NKG2C

p85-
PI3-kinasa

CD94/NKG2A

Figura 3.4: Sefializacion receptores NK. La interaccion de los recepto-
) ;} é;}};ﬁﬁ};ﬁ%ﬁﬁ res activadores NK con sus ligandos induce la sefializacién a través de
) ) )

sus proteinas asociadas (DAP12, CD3( o FceRly) que presentan moti-
vos ITAM. La sefializacion contindia con la activacion de la ZAP70 y otras
Syk Kinasas. NKG2D se asocia a la Proteina DAP10, que en lugar de
tener motivos ITAM, tiene un motivo YXxM, que se asocia a la subunidad
p85 de la PI3K, generandose Ptdins (3,4,5)P, (153). Los receptores
inhibidores (pe: CD94/NKG2A) tienen motivos ITIM (Inmunoreceptor
Tyrosine Fosfatasa Tyrosine-based Inhibition Motif) que tras su fosforilacion reclutan
SHP-1y SHP-2 fosfatasas (pe: SHP1).

2,038

ITIM

3.2.8 Otras moléculas

Segun Halstensen el porcentaje de IELs TCR oy CD45RO0 es cercano al 60%, mientras que el
de los TCR yd ronda el 80% (148,149). Este porcentaje se invierte en celiacos donde los v
alcanzarian el 60% y los TCR of3 CD45RO+ subirian a un 75%. Estos datos son sobre cortes de
tejido. Un 80 % de los IELS TCR of3 expresa CD5, que no se observaenlos T yd (122). Lafigura
3.5 resume algunas de las moléculas involucradas en la interaccion entre células Ty la APC.

3.2.9 Receptores de quimiocinas.

Una caracteristica fenotipica de los IELs (y linfocitos de mucosa intestinal en general) es la
expresion de CCR9, cuyo ligando la CCL25 (TECK- thymus expressed chemokine) que se expre-
sa en el epitelio del intestino delgado. La expresion restringida del receptor y su ligando jugarian
un papel relevante en la localizacion de los IELs en la mucosa (150). También se expresan
constitutivamente los receptores CXCR3, CCR5 y CCR2 (151). CXCR4 se expresaria a bajos
niveles como consecuencia de la internalizacién que se induce tras su interaccion con el SDF-1

liberado por las células epiteliales del intestino (152).
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CD Nombre Ligando PM (Kd) | IELs Funcién
CDla OKT6
CD1b WM25
CDl1c L161
CD2 OKT11 CD58 (LFA-3) Adhesion via CD58
CD3 OKT3 Transduccion sefial
CD4 Leu3 HLA-II Gp59 Molécula accesoria (coreceptor)
CD5 CD72 Gp67 Proliferacién
CD6 Gp100 Activacion
CD7 Gp40 Activacion
CD8a Leu2 HLA-I Gp32 Molécula accesoria (coreceptor)
CD8p 2ST8-5H7 Gp32 Molécula accesoria (coreceptor)
CDl1la LFA-1 Gp180 Adhesion
CD16 Leu-11a FCIg's Gp48 Receptor Ig”s baja ainidad
CD18 B2 Gp95 Adhesién (CD11a/CD18)
CD25 TAC IL-2 Gp55 Receptor IL-2 (Sub o)
CD26 [Peptidasa IV Gpllo
CD27 CD70 Gp55 familia TNFR
CD28 158-2E10 CD80 Gp44 sefial co-estimulatoria
CD29 B1 Gp130 Adhesién (CD29/CD49)
CD30 Gp105 Activacion ( familia TNFR)
CD43 Gp95 Desconocido?
CD44 H-CAM Gp 90 Adhesién a HEV
CD45 Gp200 CD45RA/CD45RB
CD46 Gp60
CD47 Gp47
CD49d VLA o4 Gp210 Adhesion Fibronectinay VCAM
CD50 ICAM-3 LFA-1 Gpl20 Transduccioén sefial?
CD54 ICAM-1 CD11/CD18 Gp9o Adhesion
CD56 NKH-1 Gp180 Adhesién homofilica
CD62L | L-selectina Gp 76 Adhesiéon HEV
CD9%4 Kp43 Transduccién de sefial
CD99 Gp32 Adhesién, sefializacion?
CD100 Gp150 Activacion, coestimulacion
CD101 Gpl40 Sefalizacion?
CD103 | HML-1(aE) Gp150 Adhesion
CD106 VCAM Gpl00 Adhesion
CD109 Gpl70 Activacion/proliferacion?
CD122 | IL-2 RP Gp75 Receptor IL-2
CD127 IL-7 R Gp75 Receptor IL-7
CD143 Gpl70
CD146
CD147 Gp35
CD148 Gp200 Tirosine fosfatasa
CD152 | CTLA-4 CD80/CD86 Gp33 Regulador Negativo activacion T
CD153 CD30 Gp40 Coestimulo, efectora, (TNFR)
CD154 | CD40L CD40 Gp33 Molécula coestimulatoria (TNFR)
CD178 FASL Apoptosis (TNFR)

Tabla 3: Algunos de los CD? expresados en células T.

P5os clusters de diferenciacion (CD) son grupos de anticuerpos monoclonales que identifican una misma
proteina presentes en la superficie celular de distintos tipos celulares. A esta molécula se la denomina CD
seguido de un numero. Hasta el dia de hoy existen mas de 100 CD que pueden expresarse en células de
linaje T (tabla 3).
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Figura 3.5: Principales moléculas implicadas en la interaccion y sefializacion de Linfocitos T.

3.3 Produccion de citoquinas por IELs

Aunqgue in situ algunas citocinas no puedan detectarse, los IELs en su conjunto podrian poten-
cialmente secretar todo el espectro posible de estos mediadores solubles. Es indiscutible la ex-
presion de IFN-y, producida tanto por IELs, como por LPL especificos o no de gliadina. Otras dos
citocinas, IL-4 e IL-227 parecen ser minoritarias o al menos dificiles de detectar. La citoquina mas
controvertida, es la IL-10, cuya expresion in situ parece ser muy baja.

Los IELs de mucosa duodenal no patologica, expresan mRNA para IFN-g, TNF-a, IL-1b, IL- 2
e IL-8 (154). Tras activacion in vitro pueden producir IL-10, TNF-b y TGF-b 1. Estos autores no
encuentran IL-4 ni IL-5. La expresion escasa de IL- 4 observada en la misma mucosa normal se
confirmaria con la produccion muy baja por parte de los IELs y LPL aislados in vitro (155). Segun
estos autores, son los LPL los Unicos capaces de producirla in vitro tras estimulacién con PHA y/
o CD3.

En 1998 Carol y colaboradores determinaron mediante ELISPOT el nUmero de células aisla-
das de mucosa normal que espontaneamente producian IFN-g e IL-4. El 1% de los IELs CD4*
como los LPL son los responsables de la liberacién de IL-4 (156). Hanson describe por histoquimica
células IL-4 positivas en LP y en el epitelio de algunas biopsias (93). Por PCR en tiempo real
también se detectan niveles bajos de IL-4 en IELs y LLP (80). La expresién del factor de creci-
miento de queratinocitos (KGF) parece no ser exclusiva de EC (92). No se ha visto que sea
expresado por IELs ni por LPL. Los IELs CD8+ producen TNF-a tras estimulacion in vitro (157).
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Recientemente, un estudio de expresion de citocinas por PCR en Tiempo Real encuentra un
aumento en la expresion de IFN-yy de IL-10 por parte de los IELs de pacientes enfermos, trata-
dos y desafiados con gluten respecto a los controles. Estos mismos autores encuentran que los
niveles de IL-4 son bajos y no hay diferencias para TNF-o, TGF-f e IL-2 (80). La expresion de IL-
10 se contradice con los estudios en biopsias de Nilsen (86), pero avalarian los encontrados por
Beckett y Lahatt (87).

La expresion de citocinas en la mucosa intestinal revela que los estudios en IELs CD8* TCR of3
son escasos en controles (141,154,155) y celiacos (80). No hay hasta el momento datos sobre la
expresion y produccion de citocinas por clones IELs Yo y of.

Z7]L-2. Descubierta en el afio 1976. Otro nombre: T cell growth factor (TCGF). Proteina de la familia de las
Hematopoietinas (IL-4, IL-5). Cromososma 4 (4026-g27) Homodimero: 133 aa. Glicoproteina globular. Uni-
camente la producen células T activadas (principalmente Thl). El 80 % de los linfocitos CD4 de sangre
periférica produce IL-2 y s6lo un 30% de los CD8+ estimulados con PMA/lonomicina. Receptores: IL-2Ro
(CD25), IL-2Rp e IL-2Ry. Actua sobre células T y NK exclusivamente. Induce proliferacion de linfocitos T
activados por antigeno, induccion actividad LAK, aumento actividad NK. Aumenta la produccion de IFN-yy
de TNF-a. Promueve la actividad citotoxica activando la produccién de perforina y serin esterasas presen-
tes en los granulos citotéxicos. Aumenta directa o indirectamente la expresién de casi todas las citoquinas.
Promueve y evita la apotosis. La apotosis por falta de estimulos de supervivencia es a través de la activa-
cién de la caspasa-9. La IL-2 promueve la expresion de BCL-2 (que interfiere con la apoptosis). La expre-
sion de CTLA-4 inducida por IL-2 es una sefial negativa para la expresion del gen de la IL-2. Los
glucocorticoides también ejercen un efecto negativo en la produccién de IL-2. La falta de IL-2 en ratones
KO produce una disminucion del 90% en los linfcitos CD8* antigeno especificos. El desarrollo de los linfocitos
es normal al nacimiento pero durante el desarrollo postnatal hay hiperplasia de los 6rganos linfoides 2rios
por acumulacion de linfocitos con fenotipo activado. También generan anemias por respuesta autoinmunitaria
y generacion de anticuerpos, incluidos anti-DNA. Los animales que sobreviven presentan colitis ulcerosa
gue se previene soélo en condiciones libres de patégenos. Esto pasa en ratones deficientes de CTLA-4 lo
gue indica que tanto la deficiencia de IL-2 como la falta de regulacién negativa de su expresién por ausen-
cia de CTLA-4 produce una desregulacién de su activacion. Contrario a lo que se esperaba, la falta de IL-
2 produce una sobreactivacion y no una inmunodeficiencia. La autoinmunidad inducida en los ratones
deficientes de IL-2, podria deberse a la falta de regulacion de la apotosis mediada por CD95. La IL-2 induce
un aumento de FAS y FASL, vitales en la eliminacion de células autoreactivas. La respuesta inmune frente
a infecciones es menor, pero detectable. La disminucién mas importante ocurre en los linfocitos CD8*
antigeno especificos. La presencia de IL-4 o IL-7 no compensan la ausencia de IL-2. La sobreexpresion de
IL-2 no produce alteraciones notables como enfermedades autoinmunes, leucemias o linfomas. El receptor
gamma de la IL-2 esta ubicado en el cromosoma X y su mutacién genera la inmunodeficiencia severa
combinada asociada al cromosoma X. (XSCID). Esta enfermedad presenta una disminucion de Linfocitos T
y NK, asi como una escasa funcién de los linfocitos B, quizd debida a una falta de colaboracion Th. La
estimulacién a través del CD28 (segunda sefial) aumenta la expresion de IL-2 a través de la sefializacion
de NFkB y la estabilizacion del mRNA del IL-2 (158).
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3.4 Cuédl es lafunciéon de los IELs%8?

A partir de los trabajos de James Gowans sobre la década del 60 hasta el dia de hoy se ha ido
avanzando sobre el papel de los linfocitos en la respuesta inmune adquirida. Dentro de los linfocitos
T se pueden reconocer dos poblaciones bien diferenciadas por la funciéon que desempefian a lo
largo de la respuesta inmunitaria: los linfocitos colaboradores (Th) y los citotéxicos (Tc). Esta
separacion general, ha ido dando lugar a subpoblaciones particulares, diferenciadas por molécu-
las de membrana, tipo de receptores, patrén de citoquinas (Th1/Tcl, Th2/Tc2), ubicacion especi-
fica dentro de los tejidos, por su papel en la memoria central o efectora, o por su funcion en la
regulacion de la respuesta. La presencia de distintos receptores de células T, muchas veces
agrupados por el uso especifico de cadenas variables (NKT-Va242° y hValpha7.2-Jalpha332°)
(159), también diferencia células con una funcién particular dentro del sistemainmune. La funciéon
de algunas de estas células (Células Reguladoras, Th3, Trl, CD4*CD25*) han sido descritas en el
apartado del sistema inmune de mucosa.

El papel de los IELs es desconocida. A priori, la diversidad fenotipica de esta poblacion hace
suponer que cumplirian mas de una funcién. Originariamente se les ha asociado una funcion
supresora y de vigilancia inmunolégica frente a células infectadas y/o tumorales (103). Actual-
mente existen evidencias de que algunos subtipos de IELs participarian ademas en la homeostasis
y en la reparacion del epitelio a partir de la secrecion de factores de crecimiento (KGF-f). El
estudio del receptor, su especificidad y el tipo de citoquinas que producen en un contexto determi-
nado, pueden ayudar a inferir cual es su funcion.

3.4.1 Oligoclonalidad del repertorio del TCR.

Uno de los primeros trabajos sobre clonalidad en IELs lo realiz6 el grupo de Blumberg sobre
una linea de linfocitos T expandidos in vitro a partir de una mucosa normal. El estudio de cadenas
TCRVAy TCRVB por PCR y posterior secuenciacion, concluye que la expansion es oligoclonal
(161). Dos trabajos posteriores confirmarian esta oligoclonalidad, donde se demuestra que la
utilizacién de ciertas cadenas es predominante (TCRVBL1, 2, 3, 5y 6) y el andlisis de una de ellas
(TCRVBS6) es poco variable (162-164). El repertorio de genes variables V3 es amplio, pero dichos

segmentos corresponden a reordenamientos oligoclonales.

#Una de las primeras teorias sobre la presencia de los IELs en el epitelio otorgaba a los antigenos del
lumen intestinal la funcién de atraccién y estimulacion de los mismos, teoria descartada por los ensayos en
animales libres de antigenos intestinales . Sobre la década de los 50 se especulaba con la posibilidad de
gue interviniesen en el transporte de nutrientes a otras células, hasta que representaban el Gltimo estadio
de circulacion, luego de pasar por el conducto toracico y la sangre. En un principio también se suponia que
el tejido intestinal cumplia la funciéon de érgano linfopoyético, donde se diferenciaban células B. Otras
teorias decian que eran células K (ni B ni T) o mastocitos, por la presencia en algunos IELs de histamina
(104).
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El analisis de las cadena B del TCR de los IELs aislados tanto de intestino delgado como de
colon, indica que los mismos clones dominantes se encuentran en secciones separadas del intes-
tino (165). Es decir que la oligoclonalidad no ocurre dentro de una zona delimitada del tejido. La
amplia distribucion de ciertos clones indicaria que los IELs sufren una expansion clonal en res-
puesta a un limitado nimero de antigenos. Se desconoce si estan dirigidos contra pocos antigenos
(conservados) bacterianos o de la dieta o si reconocen antigenos endégenos expresados en caso
de dafio o infeccion. La diferencia antigénica entre el lumen del intestino grueso y del delgado
sugiere que posiblemente los IELs estén reconociendo antigenos epiteliales mas que de la mis-
ma flora bacteriana o de la dieta.

Otra posibilidad es que sean de vida media corta y que mdultiples clones estén respondiendo
temporalmente a distintos antigenos. La oligoclonalidad también puede significar que exista un
namero limitado de linfocitos capaces de colonizar el epitelio.

3.4.2 Especificidad antigénica. IELs TCR o.

En 1991, se describié una poblacién TCR of aislada de yeyuno capaz de reconocer un miem-
bro de la familia de CD13 (CD1c) (161). Si bien los enterocitos no expresan CD1c, si sintetizan la
molécula no clasica de clase | CD1d (166), aunque hasta el momento no se han encontrado
células T que reconozcan esta molécula no clasica de clase I. Ciertas células tendrian capacidad
citotoxica frente a células de carcinoma de colon (167).

La expresion constitutiva en el epitelio de HLA clase-Il (DR y DP) podria ser relevante sobre las
pocas células CD4* que infiltran el epitelio. Ya que no expresan ICAM-1, ni moléculas
coestimulatorias (CD80, CD86), dificilmente funcionen como células profesionales procesadoras
de antigeno. La expresion de CD58 por estas células, podria incrementar a través del CD2 la
sefalizacion del TCR.

Los enterocitos, en cambio, participarian en alguno de los mecanismos de induccion de tole-
rancia. Anteriormente se ha mencionado la induccion de delecién de células T especificas de OVA
en ratones que expresan esta proteina en el epitelio intestinal (62). En humanos la especificidad
antigénica de los IELs TCR off se desconoce, aunque muchos IELs “convencionales”, segura-
mente reconozcan péptidos asociados a moléculas clasicas de MHC clase |. Otros IELof “no
convencionales” podrian estar reconociendo ligandos epiteliales no polimérficos (168).

2L as células NKT son linfocitos con un TCR Unico (Va24) que reconocen glicolipidos asociados a CD1d.
Estas poblaciones tiene una ubicacion restringida, prencipalmente en el higado, y se encuentran tanto en
ratones como en humanos. Tendrian un papel importante tanto en la inmunidad innata como en la regula-
cién de algunos procesos autoinmunes como la Deabetes y la EAE (Encephalitis Autoimmune Experimen-
tal).
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3.4.3 Variabilidad y Especificidad de los IELs TCR vd.

En contraste con los linfocitos yd de periferia, donde prevalecen los 252 (169), los V41 son la
poblacién principal de los IELs 6 (170), si bien otras familias TCR V4 existen asociadas al epitelio
intestinal (171).

Muchos estudios han intentado definir la especificidad y funcionalidad de los linfocitos T y252
de sangre periférica. El reconocimiento de antigenos bacterianos como PPD o Proteinas de Estrés
Térmico (HSP) de Micobacterias (172) esta claramente documentado para estas poblaciones T
Y0 .

Los Linfocitos T y232 también reconocen ligandos no peptidicos (TUBag4, un compuesto que
contienen en 5 una timidina trifosforilada) (173), un buen nimero de fosfoantigenos no peptidicos,
como isopentil-pirofosfatos y derivados del prenyl-pirofosfato (174,175) vy alkilamina (176).
Metabolitos de la sintesis del mevalonato se han definido como antigenos tumorales dianas de
esta poblacién de células T (177). Los intermediarios de dicha sintesis, actuarian como sefial de
peligro inductores de la respuesta inmune. El reconocimiento de estos antigenos parece no estar
asociado a ningun elemento de restriccion (119).

Algunas células T y2581, también de sangre periférica, reconocen la molécula no polimérfica
tipo clase |, CD1c (178). Estas células lisan, proliferan y producen IFN-y en respuesta a CD1c.

La existencia de un ligando epitelial para las células T y151 aisladas de colon fue propuesto por
Meuerery col.(179) y recientemente, otra molécula no clasica y poco polimérfica, como MICA/B*,
se ha sugerido como ligando de una subpoblacién de linfocitos T y181 (180,181). La expresion de
MIC en tumores de colon y en epitelio intestinal sometido a estrés (tratamiento térmico) sugieren
gue dichos IELs pueden estar controlando la aparicion de células transformadas. En ratones,
linfocitos yd presentes en la piel, con morfologia dendritica (DETC, Dendritic Epithelial T Cell), son
capaces de controlar el crecimiento de keratinocitos que tras la exposicion a carcind6genos
incrementan la expresion de Rael. Este analogo de MIC en ratdn, induciria el reconocimiento y la
lisis de las células transformadas a través de NKG2D (182).

Muchas de las caracteristicas funcionales de los IELs son conocidas a partir de estudios rea-

lizados en ratones.

'MR1 (MHC-Related protein 1) es una molécula monomorfica clase IB, codificada en el cromosoma 1, y
cuya principal funcion seria la de seleccionar y/o expandir a las células MAIT(Mucosa Associated Invariant
T cells) que se encuentran en la lamina propia de la mucosa intestinal, otro tipo de células con un TCR

especifico (160).Su expresion estaria restringida a las células B (159).
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3.5 IELs en raton. Origen, subtipos y funcion

Los IELs no aparecen en raton hasta la tercera semana de vida, cuando comienzan a ubicarse
en el epitelio hasta alcanzar el maximo nimero a la sexta o séptima semana (104). El nimero de
IELs TCR off depende de la presencia de antigenos en la dieta, segun demuestran estudios
comparativos hechos en ratones crecidos en condiciones libres de patégenos (Germ Free-GF)
(185,186). Por el contrario, la flora intestinal no afecta el nimero de IELs TCR vo.

3.5.1 Origen de los IELs.

En raton existen los mismos subtipos de IELs que en humanos. Las variaciones se encuentran
en la proporcion relativa de estas subpoblaciones (tabla 1). El ejemplo mas claro lo constituye la
mayor proporcion de linfocitos T yd respecto a los af. Estos superan el 50% de los IELs, de los
cuales la mayoria expresan el correceptor CD8ax (127). IELs TCRoaf CD8aoa+. Entre los
subtipos de Linfocitos TCRof, los CD8ao+ (CD4+ o CD4-), son los Unicos que se encuentran
exclusivamente en el epitelio. La mayoria de estos linfocitos son de origen timico. Ratones knockout
para f2m’ carecen de esta poblacion, aunque si se seleccionan en ratones carentes de MHC-
clase | (figura 3.6). Ratones deficientes de TAP, tienen muy pocos IELs con el fenotipo CD8oo*.
Como CD1, Qaly TL son independientes de TAP (es decir estan presentes en TAP-/-), la selec-
cion estaria asociada a MHC clase Ib, dependiente de TAP. Efectivamente, la seleccién de estos
linfocitos esta asociada a Qa-2 (un MHC claselb), como lo demuestran dos hechos: el alto nime-
ro de IELs CD8ao+ en ratones transgénicos que hiperexpresan Qa2 y la ausencia en knockout
Qa2-/-. Se desconoce que elemento independiente de TAP se encarga de la seleccién de los
pocos IELs CD8awx+ que aparecen en los ratones TAP”. Podria ser el mismo Qa2, que en rato-
nes TAP-/-, al carecer de péptidos asociados, seria menos eficiente (127). Unos pocos IELs
TCRap CD8aa+ se seleccionarian extratimicamente. Ratones timectomizados RAG-2
reconstituyen esta poblacién (y ademas yd CD8awo+) cuando se les inyecta con células de Médula
Osea de donantes atimicos (187). IELs y0 CD8oo+. También son caracteristicos del epitelio los
IELs TCR y0 CD8aw+. Esta poblacion, a diferencia de la anterior, es normal en ratones 2m *y

%1 os antigenos CD1 son moléculas no polimoérficas presentadoras de antigeno, codificadas fuera del MHC
y ubicadas en un cromosoma diferente (cromosoma 1g22-23). Se las denomina moléculas “Tipo MHC-
clase 1b”". Al igual que sucede con las moléculas clasicas de clase | y Il, pueden restringir a linfocitos T la
respuesta frente a antigenos foraneos. Sin embargo, a diferencia de las moléculas codificadas por el HLA,
se ha demostrado que presentan lipidos y glicolipidos. Su estructura exonica es muy similar a los genes de
clase I, con tres exones (o1, a2 y a3) que codifican tres dominios extracelulares diferentes, que se asocian
con B,m. Segun su homologia de secuencia las moléculas CD1 se clasifican en dos grupos, el grupo |

incluye a las moléculas CDla, by c, y el grupo 2 al CD1d y a sus homologos.
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también estan presentes en knockout para MHC-clase | y clase Il. No se seleccionarian en el
timo. Cudles son las evidencias? Ratones atimicos tienen linfocitos T yd que se distribuyen en el
intestino, principalmente en el epitelio. La transferencia de linfocitos de médula 6sea de ratones
nude transgénicos para el gen RAG-GFP, permitié determinar sitios de diferenciacion extratimica
(51). La transferencia de estas células en ratones nude o timectomizados al nacimiento indican
gue los NLM son los sitios principales de diferenciacion.

Ratones nude tienen entre 2-5 veces menos IELs yd CD8a+ que los eutimicos (137).

IELs CD4+CD8awo+. Este tercer subtipo, se seleccionaria por MHC clase Il y la expresion de
CD8aw+ ocurriria en la mucosa.

Hayday hace una clasificacién en IELs Tipo a y Tipo b (103). Los IELs Tipo a serian en su
mayoria CD8of+ TCRof , semejantes a los que presentan una circulacion sistémica: ausentes
en ratones carentes de MHC clase |, se seleccionan en el timo y serian activados en las Placas de
Peyer, o en las zonas extrafoliculares del intestino, desde donde irian a los linfaticos mesentéricos
para pasar de los linfaticos eferentes hacia al conducto toracico y de ahi a la sangre. Luego
volverian a la LP del intestino.

Los IELs TCRo3 CD8aot+ y TCRYS CD8aai+ anteriormente mencionados entran dentro de los
de Tipo b. Se generan en un nimero mas reducido en ratones atimicos.

Enresumen, la linfopoiesis extratimica es un mecanismo minoritario en la diferenciacion T que
ocurre principalmente en los NLM y en condiciones de timopoyesis defectiva (51).

3.5.2 Diferencias funcionales entre Tipo a 'y Tipo b.

El desarrollo de los linfocitos Tipo b en ratones carentes de moléculas polimoérficas de MHC,
sugiere un reconocimiento mas restringido de estas poblaciones. Las evidencias son (103): 1) No
han sido detectados via linfaticos ni en el conducto toracico (53), 2) su desarrollo no seria depen-
diente de antigenos bacterianos o de la dieta, 3) no hay evidencia de memoria inmunoldgica, 4)
es logico que sean estimulados por las mismas células epiteliales, 5) reconocerian estructuras
menos polimorficas, probablemente propias e inducidas en caso de infeccion o transformacion, 6)
ratones transgénicos para un TCR son seleccionados positivamente (y no negativamente) por la
expresion constitutiva de su antigeno en periferia (188).

2MICA y MICB son moléculas polimorficas codificadas dentro del MHC con poca homologia con las molé-
culas de HLA-clase I. No presentan péptidos, ni se asocia a f2m. Su expresion esté restringida a células
epiteliales intestinales y su region promotora tiene elementos de respuesta a estrés térmico, similares a los
encontrados en los genes de hsp70. El ligando de MIC es NKG2D. ULBP (UL16-binding protein) también es
una molécula estructuralmente semejante a MICA/B. Tienen la particularidad de que se une a la proteina
UL16 de citomegalovirus, lo que interfiere en el reconocimiento de ULBP por NKG2D (183). RAE1L (Retinoic
Acid Early inducible 1) es una molécula de MHC clase Ib con homologia a MIC, que se expresa en ratén.
Al igual que MIC y ULBP, tampoco requiere de B2m para su expresion. T10/T22 son moléculas de clase 1B
expresadas en raton y que son reconocidas por algunas poblaciones de células Tyo (184).
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MHC clase |

MHC clase |
Dependiente de TAP y 32m MHC clase Ib

. , MICA/B, TL, Qa-2, CD1, Rae-1
TAP -/-  reducido nimero de IELs TCRof3 CD8
MHC -/- no afecta IELs TCRof3 CD8oo
no afecta IELs TCRYd

Dependiente 32m Independiente f2m

B2m -/- ausencia de IELs TCRo3 CD8oo MICA/B- Rae-1
no afecta IELs TCRYd

Dependiente de TAP Independiente de TAP
CD1, Qa-1, TL
Qa2 -/- reducido nimero de IELs TCRof3 CD8 oo TAP -/- no afecta IELs TCRaf3 CD8oo
no afecta IELs TCRyd CD1 -/- no afecta IELs

Figura 3.6: Moléculas clasicas de MHC-clase | y no clasicas MHC clase Ib. El esquema indica el
requerimiento de f2my TAP para la expresion en membrana de dichas moléculas. La carencia de
algunas de dichas moléculas pueden interferir en la seleccion o supervivencia de distintas pobla-
ciones de |IELs. Basado en (127).

Los antigenos TL (thymus leukemia) son moléculas no cléasicas de MHC clase | dependientes
de PB2m que se expresan abundantemente en el epitelio de la mucosa intestinal de ratones. No
presentan péptidos y su union con el homodimero CD8ax es independiente de la especificidad
del TCR (189). La interaccion de los IELs CD8ao con su ligando TL, induce una baja proliferacion
y respuesta citotéxica, mientras que incrementa la sintesis de citoquinas, lo que sugiere que la
modulacion a través del homodimero CD8aw, protegeria del dafio de las células epiteliales (190).
Esta poblacién tendria funciones reguladoras, ya que se ha visto que IELs TCRaf3 CD8owot son
capaces de controlar el desarrollo de la colitis inducida por transferencia de células CD4+CD45RB"
, a través de un mecanismo dependiente de IL-10 (191).

En el intestino, algunos IELs, principalmente v, a partir de la secrecion de KGF- estarian
ayudando a la proliferacion de las células epiteliales (1929. Esto se ha observado en un modelo
de induccién de colitis por Dextran sulfato de Sodio (DSS), en donde ratones carentes de células
Y0 son incapaces de reparar la mucosa cuando se suspende la administracion de DSS. También
se ha visto que células T yd presentes en la piel de ciertos ratones, reconocen keratinocitos
estresados o dafados, e intervienen en la reparacion del tejido a través de la produccion de
factores de crecimiento como KGF-f (193).
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Si bien no se ha descrito que IELs Yo de la mucosa intestinal participen en la regulacion del
infiltrado producido en casos de inflamacién, si se ha determinado que en un modelo de dermati-
tis, linfocitos T yd controlan la inflamacion cutédnea inhibiendo la migracion de las células T of
(194).

3.5.3 Oligoclonalidad de los IELs en raton. Seis datos concluyentes.

El analisis de las cadenas 3 del TCR en IELs CD8caf3* ha demostrado que también en raton el
repertorio es oligoclonal, en contraste con los linfocitos T de periferia. Segundo, estos estudios
también confirman que existen clonotipos compartidos entre IELs y LLP CD8+ en un mismo raton
(53). Tercero, los blastos del conducto toracico comparten idénticos clonotipos TCR 3 con los
IELs CD8o. Cuarto, los mismos clonotipos se hayan distribuidos a lo largo de diferentes niveles
del intestino delgado. Quinto, los repertorios son diferentes entre ratones de una misma cepa.
Sexto, los IELs CD8or también son oligoclonales, pero tienen clonotipos diferentes a los IELs
CD8a, lo que avala el hecho de que sean poblaciones de distinta ontogenia (137).

3.6 IELs y enfermedad celiaca

Como ya se ha mencionado la patologia esta asociada a un aumento de IELs en la mucosa.
Este incremento sugiere que podrian estar activamente involucrados en el proceso de
desestructuracion caracteristico de la mucosa celiaca.

Se ha comentado anteriormente el papel que la IL-15 tiene en la inmunidad innata y su posible
funcion en la induccién de la enfermedad. La IL-15 tiene un efecto directo en la modulacion de
ciertos receptores como NKG2D (97) y CD94 (147) presentes en los IELs. Los IELs CD94+ au-
mentan en la EC, mientras que la expresion de IL-15 y MIC, también ocurren en la mucosa de
estos pacientes (168,195). Recientemente se ha visto que los IELs aislados de biopsias celiacas
son capaces de mediar la lisis via NKG2D independientemente del TCR y sin necesidad de la
preestimulacion con IL-15 (195). La expresién de NKG2D, segun estos autores se encuentra
incrementada en los IELs aislados de pacientes celiacos, y la lisis mediada por este receptor
ocurre en IELs o CTL previamente activados, es decir que la simple exposicion de las células a IL-
15 no alcanza para inducir la lisis. EI aumento en la expresién de MIC, en los enterocitos de
pacientes celiacos indicaria un reconocimiento directo de los IELs hacia los enterocitos que ex-
presan MIC, generdndose o bien la lisis de las células epiteliales, o las sefiales coestimulatorias
necesarias (NKG2D-MIC) para la sintesis de citoquinas que intervienen en el desarrollo de la
respuesta en la mucosa celiaca (168). Estos autores son precabidos con respecto al rol directo de
NKG2D/MIC, ya que la lisis de células epiteliales es inhibida en pequefa cantidad tras el agrega-
do de AcMo anti-NKG2D, sugiriendo la presencia de otros ligandos epiteliales capaces de activar
al TCR. EI NKG2D tendria una mayor relevancia en la celiaquia refractaria, donde ciertas células
CD3- (NK) reconocen y lisan células MICA". Algunos IELs (principalmente ) participarian en la
regulacion del infiltrado ya que el aumento de estas células se correlacionaria inversamente con
los sintomas de la enfermedad (103).

54



Introduccién

3.7 Resumen

Los IELs comprenden una poblacion de células T mayoritariamente CD8+ocB+ y en menor pro-
porcién Océlulas yd , ambas con una gran diversidad fenotipica. La oligoclonalidad de sus recep-
tores y la presencia de poblaciones especificas del tejido sugieren un reconocimiento restringido
de ligandos. Si bien se desconocen que tipo de antigenos inducen la activacion de estas células,
estarian implicadas en distintas funciones como el reconocimiento de células tumorales, de célu-
las infectadas, en el mantenimiento de la homeostasis del sistema (crecimiento de epitelio, T ¥,
KGF) y en un posible rol en la regulacion de la respuesta inmune suprimiendo la respuesta frente
a antigenos de la dieta. Las enteropatias inflamatorias serian una consecuencia de la disfuncion
de la actividad supresora. Se desconoce de que manera estan implicados en el desarrollo de la
EC, si bien se sugiere un rol activo en la patogénesis de la enfermedad.
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3.8 Historia IELs en Humanos

¢ 1847. Weber describe unas células redondeadas entre el epitelio del intestino delgado

¢ 1967. Observacion de intraepiteliales por microscopia electrénica.
Electron and light microscopic observations on relationships between lymphocytes and intestinal epithelium.
Meader, RD. 1967.(196)

¢ 1971. Cuantificacion de IELs en el Yeyuno humano. Aumento en enfermos celiacos.
Quantification of intraepithelial lymphocytes in human jejunum. Gut.1971.(29)

¢ 1972. Infiltrado de linfocitos en el diagnostico de enteropatias por sensibilidad a gluten.
Lymphocytic infiltration of epithelium in diagnosis of gluten-sensitive enteropathyFry L. Br Med J. 1972:
3:371.

¢ 1981. Caracterizacion de IELs en la mucosa humana por técnicas de inmunofluorescencia sobre cortes
de tejido. Immunohistological characterisation of intraepithelial lymphocytes of the human gastrointestinal
tract (107)

¢ 1983. Descripcion de subpoblaciones en epitelio intestinal
Lymphocyte subpopulations in the human small intestine. The findings in normal mucosa and in the muco-
sa of patients with adult coeliac disease Selvy ( Clin Exp Immunol)(31)
Immunohistologic and immunoelectron microscopic characterization of the mucosal lymphocytes of human
small intestine by the use of monoclonal antibodies. Cerf-Bensussan. JI. 130:2615

¢ 1987. Descripcion de un marcador celular caracteristico de IELs.
A monoclonal antibody (HML-1) defining a novel membrane molecule present on human intestinal
lymphocytes Cerf-Bensussan (Eur j immunol)(33)

¢ 1988. Describe la presencia de gamma deltas en epitelio intestinal de ratén
Expression of the gamma-delta T-cell receptor on intestinal CD8+ intraepithelial lymphocytes.
Goodman.Nature. (197)

¢ 1989. Expresion de yd en epitelio intestinal humano.
Expression of disulfide-linked and non-disulfide-linked forms of the T cell receptor gamma/delta heterodimer
in human intestinal intraepithelial lymphocytes. Spencer.Eur J. Immunol [(35).

¢ 1989. Incremento de Yo en celiacos.
Intraepithelial T cells of the TcR gamma/delta+ CD8- and V delta 1/J delta 1+ phenotypes are increased in
coeliac disease. Halstensen. (Scand. J. Immunol) (36).

¢ 1991. El incremento de T o no es especifico de la EC
Gamma/delta T cells and the diagnosis of coeliac disease. Spencer. (J Clin Investig) (198).

¢ 1991. Reconocimiento de CD1 por IELs
Oligoclonal expansion and CD1 recognition by human intestinal intraepithelial lymphocytes. Balk (Science)
(161).
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¢ 1991. Case report. Incremento de gamma deltas en celiacos latentes.
Increase in gamma/delta T cell receptor bearing lymphocytes in normal small bowel mucosa in latent
coeliac disease. Maki. (Gut) (199).

¢ 1992. oligoclonalidad TCR Vj en IELs (en mucosa normal)
Oligoclonality of human intestinal intraepithelial T cells. Van Kerckhove (JEM) (162).

¢ 1992. Estudio funcional de Linfocitos yo.
Phenotypical and functional characterization of small intestinal TcR gamma delta + T cells in coeliac disease.
Rust ( Scand. J . Immunol) (200).

¢ 1993. Descripcién mas completa de IELs en epitelio intestinal humano celiaco.
Activated T lymphocytes in the celiac lesion: non-proliferative activation (CD25) of CD4+ alpha/beta cells
in the lamina propria but proliferation (Ki-67) of alpha/beta and gamma/delta cells in the epithelium. Halstsen.
(Eur J Immunol) (145).

¢ 1993. Repertorio TCR en clones o en celiacos.
T cell receptor heterogeneity in gamma delta T cell clones from intestinal biopsies of patients with celiac
disease. DeLibero. (Eur. J Immunol) (170).

¢ 1994. La E-caderina media la interaccion de los IELs a través de o, 3,
Adhesion between epithelial cells and T lymphocytes mediated by E- cadherin and the alpha E beta 7
integrin Cepek.(Nature) (129).

¢ 1995 Oligoclonalidad de Linfocitos en la mucosa celiaca
T cell receptor repertoire in the peripheral blood and intestinal mucosa of coeliac patients. Lahat. (Clin
Exp. Immunol) (201)

¢ 2000. Incremento de IELs CD94+ en EC
Selective expansion of intraepithelial lymphocytes expressing the HLA-E-specific natural killer receptor
CD94 in celiac disease. Jabri, B. (Gastroenterology) (147).

¢ 2001. IL-15 aumenta de la expresion de NKG2D en IELs
NKG2D receptors induced by IL-15 costimulate CD28-negative effector CTL in the tissue microenvironment.
Roberts. (J Immunology) (97).

¢ 2002. Incremento de IELs producotres de IL-10 en celiacos
Paradoxical coexpression of proinflammatory and down-regulatory cytokines in intestinal T cells in childhood
celiac disease (80)

¢ 2004. NKG2D esta incrementado en los IELs provenientes de enfermos celiacos
Coordinated induction by IL15 of a TCR-independent NKG2D signaling pathway converts CTL into
lymphokine-activated killer cells in celiac disease. Meresse. (Immunity) (195)

¢ 2004. Incremento de MIC en el epitelio intestinal de pacientes celiacos

A direct role for NKG2D/MICA interaction in villous atrophy during celiac disease. Hie (Immunity) (168)
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Objetivos

OBJETIVO GENERAL

Caracterizacion fenotipica y funcional de las células T intraepiteliales del
intestino delgado. Analisis de las expansiones linfocitarias especificas
de la enfermedad celiaca.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

. Aislamiento y caracterizacion de un clon CD8*CD103* de una biopsia
intestinal sin patologia.

. Comparacion de las poblaciones clonales CD8"CD103* de pacientes
celiacos y no celiacos

. Andlisis fenotipico y funcional de una poblacion CD8* Va2.3 de Lamina
Propia, correspondiente a una poblacion expandida entre los linfocitos T
de una biopsia Celiaca.

. Estudio de las células v5 intraepiteliales en la enfermedad celiaca.
Analisis funcional. Subpoblaciones. Caracterizacion fenotipica y busqueda
de ligandos.
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A-Técnicas de Biologia Celular.

1. Obtencién de Biopsias

Las biopsias fueron obtenidas de pacientes pediatricos atendidos en la Unidad de
Gastroenterologia (Hospital Prof. Pedro Garraham, Buenos Aires, Argentina) tras el consenti-
miento de los padres. La muestra se obtuvo a nivel del &ngulo de Treitz en el duodeno. Para su
realizacion se emple6 una capsula de Crosby-Kugler, de doble boca. Esta capsula permite obte-
ner dos muestra simultaneas. Una de ellas es incluida en parafina para su analisis morfoldgico y
posterior diagndstico. La biopsia restante se coloc6 en medio de cultivo utilizado para transportar
la biopsia (IMDM + 10% SA 'y 10 x antiibiotico).

2. Generacion y cultivo de lineas y clones T

Las biopsias se lavaron dos veces en medio de cultivo y disgregaron mecanicamente con una
pipeta Pasteur. El material resultante se transfiri6 a placa de 24 pocillos y cultivé en IMDM (Gibco,
Invitrogen Corporation, Paislay, Scotland) y 10 % de Suero A+ (SA) Humano sin IL-2 exdgena, ni
cualquier otro factor de crecimiento. Al cabo de 72 hs de cultivo los linfocitos se recogieron del
fondo de la placa y se clonaron en placas fondo en U de 96 pocillos (Nunc, Roskilde, Denmark).

2.1 Protocolo Bésico: Clonado de Linfocitos T

El clonado de células T se realiz6 por dilucion limite. Las células recogidas se contaron en
camara de Neubauer. 1,2 x10* células se resupendieron en 6000 ul de medio de cultivo (IMDM,
10% SA, Penicilina/Streptomicina). A partir de esta concentracion celular (100 células/50 ul/poci-
llo), se realizaron diluciones seriadas para obtener placas con 10, 5, 2.5, 1.25, 0.6 y 0.3 células/
pocillo. Las células se estimularon con 0.5 pg/ml de PHA-L (L2769, Sigma Chemical, ST Louis,
MO, USA) y 5 x10° PBMC autélogos irradiados (60 Gy, CLINACR 2100C, Palo Alto, CA) como
células alimentadoras ( “feeder cells” )1'2. Al cabo de 3 dias, se afadié r IL-2 (provista por M.
Gately, Hoffmann-La Roche, Nutley, NJ).

Las células T se reestimularon cada 10 -14 dias en las mismas condiciones, con la diferencia
de que al cabo de la tercera estimulacion se agreg6é una mezcla 1:10 de una linea B autéloga
(preferentemente) transformada con el Virus Epstein Bar (B-LCL) y PBMC alogénicos también
como células alimentadoras. En el cultivo la relacion entre las células T, los PBMC y las lineas B
linfoblastoides es 1:10:1 respectivamente. En placas de 96 por cada 5000 linfocitos T se agrega-
ron 50000 PBMC y 5000 B-LCL preferentemente autdlogos. Cuando la estimulacién se realizé en
placa de 24 (Nunc), la relacion de alimentadoras se mantuvo, incrementdndose el nimero de
células: En un volumen final de 2 ml, entre 100.000 y 500.000 linfocitos T se estimularon con
1x10® PBMC y 1x10° B-LCL. Por ultimo, cuando el nimero de linfocitos T a estimular alcanzo el
millén de células, se agregaron 1x10” PBMC y 1x10° B-LCL. El cultivo se hizo en frascos de 25

cm? (Nuncclon) en un volumen final de 10 ml.
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2.1.1 Protocolo asociado: Procesamiento de suero

El suero humano utilizado para el ciltivo de clones se obtuvo a partir de extracciones realizadas
a donantes voluntarios de sangre. Estos donantes eran hombres, grupo A* o AB* que no hayan
recibido tranfuciones y exentos de HIV+, hepatitis B(HBV), Hepatitis C (HCV) , Ac’s (Treponema
Pallidum) y AC’s irregulares anti-eritrocitos (no ABO ni Rh). EI complemento se inactivo durante
30 min a 56 °C. Posteriormente se eliminaron los lipidos por ultracentrifugacion (Centrikon T-1160,
Kontron Instruments, Finlandia) a 30.000 RPM (100.000 g) durante 1 hr a 4 °C. Cada suero se
alicuotd y congel6 a —20 °C. Nota: RCF (g) = 1.12 x r (mm) x (RPM/1000)>.

2.1.2 Protocolo asociado: Test de sueros

El suero humano fue probado mediante ensayos de proliferacién de PBL estimulados con
PHA. Las estimulaciones se hicieron con diluciones crecientes de PHA (0, 2, 4 y 8 ug/ml) en
placas de 96 fondo plano (NUNC). Al cabo de 72h el cultivo se pulsé con Timidina-H3* (metil-
H3*Timidina en solucién acuosa. AE: 74GBg/mmol- 2ci/mmol (Ref: TRA310) 5ml (185 MBq 5 mCi)) durante
18 hs. Para la validacion del suero se tuvieron en cuenta los indices de proliferacion y el nivel
basal de incorporacion del is6topo. Niveles bajos de proliferacién en presencia de mitégeno, asi

como un nivel basal alto, fueron los criterios tomados para descartar el suero analizado.

2.1.3 Protocolo asociado: Titulacion de IL-2 utilizando la linea CTLL-2

La concentracion 6ptima de IL-2 se obtuvo a partir de la titulacién realizada sobre una linea de
raton (CTLL-2) que depende de esta citocina para su crecimiento. El protocolo utilizado fue el
siguiente: (1) Centrifugar las células CTLL-2 en 7 ml y resuspender en 2 ml de medio RPMI 20%
SFB/ 0.00005 M B2 ME. (2) Contar y llevar a 1 x 10° cel/ml para hacer el test. (3) Hacer
diluciones seriadas desde 400 hasta 0 U/ml. en la misma placa de 96 (fondo plano). Sembrar el
primer well con 100 ul de la dilucion de IL-2. Tomar 50 ul y comenzar las diluciones; (4) Sembrar
50 ul de la dilucion de células en cada pocillo. Saber que la concentracion final en el primer pocillo
sera de 100 ul/ml luego de agregar los 50 ul de células. Se puede empezar por una concentracion
mas alta de IL-2; (5) Poner Timidina a las 24 h (es el tiempo que tarda en morir el pocillo control sin
IL-2 que generalmente es de 24h; 6) Cosechar transcurridas 12 h; (7) Hacer grafica c.p.m vs
concentracion de IL-2. La cantidad de IL-2 seleccionada es la minima a la que se alcanza el

maximo de proliferacion.

lEI medio condicionado de células T estimuladas con mitégenos permitio el cultivo y clonado de células T.
Este medio descubierto en 1976 tenia lo que se denominé T cell Growth Factor (Science 1976. 193: 1007.
Selective in vitro growth of T lyphocytes from normal human bone marrows). Este factor fue definido en el

First lymphokine workshop de 1979 como IL-2.
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2.1.4 Protocolo asociado: Aislamiento de PBMC por gradiente de Ficoll-lsopaque

La separacion de células mononucleares de sangre periférica se realizo utilizando gradientes
de densidad en Ficoll-lIsopaque (Lymphoprep™ 1077, Axis-Shield PocAS, Oslo, Norway)(Boyum,
A (1968), Scand J. Clin. Invest., 21 (Suppl.97), 77-89)3. El método permite la separacion de célu-
las mononucleares que tienen una densidad inferior a la de los polimorfonucleares (granulocitos)
y eritrocitos. La separacion en un medio isosmotico de densidad igual a 1, 077 g/ml, permite que
los eritrocitos y PMN sedimenten a través del medio y se forme una banda claramente visible con
las células mononucleares entre la muestra y la interface medio/muestra. La sangre se diluye 1:1
en PBS (Phosfated buffer saline, Ph: 7, 2-7,4) y se aplica sobre el medio de centrifugacién (Ficoll-
Isopaque) procurando no romper la interfase. La muestra se centrifuga a 600g , 30 min a 20° C.
La banda se recupera del gradiente y se lava 3 veces para eliminar restos de medio y plaquetas.

El Lymphoprep™ contiene: Diatrizoato de sodio (9.1 % p/v), Polisacarido (5.7 % p/v). Su densi-
dad es de 1,077 g/ml.

2.1.5 Protocolo asociado: Irradiacion de células

La irradiacién de las células se realiz6 en un acelerador lineal CLINACR 2100C (Varian ™, Palo
Alto, CAen el Servicio de Radioterapia del Hospital Germans Trias i Pujol.). Esta maquina esta
dedicada al tratamiento radioterapico del cancer. La irradiacion se llevé a cabo en un contenedor
de metacrilato lleno de agua. En su interior existe una gradilla donde se sitdan los criotubos con
las células a irradiar.

Las condiciones de irradiacion fueron las siguientes:

Tipo de irradiacion: Fotones de frenado (Bremsstrablung photons). Energia de los fotones: 6 MV.
Distancia fuente radiacién a la superficie del contenedor: 56 cm. Tamafio del campo de irradia-
cion: 25 x 25 cm a 100 cm de la fuente. Dosis administrada: 60 Gy. Tasa de irradiacion en la mitad
del contenedor: 15, 2 Gy/min. Homogeneidad del campo: mejor del 5%.

2.1.6 Protocolo asociado: Congelaciéon de células

Las células T fueron congeladas en una solucion de SFB con 10% de DMSO (DimetilSulféxido).
Para un N° comprendido entre 50.000-500.000 cel se agreg6 300 ul de la solucién de congela-
cion, entre 500.000 y 2x10°8 se congelaron en 500 ul de solucion y para una cantidad superior a
4x10° se afiadio 1 ml de solucion. Las células se mantuvieron un minimo de 20 min en gradillas de
polispan en contato con vapores de Nitrdgeno. Posteriormente se las guardo6 en cajas de polispan
en refrigerador a —70°C. Finalmente, en un plazo comprendido entre 1y 7 dias se almacenaron
en tanques de Nitrégeno liquido (-196°C).

2La Leucoagglutinin (PHA-L) es una lectina obtenida de Phaseolus vulgaris (red kidney bean). Esta aglutinina
(Phaseolus vulgaris agglutinin) consiste de dos especies moleculares: la PHA-E (Eritroaglutinina) con baja
capacidad mitogénica y alta actividad eritroaglutinante y la PHA-L, altamente mitogénica y leucoaglutinante,
pero poco aglutinadora de glébulos rojos. Mitogénica a <5 ug/ml. Ref : Rigas, DA and Osgood, EE, J. Biol.
Chem., 212, 607 (1955).
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3. Cultivo de lineas celulares

3.1 Protocolo Basico: Cultivo de lineas celulares

Todas las células se crecieron en RPMI 1640 suplementado con SFB (inactivado 30‘a 56 °C) al
10%, 2mM Glutamina (Gibco), penicilina (100 u/ml) y estreptomicina (0.1 mg/ml) . En el caso de
algunas transfectantes se adisioné como medio de seleccién Geneticina a 1 mg/ml (G418, Gibco).
Cuando las condiciones lo requerian también se suplement6 el medio de cultivo con 0.5x 105 M
de B-Mercaptoetanol. Las células adherentes se repicaron tras el tratamiento con Tripsina/EDTA
(Gibco). Los cultivos se hicieron en incubador a 37°C y 5 % de CO, ( Forma Scientific, USA)

Lineas celulares.

Células epiteliales: Las lineas Caco2, T84 y HT29 son células intestinales humanas establecidas
a partir de carcinomas de colon (202) HT93 es una linea epitelial tiroidea (203)y la linea Hela
deriva de un carcinoma de cervix.

Células Linfoides: Las células CEB21, CEB44 y Daudi son lineas linfoblastoides humanas (B-
LCLs); la linea eritromieloide K562 se us6 como diana celular de la actividad NK. HP62 es una
linea pancreatica. C1R es una linea B linfoblastoide que no expresa HLA-clase I. Las lineas C1R-
CD1a, CD1b, CD1cy CD1d, fueron transfectadas con el vector pSR-a Neo mas el gen codificante
para CD1A, CD1B, CD1C y CD1D respectivamente. Estas transfectantes fueron provistas por
PhD. Steve Porcelli (Brigham and Women’s Hospital, Boston, MA, USA). Las transfectantes C1R-
MICA/B fueron cedidas por PhD Veronika Groh (180].

La linea P815 que expresa el receptor para Fc del las 1g’s, se utiliz6 en ensayos de lisis redirigida.
Lineas primarias: Las células CD8+ se aislaron de PBMC por seleccion positiva utilizando las
CD8 MicroBeads (Miltenyi Biotec, Bergish Gladbach, Germany) y el separador MACS™ (Magnetic
Cell Separator). Los enterocitos fueron provistos por el Dr. M. Martin Villa (Universidad Complutense,
Madrid, Spain); TB260 y TB270 son células foliculares tiroideas (TFC) obtenidos como se descri-
bi6 en (204).

3.1.1 Protocolo asociado: Cultivo de lalinea CTLL-2
Entre 2-3 x 10° cel/ml de lalinea CTLL-2 se resuspendieron en medio RPMI 20% SFB/ 0.00005

M B2-ME, suplementados con 20 U IL-2 / ml. Las células normalmente se diluyen cuatro veces
en medio con IL-2 cada 2-3 dias.

3Ficoll-lsopaque. El método original descrito por Arne Boyum en 1968 utilizaba un compuesto de acido
metrizoico (PM 628) y Ficoll. EI Lymphoprep reemplaza el metrizoato por el acido diatrizoico. (PM: 614).
Estos son compuestos derivados del acido triiodobenzoico, capaces de formar soluciones de alta densi-
dad. Estos compuestos deben ser protegidos de la luz ya que su exposicion a la luz visible y sobre todo a
la UV (244nm), produce la liberacién de los iodos del grupo bencénico. Estas moléculas iodadas (Isopaque)

eran utilizados en liquido de contraste para las radiografias en rayos —X.
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3.1.2 Protocolo asociado: Tratamiento para Micoplasma

La infeccién por Micoplasma en células T se eliminé con Clorhidrato de Ciprofloxacino (Bayer).
Se us06 a 10 ug/ml durante 2-3 semanas. Las lineas celulares se trataron con BM-Cyclin (BM-
Cyclinl:Pleuromutilin derivative y BM-Cyclin2:Tetracycline derivative) de Roche, Appliede Science,

Mannheim, Alemania)

3.1.3 Protocolo asociado: Transformacion con el Virus de Epstein Bar

Para la obtencién de lineas Linfoblastoides, los Linfocitos B provenientes de PBL, fueron in-
mortalizados con el virus del Epstein Bar. Entre 5-8 x106 PBL se colocaron en tubos cénicos de 15
ml. Durante el primer dia las células se colocan con 1 ml de sobrenadante de la linea Mormoset
(Productora del virus) y Ciclosporina A para inhibir posibles linfocitos T reactivos contra células B
presentadoras del virus, en un volumen final de 10 ml (con el tapén del tubo semi cerrado. Pasa-
das 24 h se centrifugan las células, se descarta el sobrenadante y se agrega medio nuevo mas
ciclosporina. Al cabo de 7 dias, se renovo la mitad del medio (mas ciclosporina). Al dia 14 se
centrifugaron las células y se las resuspendi6é en 1 ml de medio de cultivo. Las células se transfi-
rieron seis dias mas tarde a 2 pocillos de una placa de 24 pocillos. El medio de cultivo utilizado
para la inmortalizacién de las células B, fue RPMI, 15 %SFB (Gibco), Glutamina (Gibco), Piruvato
(Gibco), Penicilina, Streptomicina. La concentracion final de Ciclosporina A es de 4 ug/ml.

3.1.4 Protocolo asociado: Estimulacion con IFN-y

Las células (1x108) se sembraron en placas de seis pocillos (Costar) en un volumen final de 3
ml. Luego de 24 hs se estimularon con IFN-y a una concentracion final de 500 U/ml durante 48h.

4. Inmumarcaciones. Citometria de flujo

4.1 Protocolo basico: Tincién de superficie con AcMo’s

La tincion de células con AcMo especificos de marcadores de superficie se realizé segun los
protocolos clasicos de inmunomarcacion. Las células se resuspendieron normalmente en 100 ul
de PBS con la dilucion éptima de cada AcMo. Los Ac’s se incubaron durante 30 min en hielo.
Luego se lavaron dos veces con PBS. En el caso de tinciones indirectas se utilizé un Ac secunda-
rio de cabra anti raton conjugado con FITC o PE (Goat anti-mouse-FITC (Southern Biotechnologies,
Birmingham, AL, USA) ). Los Ac’s utilizados se ensefian en la tabla I. Las tinciones fueron anali-
zadas en un citometro FACScan® (Becton Dickinson) utilizando el programa informatico
CellQuest™ (Becton Dickinson).

Para las tinciones intracitoplasmaticas se utilizé el reactivo Fix&Perm® (Caltag, Burlingame,
CA, USA) previo a la incubacion del anticuerpo.
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Proteina Clon- mAB HB IG’s Procedencia
CDla OKT®6 ATCC

CD1b WM25 M. Brenner

CD1c L161 Immunotech
CcD1d CD1d51.1.3 S. Porcelli

CD2 204-12 Ramén Vilella
CD2 OKT11 Immunotech

CD2 SE5.2 Ramoén Vilella
CD3 Leuda FITC/PE Beckton-Dickinson
CD3 OKT3 ATCC

CD4 Leu3-FITC Beckton-Dickinson
CD4 72.5A4 Ramoén Vilella
CD8a Leu2a-PE Beckton-Dickinson
CD8a 43-44 Ramén Vilella
CD8p 2ST8-5H7 G2a | M.D Ellis L. Reinherz
CDlla LFA-1 TS1/22.1 HB202 Sanchez-Madrid
CD16 Leu-11a (Beckton-Dickinson)
CD28 158-2E10 Ramoén Vilella
CD28 9.3 A.Ledbetter

CD28 Leu-28-PE Beckton-Dickinson
CD49d VLA-4 HP2/4 Sanchez-Madrid
CD50 ICAM-3 Ramon Vilella
CD54 RM3A5 P.Engel

CD56 Leu-19 Beckton-Dickinson
CD58 LFA-3 TS2/9.1.4.3 HB205 Sanchez-Madrid
CD9%4 3B1 Lépez Botet
CD103 BLy-7 Immuno Quality
CD103 BLy-7-FITC Immuno Quality
TCR of WT31-FITC Beckton-Dickinson
TCR of BMAO031 Endogen

TCR v TCRO1-FITC Beckton-Dickinson
TCR y6 TCRé&1 Michael Brenner
TCR v IMMU510 Gl Immunotech
TCRVa2 G2a | Labgen (Labclinics)
TCRVb8 | TCRBV8S1|56C5.2 G2a | Immunotech
CCR5 2D7-PE Beckton-Dickinson
CXCR4 12G5-PE Beckton-Dickinson
CCR7 2H4 Beckton-Dickinson
CXCR3 49801.111 R&D

CLASE | W632 ATCC

I(I:LASE 1243 ATCC

NKG2D 1D11 Veronika Groh
MICA/B 6D4 Veronika Groh
MICA/B SR116 Sophie Calliat
MICA/B SR104 Sophie Calliat

Tabla I: Anticuerpos utilizados en el estudio.
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Para los ensayos funcionales se utilizaron los siguientes AcMo: Immu510 (anti-TCRy3), W6/32
(anti-HLA class 1); OKT3; 204-12 (anti-CD2), S5.2; 143-44, 72.5A4, BMAO31, Bly-7, 1D11, SR116,
SR104 y 6D4.

4.1.1 Protocolo asociado: Inmunomarcacién en placa de 96 fondo V

La inmunomarcacion en placa de 96 se utilizé para marcar simultaneamente un nimero eleva-
do de clones y/o cuando el nimero de células a tefiir era limitado (1-2x10%). Este método es
rapido y reduce, ademas del nimero de células, la cantidad total de Ac. Se utilizaron 10 ul de
AcMo diluido en PBS que se incuban con 50 ul de células durante 30 min a 4°C. Luego de lavar
con 200 ul de PBS, se decanta el sobrenadante por inversion de la placa sobre papel de filtro. Se
repite el proceso dos veces. Finalmente las células se resuspenden en 200 ul de liquido para
citometria (Facs Flow, BD).

5. Estudios Funcionales

5.1 Protocolo Basico: Determinacién de la actividad citotéxica de las células T

La caracterizacion de la especificidad de las células T se realiz6 mediante ensayos de
citotoxicidad. La citotoxicidad fue testada contra diferentes células diana usando un protocolo
standard de 4 horas de liberacién de 5!Cr (°!Cr in saline, 1mCi/ml, Amersham Biosciencies,
Buckinghamshire, UK).

Los enterocitos, células foliculares tiroideas (CFT) y lineas adherentes fueron marcadas en
cultivo 16 hs con 100 uCi de 5Cr en 3 ml de RPMI + 50% de SFB, mientras que las células no
adherentes, con 50 pCi 5'Cr a 37 °C y 5 % de CO, durante 1h. La cantidad de células diana vario
entre las 1000 y 5000 células por pocillo. Las células efectoras se sembraron a distintas relacio-
nes dependiendo el ensayo. Los cultivos se realizaron en RPMI + 5% de SFB por duplicado en
placas de 96 fondo en fondo V (Nunc). La liberacién maxima de Cr se hizo en presencia de Triton
2% (50ul células diana + 100 ul de Tritdn 2%) y la espontanea en presencia de RPMI , ambos por
triplicado. Al cabo de 4 hs las placas se centrifugaron 3 min a 170 x g (900 RPM , centrifuga
MinifugeT, Heraeus, GmbH HerausstraBe 12-14, Hanau, Alemania) durante 3 min. El 5'Cr libera-
do se midi6 en un contador de centelleo Microbeta (1450 Microbeta Liquid Scintillation Counter,
Wallac Oy, Turku, Finlandia).

El porcentage de lisis se calculé siguiendo la formula standard: (lisis célula diana - lisis espon-
tanea) / (lisis maxima - espontanea) x100.

5.1.1 Protocolo alternativo: Inhibicidon de la citotoxicidad

Para los ensayos de inhibicién se incubaron las células efectoras o dianas con los AcMo a
concentraciones saturantes durante 30 min a 4°C, antes de mezclar las células. La inhibicion
representa la diferencia entre el porcentaje de lisis sin Ac menos el porcentaje obtenido con el Ac.
El porcentaje de inhibicion se calculd6 mediante la siguiente formula: [1- (% lisis en presencia de
mADb/% lisis en ausencia de mAb)] x100 ].
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5.1.2 Protocolo alternativo: Inhibicion de la lisis por células frias

La células efectoras y dianas (calientes) se ajustan a la relacion deseada (pe; E:T=10:1). Las
dianas frias se agregan en el cultivo a una relaciéon diana fria: caliente de 16:1, 4:1 y 1:1. El
porcentaje de lisis se calcul6 segun la formula: [1- (% lisis en presencia de células frias/% lisis en
ausencia de células frias)] x 100.

5.1.3 Protocolo alternativo: Inhibicién de la exocitosis de los granulos de perforina e inhibi-
cion de lavia de las caspasas

Para la inhibicién de la lisis mediada por granulos de Perforina, las células T se preincubaron
durante 2 h a 37 °C con 10-1000 ug/ml de Concamycina A (CMA, Sigma-Aldrich). Durante el
ensayo de 4 h de liberacién de 31Cr la droga permanece en el cultivo (205). Para la inhibicién de
la lisis inducida por FASL, se afadi6 a la placa de citotoxicidad 20-50 uM de ZVAD-FMK (Sigma-
Aldrich). El ZVAD-FMK es un inhibidor de la via de las caspasas.

5.1.4 Protocolo alternativo: Lisis redirigida sobre la linea P815

Se denomina lisis redirigida ya que la interaccion entre el receptor de la célula efectora con la
célula diana esta favorecida por un Ac. Este Ac se une a la célula diana a través de un receptor Fc
(Fragmento Constante de las Ig’s) y a la célula efectora por su regién variable. Como diana
celular se utiliz6 la linea P815. Una vez marcada con 5'Cr las células se sembraron a razén de
1000/5000 células/pocillo y se incubaron con el Ac a distintas diluciones. La relacion efectora :

diana, permanecio constante.

5.2 Protocolo Bésico: Proliferacion de linfocitos T

Las células (PBL CD8+ y células T yd-clon EC9.90) fueron estimuladas con Ac’s anti-CD3
(OKT3) cony sin Ac’s anti-CD28 (158-2E10), NKG2D (1D11) or CD2 (204-12) en placas de 96
fondo plano (Nunc) previamente tratadas con Ac’s de cabra anti - cadena vy de raton (Ver mas
adelante; apartado 5.3.2). Las células se incubaron a 5x10* células/pocillo en 100 ul de volumen
final. Al cabo de 72 hs se agregd 1uCi Thymidine ([methyl-*H] a 1mCi/ml en solucién acuosa,
Amersham Biosciencies). Luego de 18 hs se transfirié el cultivo en membranas de fibra de vidrio
FilterMat (Skatron, Lier, Noruega) y la cantidad de is6topo incorporado se determiné en un conta-
dor Microbeta (1450 Microbeta Liquid Scintillation Counter, Wallac Oy, Turku, Finlandia)

5.3 Protocolo Basico: Determinaciéon de Citoquinas por Citometria (CBA-Cytometry Bead
Array)

La determinacion y cuantificacion de citoquinas en el sobrenadante se realiz6 por citometria de
flujo mediante CBA (Human Th1/Th2 Cytokine Cytometric Bead Array Kit (CBA, BD Biosciences
Pharmingen, San Diego, CA). Este sistema permite cuantificar en una séla muestra los niveles de
Interleuquina-2 (IL-2), Interleuquina-4 (IL-4), Interleuquina-5 (IL-5), Interleuquina-10 (IL-10), Fac-
tor de Necrosis Tumoral o (TNF-c) e Interferon-y (IFN-y) por citometria de flujo (206), a partir de
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standares de concentracion conocidos.

25 ul de cada sobrenadante (previamente diluido 1/20 en tamp6n de muestra) se mezclaron con
igual volumen de los Ac asociados a las bolas (Beads) y con 25 ul del reactivo de deteccién (Ac-
PE especifico para cada citoquina). La mezcla se incubé durante 3 hs a T° ambiente. La adquisi-
cion de los datos se realizo usando un citometro de flujo FACscan® y posteriormente analizados
con el programa informético BD Cytometric Bead Array (CBA).

5.3.1 Protocolo alternativo: ELISA (Enzyme Linked Immuno-abSorbent Assay)

Algunas muestras se analizaron para IL-4 e IFN-y por ELISA siguiendo los protocolos reco-
mendados por el fabricante (Diaclone Research, Besangon, France). La absorbancia a 450 nm se
midié en un espectrofotometro (Biochem Immunosystems ELISA reader, Casalecchio di Reno,
Italy).

5.3.2 Protocolo asociado: Estimulacion de células T para la produccion de citoquinas

Para los ensayos de produccién de citoquinas, las células T (5x10%) se estimularon con dife-
rentes combinaciones de anticuerpos en placas de 96 pocillos fondo plano (Nunc). Las placas se
preincubaron con Ac de cabra anti - cadena y de ratén (goat anti-mouse y chain (Southern
Biotechnology Associates, Birmingham, Alabama). La adsorcion del Ac a la placa se realiz6 incu-
bando en cada pocillo 3 ug de este en 30 ul de PBS durante 90 min en incubador a 37 °C. El
exceso de anticuerpo se lavo tres veces con PBS y una con RPMI. Posteriormente se agregaron
las células y los Ac’s en un volumen final de 100 ul. Cada combinacion se realiz6 por duplicado.
Los sobrenadantes se recogieron luego de 24 y 48 hs.

5.4 Protocolo Basico: Citoadherencia de Linfocitos T sobre secciones de epitelio intestinal

Para la citoadherencia de células T se utilizaron tejidos de yeyuno obtenidos de pacientes
sometidos a gastroplastia (Dr. Alastrue) o de biopsias intestinales de pacientes celiacos (Gastrologia
Hospital San Joan de Deu y Can Ruti ). Estos se incluyeron en Bright-Cryo-M-Bed (Cambs, PE29
6EU, Reino Unido) y congelaron en N, liquido usando una interfase de isopentano. Secciones de
criostato de 4-5 micrones se montaron en portaobjetos y se deshidrataron a T° ambiente durante
toda la noche. Los cortes envueltos en film plastico se guardaron a —20 °C hasta su uso.

Las células T se incubaron con AcMo anti-HLA clase-I (W6/32) durante 1 hr a 4°C. Luego de
lavar el Ac, se incubaron las células sobre cortes de Tejido durante 1 hr a 4°C. Luego de lavar las
células con PBS, se fijaron en paraformaldheido 4% durante 5 min, y se inhibi6 la peroxidasa
endogena con 3% H,O, durante 30 min a T amb. Posteriormente se lavo en PBS y se incubo con
un Ac biotinilado de cabra anti —raton dilucion 1/100 (Southern) durante 30-30 min a 4 °C. Luego
de lavar con PBS, se incubd con streptavidina-HRP (Horseradish-Peroxidase-Streptavidin, ATOM)
a una concentracion final de 5ug/ml durante 30 min a T° ambiente. Posteriormente se lavé con
PBS y revel6 con DAB (3,3-Diamino.Benzidine-4HCL, SERVA, Heidelberg, Alemania) en una
solucion de PBS (50 mg DAB, 200 ml PBS, 200 ul H,0,) durante aproximadamente 5 min hasta
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la aparicién de color. Los preparados fueron contrastados con Hematoxilina-Eosina, montados en
DPX 'y observados al microscopio.

La fotografia se realizé con el sistema confocal utilizando un Microscopio 6éptico de fluorescencia
Zeiss Axioskop 2 ( Zeiss, Alemania). Las imagenes se capturaron con una Camara color Hamamatsu
C5810 y analizaron mediante el sistema de tratamiento digital de imagenes Openlab (Improvision
Ltd. Inglaterra) en Apple Macintosh G3 y G4 utilizando deconvolucién digital, morfometria y re-
construccion 3D.

5.4.1 Protocolo asociado: Tincion Hematoxilina-Eosina

Los cortes se tifieron con heatoxilina — eosina de la siguiente manera: Sucesivamente se incu-
baron 2 min con hematoxilina, lavan con H,O del grifo, incuban con Eosina 30 seg. Luego se
deshidrataron 10 seg con EtOH 70%, 10 seg con EtOH 95%, 2 min EtOH 100%, 1 min con Xilol.
Los cortes se montaron en DPX.
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B- Técnicas de Biologia Molecular
6. Estudios moleculares

6.1 Protocolo Basico: Analisis del TCR yd por RT-PCR

Alicuotas de 1ul del cDNA obtenido de diferentes lineas y clones de células T se sometieron a
amplificacion por PCR usando cebadores de oligonucleétidos 5 especificos para 4 familias Vyy
8V (207). Los cebadores especificos para V&7 y V88, correspondientes a Va28 y Val4 son los
descritos por Genevée et al (208). Para los extremos 3 se utilizaron cebadores especificos de las
regiones TRGC y TRDC (Tabla I1)"".

La amplificacion se realiz6 en un volumen final de 10 ul con 0.25 ul de DNA polimerasa
(Finnzymes, Espoo, Finland) y 5 pmol de cada cebador en un termociclador 2400 de Perkin
Elmer (PE, Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). Se realizaron 30 ciclos de amplificacién,
cada uno de 30 seg de desnaturalizacion a 94 °C, 30 seg de unién a 62°C (Vy) 0 56° C (Vd) y 45
seg de elongacion a 72° C, seguidos de 5 min de extension final.

Subgrupo TRGV F Cebador Ac MoEspecificos
1 GV1 No
GV2 Si GGAGAACGAAGTCAGTCA
GV3 Si
GVv4 Si 4A11
GV5 Si 56.3(#1773)
GV6 No
GVv7 No
GV8 Si R4.5
2 GV9 Si CCAGTACTAAAACGCTGTC Ti-gammaA/ Immu360
8 GV10 NO CAGCTATCCATTTCCACGG
4 GV1l NO GCAAATAAGAGTGCCCAC
A GVA NO
B GVB NO
TRDV TRAV F T(nt) Cebador AcMo generico
DV1 si | 291 TCTGGATCAAGTGTGGC 5-TCS1(#92y) | Immu510
Dv2 Si 261 TCTGGGCAGGAGTCATGT BB3 TCRb1
DV3 Si GGCACGCTGTGTGACAAA P11.10b(#317)
DV4 AV14 si GACACCAGTGATCCAAGTT
DV5 AV26 si GATGACCAGCAAGTTAAGC
DV6 AV23 si TATCATGGATTCCCA
DV7 AV36 si 267 TGGTTGTGCACGAGCGAGACACTG
DV8 AV38-2 Si CCCAGCAGGCAGATGATTCTCGTT

Tabla ll: Cebadores para las cadenas gammay delta del TCR. (F) Funcional, (T) tamafio amplimero
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4 6ovi Hov2 f eva Hova Hovs H ove  ov7 H eve W Gva |
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Figura I: Representacion esquematica del locus TCR gamma. V=variable; J=Joining; C= Constante

— o H v, Hova ROV v R ove  HDvz JesiDDL [ D2 | DD3 [~ DUT D34 (D32 {DI3 HBC HoOv |-

Figura II: Representacion esquematica del locus TCR delta. V=variable; D= Diversidad; J= Joining; C=

Constante

4Locus TCR Gamma. El locus Gamma del TCR (TRG) esta ubicado en el cromosoma 7, en la posicion
7pl4. Lo componen 19-22 genes dependiendo del haplotipo. El reordenamieto de los genes variables
TRG V-J, puede dar lugar a 10EE4 cadenas gamma diferentes.

Existen entre 12-15 TRGV pertenecientes a 6 subgrupos (1-2-3-4-Ay B) (figura I). De estos genes varia-
bles, sélo 6 son funcionales, mientras que el resto presentan deleciones, codones stop, alteraciones en
secuencias de splicing o0 marcos abiertos de lectura que impiden su correcta transcripcion y/o traduccion.
No existen segmentos de diversidad como los presentes en el locus Delta. Si existen dos clusters de
segmentos J-C, el primero formado por 3 TRGJ (TRGJP1, TRGJP y TRGJ1) y un gen TRGC1y el segundo
formado por 2TRGJ (TRGJP2 y TRGJ2) y un gen TRGC2. La insercion y/o delecion de los genes TRGV4
y TRGV5 dan lugar a haplotipos de 12 o 14 TRGV. La mayoria de los linfocitos T Y0 de sangre periférica
expresan el rearreglo TRGV9-JP-C1.La cadena del gen TRGC1 se asocia con la cadena delta a través de
un puente disulfuro por una cisteina ubicada en el segundo exon. El segmento TRGC2 carece de esta
cisteina. Este alelo es polimérfico presentando un exén 2 homélogo al C gammal con dos otres copias del
mismo. La cadena gamma resultante codificara una proteina de entre 40-55 kDa. Podemos encontrar
cuatro formas de cadena gamma. La cadena gammal (TRCG1) de 40kDa, dos cadenas Gamma2 de 40
0 44 kDa producidas por patrones distintos de glicosilacion del exén 2 duplicado y una cuarta forma de 55
kDa codificado por el gen C gamma2 con el exon 2 triplicado.

Antes de estableserce la nomenclatura para la designacion de las cadenas gamma y delta, aparecen
alternativamente en publicaiones anteriores a 1999 la denominacién de Vgamma 2 o V gamma 9 para lo

gue hoy se conoce como TCRGV?2
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6.1.1 Protocolo Alternativo: Secuenciacién del TCR & (TRDV1)

Las regiones TRDV1 se secuenciaron mediante la incorporacion de dinucleétidos marcados
con distintos fluorocromos (BygDye Terminator method, Perkin Elmer). La secuenciacion se rea-
lizé sobre 30-90 ng de producto de PCR previamente purificado en columnas de fibra de vidrio
(GFX PCR DNA and gel band purification kit, Amersham Biosciencies) , 3 ul de “Terminator ready
reaction mix”, 0,5 uM de primers 5°-3" y completado con H20O hasta un volumen final de 10 ul. La
amplificacion se hizo en un termociclador PE2400 (Perkin-Elmer). Se realizaron 30 ciclos de am-
plificacion que comprendian una desnaturalizacion a 96°C 10 seg, union a 50°C 10 seg y exten-
sién a 60°C durante 2 min. Los dideoxinucle6tidos no incorporados se eliminaron mediante pre-
cipitacion con KAc 3M y EtOH 100%. A 10 ul de la reaccion de secuenciacion se afiade 1 ul de
Kac 3M (0,08 M [ ] final), 2,5 vol de EtOH (28,75 ul) y 0,5 ul de glucégeno (20 mg/ml). Se deja en
hielo 10 min y se centrifuga 30 min en microcentrifuga (14.000 rpm). Luego de eliminar el alcohol,
se lavo con EtOH 70 %. Tras centrifugar 2 min a 14.000 rpm, se descarto el alcohol con cuidado
y se seco a T° ambiente durante 5 min aproximadamente. El precipitado se resuspende en 25 ul
de TSR (Templete suppresion Reagent) y se rehidrata durante 10 min a T° ambiente, homegeneiza
con vortex y desnaturaliza a 94°C durante 3min. Luego de dejar la muestra 5 min en hielo, se
carg6 en un sistema automatizado de electroforesis en capilar (ABI-Prism 310 genetic analizer)
sobre el polimero POP-6. Los datos generados de la electroforesis fueron analizados con la ayu-
da del programa ABI Prism™ 310 Genetic Analyzer (PE, Applied Biosystems).

6.2 Protocolo Basico: Analisis del TCR o3 por RT-PCR

El andlisis del TCR of3 se realizé de manera semejante a la descrita para el TCR 5. Se
analizaron un total de 29 familias TRVA (tabla Ill) y 19 TRVB (tabla 1V) (208,209). Se utilizo el
Termociclador PE 480 (Perkin Elmer). Para las familias TRVA se realizaron 30 ciclos de amplifica-
cion, de 1 min de desnaturalizacién a 94 °C, 1 min de unién a 60 °C y 1 min de elongacién a 72 °C,
seguidos de 5 min de extension final. Para las familias TRVB se utilizé el mismo protocolo pero
con una temperatura de hibridizaciéon de 55 oc®’,

5Locus TCR Delta. EL locus DELTA del TCR (TRD) esta ubicado en el cromosoma 14, en la posicion
14q11.2. Lo componen 16 genes que estan incluidos dentro del locus ALFA del TCR (TRA) (figura Il). EL
reordenamieto de los genes variables TRD V-D-J, potencialmente puede dar lugar a 108 combinaciones
posibles. La gran diversidad de cadenas es posible gracias a la adicién y/o delecion de nucléotidos que
realiza al azar la deoxinucleotidil transferasa terminal en la regién V-D-J. En la region de diversidad se
pueden encontrar de 2, hasta tres regiones TRDD en tandem, pudiéndose generar hasta 4 zonas de accién
de la transferasa cuando se utilizan 3 TRDD. La longitud del CDR3 varia de entre 6 y 21 aa. El cluster de
genes delta sélo utiliza un fragmento constante TRDC, a diferencia de la gamma que puede reordenar

hasta 2 genes TRGC. La cadena delta resultante codificara una proteina de entre 40-50 kDa.
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6.2.1 Protocolo Alternativo: Secuenciacion del TCR a2 (TRVA12)

Las regiones TRVA12 fueron secuenciadas siguiendo el mismo protocolo que el utilizado para
el TRVD1. Los cebadores estan descritos en la Tabla Ill.

6.2.2 Protocolo Alternativo: Andlisis de longitud del CDR3 (Spectratyping)

La longitud de los fragmentos del CDR3 de las zonas variables del TCR se determiné median-
te electroforesis en capilar. Las amplificaciones para cada segmento TCRVA o TCRVB se realiza-
ron como se indicé anterirmente. La diferencia radica en que el primer TRC 3" estd marcado en
el extremo 5" con una molécula fluorescente de FAM que permite que el amplimero sea detecta-
do. Dos ul del producto de amplificacion (previamente diluido 1/10 o 1/20 en H,O) y 1 ul de
electroforesis en capilar (ABI-Prism 310 genetic analizer) para la determinacion del tamafio y la
intensidad de flourescencia del amplimero. Los datos obtenidos de la electroforesis fueron anali-
zados con la ayuda del programa GeneScan (Perkin-Elmer)

El marcador de tamafio interno TAMRA 500 esta compuesto por fragmentos de longitud conocidos y mar-
cados con un fluorocromo (TAMRA) diferente al utilizado para la amplificacion.
Cebador TRBC 3"-FAM: 5"-(Flouram6FAM) TTTTGGGTGTGGGAGATCTC-3" GENSET Corp. Diluido en

E:E y almacenado a —20° C.

6.2.3 Protocolo asociado: Aislamiento de RNA

Se utilizaron dos protocolos para la obtencion del RNA dependiendo de la cantidad de

células del que se partia.

(a) Para un namero de células superior a 108 se utilizé el método descrito por P.Chomczynskiy N.
Sacchi (210). A una solucién de GSA se le agrega B-Mercaptoetanol y Fenol (1:0.040:1). Por
cada 1-3 x10° células se agregan 600 ul de la solucion sobre el pellet seco. Dejar 5 min a temp
ambiente. Agregar 120 ul de cloroformo-isoamilalcohol (49:1), homogeneizar por inmersion 30
seg y dejar 15 min en hielo. Centrifugar a 14000 rpm durante 30 min a 4 °C. Recuperar la fase
acuosa y precipitar con 1 volumen de isopropanol. Dejar 2hs a —20 °C. Centrifugar a 14000 rpm
durante 30 min a 4 °C. Descartar el sobrenadante cuidando el pellet. Lavar el pellet 2 veces con

6Locus TCR Alfa: EL locus ALFA del TCR (TRA) esta ubicado en el cromosoma 14, en la posicion 14q11.2.
Lo componen 116 genes incluidos los 5 genes TRAV/DV, que se extienden a lo largo de 1000 kb. Se dividen
en 54 genes TCRAV, 61 TRAJ y un Unico TRAC. El nimero potencial de genes funcionales es de 95-97 por
genoma haploide. De estos 44-46 son genes TRVA y 50 TRAJ. Hay un unico gen funcional TRAC. EL
reordenamieto de los genes variables TRA V -J, potencialmente puede dar lugar a 10* combinaciones
posibles. La gran diversidad de cadenas es posible gracias a la adicién y/o delecion de nucléotidos que
realiza al azar la deoxinucleotidil transferasa terminal en la region V-J. La cadena alfa resultante codificara

una proteina glicosilada de entre 43-49 kDa.
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etanol 70 % (-20). Para eso agregar 1 ml de etanol y centrifugar a 10000 RPM 10 min a 4 °C.
Descartar el sobrenadante. Dejar secar el EtOH restante al aire o bien con el vacio. Resuspender
el pellet en 10/20 ul de H,O DEPC (Di-etil-pirocarbonato).

Nota: GSA (50 ml) = 23,6 g de Isotiocianato de Guanidina (CH5N3 HSCN), 2.5 ml de Acetato sédico (*)
ph:4.0 y 2.5 ml de Sarcosil 10%).

(*) 50 ml de Acetato sodico se preparan con 6.8 gr de AcNa , 10 ml de Acético Glacial y enrase con H,0. Se
debe homogeneizar el AcNa con vortex teniendo cuidado cuando se agrega el H20 porque a medida que

se disuelve aumenta el volumen (Reaccién endotérmica).

(b) Protocolo RNAqueous™-4PCR kit (Ambion, Austin, Texas, USA)

Para un numero de células cercano a 105, se utilizo este sistema comercializado por Ambion.

6.2.4 Protocolo asociado: Retrotranscripcion

EIRNA aislado y resuspendido en H,0-DEPC se retrotranscribio utilizando cebadores de oligo-
dTTP y la retrotranscriptasa aislada del MMLV (SuperScript™ Il, Gibco). La retrotranscripcion se
realiz6 durante 1hr a 42 °C, previa desnaturalizacién del RNA (1-2 ug) a 68 °C 5 min y
renaturalizacion en hielo. Terminado el proceso, la enzima se inactivd durante 3 min a 95°C. El
cDNA se diluy6 en E:E (Epps: EDTA) hasta un volumen final de 50 o 100 ul (tabla V).
Ocasionalmente se utilizé la RT de Promega (M-MLV RT, Rnase H Minus Point Mutant , Promega,
Madison, WI 53711-5399, USA).

Numero de dNTPs| [] Inicialug/ml | []Inicial uM | [] Final uM
12 OdNTP 500 8.11 0.4
15 OdNTP 500 10.1 0.5
18 OdNTP 500 12.1 0.6
20 OdNTP 500 13.5 0.67

Nota: Relacion entre la Molaridad, la [ ] ug/ml y tamafio del Oligo.La concentracion 6ptima inicial de OANTP
(12-20) es de 500 ug/ml para la reaccion de retrotranscripcion. Dependiendo de la longitud del oligo, cam-

bia la molaridad

"Locus TCR Beta. EL locus Beta del TCR (TRB) esta ubicado en el cromosoma 7, en la posicién 7g34. Lo
componen ente 82-85 genes, que se extienden a lo largo de 620 kb. Lo integran 64-67 genes TCRBV, 2
TRBD,14 TRBJ y dos TRBC. Excepto el gen TRBV30 que estd 3" del gen TRBC2 en posicion invertida, el
resto estan ubicados 5° del gupo de genes de la region TRBD-J-C que se encuentra duplicada. El primer
grupo esta comprendido por 1 Unico gen TRBD, 6 TRBJ y el gen TRBCL1. El segundo grupo lo componen
1 un gen TRBD, 8 TRBJ y el gen TRBC2. El nimero potencial de genes funcionales es de 56-65 por
genoma haploide. De estos 40-48 son genes TRBV, 2 TRBD y 12-13 TRBJ 2 TRBC. Hay dos genes funcio-
nal TRBC. EL reordenamieto de los genes variables TRBV-D -J, potencialmente puede dar lugar a 10°
rearreglos posibles asociados a uno de los segmentos TRBC. La cadena beta resultante codificara una

proteina glicosilada de entre 38-44 kDa. Rowen et al nueva nomenclatura (Science, 272, 1755-1762 (1996)
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Subgrupo TRAV Nomenclatura T PRIMER
antigua (nt) Genevee, et al (208)
1 AV1-1 7S1 GCAACATGCTGGCGGAGCACCCAC
1) AV1-2 7S2 GCAACATGCTGGCGGAGCACCCAC
2 AV 2 11S1 CGCTGCTCATCCTCCAGGTGCGGG
3 AV 3 1651 TCAACGTTGCTGAAGGGAATCCTC
4 AV 4 20S1 TCCCTGTTTATCCCTGCCGACAGA
5 AV 5 1551 TTGCAGACACCGAGACTGGGGACT
6 AV 6 5S1 CGGCCACCCTGACCTGCAACTATA
7 AV 7
8 AV 8-1 151 GGCATTAACGGTTTTGAGGCTGGA
AV 8-2 1S5 GGCATTAACGGTTTTGAGGCTGGA
AV 8-3 1S4 GGCATTAACGGTTTTGAGGCTGGA
AV 8-4 1S2 GGCATTAACGGTTTTGAGGCTGGA
AV 8-5
AV 8-6 1S3 GGCATTAACGGTTTTGAGGCTGGA
AV 8-7
9 AV 9-1
AV 9-2 2251 CCTGAAAGCCACGAAGGCTGATGA
(2) 10 AV 10 24S1 CTGGATGCAGACACAAAGCAGAGC
11 AV 11
3 12 AV 12-1 2S3 340 CAGTGTTCCAGAGGGAGCCATTGT
AV 12-2 2S1 CAGTGTTCCAGAGGGAGCCATTGT
AV 12-3 252 CAGTGTTCCAGAGGGAGCCATTGT
13 AV 13-1 8S1 CATTCGTTCAAATGTGGGCAAAAG
AV 13-2 8S2
14 AV14/DV4 6S1-ADV6S1 TCCGCCAACCTTGTCATCTCCGCT
15 AV 15
16 AV 16 9S1 CCAGTACTCCAGACAACGCCTGCA
17 AV 17 3S1 CCGGGCAGCAGACACTGCTTCTTA
18 AV 18
19 AV 19 12S1 TCGTCGGAACTCTTTTGATGAGCA
20 AV 20 30S1
21 AV 21 2351 TGCCTCGCTGGATAAATCATCAGG
22 AV 22 13S1 TTCATCAAAACCCTTGGGGACAGC
23 AV 23/DV6 17S1-ADV17S1 TGGGAAAGGCCGTGCATTATTGAT
24 AV 24 18S1 CAGCACCAATTTCACCTGCAGTT
25 AV 25 32S1
26 AV 26-1 452 TTGGTATCGACAGCTTCACTCCCA
AV 26-2 4S1 TTGGTATCGACAGCTTCACTCCCA
27 AV 27 10S1 CACTGCGGCCCAGCCTGGTGATAC
28 AV 28
29 AV 29/DV5 21S1-ADV21S1 AGCAAAATTCACCATCCCTGAGCG
30 AV 30 29S1 GAAGGGTGGAGAACAGATGCGTCG
31 AV 31
32 AV 32
33 AV 33
34 AV 34 26S1 AGCGCAGCCATGCAGGCATGTACC
35 AV 35 2551 TGGCTACGGTACAAGCCGGACCCT
36 AV 36/DV7 2851-DV28S1 TGGTTGTGCACGAGCGAGACACTG
37 AV37
38 AV38-1 14S2 CCCAGCAGGCAGATGATTCTCGTT
AV38-2/DV7 14S1-ADV14S1
39 AV39 2751 AAGCCCGTCTCAGCACCCTCCACA
40 AV40 31S1
41 AVAL 19S1 ACACTGGCTGCAACAGCATCCAGG
TRCA GTTGCTCCAGGCCGCGGCACTGTT

Tabla Ill: Cebadores utilizados para determinar 29 subfamilias Va.

1) TRVAL correspondiente a el TCRVa7.2 de la antigua nomenclatura, dentro de los cuales se
encuentran poblaciones (TCRVa7.2 TRJA33) que reconocen la molécula tipo clase 1, MR1, 2)
Las poblaciones NKT, que reconocen CD1d, utilizan el segmento TRVA10-TRJA18 (anteriormen-
te TCRV024-JQ) y 3) Regiodn variable expandida en una de las biopsias analizadas (EC21).
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Subgrupo TRBV Nomenclatura T PRIMER
antigua (nt) Bragado, et al (209)
1 BV1
2 BV2 22S1
3 BV3-1 9s1 GAACAAAATCTGGGCCATGATACT
BV3-2 9S2
4 BV4-1 7S1 CAACATATGGGGCACAGGGCAATG
BV4-2 7S3
BV4-3 7S2
5 BV5-1 5S1 CTGATCAAAACGAGAGGACAGCA
BV5-2
BV5-3 5S5
BV5-4 556
BV5-5 5S3
BV5-6 5S2
BV5-7 557
BV5-8 5S8
6 BV6-1 13S3
BV6-2 13S2a
BV6-3 13S2b
BV6-4 13S5
BV6-5 13S1 GCATGACACTGCAGTGTGCCC
BV6-6 13S6 ** AGGCCTGAGGGATCCGTCTC
BV6-7 13S8
BV6-8 13S7
BV6-9 13S4
7 BV7-1 6510
BV7-2 6S7
BV7-3 6S1 TCAGGTGTGATCCAATTTC
BV7-4 6S11
BV7-5 6512
BV7-6 6S4
BV7-7 6S14
BV7-8 6S3
BV7-9 6S5
8 BVS-1
BV8-2
9 BV9 1S1 TCCCCTAGGTCTGGAGACCTCTCT
10 BV10-1 1254 NEEEEErE
BV10-2 12S3
BV10-3 12S2
11 BV11-1 21S1
BV11-2 21S3
BV11-3 21S4
12 BV12-1 854
BV12-2 8S5
BV12-3 8S1 GAGGTGACAGAGATGGGACA
BV12-4 8S2
BV12-5 8S3
13 BV13 23S1
14 BV14 16S1 GACCCAATTTCTGGACATGATAAT
15 BV15 24S1
16 BV16 2551
17 BV17 26S1
18 BV18 18S1 AGCCCAATGAAAGGACACAGTCAT
19 BV19 17S1 GAACAGAATTTGAACCACGATGCC
20 BV20-1 2S1 TTTCAGGCCACAACTATGTTTTG
21 BV21-1 10S1 GTTCCTATAAAAGCACATAGTTAT
22
23 BV23-1 19S1 ACCCCCGAAAAAGGACATACTTTT
24 BV24-1 15S1 TCTCAGACTAAGGGTCATGATAGA
25 BV25-1 11S1 TCTCAAACCATGGGCCATGACAAA
26 BV26
27 BV27 14S1 ACCCAAGATACCTCATCACAG
28 BV28 3S1 GATATGGACCATGAAAATATGTTC
29 BV29-1 4S1 ACGATCCAGTGTCAAGTCGA
30 BV30 20S1 GAGGGAACATCAAACCCCAACCTA
TRBC1-2 TTTTGGGTGTGGGAGATCTC

Tabla IV: Cebadores utilizados para determinar 20 subfamilias Vj.

8l




Métodos

REACTIVOS [ ]Inicial [ ]final ul/tubos
Buffer BRL 5X 1X 4
DTT 0.1M 5mM 2
Script Il 1
RNA sin 0.5
d NTP 10 mM 0.5mM 1
(20) oligo dTTPs | 27 uM 0.67 uM 0.5
H20 1
PARCIAL 10
RNA 2ug (*) X
H20 DEPC X
TOTAL 20

Tabla V: Reactivos para la reaccion de Retrotranscripcion.

6.2.5 Protocolo asociado: Disefio de cebadores

Para el disefio de cebadores, se tuvieron en cuenta los criterios de:

(1) Formacién de hibridos estables con la secuencia diana (estabilidad interna de la unién). Para
esto se considera la entalpia o (Delta G) de la region terminal 3". A mayor valor absoluto de la
entalpia, mas estable es la formacion del duplex, y menos eficiente resultara la PCR. Este calculo
es mas simple que el de la Tm. (2) Formacién de dimeros terminales. La formacion de dimeros en
la regién 3'reduce el rendimiento de la reaccion. Cuanto menor sea la longitud del cebador se
reduce la probabilidad de formacién de dimeros y estructuras secundarias. (3) La formacién de
estructuras secundarias como un “harping loop”, puede iniciar una polimerizacion interna del
cebador. (4) La Th de hibridazacion (aprox= T melting + 10°C). Cuanto mas alta es, mas restrictiva
sera la uniéon. Es importante que la Tm del producto a amplificar y la del cebador sean lo mas
similar posible. (5) El cebador debe ser especifico del gen producto que deseamos amplificar. Los
cebadores se disefiaron con el programa informatico Oligo 4.0 (National Biosciences Inc, Plymouth,
MN, USA). La homologia de un cebador con otras secuencias no deseadas, se determind utili-
zando el motor de busqueda del EBI (European Bioinformatics Institute) Home page
(www.ebi.ac.uk), FASTA3. La base de datos utilizada fue la del EMBL.

6.2.6 Protocolo asociado: Cuantificacion de cebadores

La formula para determinar la concentraciéon de un cebador en uM es: [ ] uM = DO (260) x Dilucién
x euM. Coeficiente Extincion microMolar (euM) = 1000/(14 (G+A) + 9 (C+T))

6.2.7 Protocolo asociado: Célculo de la Tm

CélculodelaTm =[16,6 x log (M) + 0.41 x % G/C + 81.5 - 675/L ]
L: Longitud de la sonda; M: (A+C)
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6.3 Protocolo Basico: Analisis de los receptores NK

La presencia de mRNA codificante para los receptores NK se realiz6 mediante PCR. Cada
ciclo de amplificacion comprendié 30 seg a 94 °C, 30 seg de union a 60 °C (NKG2A/C) o 54 °C
(CD94) y 30 seg de extension a 72 °C. Los cebadores para la amplificacion de NKG2A, se dise-
flaron con el programa informatico Oligo 4.0. Las secuencias de los cebadores para NKG2C y
CD94 fueron provistas por el Prof. Lopez-Botet. La cebadores utilizadas figuran en la tabla VI .
Los productos amplificados fueron corridos en una electroforesis de agarosa 2%, visualizados en

UV y fotografiados.

Gen cebadores | Sequence (5'to 3") T2 Annealing | Amplimer

NKG2A/B | sense TGCCCCCAAACCCAAAGA 60°C NKG2A: 403
a-sense CAGGCCAGCAAACTCTCTTC NKG2B: 349

NKG2C sense ATGAGTAAACAAAGAGGAACCTTC 60°C 697
a-sense CTCTAAAGCTTATGCTTACAATGAT

NKG2D sense TTCGTGGTCGGAGGTCTCT 64°C 393
a-sense GAAGGCTGGCATTTTGAG

CD94 sense TCTGACTGCTGTTCTTGCCAAG 54°C 217
a-sense GGTGTGCTCCTCACTGTAAGA

Tabla VI: Cebadores receptores NK

6.4 Protocolo Basico: Amplificacion de citoquinas por PCR en Tiempo Real

La amplificacién en Tiempo Real permite la cuantificacién de un cDNA a través de la compara-
cion de ciclos de inicio de fluorescencias entre el amplimero generado a partir de este producto
con la flourescencia de una curva patrén externa formada por amplimeros de concentraciones
conocidas. Este proceso se realizé en un Termociclador Light Cycler (Roche Diagnostics,
Mannheim, Germany). 10 ul de volumen final de reaccion contenia: 1ul de cDNA, y una mezcla
de LightCycler-DNA Master SYBR Green | (1ul), MgCl, (3mM), cebadores sentido y antisentido
(0.5 uM) (Tabla VIl)y H,0 hasta completar los 10 ul.

Curvas Patron: Las curvas patron para CD3, IFN-vy, IL-4 e IL-10 se prepararon a partir de cDNA
obtenido de PBL estimulados con PMA/lonomicina. Los distintos productos de PCR se sometie-
ron a electroforesis en geles de bajo punto de fusién (Nusive, BioWhittaker, Bruselas, Bélgica) y
se purificaron en columnas de fibra de vidrio que retienen fragmentos de entre 0.1-10 kb (GFX
PCR DNA and gel band purification kit, Amersham Biosciencies) del gel. Luego de cuantificarlo
se realizaron diluciones seriadas al décimo en tampon TE (10mM Tris-HCl:1mM EDTA pH7.5)
desde 10 a 107 copias. Los estandares se congelaron a —20 °C hasta su uso.

Es conveniente realizar nuevas diluciones a partir del estandar de mayor nimero de copias

antes de cada amplificacion. Los protocolos de amplificacion estan en la tabla VIII.
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Gen cebadores sequencia (5' to 3") T2 union| Amplimero

GAPDH | sense TCTTCTTTTGCGTCGCCAG 63 372
a-sense GGGGGCAGAGATGATGACC

CD3-6 | sense CTGGACCTGGGAAAACGCATC 65
a-sense GTACTGAGCATCATCTCGATC

IFN-y sense TGGGTTCTCTTGGCTGTTAC 62 470
a-sense CAGGCAGGACAACCATTACT

IL-4 sense ACTGCTTCCCCCTCTGTTCT 60 375
a-sense CTCTGGTTGGCTTCCTTCAC

IL-10 sense CAGGGCACCCAGTCTGAGAA 62 328
a-sense CCCCAGGGAGTTCACATGC

Tabla VII: Cebadores utilizados para la PCR en Tiempo Real. Los cebadores fueron disefiados
utilizando el programa informatico Oligo 4.0.

Preincubacion Amplificion Curva Melting

temp | time Seg 1 time Seg 2 time Seg 3 time Slope Temp

°C sec °C sec °C sec °C sec (°C/sec) °C
CD3-y 95 600 94 10 65 10 72 12 0.05 75-95
IFN-y 95 600 94 10 62 10 72 19 0.05 72-95
IL-4 95 600 94 10 60 10 72 15 0.05 70-95
IL-10 95 600 94 10 62 10 72 12 0.05 72-95

Tabla VIII: Protocolo PCR en Tiempo Real.

6.4.1 Protocolo alternativo: Amplificacion de citoquinas por PCR

En algunos casos (Titulacion Tiempo Optimo de expresion de citoquinas) se realizé una PCR
convencional. Los cebadores utilizados son distintos a los utilizados para PCR en Tiempo Real
(tabla IX). Las condiciones de amplificacion fueron:

IFN-y: 95°C-45"/ 60°C-45"/ 72°C-60"/ 40 ciclos extesion 72° 7 min;

IL-4: 95°C-45"/ 60°C-45"/ 72°-607/ 40 ciclos extension 72° 7 min;

IL-10: 95°C-45"/ 60°C-45"/ 72°-60°/ 35 ciclos extensién 72° 7 min

Gen Cebadores Secuencia (5' to 3") T2 Tamafio
Annealing (nt)
CD3-8 | sense CTGGACCTGGGAAAACGCATC
a-sense GTACTGAGCATCATCTCGATC
IFN-y | sense ATGAAATATACAAGTTATATCTTGGCTTT 52,7 501
a-sense TTACTGGGATGCTCTTCGACCTTGAAACAGCAT
IL-4 sense ATGGGTCTCACCTCCCAACTGCT
a-sense CGAACACTTTGAATATTTCTCTCTCAT 57,1 456
IL-10 | sense AAGCTGAGAACCAAGACCCAGACATCAAGGCG
a-sense AGCTATCCCAGAGCCCCAGATCCGATTTTGG 60,7 328

Tabla IX: Cebadores utilizados para la curva de tiempo vs estimulo .
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6.4.2 Protocolo asociado: Estimulacién con PMA/lonomicina

Las células T (1x10°células/ml) se estimularon con 25 ng/ml de PMA (Sigma) y un 1 ug/ml de
lonomycin (Sigma) durante 4 hr a 37 °C en 5% CO2.

6.5 Protocolo Basico: Hibridacion de mRNA para CD1 d

Para el analisis de la transcripcién de la molécula CD1d en distintas lineas celulares, 10 ug de
RNA de distintas lineas celulares se corrieron en un gel 1 % de agarosa (1X de MOPS, 1% de
formaldhido, en H20 DEPC) . Las muestras corridas en el gel se transfirieron a una membrana de
nylon (Hybond, Amersham Biosciencies) utilizando SSC (20 x). La transferencia se realiz6 duran-
te toda la noche en direccién descendente, como concecuencia del paso del liquido (SSC 20x)
atraido por capilaridad por un papel absorbente situado debajo de la membrana y del gel. La
hibridacion se realiz6 con un segmento completo del DNA correspondiente al codificante para la
proteina CD1d marcado con dCTP32, La membrana se prehibridé durante 2 hs en un tubo de
hibridacion con 20 ml de una solucién Church-Gilbert (211) (0.25 M de NaHPO4, 1% de BSA,
1mM EDTA, 7% SDS y H20) dentro de un horno rotatorio a 68 °C. Pasado el tiempo de
prehibridacién se agrega la sonda marcada y desnaturalizada durante 3 min a 95°Cy enfriada en
hielo. La hibridacion se hizo a 42 °C durante toda la noche.

Lavados y exposicion de la membrana. Los lavados se hicieron a 68 °C en solucién 20 mM de
Na,HPO,, ImM de EDTAY 1% de SDS. La membrana se extiende sobre un soporte y se pone a
contactar con un film de autoradiografia (Hyperfilm ECL: Hight performance Chemiuluminisece

Film, Amersham Biosciencies)

6.5.1 Protocolo asociado: Transformacion bacteriana con pSR1aNEO-CD1d

Se utilizaron bacterias DH5a competentes para la transformacién por choque térmico. Dos-
cientos ul de bacterias previamente descongeladas se mezclaron con 1 ul de DNA (plasmido mas
inserto). Secuencialmente se incubaron 30 min en hielo, 90 seg a 42 °C y nuevamente 1 min en
hielo. Ala reaccién se agreg6 800 ul de SOC (SOB + 20 mM de glucosa) y tras 1 hora en agitacion
a 37 °C se lavé con 2 ml de SOB ( LB + 20 mM de MgSo4). Luego se resuspendié en 200 ul de
SOB. Las bacterias transformadas se sembraron en agar LB + ampicilina (40 ug/ml) para su

seleccion.

6.5.2 Protocolo asociado: Purificacion de plasmido (Megaprep)

La purificacion del plasmido se realizé con un sistema comercial (Magic™ Megapreps DNA
purification System, Promega, Madison, WI, USA). Se partié de 500 ml de un cultivo de 16 hs de
bacterias (DO, .., >1) crecidas en agitacion a 37 °C. El pellet se resuspendio en 30 ml de tampon
(50mM TrisHCI, ph:7.5, 10 mM EDTA, 100 ug/ml RNAsa). Luego se agreg6 30 ml de tampon de
lisis (0.2 M NaOH, 1% SDS) y posteriormente se neutralizé con 30 ml de una solucién de Acetato
de Potasio (2.55M, PH: 4.8). Se centrifugd a 14,000 x g durante 15 min. El sobrenadante se pas6
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aun tubo nuevoy se agregaron 0.6 vol de Isopropanol. Luego de invertir el tubo varias veces, se
volvio a centrifugar (14.000 x g, 15min). El pellet se resuspendié en 3 ml de TE. Se obtuvieron
0.010 ug/ml de plasmido.

Nota: Para marcar una sonda se usan 50 ng. Un ml de cultivo da aproximadamente 1 ug de plasmido. Para
tener 500 ng de sonda, (1500 ng de plasmido), seria suficiente con crecer 2 ml de de bacterias y hacer un

miniprep. Concentracion plasmido= DO260 x 0.05 x dilucion

6.5.3 Protocolo asociado: Aislamiento del Inserto

Una vez aislado el plasmido, se digiri6 con las enzimas de restriccion BAM H1 y Xho
(NewEngland Biolabs). Se digiri6é aproximadamente 1 ug de plasmido con 1-2 U de cada enzima.
El digerido se someti6 a electroforesis en gel 1,2 % agarosa. Se cort6 la banda del inserto y se
eluyé con el sistema QIAquik (QIAquick Gel Extraction Kit, Qiagen, Itd, Hilden, Alemania).

6.5.4 Protocolo asociado: Marcaje de un fragmento largo de DNA

El fragmento aislado se marc6 por random priming con dCTP?*? (Oligolabbeling kit, Amersham
Biosciencies). La reaccion de marcage se realiz6 en un volumen final de 50 ul ( 10 ul Reagent mix,
5 ul de dCTP?*? |, H20 hasta 49 ul y 1 ul Klenow). El DNA se purificé por columna de Sephacryl
(MicroSpin S-300, Amersham Biosciencies) para eliminar el 32P no incorporado.

6.6 Protocolo Basico: Hibridacién de DNA por DOT Blot con una sonda CDR3-Vo2

El producto de PCR correspondiente al amplimero que se hibridd, se transfiri6 a una membra-
na Hybond+ (Amersham Biosciencies) a través de un sistema de vacio. Para esto se diluyeron
entre 0-8 ug de DNA en 200 ul de Tamp6n de Dot Blot. Esta solucién se agreg6 en el sistema de
DOT BLOT, donde por vacio el material queda retenido en la membrana. La membrana es previa-
mente humedecida con el tampén, para comprobar que no haya pérdidas de liquido. Las mues-
tras se colocan en cada pocillo y se dejan durante de 15 a 30 min. Luego se aplicé el vacio y se
lavé con el tampo6n. La membrana de desmont6 del aparato y se dejé 5 min en solucién de
desnaturalizacion (en agitacion). Pasar a una solucion de neutralizacion en agitacion hasta obte-
ner un pH de 7.5-8.0. EI DNA se entrecruza (“crosslinking”) ala membrana con UV (UV, Stratalinker
1800, Stratagene, La Jolla, CA, USA). La membrana se guard6 entre papeles Whatmann en
lugar seco o0 a — 20° hasta el momento de hibridar.

6.6.1 Protocolo asociado: Hibridacién con sonda

Preparar las membranas y hacer stock de trabajo de la sonda a 20 uM. Colocar la membrana
con 10 ml de solucién de prehibridacion durante un minimo de 1h a la Th (mejor bloquear o/n) a
velocidad lenta en un horno rotatorio (Hybridization Oven/Shaker, Amersham Biosciencies). Pa-
sado el tiempo de pre-hibridacion, se afiadieron 1x10° cpm de la sonda marcada por ml de solu-
cion de hibridacion. Las membranas se incubaron 2 hs y se lavaron durante 25 min con SSC 2X,
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1% SDS a T ambiente y 25 min a Th. Las membranas se revelaron en placas radiograficas (Kodak).
Nota: Célculo de la Th (T Hibridizacién): Tm -10 °C

6.6.2 Protocolo asociado: Marcaje sonda

Se marco la sonda (20 uM) con [*2P] ATP en el extremo 5' con la T4 polinucleétido Kinasa que
cataliza la transferencia de un P y de un ATP al hidroxilo del extremo 5 (T4 Polynucleotide
Kinase, New England Biolabs, Herdfordshire, Inglaterra). El volumen final de la reaccién de mar-
caje es de 20 ul. Luego de 1 hr la reaccion se frend con 30 ul de EDTA0.01M. La sonda (50 pl) se
purificé en columnas de Sephadex G25 (MicroSpin G25 columns, Amershan Biosciences). La
radioactividad se midié en un contador Microbeta (Wallac).

Las sondas utilizadas fueron:

Sonda CDR3 TCRVa2 (clon EC21.21) = 5-AGGTTGTTTGCCCCAGCCCG-3’

Sonda TCR C alfa= 5- GTCACTGGATTTAGAGTCT-3

Nota: Solucion de pre/hibridacion (10 ml): 1 ml SSC 20x (2x), 1ml Denhardt’s 50x (5x), 500 ul SDS 20%
(1%) , 7.5 ml de H20 y 150 ul sssDNA (Esperma de Salman)

87



Métodos

6.7 Soluciones

Solucién

Reactivos

GSA

23.69 Isotiocianato de guanidina (CH5N3 HSCN), 2.5ml Acetato
sédico ph:4.0 y 2.5ml Sarcosil 10%

Acetato sodico
ph: 4.0 (50ml)

6.89 AcNa, 10ml Acético glacial, enrasar con H20. Homogenizar el
AcNa con vortex.Tener cuidado cuando agregamos el H20 porque a
medida que el AgNa se disuelve aumenta de volumen-Reaccion

endotérmica

Gel de Agarosa

TAE 1X, BrEt (0,50ug/ml), Agarosa

Loading buffer (10 ml)

Azul de Bromofenol (0,0259), Ficoll (2,5g), Xilene Cinanol ( 0,025g).

Hacer vortex para disolver el ficoll.

Buffer siembra RNA

7.5 ul (5 ul Formamida, 1,5 ul Formaldehido, 1 ul MOPS (1x). Se agrega
a 2.5 ul de RNA. Desnaturalizar 5 min a 65 °C y poner en hielo. Luego
agregar 2 ul Loading buffer y 0.2 ul BrET.

TAE 20X ( 1L)

Tris base (96,8g), Ac Acético glacial (22,849 ), EDTA 05,M ph:8 ( 40ml)

1X de MOPS 0.2 M MOPS, 50 mM acetato de Na pH 7, 7 mM EDTA
Buffer DOT BLOT 6ml EDTA 0.5 M pH 8 (10mM), 150 ml PBS20x (10X)y 144 ml H20.
(300 ml)

SSC 20X (1lt)

175,3 g NaCl (3M), 88,2 g Tri Na-Citrato (0.3 M), llevar a 1 L agjustando

previamente el pHa 7 con HCI.

EDTA 0.5 M (ph:8.0)

PM: 372,24 EDTA Na22H20 (93 g) y NaOH (10 g) y H20 500 ml

Tris —CI 1M (pH: 8.0)

Tris 60,57 g + 500 ml H20

Epps 0.1 M (pH:8.2)

PM=252,3 (2,523g/ 100 ml).

Epps-EDTA
E:E 10:0.1

25 ml Epps (0.1M), 14.3 ml NaOH (0.1N), 50 ul EDTA (0.5M, pH:8).
Completar con H20. V=250 ml

Sol. Desnaturalizacion

(250 ml)12.5 ml NaOH 10N (0.5 N),75 mi de NaCl 5 M ( 1.5 M) y 162.5
ml Hzo

Sol. neutralizaciéon
(300 ml):

150 mI Na Cl 3M (1.5 M), 150 ml Tris pH 7.2 1 M (0.5 M) y 0,6 ml EDTA
0.5 M pH 8 (0,001 M)

Sol. pre/hibridacion
(200 ml)

20 ml PBS 20x ( 2x), 2 gr Blog.Reagent (1%), 571 ul, Sarcosil 35%
(0.1%), 200 ul SDS 20% (0.02%) y H,O Disolver bien antes de utilizar

(' si es necesario calentar a 60-65°, 1h).

Church-Gilbert (dot blot)

0.25 M de NaHPO4, 1% de BSA, 1mM EDTA, 7% SDS y H20
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PROLOGO

FENOTIPO DE LOSLINFOCITOST EN BIOPSIAS DE MUCOSA INTESTINAL

Hemos aislado y expandido linfocitos T de biopsias de intestino delgado de nifios con
sospecha de enfermedad celiaca. Las biopsias se obtuvieron todas del Hospital pediatrico
Pedro Garraham de Buenos Aires con la colaboracion de la Dra Susana De Rosa mediante
el uso de capsulas Crosby-Kruger de doble boca. Una de las muestras se puso en medio de
cultivo para su transporte y posterior procesamiento en el laboratorio de cultivo celular y la
otra para su diagnéstico en anatomia patolégica. Para el estudio de las poblaciones
linfocitarias de estas biopsias, se aislaron los linfocitos del tejido, partiéndose siempre de
material fresco y se utilizaron métodos de disgregacion mecanica comunes para otros tipos
de tejido. En este trabajo se presentan resultados del cultivo de siete biopsias, todas prove-
nientes de nifios de entre 4y 12 afios (Tabla 0.1). Cuatro de las muestras de tejido duodenal,
provienen de pacientes a los que se les diagnosticé Enfermedad Celiaca (EC) y tres de
pacientes sin patologia inflamatoria (No Celiacos, NEC).

El fenotipo de la poblacién total de linfocitos T aislados en 4 biopsias EC y en 2 NEC se
muestra en la Figura 0.1.

Biopsia Edad Grado | Sexo DOB1* DRB1*
NEC 44| 6 afos Normal M 0201, 0603 03,13
NEC 40| 7 afios Normal F 0202, 0302 07,08

NEC 28| 12 afos Normal M

EC9 4 anos 11 F

EC 21 6 anos \Y M 0202, 0301 07,12

EC 29 |15 meses AV M

EC 41 | 10 afnos AV F 0302 04
Tabla 0.1
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Baopsias EC Blopsia NEC
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Figura 0.1: Fenotipo de las poblaciones de células T aisladas de 6 biopsias (4 ECy 2 NEC).
Expresion en superficie de los receptores TCRof/yd y de los correceptores CD4/CD8.

Clonacion de las células T de biopsias intestinales. Estudio de las diferentes
poblaciones

Las células obtenidas de cuatro biopsias EC (EC9, EC21, EC29, EC41) se clonaron por
dilucion limite a 5, 2.5, 1.25, 0.6 y 0.3 células por pocillo. Se obtuvieron un total de 256
clones estadisticos. De las biopsias no patolégicas (NEC40, NEC44 y NEC28), se clonaron
las células aisladas de las dos primeras, obteniéndose un total de 48 y 20 clones respecti-
vamente. La Tabla 0.2 resume el fenotipo de los clones obtenidos.

Si bien algunos clones CD4* se analizaron por su reactividad y secrecion de citoquinas,
en experimentos control, los estudios especificos que se presentan en este trabajo son
sobre las poblaciones TCR off* CD8* y las TCR 70.

CD4 CcD8 ' DP Mixtos Total
NEC 44 16 1 - - 3 20
NEC 40 5 34 2 - 7 48
NEC 28 - - - - - -
EC9 7 44 19 - 9 80
EC 21 8 42 - - 6 56
EC 29 24 31 5 - 12 72
EC 41 33 6 1 1 7 48

Tabla 0.2: Fenotipo de los clones obtenidos de las distintas biopsias Celiacas (EC) y
controles (NEC).
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El trabajo consta de 4 capitulos, en cada uno de los cuales se estudiaron células de un
determinado fenotipo. En el primero de ellos se define un clon CD8 con fenotipo de IEL
clasico (TCRap, CD8*, CD103*), aislado de la biopsia no celiaca NEC44. (NEC44.25: IEL
con reactividad epitelial), que nos permitié caracterizar esta poblacion.

El segundo capitulo: “IELs TCRa CD8*” es un estudio comparativo funcional entre los
IELs CD8* TCRap aislados de biopsias procedentes de celiacos y no celiacos: 2 EC (EC9
y EC41) y una NEC (NEC40).

El tercer capitulo, “Expansion de una poblacién CD8* Va2.3 productor de IL-4", es un
estudio genético y funcional de una poblacion de células CD8+ de Lamina Propia
(CD8*CD103), aisladas de una biopsia celiaca (EC21).

El cuarto capitulo: “IELs v6 en Enfermedad Celiaca”, es un estudio funcional de la pobla-
cién o claramente incrementada en el epitelio de la mucosa celiaca. El mayor nimero de

células yd se aisl6 de la biopsia EC9.

A continuacion de cada capitulo se presenta una discusion de los resultados y al final del
trabajo una discusién general y las conclusiones.
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NEC44.25: IEL con reactividad epitelial

Caracterizacion de un clon IEL TCRof3, CD8*y CD103* aislado de una biopsia de mucosa intes-
tinal sin patologia aparente

1.1 Aislamiento de un clon con fenotipo IEL de una biopsia no celiaca

El primer clon que se estudio procedia del cultivo durante 48 hs de una biopsia intestinal sin
patologia aparente (NEC44), del que se obtuvo un total de 40.000 células viables. Las células se
sembraron en placas a 100 células/pocillo y se estimularon con PHA-L y PBLs aut6logos irradia-
dos. Tres dias después se agrego rlL-2 (20 U/ml) y se mantuvieron los cultivos mediante
reestimulacion en las mismas condiciones cada 7 0 10 dias, s6lo que usando como células feeders
una mezcla 1:10 de LCL autélogas (CEB44) y PBL alogénicos irradiados.

A pesar del alto nimero de células sembradas, solo se obtuvieron 20 lineas oligoclonales de
linfocitos T, es decir que el nimero de células expandidas fue muy limitado. El andlisis por citometria
de flujo determin6 un total de 16 lineas CD4*, tres lineas mixtas CD4*y CD8", y sélo una linea
CD8" (NEC44.25) (figura 1.1). Todas expresaban el TCR of. La expresion de CD103 (cadena o,
del heterodimero que forma la integrina o,_f,) en NEC44.25 confirmo el origen intraepitelial de
esta linea (que mas tarde se demostré clonal), por lo que se seleccioné para su posterior estudio
funcional. El clon NEC44.25 mantuvo siempre un alto nivel de crecimiento, siendo necesario para
su proliferacion la adicion de IL-2 cada 72 hs y reestimulacién cada 14 dias. Los ensayos se
realizaron entre el sexto y décimo dias postestimulacion. Se tienen criopreservados aproximada-

mente 170 viales con una media superior al millén de células por criotubo.
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Figura 1.1: Fenotipo Intraepitelial del clon NEC44.25. La expresion de CD103 junto al correceptor CD8,

indica el origen intraepitelial del clon NEC44.25.
1.2 Otros marcadores celulares del clon NEC44.25

La figura 1.2 muestra el fenotipo de la linea NEC44.25, que expresé CD2, CD8y el TCR afs.
Segun el perfil clasico de los IELs, no expreso el receptor coestimulador CD28. Ademas de la
integrina 0,(CD103)B,, NEC44.25 expreso las moléculas de adhesion CD11a, CD58, CD54, CD49d
y CD50, asi como el marcador de células NK CD56, pero no el receptor de baja afinidad para Igs,
CD16, otro marcador comun de células NK. CD94 y NKG2D también se expresaban en la super-
ficie de estas células. Su potencial citotéxico quedd demostrado por la presencia de perforina en
citoplasma, a pesar de la ausencia de CD95L (CD178). En cuanto a receptores de quimiocinas,
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NEC44.25 fue positivo para CXCR4, CCR5 y CXCR3 y negativo para el receptor de memoria
central CCRY.
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Figura 1.2: Fenotipo del clon NEC44.25. Aparte del receptor, correceptores y CD103, el resto de los marca-
dores celulares estan agrupados en moléculas coestimulatorias (CD2, CD28), moléculas de adhesion (CD11a,
CD58, CD54, CD49e y CD50), marcadores (CD16, CD56) y receptores NK (CD94 y NKG2D), moléculas
efectoras (perforina y CD178) y receptores de quimiocinas (CXCR4, CCR5, CXCR3 y CCRY). El clon es
negativo para CD28, CD16, CD178 y CCRY7.

1.3 Anédlisis del TCR

La clonalidad de la poblacion se determiné por analisis de los segmentos variables de las
cadenas a y B del TCR. La amplificacion de las regiones TCRAV 'y TCRBV revelaron que NEC44.25
expresaba un solo segmento variable de o y de B, correspondientes a las familias Vo6 y Vf35,
segun la nomenclatura antigua, TCRAV14/DV4y TCRBV5 de la nueva nomenclatura (figura 1.3a).
Es interesante remarcar que el segmento TCRAV14 utilizado también puede asociarse al seg-
mento delta constante con el nombre de TCRDV4, tal como se demuestra en la amplificacién del
DNA del receptor, utilizando un primer especifico de esta familia variable delta (figura 1.3b). La
secuencia de la region CDR3 TCRAV14/DV4 (figura 1.3c) indicé que la cadena Vo reordena el
segmento TRVJ26 y adiciona 4 nt en la zona CDR3 de diversidad. Es interesante notar que la
cadena V[35 es de las regiones mas representadas tanto en mucosas control como en celiacas
(164).
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(b) Amplificacién con dos cebadores diferentes (TCRVo6 y TCRV§4)
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AATCTGACTT
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GCTTCACAAC
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GACACCTTCTTCC

Figura 1.3: Andlisis del TCR. (a) Determinacion de las cadenas Vo y V mediante PCR. La figura es la
imagen invertida de un gel de BrEt donde se observan las amplificaciones correspondientes del TCRAV y
del TCRBV. El clon utiliza los segmentos Vo6 y VB5. La expresion de otras bandas de menor intensidad se
deben a contaminantes provenientes de los PBL utilizados como feeders para la estimulacién del clon. b)
Amplificacion de la regiéon Vo6 utilizando dos cebadores diferentes: la secuencia del primer utilizado para
las amplificaciones de TRVD4 esta en una posicién mas hacia el extremo 5’ que el de TRVA6, generando
un amplimero de mayor longitud (c) Resultado de la cromatrografia en capilar del CDR3. (d) El CDR3
reordena el segmento TRJA26 y adiciona 4 nt. Las G resaltadas corresponden a Glicinas consenso de las
regiones TRJA. (e) Secuencia completa del TCR Vo La secuencia resaltada corresponde a la de los
cebadores utilizados para la amplificacion.
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1.4 Reactividad sobre distintos tipos celulares

La poblacién de linfocitos intraepiteliales asociados a la mucosa intestinal esta presumiblemente
involucrada en el reconocimiento de sefales de estrés o de dafio epitelial. Se utilizaron pues
lineas epiteliales derivadas de tumores de epitelio intestinal como dianas celulares para caracte-
rizar la actividad funcional del NEC44.25, partiendo de la premisa de que éstas pudieran expresar
antigenos especificos del epitelio normal o antigenos que se expresen en situacion de estrés.

Se ensayo la actividad citotdxica del NEC44.25 contra la linea celular HT29 y la diana de
células NK (K562) usando un protocolo standard de 4 horas de liberacion de 5'Cr. La figura 1.4
muestra el reconocimiento de la linea HT29 por el clon CD8*y no por los clones CD4* proceden-
tes de la misma biopsia. Ademas de esta actividad especifica, NEC44.25 mostro citotoxicidad de
tipo NK, reflejada por la lisis de K562. Sélo uno de los clones CD4* (NEC44.5) mostr6 una activi-
dad de tipo NK de bajo nivel, frente a K562, utilizando una relacion efectora:diana muy elevada.
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Figura 1.4: Comparacion de la actividad citotdxica de las lineas obtenidas de NEC44 frente a la linea

% lisis

epitelial HT29 y la linea K562. S6lo NEC44.25 (CD8*) mostro actividad citotéxica frente a la linea epitelial,
mientras que ninguna de las CD4* lo hizo. La diana especifica de NK (K562) fue reconocida igualmente por

NEC44.25 y a menor nivel por una de las lineas CD4* (NEC44.5).

Para definir la especificidad del clon NEC44.25 se realizé un estudio con diversas dianas celu-
lares entre las que se incluyeron células de origen epitelial, de cultivos primarios (enterocitos y
células foliculares de tiroides —CFT- TB250, TB260, TB275) y lineas establecidas a partir de tu-
mores de epitelio intestinal (Caco2, HT29, T84), de cervix (Hela) y de pancreas (HP62). También
se incluyeron células de origen hematopoyético, como lineas B linfoblastoides, LCL, (Daudi,
EVB-alogénicas CEB21 y autélogas, CEB44), mieloides (THP1) y K562 como control positivo de

citotoxicidad.
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Se observo que NEC44.25 reconoce las lineas epiteliales derivadas de carcinoma de colon,
Caco2, T84 y HT29. Lo mismo ocurre con las lineas epiteliales Hela y HP62. Respecto a células
epiteliales primarias, se pudo observar la ausencia de lisis de enterocitos y células foliculares
tiroideas provenientes de tiroides no autoinmunes (bocio multinodular, TB275). Es interesante
destacar el reconocimiento de células epiteliales provenientes de dos tiroides afectados con en-
fermedad de Graves-Basedow (TB250 y TB260). Las LCL (Daudi, CEB44, CEB21) no fueron
reconocidas por este clon, ni la linea mieloide THP1 (figura 1.5).
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Figura 1.5: Reconocimiento de diversas dianas celulares por la linea NEC44.25. Ademas de la lisis de las
lineas de carcinoma de colon (HT29, T84 y HT29), se observé que lineas celulares procedentes de otros
epitelios (pancreas, HP62 o epitelio de cervix, HeLa) asi como tirocitos primarios de pacientes con Graves-
Basedow (T250 y TB260) fueron lisadas por el clon. Las LCL (CEB44, Daudi), mieloides (THP1), los culti-
vos primarios de enterocitos y las células foliculares tiroideas (TFC275) de un paciente no autoinmune

(bocio multinodular), no fueron lisadas por el clon NEC44.25.

1.5 Reconocimiento de células epiteliales

A partir de estos datos, el estudio se centr6 en el reconocimiento de las lineas epiteliales de
intestino. Es preciso comentar que las tres lineas de epitelio intestinal derivadas de carcinoma de
colon tienen caracteristicas diferentes, ya que Caco2 tiene fenotipo de células maduras adsorbentes,
mientras que HT29 y T84 presentan un fenotipo de células inmaduras con alta tasa de replicacién
(202), caracteristicas de células de la cripta. Si bien todas las lineas eran reconocidas por el clon,
la lisis de T84 siempre fue mayor que la de las otras dos dianas, Caco2 y HT29 (figura 1.6).
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Figura 1.6: Comparacion de la reactividad de NEC44.25 frente a las lineas de epitelio intestinal. Tres

ensayos diferentes muestran un reconocimiento mas eficiente de la linea T84.

Esta mayor avidez del clon NEC44.25 por la linea T84 se confirmé en ensayos de inhibicion
fria. La lisis de T84 marcada era inhibida por la misma diana sin marcar y mucho menos por las
otras dos o por el control. Sin embargo, cuando se utilizaban HT29 o Caco2 como dianas marca-
das, la inhibicion por T84 era siempre mas eficiente (figura 1.7).
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Figura 1.7: Inhibicion de la lisis por células frias. Cada uno de los graficos corresponde a la inhibicion de la
lisis de las dianas marcadas con 5:Cr HT29, T84 y Caco2, respectivamente, por células no marcadas (frias).
Se observa la mayor capacidad de T84 de inhibir la lisis de las diferentes dianas. Las figuras indican el

porcentaje de inhibicién (ordenadas) a diferentes relaciones diana fria:diana marcada.

1.5.1 Mecanismo de lisis de células epiteliales

Los dos mecanismos principales mediante los cuales una célula efectora lisa las células diana
dependen de la liberacion de perforina almacenada en granulos preformados o la induccion de
apoptosis en la célula diana a partir de la interaccion entre FasL(CD178) en la célula citotoxica y
Fas (CD95) en la superficie de la célula diana. A pesar de que el clon NEC44.25 en las condicio-
nes del andlisis mostraba ausencia de FasL en la superficie (ver figura 1.2), no se podia descar-
tar la induccién de esta molécula tras el reconocimiento del ligando por el TCR. Se realizaron
ensayos de inhibicion de la lisis de dianas epiteliales y de K562 con inhibidores especificos de
perforina (Concanamicina A) y de FasL (ZVAV-FMK). Como se puede observar en la figura 1.8,
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la Concanamicina A inhibié eficientemente la lisis de células epiteliales y de K562, mientras que
no se observo inhibicion de la lisis por ZVAV-FMK. Estos datos demostraban que la lisis de ambas
dianas estaba mediada por mecanismos dependientes de perforina y no de la interaccién FasL/

Fas.
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Figura 1.8: Mecanismo de citotoxicidad. La lisis de dianas epiteliales (HT29) y de las células K562 fue
bloqueada por el inhibidor de perforina, Concanamicina A (CMA) (paneles superiores), mientras que el
inhibidor especifico de la via de FasL (ZVAV-FMK) no afectd la lisis de dianas celulares por NEC44.25

(paneles inferiores). La figura muestra un experimento representativo.

1.6 EI TCR estainvolucrado en el reconocimiento de células epiteliales pero no en
la actividad NK

1.6.1 Inhibicion de la citotoxicidad por AcMo o-TCRa

Para comprobar el papel del TCR en el reconocimiento de las dianas epiteliales y de K562, se
hicieron experimentos de inhibicion de la citotoxicidad, preincubando las células efectoras
NEC44.25 con AcMo anti-TCRaf3, utilizando como control un AcMo anti-TCRYd . Se observo que
a diferentes relaciones efector:diana, sélo el anti-TCRof} redujo significativamente la lisis de las
diferentes dianas epiteliales. Sin embargo, este anticuerpo no modificé la lisis de K562, indicando
gue el reconocimiento de las dos dianas estaba mediado por receptores diferentes. Por otra
parte, los anticuerpos anti-CD3 y anti-CD8 también inhibian la lisis de dianas epiteliales, pero no
la de K562. Lafigura 1.9 muestra experimentos representativos de estos datos. Estos resultados
sugieren que la actividad citotéxica del clon NEC44.25 frente a las dianas epiteliales esta media-
da por el TCR, mientras que la actividad NK es independiente del TCR y probablemente mediada
por otro receptor.
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1.6.2 CD103 y el reconocimiento de epitelio

Si bien el reconocimiento del ligando por el TCR es el principal mediador de la lisis celular,
otras moléculas como las integrinas pueden favorecer este reconocimiento y aumentar la interaccion
entre la célula Ty las dianas epiteliales. Para ver si la integrina o, podia estar involucrada en
esta interaccion, incidiendo sobre la lisis, realizamos ensayos de inhibicion de la citotoxicidad con
AcMo anti -CD103 (o). Se observo una clara reduccion de la lisis de las dianas T84 y HT29
(>60% inhibicion), pero ningun efecto sobre la lisis de la diana Caco2 ni de las células K562
(Figura 1.10).
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Figura 1.10: Participacion del CD103 en la interaccion NEC44.25-epitelio. La inhibicion de la citotoxicidad
por el AcMo anti-CD103 se limit6 a las dianas epiteliales HT29 y T84. Sin embargo, la lisis de Caco2 no se
modificd en presencia del anticuerpo, al igual que la lisis de K562. La figura muestra dos experimentos
representativos en que se comparan las tres dianas epiteliales (izquierda) y una de estas con K562 (dere-

cha). Relacion efector:diana 10:1 en ambos experimentos.

1.6.3 Receptores NK involucrados en el reconocimiento de lineas epiteliales

La dualidad funcional de las células NEC44.25 nos llevé a estudiar la posible intervencion de
otros receptores activadores que podrian llevar a cabo funciones efectoras sobre las células
diana o actuar como moléculas coestimuladoras. Se habia observado (figura 1.2) la expresion
por NEC44.25 de dos receptores NK, NKG2D y CD94. La expresion por NEC44.25 de las molé-
culas que dimerizan con CD94, NKG2A y NKG2C, se determiné por RT-PCR (figura 1.11a) y
ambas eran positivas. Por lo tanto ambos dimeros (CD94/NKG2A y CD94/NKG2C) podian ser
expresados. Sin embargo, ni el AcMo anti-NKG2D (1D11) ni el anti-CD94 (Kp43) demostraron
capacidad de inhibir la citotoxicidad contra dianas epiteliales, descartdndose un efecto directo de
estas moléculas sobre el reconocimiento de las células epiteliales (figura 1.11b). Estos recepto-
res podrian estar actuando en la lisis de K562, independientemente del TCR. Sin embargo, ningu-
no de los dos anticuerpos demostr6 capacidad de inhibicién de la citotoxicidad anti-K562 (datos
no mostrados), descartandose una funcion directa de estos receptores en la actividad de tipo NK
de NEC44.25.
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Figura 1.11: CD94 y NKG2D no estan implicados en la lisis de las células epiteliales. (a) Imagen invertida
de un gel de BrEt en el que se observa la expresion de las tres isoformas de NKG2 (A, By C) en el clon
NEC44.25. Como control positivo se utilizaron PBMC y como control negativo un clon CD4* (NEC44.6) (b)
Los AcMo anti NKG2D y anti-CD94 no inhiben la citotoxicidad especifica sobre las células epiteliales. S6lo

los AcMo anti-TCR reducen el porcentaje de lisis.

1.7 En busca del ligando epitelial. Las moléculas de HLA clase | y clase Il no estan
involucradas en el reconocimiento de células epiteliales

Para tratar de identificar el ligando reconocido por el TCR, habia que investigar primero si
alguno de los elementos de restriccion clasicamente asociados a este reconocimiento, es decir,
las moléculas del MHC, estaban involucrados. La expresién de MHC de clase | es constitutiva en
las lineas epiteliales utilizadas, mientras que clase Il s6lo se induce en la linea HT29 tras
estimulacion con IFN-y (figura 1.12a). Sin embargo, el reconocimiento de una molécula clasica
de clase | por este clon s6lo seria posible si se tratara de una restriccion alogénica, ya que todas
las células epiteliales tienen distinto genotipo HLA (datos no mostrados). Por otra parte, no se
podia descartar el reconocimiento de una molécula no clasica (clase Ib) no polimorfica.

Se hicieron ensayos de inhibicion de la citotoxicidad en los que se observo la ausencia de
bloqueo por un AcMo anti-clase | (W6/32), descartando las moléculas de clase | clasicas como
elementos de restriccion de este reconocimiento (figura 1.12b). Algunas moléculas no clasicas
de MHC de clase | como HLA-G y E, también quedaron descartadas, ya que W6/32 también las
reconoce y por lo tanto inhibiria su interaccion con el TCR. Sin embargo, no se pudieron descar-
tar otras moléculas no clasicas dentro o fuera del MHC, no reconocidas por este AcMo (ver mas
adelante).
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Por otra parte, el tratamiento con IFN-y induce la expresion de MHC de clase Il y aumenta la
expresion de clase | en las células epiteliales y otros tipos celulares. En el caso de las dianas
epiteliales que estdbamos estudiando, el IFN-y aumenté la expresion de clase | en todas las
células mientras que sélo en HT29 se observo la induccion de la expresion de clase Il (figura
12a). Sin embargo, el tratamiento con IFN-y de estas dianas epiteliales no tuvo ningun efecto
sobre la lisis mediada por NEC44.25 (figura 1.12c). Esto sugiere que el ligando reconocido por
este clon no estéd bajo efectos del promotor de IFN-y y confirma que las moléculas del MHC
clasicas no estan involucradas en el reconocimiento.

El hecho de que el TCR intervenga en el reconocimiento de las células epiteliales pero no las
moléculas de HLA de clase | ni de clase I, nos llevo a estudiar otros posibles ligandos del TCR,
como las moléculas de tipo MHC, CD1 y MICA/B, que no son reconocidas por W6/32.
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Figura 1.12: Las moléculas clasicas de HLA de clase | y de clase Il no estan implicadas en el reconocimien-
to de las dianas epiteliales por NEC44.25. (a) Expresion de clase | y de clase Il por tres dianas epiteliales
antes y después del tratamiento con 500 U/ml de IFN-Y durante 16 h. (b) Ausencia de inhibicion de la
citotoxicidad por anticuerpos monomorficos anti clase | y anti clase Il (c) El tratamiento con IFN-Y no afecta

significativamente la lisis de dianas epiteliales por NEC44.25. Se muestran experimentos representativos.
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1.7.1CD1

Las moléculas CD1 son moléculas de tipo clase | que se asocian a 3,m, pero no estan codifi-
cadas dentro del MHC y tienen capacidad de presentacion de antigenos de naturaleza variada,
frecuentemente no proteica. En 1991 se describid la restriccién por CDla y CD1c del reconoci-
miento de dianas por ciertos IELs (161). Por otra parte, se habia descrito la expresién de CD1d en
las lineas celulares de epitelio intestinal asi como en enterocitos (166, 212). Sin embargo, no
pudimos demostrar dicha expresion en enterocitos ni en lineas epiteliales por citometria de flujo ni
por Northern blots. Esta expresion se compard con células LCL C1R (HLA-A y B negativas)
transfectadas con los distintos isotipos de CD1. Lafigura 1.13ay b muestra la expresion de CD1
en las tranfectantes y la ausencia de expresion de CD1d por Northern blot en las células epiteliales.
A pesar de ello, decidimos determinar si NEC44.25 (CD8") tenia la capacidad de reconocer algu-
no de los isotipos de CD1.

Se analizé la citotoxicidad de NEC44.25 frente a las distintas transfectantes (figura 1.13c). El
reconocimiento de las transfectantes CD1la y CD1c indicaba que el clon tenia la capacidad de
interaccionar con estas moléculas. No obstante, ni los anticuerpos especificos anti-CD1a y anti-
CD1c ni los anticuerpos anti-CD3 (no mostrado), inhibian la lisis de las tranfectantes. Por otra
parte, las células epiteliales no expresaban ninguno de los cuatro isotipos de CD1. Los datos
pues sugerian que, aunque CD1a y ¢ podian ser reconocidos por la célula citotdéxica, no podian
ser los ligandos que el TCR reconocia en el epitelio. Como ultimo control, las células NSO
transfectadas con CD1a (10B3) y CD1c(NR7), no fueron reconocidas por el NEC44.25 (datos no
mostrados). Todos estos resultados sugerian la posibilidad de un reconocimiento no especifico
de las transfectantes C1R-CD1a y c por este clon, independiente del TCR y de CD1.
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Figura 1.13: (a) Expresion de CD1 en las lineas transfectadas C1R-CD1a, CD1b, CD1cy CD1d. (b) Northern
blot. EI RNA total de las diferentes lineas celulares fue transferido a una membrana de Nitrocelulosa e
hibridado con una sonda especifica para CD1d. Sélo la transfectante C1R-CD1c era positiva (ver materia-

les y métodos). (c) NEC44.25 lisa las lineas C1R-CD1la y C1R-CD1c, pero los AcMo anti-CD1a (OKT6) y
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anti-CD1c (L161) no afectan la lisis de las transfectantes.
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1.7.2 Reconocimiento de MICA via NKG2D. EL TCR no participa de este reconocimiento

A diferencia de CD1, MICA y MICB son moléculas no clasicas expresadas a niveles variables
por las lineas epiteliales (figura 1.14a). Estas moléculas se codifican en un gen dentro del MHC
y tienen caracteristicas de clase | pero no requieren péptido ni 3,m para su expresion en superfi-
cie. Se las considera moléculas de estrés. Si bien MIC es una molécula asociada al reconoci-
miento de ciertos receptores T Y0 (ver capitulo IV), estd demostrado que puede jugar un papel en
los linfocitos T o CD8*, tanto como dianas de citotoxicidad como ejerciendo un papel coestimulador.
Por otra parte NKG2D es el ligando preferencial de MIC y es capaz de dirigir citotoxicidad inde-
pendiente del TCR (213). Dada la expresion de MIC por las células epiteliales y la expresion de
NKG2D por NEC44.25, estudiamos el posible papel de estas moléculas en la citotoxicidad anti
epitelio demostrada por el clon CD8*. Como control, utilizamos células C1R transfectadas con
MIC, que tienen alta expresion de esta molécula en la superficie (figura 1.14a). En ensayos de
citotoxicidad, las transfectantes eran eficientemente lisadas por el clon NEC44.25, a niveles simi-
lares a los de las dianas epiteliales (figura 1.14b). Esta citotoxicidad era ademas inhibida por
AcMo anti—-MIC (6D4, SR116, SR104). Sin embargo, el anticuerpo anti-TCRaf3 no inhibia la lisis
de las transfectantes, pero si lo hacia un anticuerpo especifico del ligando de MIC, NKG2D (2D11),
gue expresaba la célula efectora (figura 1.14c). Estos resultados sugerian que la interaccion
NKG2D/MIC podia ser funcional en estas células pero que no era la responsable de la especifici-
dad anti-epitelio mediada por el TCR. En efecto, ninguno de los anticuerpos anti-MIC ni el anti-
cuerpo anti-NKG2D inhibieron la lisis de dianas epiteliales por NEC44.25 (figura 1.14d). Anticuerpos
especificos de CD94, expresada por NEC44.25, tampoco fueron capaces de inhibir la lisis (figura
14e). La capacidad funcional del receptor NKG2D en estas células quedaba sin embargo demos-
trada por la capacidad del anticuerpo especifico de esta molécula de inducir la lisis redirigida de
las células diana P815, aunque a niveles mas bajos que el anticuerpo anti-CD3 (figura 1.14f). En
resumen, podemos concluir que la citotoxicidad anti epitelio de las células NEC44.25 no esta
mediada por la interaccion NKG2D/MIC, por mas que estas dos moléculas se expresan respecti-
vamente en las células efectoras y las dianas epiteliales y que la interaccion es potencialmente

funcional.
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Figura 1.14: Reconocimiento de MICA/B por NEC44.25. (a) Expresion de MIC en las células epiteliales y
en las transfectantes C1R-MIC. Las lineas Hela y HT29 expresan MIC tras 24h (histograma gris oscuro) y
48 h (gris claro) de cultivo. La expresion de MIC en Caco2 fue practicamente negativa. En las células
transfectadas, la expresién es mucho mas alta. (b) Lisis de las células C1R-MIC. La lisis de las transfectantes
fue siempre positiva a niveles medios, menores que los niveles de lisis de K562. (c) La lisis de C1R-MIC es
inhibida con AcMo especificos de MIC (panel de la izquierda) y de NKG2D, pero no con AcMo anti-TCR
(panel de la derecha). (d) Al contrario de las transfectantes, las células epiteliales HT29 son reconocidas a
través del TCR y su lisis no se modifica por la accion de AcMo anti-MIC (izquierda) ni anti-NKG2D (dere-
cha). (e) CD94 no participa en el reconocimiento de las transfectantes C1R-MIC (izquierda) ni en el de las
células epiteliales (derecha). () La lisis redirigida sobre P815 demuestra la funcionalidad de NKG2D en
NEC44.25. La lisis de P815 es inducida con anti-CD3 (OKT3; 1/500) y también pero menos eficientemente
con anti-NKG2D (1D11; 1/1000). Como control negativo se utilizaron AcMo anti-CD4 (1/20) y anti-CD50 (1/
20), siempre a una relacion E:T de 1:1.
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1.8 Produccién de citoquinas

La expresion de citoquinas en este clon se determiné a nivel de mRNA por Real Time PCR (IL-
4, IFN-y, IL-10) y de proteina por CBA (Cytometry Bead Array) (ver materiales y métodos). Previa-
mente se determinaron las condiciones 6ptimas para la deteccion de mRNA y de proteina de las
distintas citoquinas.

El tiempo 6ptimo de produccién de citoquinas (IFN-y, IL-4 e IL-10) se determin6 en PBL, por
RT-PCR convencional. Las células se estimularon a distintos intervalos, con dos estimulos
policlonales: PMA/lonomicina (PMA/I) y Leucoaglutinina (PHA-L). La representacion densitométrica
de las bandas en BrEt vs el tiempo de estimulacion, se muestra en la figura 1.15. El tiempo
optimo se considerd 4h para los PBL estimulados con PMA/I. A los 7 dias de estimulacion con
PHA-L (condicion habitual de estimulacion de nuestros clones para su crecimiento) comproba-
mos que NEC44.25 carece de expresion de mRNA de estas tres citoquinas. El establecimiento de
un tiempo Optimo de estimulaciéon que permita detectar las citoquinas es importante, ya que en
algunos casos, sobre todo IL-4, la expresiéon de mRNA es muy baja y de corta duracion.
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Figura 1.15: Sintesis de mMRNA de IFNY, IL-4 e IL-10 en funcién del tiempo y del estimulo. (a) Imagen
invertida de un gel de BrEt donde aparecen las bandas de amplificacién correspondientes a las tres citoquinas
tras estimulacién con PMA/I o PHA-L a diferentes tiempos. (b) Representacion grafica de la densitometria
de las bandas de PCR en funcion del tiempo y del estimulo. Dado que la sintesis de mRNA para IFN-v, IL-
4 e IL-10 es dependiente del tiempo y del estimulo, se tuvo que establecer un tiempo consenso. Alas 4 h de
estimulacién con PMA/I se pudo detectar la expresion de las tres citoquinas. Las concentraciones utiliza-

das fueron: PMA: 25 ng/ml; lonomicina: 1 ug/ml; PHA-L: 0.5 ug/ml.
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1.8.1 Determinacion de la expresion de citoquinas por PCR a Tiempo Real

Establecidas las condiciones 6ptimas de sintesis de mRNA en PBL, se estimulé el clon NEC44.25
y el resto de los clones NEC44 como controles estandares de expresion con PMA/I durante 4h. La
expresion de las tres citoquinas se cuantific6 por PCR a Tiempo Real. Para ello se disefiaron
nuevos cebadores mas sensibles (IL-4) y que no formaran hibridos entre cebadores (IFN-y) (ver
materiales y métodos). El nimero de copias de cDNA se normalizé segun el nimero de copias de
CD3 transcritas en cada muestra. Como se observa en la figura 1.16, el clon NEC44.25 expresé
un alto nimero de copias de cDNA para IFN-y, pero no IL-4 ni IL-10.
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Figura 1.16: Expresion de citoquinas por PCR a tiempo real en los clones NEC44 (todos CD4* menos
NEC44.25). El clon NEC44.25 expreso altos niveles de IFN-y, pero no IL-4, ni IL-10. Uno de los clones CD4*
(NEC44.9) mostr6 un alto nivel de expresion de IL-4. Como control se muestran los resultados de PBL
estimulados con PMA/I 'y sin estimular, ademas de un clon control (EC21.06) que expresa IL-4. Uno de los
clones CD4* (NEC44.9) mostré muy alta expresion de IL-4, por encima del control positivo. Los resultados
representan el cociente entre el nimero de copias de cDNA de cada citoquina sobre el nUmero de copias

de CD3. En el caso de IL-4 e IL-10 los datos estan multiplicados por 100.

1.8.2 Deteccidn de citoquinas por CBA

Esta técnica permite detectar simultineamente la secrecion de seis citoquinas diferentes al
sobrenadante de células en cultivo. Ademas de las analizadas por PCR, se determind la produc-
cién de IL-2, TNF-o. e IL-5 por el clon NEC44.25. La secrecion al medio se puede detectar
eficientemente activando el TCR, por lo cual las células fueron estimuladas durante 48 hs con
AcMo anti-CD3y -CD2. Los datos mostrados en la figura 1.17 confirmaron la produccién de IFN-
ya niveles superiores a 10° pg/ml por 50.000 células estimuladas. Los niveles de TNF-o también
fueron muy elevados (2.000 pg/ ml). Se detecté muy baja cantidad de IL-10 (240 pg/ml) y nada de
IL-4, IL-5, ni IL-2 (<1 pg/ml).
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La estimulacion con anti-CD3 ademas de un coestimulo (anti-CD2), mimetiza la activacién
optima del TCR. Para determinar si la molécula NKG2D tenia un papel coestimulador del TCR de
este clon CD8*, tal como se ha publicado en otros clones de este fenotipo, se comparé la accion
del AcMo anti—-CD2 con el AcMo anti-NKG2D como coestimulo de la produccion de IFN-y. Se
observé que NKG2D no era capaz de aumentar la produccion basal de IFN-y inducida por la
estimulacion con anti-CD3. Es interesante observar que el anticuerpo anti-CD103 produjo un
aumento de la produccion de IFN-y, aunque no llegé a los niveles del AcMo anti-CD2, confirman-
do una vez mas el papel potenciador de CD103 en la accion del TCR de este clon (figura 1.18a).
Ninguno de los dos anticuerpos modificé la produccion de TNF-o. ni de ninguna de las otras
citoquinas.

Finalmente se estudio el efecto del reconocimiento especifico de células epiteliales sobre la
capacidad del clon de producir IFN-y. Se observo que el cocultivo durante 48h de NEC44.25 con
las células epiteliales HT29, inducia la producciéon de IFN-y a bajos niveles, de manera dosis
dependiente (figura 1.18b). Ninguna de las otras citoquinas, incluido el TNF-a, se detectaron en
estas condiciones.
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Figura 1.17: Determinacién de citoquinas por CBA. La produccion de citotaainmas se midi6 en el sobrenadante
(dilucién 1:20) del clon NEC44.25 tras estimulacion con anti-CD3 (OKT3) y anti-CD2 (204-12) durante 48 h.
(a) Representacion del patrén de citoquinas luego de la estimulacién. El desplazamiento de los puntos
hacia la derecha indica presencia de la citoquina en la muestra. La intensidad de FL2 representa la canti-
dad de citoquina liberada. En FL3 estan representadas las distintas citoquinas. (b) Cuantificacion de las
citoquinas producidas por el clon. Los resultados muestran expresion de IFN-y (>100.000 pg/ml) y TNF-o

(> 2.000 pg/ml). No se detect6 expresion de IL-4, IL-5 e IL-2. La produccion de IL-10 fue baja (240 ng/ml).
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Figura 1.18: Coestimulacion del clon NEC44.25 para la produccion de IFN-Y. (a) Los datos muestran que
s6lo se induce produccién de IFN-y tras la estimulacién con anti-CD3 y anti-CD2. El AcMo anti-NKG2D
(1D11) no aumenta la produccién de IFN-yinducida por el anti-CD3 s6lo. El AcMo anti-CD103 aumenta la
produccién de IFN-y, confirmando su capacidad de potenciar la activacion del TCR. (b) El cocultivo del clon
NEC44.25 con las células epiteliales HT29 induce la sintesis de IFN-y a bajos niveles (ver escala) tras 48 hs
de cultivo de una manera dependiente de dosis. No se detectaron ninguna de las otras citoquinas en estas

condiciones.

1.9. Citoadherencia sobre secciones de tejido

El fenotipo de NEC44.25 sugeria claramente una célula IEL CD8* cuya funcién se podria con-
siderar de vigilancia del epitelio y con un posible papel en la eliminacién del epitelio dafiado. Para
confirmar esta idea y determinar si el clon NEC44.25 tenia una distribucién preferencial sobre el
epitelio intestinal, las células T se marcaron con AcMo anti-HLA clase-I, se incubaron sobre sec-
ciones de tejido de duodeno y se tifieron con anticuerpo anti-IgG ligado a peroxidasa. Se observo
una distribucion homogénea sobre todo el epitelio, tanto sobre las vellosidades como sobre las
criptas (figura 1.19). No se observo tincion alguna en las zonas de submucosa.

Figura 1.19: Adherencia de las células NEC44.25 sobre secciones de tejido intestinal. La distribucion de
los linfocitos NEC44.25, previamente marcados con AcMo anti-HLA clase—l y peroxidasa, ocurre tanto
sobre el epitelio de la vellosidad como sobre las criptas. Las células superpuestas pueden ser facilmente
detectadas por su diferente plano focal y por la tincion con peroxidasa. No se detectaron células marcadas
en las zonas de submucosa.
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La expresién de CD103 en un clon de linfocitos aislado de una mucosa normal indica que se
trata seguramente de un IEL. Si bien en la lamina propia existen linfocitos que expresan esta
integrina, muchos de éstos son circulantes de la mucosa que se dirijen hacia el epitelio. La baja
eficiencia en la recuperacion de IELs CD8*CD103* de la biopsia NEC44 pudo deberse a que el
clonado no fuera lo suficientemente exhaustivo, de manera que se favoreciera el crecimiento de
linfocitos CD4*, que generalente tienen mayor capacidad de crecimiento in vitro. Al igual que la
mayoria de los IELs, NEC44.25 expresa el correceptor CD8uf3 y no CD28. La posibilidad de
expandir in vitro este clon CD8*, nos permitid realizar una serie de estudios fenotipicos, que nos
han servido para estandarizar técnicas que posteriormente se utilizaron para el analisis de otros
linfocitos, como se vera en los siguientes capitulos.

Este clon utiliza los segmentos variables Va6 y VB5. El segmento TRVa6 (0 TRAV14/DV4
segun la nueva nomenclatura) también puede ser reordenado por la cadena delta de los linfocitos
vd. No todos los segmentos Vo tienen esta dualidad de uso y aunque no se conoce si pueden o no
tener una funcién especiifica, una posibilidad seria que los receptores off 0 yd que los utilizan
estuvieran involucrados en el reconocimiento de ligandos no clasicos. Por otra parte, la presencia
de la cadena V5 indicaria que el NEC44.25 podria ser representativo de la poblacién de IELs, ya
que aligual que VB3, VB6 y VB13, VB5 se encuentra muy representada en esta poblecién tanto en
mucosa normal como celiaca (164).

Como hemos mencionado en laintroduccion, ya se habian descrito IELs con reactividad epitelial
(167,214). Sin embargo se trata de IELs con caracteristicas diferentes al descrito en este capitulo:
no tienen reactividad mediada por el TCR y carecen de expresion de CD16 y CD56, de reactividad
sobre la linea K562 y de citotoxicidad redirigida por anticuerpos. NEC44.25 mostré un
reconocimiento de células de origen epitelial mediado por el TCR. Dentro de esta reactividad
destacamos una mayor avidez hacia una linea (T84) comparando con otras dos también derivadas
de carcinoma de colon (Caco2 y HT29). Esta mayor citotoxicidad, puede deberse a un mayor
nivel de expresion del ligando en estas células, lo que aumentaria la eficiencia de lisis, o a la
presencia de otras moléculas (adhesion), que favorecerian este reconocimiento. Esto ultimo
explicaria la inhibicién diferencial de la lisis de T84 y Caco2 con el AcMo anti-CD103. Estan
establecidas diferencias fenotipicas entre las diferentes dianas epiteliales, por ejemplo, el ligando
de la a_f3, (E-cadherina) no se expresa en Caco2 pero si en HT29 (215,216). Esto podria ser
aplicable también a T84, ya que otros autores han demostrado que la interaccion de IELs con las
células epiteliales T84 y HT29 estd mediada por o3, y LFA-1 y que la expresién de CD103
aumenta en presencia de TGF-B (217,218). Este incremento no ocurre en presencia de IFN-y, lo
gue se corresponde con que los datos de citotoxicidad no se alteren en presencia de esta citoquina.

La interaccion entre CD103 y la E-caderina aumentaria la avidez de la interaccion IEL-célula
epitelial pero también podria generar sefales hacia el citoplasma, tanto de la célula T como de la
epitelial (133). Hemos visto que la produccion de IFN-y a través del TCR aumentaba (x2) en
presencia de anti-CD103. Por lo tanto CD103, igual que otras integrinas, seria una via de

sefializacién a través de la cual se puede incrementar la proliferacion y la liberacién de citoquinas
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(219,220). En la célula epitelial, las E-caderinas se asocian en el citoplasma a proteinas
denominadas cateninas (o, B, ¥) que interaccionan con fibras del citoesqueleto. Las B-cateninas
pueden acumularse en el nucleo y a través de la union con factores de transcripcion, disparar la
expresion de genes que pueden llevar a la proliferacion o inhibicion de la apoptosis (215).

Cuél es el ligando del TCR de este clon IEL? Descartamos a las moléculas clasicas y muchas
de las no clasicas de HLA clase-l y clase-Il, ya que AcMo’s monomorficos contra estas moléculas
no interfieren en la lisis. Ademas, la expresion del ligando no parece estar bajo un promotor induc-
ible por IFN-y, ya que el tratamiento con esta citoquina no modifica el reconocimiento. Si bien este
ligando no esta presente (0 se expresa a niveles subdptimos) en enterocitos primarios, si se
expresaria en tirocitos aislados de pacientes con enfermedad de Graves, pero no de tiroides no
autoinmunes.

Si bien hubo un reconocimiento diferencial de las transfectantes C1R-CDlay C1R-CD1c (y no
de CD1b o CD1d), la ausencia de bloqueo con AcMo descarta a estas moléculas el papel de
antigeno diana reconocido por este clon. Otra evidencia en contra es la ausencia de estas moléculas
de tipo clase-lb en las lineas epiteliales utilizadas, asi como la falta de lisis en transfectantes
hechos sobre lineas NSO (NSO-CD1a, 10B3 y NSO-CD1c, NR7 (221) (datos no mostrados). Las
regiones Vo y VB tampoco se corresponden con ninguno de los reordenamientos de clones
especificos de CD1c descritos por otros autores (161). Ya que no se ha demostrado la expresion
de estas isoformas de CD1 en el epitelio intestinal, esta por demostrarse el papel de estas moléculas
en la interaccion con los IELs, asi como la expresion de CD1d en el epitelio (212), que no hemos
podido reproducir. Posiblemente el papel de CD1 asociado con la funcion de los IELs quede relegado
a un segundo plano, ya que en ratones KO de CD1 no hay modificacion del nimero de IELs en el
epitelio (127).

Una molécula de clase Ib que las lineas epiteliales expresan es MIC, que actia como
coestimuladora en algunas poblaciones CD8* a través de su receptor NKG2D (222). NEC44.25
reconoce MIC en las células transfectadas, en las cuales la alta expresién de MIC dispara la
citotoxicidad mediada por NKG2D, presente en el clon NEC44.25 a niveles medios. Sin embargo
el reconocimiento de las células epiteliales, que también expresan MIC, esta mediado por el TCR
y no por NKG2D. La explicacion podria estar en que el umbral de activacion para inducir la lisis
mediada por NKG2D sélo se alcanza con altos niveles de expresion. La baja pero positiva lisis
redirigida de P815 a través de NKG2D, asi como la poca capacidad de coestimulacion en la
produccion de IFN-y se podrian explicar por la baja expresion del receptor o bien de la proteina
adaptadora DAP10, a través del cual actua (213).

La linea HT29 expresa el ligando de CD94, HLA-E (147), pero la ausencia de bloqueo con el
AcMo W6/32 descarta que sea el ligando responsable de la actividad citotéxica del clon. Si bien
detectamos mMRNA de NKG2A y NKG2C, queda por saber si las dos isoformas asociadas a CD94
se expresan en la membrana de estos linfocitos T. Niveles de expresién como los observados en
las NEC44.25 se han asociado con expresion del dimero CD94/NKG2A (inhibidor) en superficie
(147). Sin embargo, de existir en membrana el heterodimero CD94/NKG2C (activador), este no
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estaria implicado en la lisis de las células epiteliales, segiin demuestran los ensayos de inhibicion
con el AcMo 3B1. El andlisis de un mayor numero de IELs (capitulo 2) mostré que algunos pero no
todos los clones IEL CD8* con alto nivel de reactividad, carecian de la expresion de CD94, tanto
en EC como en controles. Otros receptores NK no analizados también podrian estar participando
en el reconocimiento o actividad NK del clon.

El clon muestra un fenotipo de tipo Tcl, con alta expresion de IFN-y y TNF-a. Qué efecto
producen estas citoquinas? Tanto el IFN-ycomo el TNF-o estédn asociados a la respuesta tipo Thl
y se inducen tras infecciones bacterianas o viricas, incrementando la actividad citotoxica de células
T y macréfagos. Las células Tcl producen in vitro estas citoquinas, que in vivo pueden estar
relacionadas con una funcién de vigilancia de la mucosa para la eliminacion de células infectadas
o tumorales. Es de destacar que la linea HT29 es capaz de inducir la sintesis de IFN-y por NEC44.25,
lo que implicaria que la interaccion con el ligando seria capaz de modular la respuesta a través de
la secrecion de citoquinas, ademas de inducir la lisis. El IFN-y es capaz de incrementar la expresion
del componente secretorio en enterocitos y junto al TNF-o inducen la liberacion y activacion de
metaloproteinasas. Ambas citoquinas estarian implicadas en la muerte y pero también en la
regeneracion del epitelio (223). Los ensayos de citoadherencia, por su parte, indicarian una
distribucién de IELs uniforme tanto en la cripta como en la vellosidad, posiblemente mediado por
la interaccion ofB7 con la E-caderina.

Concluimos que este clon con reactividad epitelial esta reconociendo a través de su TCR un
ligando expresado en células epiteliales tumorales, distinto de las moléculas clasicas de HLA de
clase | y clase Il y/o de las moléculas tipo HLA no clasicas como CDL1. La induccién de la lisis por
la célula diana, asi como la produccion de IFN-y, sugieren un rol de este tipo de linfocitos en el
reconocimiento de epitelios modificados. Posiblemente sean estas células las que habitualmente
se encuentran en el epitelio, vigilando posibles transformaciones de las células epiteliales.

121



Discusion |

122



IELs TCRo* CD8*

Capitulo Il

IELs TCRaB* CD8*

123



Capitulo 1l

124



IELs TCRo* CD8*

Comparacion de las poblaciones clonales CD8*CD103" de biopsias celiacas y no celiacas

2.1 IELs expandidos a partir de mucosa celiacay no celiaca. Analisis de clones
TCR af3, CD8*, CD103*

La identificacion de un clon con fenotipo IEL TCRof3 CD8* CD103* (NEC44.25), nos llevé a anali-
zar las caracteristicas de células con este fenotipo en biopsias procedentes de enfermos celiacos
y compararlas con las de biopsias control. Estos marcadores definen la poblacion principal de
IELs en la mucosa del intestino delgado. En este capitulo se presenta un estudio comparativo
funcional sobre clones IEL aislados de dos biopsias celiacas (EC9 y EC41) y de una no celiaca
(NECA40). La poblacion total de linfocitos con el fenotipo CD8* CD103* en las diferentes biopsias
fue del 76% en EC9, 33% en EC41 y 85% en NEC40 (ver figura 0.1).

De las biopsias celiacas se aislaron un total de 49 clones (42 EC9y 6 EC41) de los cuales sélo 1
(EC41.7) no expresaba CD103. De la biopsia NEC40 se aislaron 34 clones, todos con caracteris-
ticas de IELs. Todos los clones obtenidos procedian de placas en las que nunca se supero el 30%
de pocillos con crecimiento. Sin embargo, la clonalidad no se confirmd, ya que no se hicieron
subclonaje ni analisis del TCR. Las figuras 2.1y 2.2 muestran la expresién de CD8 y CD103 por
los 83 clones y los diferentes estudios realizados sobre cada uno de ellos. Todos los clones
analizados expresaron el dimero CD8of3 (datos no mostrados). Estos clones se expandieron con
una buenatasa de replicacion tras la estimulacion con PHA-L. Se conservan mas de 400 criotubos
con clones TCRof CD8*CD103*, aislados de las biopsias EC9 y EC40.

2.1.1 Expresion de CD28 y CD94

Para definir mejor el fenotipo de los clones, se examiné la expresién de CD94 y CD28, dos
moléculas involucradas en la capacidad efectora de las células T. La determinacién se realizé
sobre un total de 25 clones EC (53%) y 17 (50%) clones NEC (ver tabla 2.1).

Se observaron tres patrones de tincién para CD94: negativo, positivo bajo y positivo alto. Once de
25 clones (44%) EC resultaron negativos, el mismo niumero de clones mostré una patron de
marcacion débil y sélo 3 (12%) resultaron positivos. En los clones NEC, la distribucion no difirié
mucho de la observada en los clones EC: 6/17 negativos (35%), 8/17 débil o bajo (47%) y 3/17
positivos (17%). La figura 2.3 muestra los patrones de expresion de CD94 en cuatro clones
representativos (EC9.28, 9.15. 9.16 y NEC40.12). Estos resultados confirman diferentes patro-
nes de expresion de esta molécula en IELs reportados en trabajos anteriores (147).

Respecto a la expresion de CD28, sélo 3 de 25 clones EC (12%) y 3 de los 17 clones NEC (17%)
expresaron esta molécula encargada de transmitir la principal sefial coestimulatoria en los linfocitos
T (tabla 2.1). Entre los pocos clones positivos la expresion resulté variable, con niveles muy altos
como en el clon EC9.36 o intermedios como en el clon EC9.02 (figura 2.4). No se observaron
diferencias entre los clones EC y NEC, resultando la mayoria de ellos negativos para la expresion
de estos marcadores de superficie.
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Figura 2.3: Expresién en superficie de la molécula CD94. Cada histograma muestra distintos niveles de
expresion de CD94 en la membrana de 4 clones diferentes. Observamos tres patrones: Expresiéon nula
(EC28, gris), baja (EC15 negro y EC16 gris oscuro) y alta (NEC40.12 linea negra).
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Figura 2.4: Expresion en superficie de CD28 en los IELs. Se muestran un clon negativo (EC9.17), uno

de expresion intermedia (EC9.02) y uno de alta expresion (EC9.36).

2.1.2 Receptores de quimiocinas: CXCR3, CXCR4 y CCR5

Se estudio la expresion de tres receptores de quimiocinas en 18 clones EC y en 17 clones
NEC (Tabla 2.1). Un ejemplo de cada uno de los diferentes patrones de expresion de los tres
receptores se muestra en la figura 2.5. Todos los clones expresaron altos niveles de CXCR3. De
los 35 clones analizados, todos menos 4 carecian de expresion de CXCR4, 3 EC y uno NEC. La
ausencia de expresion de CXCR4 en la mayoria de los clones analizados, contrasta con la expre-
sién mayoritaria de este receptor en los IEL 5 (ver capitulo 4). La expresion de CCR5 fue positiva
en 11 de 18 clones EC y en 9 de 17 clones NEC testados, pero de bajo nivel. No se observo
diferencia alguna en la expresion de estos receptores entre los clones de biopsias celiacas y no

celiacas.
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Figura 2.5: Receptores de quimiocinas. Expresion de CXCR3, CCR5 y CXCR4 en tres clones (EC9.2,
EC9.36 y EC40.46). Todos los clones expresan CXCR3. La expresion de CCR5 fue baja pero positiva en la
mayoria de clones y con excepcion de 4 clones, entre ellos el clon EC9.52 (en la figura), todos los clones

fueron negativos para CXCRA4.
En resumen, los clones CD8*CD103" aislados de las biopsias intestinales presentaban hetero-

geneidad en la expresion de moléculas de superficie relacionadas con la funcion celular, no ob-
servandose diferencias en los patrones de expresion entre celiacos y controles.
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2.2 Patron de citoquinas. Diferencias entre IELs aislados de biopsias celiacas y
no celiacas

Para comparar las caracteristicas funcionales de estas poblaciones con el clon IEL anterior-
mente descrito (ver capitulo 1), se analiz6 el patron de citoquinas secretadas por 34 clones ECy
27 clones NEC. Los linfocitos T fueron estimulados in vitro con AcMo’s anti-CD3 y anti-CD2,
segun el protocolo descrito para NEC44.25 y después de 48 h se determind la cantidad de citoquinas
liberadas al sobrenadante del cultivo. La cuantificacion simultanea de seis citoquinas (IFN-y, TNF-
o, IL-10, IL-4 e IL2) se realizé por citometria de flujo, mediante la técnica de CBA™ (figura 2.6).
Las tablas 2.2 y 2.3 muestran los clones productores de cada una de las citoquinas analizadas.
El punto de corte de secrecion de cada citoquina se establecié de manera arbitraria alrededor del
10% del valor obtenido con los controles positivos, siempre por encima de los valores obtenidos
con los controles negativos. Los clones con valores superiores a este punto de corte se conside-

raron secretores (tabla 2.1).

EC (celiacos) NEC (controles) Cut off

% X+STDEV (pg/ml) % X+STDEV (pg/ml) pg/ml

IFN-y | 33/34 97 70634 + 31031 26/27 96 73092 + 29406 20000
TNF-o | 23/34 67 3730 £ 6743 18/27 66 3139 + 2969 1000
IL-10 9/34 26 779 +1044 17/27 62 1915 + 1950 500
IL-5 4/34 12 417 + 888 2127 7 363+ 1128 500
IL-4 7134 20 113 +180 6/27 22 77+ 198 100
IL-2 15/34 44 1682 + 2040 7127 26 720 £ 916 1000

Tabla 2.1: Valores medios de produccion de citoquinas por clones EC y NEC
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Tabla 2.2 Clones CONTROL CD8*CD103*. Fenotipo funcional de clones T of} aislados de mucosa intesti-
nal. En la segunda columna, la clasificacion segun la reactividad frente a células epiteliales: grupos | (alto),
Il (reactivos frente a CaCo2), Il (tipo NK) y IV (no reactivos). Sombreado en gris oscuro (+) los clones
positivos para la expresion de cada proteina, en gris claro (+/-), niveles medios de expresion y sin resaltar

(-) los clones negativos. Las casillas en blanco significan que no se ha estudiado.
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gclecl)igsg GIUPO | \ENsy  TNFeo  IL-10 IL-5 IL4 L2 | CD94 CD28 eXe exe e
Lisis R3 R4 R5
9.40 | + + + - + + +/- - + - a
9.42 | o + - . . + . + . .
9.43 I + + - - - + +/- -
9.53 I + + - - - g - + - _
41.18 | o + - - . + + .
41.19 | + o - + ) +
4152 | + + - + - + +/- ]
9.61 | + + - + + - +/- - o - +/-
9.45 | + - - - 4k - - -
9.51 | + - - - - - - -
9.21 | + - - - - - - + +/- -
9.16 I 5 + ; ) ] ) + +
9.22 I + + - - - + +/- -
9.8 I + - - - - - +/- - + _ _
9.17 I + - - - + ; +/- ] + ) +
9.11 Il
9.31 Il + + + - - - +/- - + - +/-
9.27 1l + - + ; ; ] +- ] - ) +
9.6 Il + - + - - - - -
9.28 Il + + + - + + - -
9.52 I + - - - - + - + + +/-
9.19 Il + + - - - - - -
9.2 11 + + - - - + + + + - +
9.7 I + + - - + - + + - -
9.60 10 + + - - - - - > - -
9.4 Il + - - - - - - -
9.39 i + + + + + + +/- - + - +/-
9.32 v + + + - - - . +
9.38 v + + + - - - - -
9.36 v + + + - - - - + + - +/-
9.35 v + + - - - + - + - -
9.30 v + + - - - > - . + . +
41.20 v + + - - - + - -
41.31 v + - - - - - - -
9.15 % + - - - - - = - + +/- +
9.34 v

Tabla 2.3. Clones CELIACOS CD8+, CD103+. Los resultados estan expresados como en la Tabla 2.1
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Figura 2.6: Patron de secrecion de citoquinas producidas por los clones T o CD8*. La determinacion de
citoquinas por CBA™ se realiz6 en sobrenadantes (dil:1:20) de células T estimuladas 48 h con AcMo anti-
CD3 (OKT3) y anti-CD2 (204-12). Cada figura representa el patron de secrecién de 1 clon después de la
estimulacién. Los puntos desplazados hacia la derecha representan secrecion positiva. La lista de las
citoquinas a las que corresponde cada dot blot se muestran a la izquierda de la figura. La intensidad de

flourescencia en FL-2 representa la cantidad de citoquina en cada sobrenadante.
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Como se esperaba para este tipo de IELs CD8*, casi todos los clones T produjeron altos
niveles de INF-y (figura 2.7). La produccion media de IFN-y por 50.000 células estimuladas en
100 ul de volumen de medio de cultivo, fue de 70.634 y 73.092 pg/ml en clones EC y NEC,
respectivamente. Por lo tanto, no habia diferencia en la produccion de IFN-y entre las dos pobla-
ciones de clones IEL. Los datos también demostraron que en las mismas condiciones de
estimulacion, los linfocitos T oy CD8* producen significativamente mas IFN-y que los IELs 73,
cuya produccion media fue de 26.000 pg/ml (ver Capitulo 4).
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— IFN=y | - IF=y
[t _ pe e
MILEE (e ]
Em. TGS
= sces -
E o . -
e _
= e - Ao
AL aoces i
m ‘ |V m.
- _ il -
. 0L 1 S A T T | :
+marqae e rer ERAAARRRAEREST RS o e =
PP YR EE SR ES IS IFEEYER i R R R R T R e
O DD D O o ) A ) i 0 A B A o i o i EPCAIY b L8 CCE L CH L8 A THES 0 I L LCh L LRt LI LM s
I E I E I E E S E EEEE EEEEEETEE WLPRATRENRE RN RN LLE RATLLE B bR LRI LRF LR L B D L W DR R LR Ry

Figura 2.7: Cuantificacion de la produccion de INF-y por los clones TCRof3 CD8*, realizada por CBA. Los
resultados muestran alta expresion de IFN-y en todos los clones, tanto en los EC como NEC. La linea indica
el nivel minimo tomado para considerar un clon productor. En ambos casos, el 96 % de los clones produjo
IFN-y por encima de los 10.000 pg/ml. El andlisis estadistico confirm6 que no habia diferencias entre las
dos poblaciones de clones estudiados (xxSTDEV, EC: 70634131031 pg/ml, NEC: 73092+29406 pg/ml, p=
0, 7563).

La citoguina pro-inflamatoria TNF-o se detectd en el sobrenadante de un alto nimero de clones
(figura 2.8), aunque a niveles menores que el IFN-y. Considerando como positivos aquellos clones
con una produccion superior a 1000 pg/ml, el porcentage de clones productores de esta citoquina
fue cercano al 70 % tanto en clones EC (67%) como en clones NEC (66%). La produccion media
fue respectivamente de 3.730 pg/ml y 3.139 pg/ml.
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Figura 2.8: Cuantificacién de la produccion de TNF-c realizada por CBA. Los histogramas indican que el
67 % de los clones produjo por encima de los 1.000 pg/ml. La media de produccién de los clones fue de
3.730 pg/ml para los EC y de 3.139 para las NEC. El analisis estadistico no mostro diferencias entre estas
poblaciones (X=STDEV, EC: 3.730+6.743 pg/ml, NEC: 3.139+2.969 pg/ml, p= 0,6581).

2.2.1Diferencias en la produccion de IL-10 e IL-2

La cuantificacién de la secrecion de IL-10 revelé datos interesantes. Encontramos que un
mayor numero de clones T del donante no celiaco (17/27, 62%) sintetizaron IL-10, a una concen-
tracion superior a los 500 pg/ml, con una media cercana a los 1.915 pg/ml (figura 2.9). Por el
contrario, solo el 26% (9/34) de los clones T provenientes de las biopsias celiacas produjeron IL-
10, con una media cercana a los 779 pg/ml. Las diferencias entre las dos poblaciones fue signi-
ficativa (t student, p<0,0103).

CONTROL CELIACD
IL-10

IL-10

IL10 {pemi)
SERRERTEARRNARAEE
gEEERERRGEREget

HREARAM Y RETYIY Zﬂﬂﬂﬂ:—' Iff i
Eﬂpﬂﬂﬁﬂﬂ BAAREABAREIS A0

(IR e

]

]
::I.
5 =
5

]

U

- o ot o ok 0,

MEC4D.4
HECA40.5
MEC40.5 EfE
MEC4D.T
HECALR B
MECAD.B
MEC40.20 B
MEC40.21
MEC40.24 I
MECAD.28
MECA0 30
MEC4D.31 If2
MECAR 5
HECAR 6
MECAD.D
MECAD 38
MECA40.38
MEC40.40 |
MECAD.44
MECAD 45
WECAD 46 ]

A

5

¢

1

Figura 2.9: Cuantificacion de la produccion de IL-10 realizada por CBA. Las graficas muestran las diferen-
cias en el porcentaje de clones productores de IL-10. Un 62 % de los clones NEC produjeron esta citoquina
contra el 26% de los clones EC. La media de produccién de IL-10 por los clones NEC también fue superior
(1915 pg/ml paralos NECy de 779 para las EC). (X+ STDEV, EC: 779 £ 1044 pg/ml, NEC: 1915 £+ 1950 pg/
ml, p=0,0103).
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El andlisis de expresiéon de IL-2 por los clones mostré resultados opuestos a los de IL-10.
Quince de los 34 clones EC (44%) sintetizaron IL-2 por encima de los 1.000 pg/ml, con una
concentracion media superior a 1.682 pg/ml (figura 2.10). De los clones NEC, sélo el 25 % supe-
ré el umbral de los 1.000 pg/ml, con una concentracion media de todos los clones de 720 pg/ml.
Igual que con IL-10, las diferencias entre las dos poblaciones fueron significativas (t student,
p<0,0208).

Considerando los clones productores de IL-10 y/o IL-2 (40 clones), sélo siete (17%) produjeron
ambas citoquinas (EC9.40, 9.28, 9.39 y NEC40.13, 40.20, 40.38 y 40.46) (tablas 2.1y 2.2). Esto
indicaria una tendencia hacia la produccién de una u otra citoquina en las células CD8* del epite-
lio (ver discusion). El tnico clon que expresaba bajos niveles de IFN-y (NEC40.19) sélo produjo
IL-10 y ninguna otra citoquina de las analizadas.
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Figura 2.10: Cuantificacién de la produccion de IL-2 realizada por CBA. Las diferencias entre las poblacio-
nes de EC y NEC en el nimero de clones positivos y en la produccion media de IL-2 fueron significativas,
con una produccion superior entre los clones procedentes de biopsias celiacas (X = STDEV, EC: 1682 +
2040 pg/ml, NEC: 720 + 916 pg/ml, p= 0, 0208)

2.2.2 Sintesis de IL-4 e IL-5: no hay diferencias

La determinacion de IL-4 mostrd resultados similares entre ambos grupos (EC vs NEC) (figura
2.11). Con el umbral de positividad situado en los 100 pg/ml, el porcentaje de clones productores
de IL-4 fue del 20% para los clones EC y de 22 % para los NEC. La concentracion media se situ6
cercana a los 100 pg/ml en ambos grupos. Dos clones (EC9.61 y NEC40.40 ) secretaron IL-4 por
encima de los 800 pg/ml. Como control positivo de sintesis de IL-4 se utilizo el clon CD8* TCR of
de lamina propria, EC21.21 (ver capitulo 3), con una producciéon de 460 pg/ml.
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Figura 2.11: Cuantificacion de la produccién de IL-4 realizada por CBA (X+STDEV, EC: 113+180 pg/ml,
NEC: 77£198 pg/ml, p= 0, 5065).

La IL-5 tampoco revel6 diferencias significativas en el porcentaje de clones productores, ni en
la sintesis media (figura 2.12). El punto de corte en este caso se establecié en los 500 pg/ml vy el
porcentaje de positividad se situé sobre el 12 % en los clones EC (417 pg/ml) y en 7 % en los
clones NEC (363 pg/ml).
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Figura 2.12: Cuantificacion de la produccion de IL-5 realizada por CBA. (XxSTDEV, EC: 417+888 pg/ml,
NEC: 363+1128 pg/ml, p=0,8462).
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La tabla 2.4 muestra un resumen de estos resultados, sefialando el nimero de clones que
diferencialmente expresaron una de las citoquinas (IL-10, IL-2, IL-4 o IL-5), ademas de la expre-
sion por defecto de IFN-yy TNF-«. IL-10 se expreso preferentemente en clones NEC (37% NEC
vs 17% EC), mientras que la tendencia era opuesta para IL-2 (30% EC vs 4% NEC). La produc-
cion de IL-4 se limité a 3 clones EC (9%) y ninguno de los no celiacos. No se observaron diferen-
cias en la expresion de IL-5. La tabla 2.5 muestra los valores medios (X) de produccion de cada
una de las citoquinas para todos los clones, con los desvios estandar (STDEV) y la comparacion
por el t de Student’s (se consideran diferencias significativas si p<0.05). Como se mostr6 ante-
riormente, esta forma de analisis también di6 diferencias significativas entre las células de biopsias
EC y NEC para IL-10 e IL-2.

EC (celiacos) NEC (controles)
% %
IL-10 6/34 17 10/27 37
IL-2 10/34 30 1/27 4
IL-4 3/34 9 0/27 0
IL-5 0/34 0 0/27 0
IFN-y/TNF-o. | 8/34 23 7127 26

Tabla 2.4: Nimero de clones que expresan diferencialmente IL-10, IL-2, IL-4 o IL-5, ademas de IFN-y o
TNF-a.

IFN-y TNF-o IL-10 IL-5 IL-4 IL-2

MEAN 1(NEC) 73092 3139 1915 363 77 720

MEAN 2 (EC) 70634 3730 779 417 113 1682
T TEST P= 0,7563 0,6581 0,0103 0,8462 0,5065 0,0208
STDEV 1 29406,84 2969,06 1950,86 1128,69 198,91 916,14
STDEV 2 31031,29 6743,13 1044,93 888,38 180,90 2040,49

Tabla 2.5: Valores medios de la produccién de citoquinas por los grupos de clones EC y NEC.

2.3 Reactividad frente a lineas epiteliales. Tres patrones diferentes

Para definir la capacidad funcional de este grupo de IELSs, realizamos ensayos de citotoxicidad
frente a tres lineas de células epiteliales, una B-LCL y K562. Esto nos permitiria determinar si las
caracteristicas funcionales de estas células se correspondia con las descritas con el clon T
intraepitelial NEC44.25.
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Estudiamos el 76 % de los clones EC (36/47) y el 82 % de los NEC (28/34). En ambos grupos
diferenciamos cuatro patrones de reactividad (figura 2.13). El primero, un grupo con alta reactividad
(gupo 1), con un porcentaje de lisis comprendido entre 20-60% a una relacién E:T de 6:1; el
segundo (grupo 1) de bajo nivel citotoxico, por debajo del 10% a la misma relacion E:T pero que
lisaba la linea CaCo2 con mayor eficiencia que las demas, ademas de K562; un tercer grupo,
constituido por 10 clones NEC40 y 10 EC9, no lisaban las células epiteliales pero mantenia la
reactividad NK (grupo 1l1). S6lo 7 de los clones NEC40 y 6 de los clones EC9 carecian de capaci-
dad citotoxica sobre cualquiera de las dianas estudiadas (grupo V).

Grupo!l Grupo Il Grupo lll Grupo IV

ECD 45 ECS.18 ECH.52 ECS,32
Ed 1 = Calad
| —{— T
4|:| -
e e
3] - 1 1 e B-LCL
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|y a1 27 11 1T O&21 18T & 27 181 #&1 2

Figura 2.13: Patrones de citotoxicidad sobre distintas dianas. Los clones EC9.45, EC9.16, EC9.52 y EC9.32

representan los grupos I, Il, Il y IV, respectivamente.

2.3.1 Distribucion de los patrones de citotoxicidad entre los clones NEC y EC

Entre los clones de la biopsia control, 6 de los 28 (NEC40.4, 40.5, 40.9, 40.21, 40.29, 40.31)
pertenecian al grupo | (figura 2.14a). Consideramos que en estos clones la lisis de las tres lineas
era muy semejante, a excepcion de EC40.9 en la que Caco2 era lisada menos eficientemente
gue las otras dianas. Por lo tanto, este grupo de clones mostraban un patrén de citotoxicidad
semejante al observado con el clon NEC44.25 (Capitulo 1).

Cinco clones (NEC40.10, 40.13, 40.15, 40.20 y 40.36), pertenecientes al grupo Il, tenian como
caracteristica comun el reconocimiento més eficiente de Caco2 (figura 2.14b). Un patron similar
se observé posteriormente en clones de lamina propia CD8*Va2, expandidos de la biopsia EC21
(ver Capitulo 3).

Otros 10 clones (NECA40.3, 40.6, 40.7, 40.12, 40.24, 40.35, 40.37, 40.40, 40.44, 40.46) perte-
necian al grupo lll, con una reactividad por debajo del 20 % de lisis a una relacién de 6:1, pero con
actividad citotoxica frente a K562 (figura 14c).

Por ultimo, en el grupo IV se incluyeron 7 clones (NEC40.8, 40.18, 40.19, 40.30, 40.36, 40.39
y 40.45) que carecian de reactividad citotoxica (figura 14d).
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Figura 2.14: Actividad citotéxica de los clones NEC, correspondientes a los grupos de reactividad defini-

dos: 6 clones del grupo I, 5 del grupo Il, 10 del grupo 11l y 7 del grupo IV.

Los mismos patrones se observaron en los clones aislados a partir de la biopsia celiaca. Once
del grupo | (EC9.21, EC9.40, EC9.42, EC9.43, EC9.45, EC9.51, EC9.53, EC9.61 y EC41.18,
41.19y 41.52), 5 del grupo Il (EC9.8, 9.11, 9.16, 9.17, 9.22), 12 del grupo Il (EC9.2, 9.4, 9.6, 9.7,
9.19, 9.27, 9.28, 9.31, 9.39, 9.52, 9.60) y 8 no citotdxicos (EC9.15, 9.30, 9.32, 9.35, 9.36, 9.38,
41.20y 41.31). Los resultados de clones procedentes de la biopsia EC9 se muestran en la figura
2.15.
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Figura 2.15: Actividad citotdxica de los clones EC, correspondientes a los grupos de reactividad definidos:

8 clones del grupo I, 5 del grupo Il, 11 del grupo 11l y 6 del grupo IV.
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2.4 Citotoxicidad, receptores NK y citoquinas

La expresion de NKG2D se determiné en siete clones del grupo |, 4 controles (NEC40.5, 9, 29y
31) y tres celiacos (EC9.21, 42 y 53) y en seis clones del grupo 1V, tres controles (NEC40.38, 39
y 45) y tres celiacos (EC9.15, 30 y 38) (figura 2.16). Si bien dos de los seis clones del cuarto
grupo (EC9.38 y NEC40.38), expresaron niveles de NKG2D mas bajos, no se observaron diferen-
cias entre el resto de los clones. Es decir que las diferencias en los patrones de reactividad no se
deben a alteraciones en la expresion de este receptor activador. Mas aun, los niveles de expre-
sion de NKG2D en el clon NEC44.25, de alta reactividad epitelial, fueron comparativamente infe-
riores. Sin embargo, no podemos descartar que las diferencias en la actividad citotoxica observa-
da se deban a bajos niveles de expresion del adaptador DAP10 (ver discusion).

Tampoco se pudo asociar la expresion de CD94 con un patron de citotoxicidad ya que esta
molécula se expresaba en células de todos los grupos.
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Figura 2.16: Expresion de NKG2D en siete clones control NEC40.5, 9, 29, 31, 38, 39y 45 (izquieda) y
seis celiacos (EC9.15, 21, 30, 38, 42 y 53) (derecha). NEC44.25, como control de expresion positiva (iz-

quierda). Anticuerpo secundario marcado con PE .

En resumen, no se observaron diferencias en la distribucion de los patrones de reactividad
entre las dos series de clones, aunque habia mas clones de alta reactividad (grupo I) entre los
celiacos. Los resultados sugieren principalmente la existencia de al menos dos ligandos epiteliales
diferentes, correspondientes a los patrones | y Il, uno de ellos especifico de las células Caco2.
Estos dos ligandos serian reconocidos tanto por clones EC como NEC. El grupo Il presentd
caracteristicas de células tipo NK, y el grupo IV, en que no se observé reactividad frente a las
dianas estudiadas, podria corresponder a una poblacién sin capacidad citotoxica o bien a una
poblacién antigeno especifica convencional. Las diferencias observadas anteriormente en el pa-
trén de citocinas, eran més evidentes entre los clones del grupo |, en el cual ninguno de los NEC
producian IL-2 y s6lo uno de los EC (9.40) producia IL-10. Sin embargo, la tendencia se mantenia
entre los otros grupos, sobre todo el mayor numero de clones productores de IL-10 entre los
procedentes de biopsias no celiacas.
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Discusion |l

143



Capitulo Il

144



IELs TCR op+ CD8+

En este capitulo hemos comparado algunas de las caracteristicas fenotipicas y funcionales de
64 clones T oy CD8*CD103*, aislados de dos biopsias celiacas y de una biopsia no patoldgica.

Esta poblacion expresa la forma alfa-beta del correceptor CD8 y se corresponde con la mayo-
ritaria en el epitelio intestinal humano. Por el contrario, en el ratén, los IEL of3 son menos abun-
dantes que los Y0 y generalmente expresan CD8aw. (tabla 1, pagina 38). El bajo nimero de clones
CD28*(12% en ECy 17% en NEC) aislados concuerda con los datos de otros autores en tinciones
in situ (97,142). Se desconoce cual es la funcion del CD28 en estas células, que in situ no seria la
de coestimular a los IELs ya que las células epiteliales del intestino delgado carecen de la expre-
sion de los coligandos de CD28 (135). Las células CD28* podrian interactuar con células dendriticas
o macrofagos presentes en la LP. Las lineas HT29 y T84 expresan CD80 y CD86 (datos no
mostrados) al igual que los enterocitos de colon (224). Evidentemente la expresion diferencial de
CD28 agrega un dato mas a la heterogeneidad de las células T de la mucosa intestinal, aunque
no hay diferencias en la expresion de CD28 entre los clones aislados de biopsias celiacas y no
celiacas. Hasta el momento no se ha determinado la funcionalidad de esta proteina en los IELs
CD8".

El aumento en la expresion de CD94 en IELs se asocia con la enfermedad celiaca (147). El
porcentaje de IELs CD94* en biopsias control es cercana al 27% incrementandose en EC hasta
un 75%. Este aumento de CD94 va acompafiado de una disminucion de la forma inhibitoria (CD94/
NKG2A). En nuestro andlisis, encontramos un alto porcentaje de clones CD94* (EC: 65%, NEC,
56 %). La falta de diferencias en la expresion de CD94 entre clones EC y NEC, indicaria que el
aumento de esta proteina en IELs celiacos se induciria in situ, posiblemente como consecuencia
de la expresion de IL-15 (147). Si bien no determinamos la expresion de NKG2A, observamos un
bajo nimero de clones con altos niveles de CD94 (EC,12% y NEC,17%) sin relacion con su
capacidad citotoxica. Esto se podria relacionar con un menor nimero de clones NKG2A positivos
en ambas muestras.

Como se ha mencionado en la introduccién, los estudios de produccién de citoquinas en IELs
totales son escasos. Posiblemente estos sean los primeros datos sobre produccion de citoquinas
por clones de IELs estimulados in vitro. Los IELs de mucosa normal (141) y celiaca producen IFN-
Y (80,225). El andlisis clonal que hemos realizado de estos IELs confirman que la produccion IFN-
vy es comun de todos los linfocitos T. Por otra parte, la produccion de TNF-o se detectd en casi un
70% de los clones de ambos tipos de muestras. La expresion del mRNA para TNF-o se habia
demostrado previamente en IELs (80,154) y clones de LPL especificos de gluten (88). Esta
expresion de TNF-a se ha relacionado con la regulacion de la transglutaminasa (TG) (17), impor-
tante en celiaquia. En raton, las dos citocinas tienen un efecto sobre la induccién de muerte de
células epiteliales y la renovacion del epitelio intestinal (223). Estos efectos son dependientes de
la presencia de IELs y se incrementan tras inyecciones sistémicas de IL-12. In vitro se ha visto
que el IFN-y por si s6lo es capaz de alterar las uniones estrechas entre enterocitos (“tight junctions”),
lo que agregado a la induccion de perforina, FAS-Ly TNF-a por la IL-12 incrementa la muerte y la
renovacion de las células epiteliales. El patron similar de produccion de IFN-yy TNF-a entre los
clones de EC y NEC sugeriria mas un papel relacionado con la renovacién del epitelio que un
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papel patolégico per se, aunque esto Ultimo no se puede descartar. En el colon estas citoquinas
estarian actuando de manera diferente, ya que no producen dichas alteraciones en el epitelio.

Las diferencias mas importantes se observaron en la produccion de IL-10 e IL-2. Mientras en
los no celiacos, el 62% de los IELs CD8* sintetizaban IL-10, sélo el 26 % de los aislados de
biopsias celiacas producian esta citoquina. Ademas, los clones no celiacos producian una con-
centracion media mas alta de IL-10 que los de biopsias celiacas. De acuerdo con nuestros resul-
tados, un estudio comparativo realizado sobre PBL de una veintena de pacientes EC y controles,
mostraba que los linfocitos T de celiacos producian menos IL-10 que los de individuos sanos, tras
su activacién policlonal (226). Esta regulacion negativa de la secrecion de IL-10 la atribuian a un
posible defecto genético relacionado con la enfermedad. Sin embargo, Forsberg y col encontraron
un incremento en la sintesis de MRNA de IL-10 en IELs aislados de mucosa celiaca, que atribuye-
ron a una pequefia poblacion de células T con alta actividad de transcripcion, ya que el nimero de
células productoras in situ no estaba aumentado (80).

La produccion de IL-10 por los IELs CD8*, podria tener un papel fundamental en la regulacion
de la respuesta inmune in situ. Se sabe que ratones KO que no expresan IL-10 desarrollan colitis,
debido a una desregulacion del sistema que favorece la respuesta Thl (75). La actividad anti-Th1
de la IL-10 incluye la capacidad de inducir la transcripcién de inhibidores de las metaloproteinasas,
involucradas en la desestructuracion del epitelio en EC (227). Una reduccion en la produccion de
IL-10 podria estar asociada con la imposibilidad de controlar la enfermedad. También se ha
demostrado que ratones que no producen PGE2 (metabolito deribado del acido araquid6nico
dependiente de COX-2), inductor de IL-10, pueden desarrollar un dafio en la mucosa, similar al
producido en la EC (40). Queda por determinar si los IELs productores de IL-10 se comportarian
de manera semejante a las CD4* Trl descritas en raton (65). Muchos de los clones comparten con
las Tr1 la propiedad de no producir ni IL-2 ni IL-4. El nimero de clones con este fenotipo (IFN-y+,
IL-10+, IL-2-, IL-4-) fue efectivamente mayor en la mucosa normal (37% en los NEC vs 17% en
EC) y coincide con la incapacidad de lisis de las dianas epiteliales. Estas células tendrian un
efecto supresor o una funcién reguladora, contrarrestando el efecto producido por el IFN-yy el
TNF-o en la mucosa. En ratén, se ha descrito una poblacion de IELs CD8ow. que reconocen
moléculas de clase 1b (TL) y protegen la mucosa por mecanismos dependientes de IL-10 (190).

Algunos IEL son productores de IL-2 (141,154). A nivel clonal, se encontr6 un mayor nimero de
células capaces de producir IL-2 entre los IELs de muestras celiacas (44% vs 26% en clones
NEC) y, entre ellos, mas que solo producian IL-2 e IFN-y (30% EC vs 4 % NEC) (Tabla 2.4). Otros
autores no habian observado diferencias en la expresion de mRNA de IL-2 entre EC y controles
(80). La IL-2 puede actuar sobre otros tipos celulares, induciendo un aumento de la actividad
citotéxica, de la sintesis de otras citoquinas y/o de la expresion de Fas y Fas-L, incrementando la
apoptosis de los enterocitos (228). La expresion de IL-2 en clones celiacos también sustenta la
posibilidad de que su crecimiento sea independiente de otras células, favoreciendo una respuesta
mas eficiente, como la observada en linfocitos infiltrantes de tumores (229). Esta IL-2 podria también
ser un cofactor en el aumento de expresién de NKG2D mediada por IL-15 (97) descrito
recientemente en la enfermedad celiaca (195). La marcada tendencia a la expresion alternativa
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de IL-2 o de IL-10 por los clones IEL (19/26 IL-10* no expresaban IL-2 y 15/21 IL-2* no expresaban
IL-10), sugiere que la IL-10 podria estar, en una situacién no patoldgica, inhibiendo la sintesis de
IL-2 por estas células (230).

Otras citoquinas capaces de contrarrestar el efecto del IFN-y y TNF-o son la IL-4 y la IL-5.
Segun nuestro conocimiento este es el primer trabajo que demuestra la produccion de IL-4 por
IELs CD8" tras su activacion in vitro. Anteriormente se habia demostrado que podia ser producida
por algunos LPL y por IELs CD4* (156). Dado que la proporcion de IELs productores de IL-4 fue
semejante en clones EC y NEC (20% vs 22%), su papel estaria asociado a la inmunoregulacion
en la mucosa normal y su expresion no estaria relacionada con la patologia. Ademas de su fun-
cion antiinflamatoria, la IL-4 puede actuar sobre la proliferacion de los IELs (155). También puede
alterar la permeabilidad de la membrana de las células epiteliales, reduciendo la liberacion de
iones Cl-, aumentando asi el transporte de metabolitos a través de la mucosa (231). Consideran-
do nuestros datos, los IELs CD8* podrian ser también los responsables de estas funciones.

Es la primera vez que se describe la expresion de IL-5 por IELs CD8*. La expresiéon de mRNA
para IL-5 habia sido demostrada en eosindfilos en biopsias celiacas (91), pero no en IELs. La IL-
5 puede inducir la activacion de eosindfilos in vitro (232). En nuestro estudio, la frecuencia de
clones productores de IL-5 fué baja (12% ECy 7% NEC) pero el 50% (3 EC) de alta reactividad
citotdxica anti-epitelio. Su funcion, otra de un posible reclutamiento de eosindfilos al sitio de infla-
macion, esté por definir.

Algunos receptores de quimiocinas se asocian a subtipos funcionales de linfocitos T, al menos
en periferia. La expresion de CCR5, CXCR3 y CCR1 se vincula a linfocitos Thl productores de
IFN-y y lade CCR3 a Th2 productores de IL-4. Sin embargo, la expresion de estos receptores es
variable y condicionada por factores como citoquinas o el grado de activacion de la célula.

Todos los clones expresaban CXCR3, mientras que CCR5 se expreso en el 47 % de los clones
NEC y el 61% de los EC. La expresion de estos receptores de quimiocinas que se inducen o
incrementan en sitios de inflamacién, confirma en parte los datos encontrados por otros autores
en IELs (151). Sin embargo estos autores mostraban expresion de CCRS5 en la totalidad de los
linfocitos, si bien sostenian que CCR5 puede modularse en cultivo. No sabemos si las diferencias
observadas en nuestros clones respecto a la expresién de CCR5 es consecuencia de la presen-
cia de factores moduladores en el cultivo, o0 si se debe a poblaciones diferentes. En linfocitos de
sangre periférica la expresion de ambos receptores es constitutiva, con la diferencia que los TCR
82 expresan niveles mas elevados de CCR5 que los TCR of y que los pocos TCR 61(233).

Solo el 10% de los IELs CD8"* estudiados expresaron CXCR4. CXCR4, receptor de SDF-1a.
(Stromal Derived Factor-1a:: CXCL21), se detecta principalmente en linfocitos Ta3 RA* de sangre
periférica, asi como en células dendriticas, macrofagos, neutréfilos y linfocitos B (234). El hecho
de que los IELs sean linfocitos T de memoria explicaria la ausencia de este receptor. SDF-1a. se
expresa constitutivamente en un amplio nimero de tejidos, incluyendo el tracto gastrointestinal
(152), lo que indicaria que su funcion es la atraccién de células involucradas en la vigilancia del
tejido y no de células inflamatorias. Es una de las pocas moléculas capaces de inducir la adhe-
sién estable de linfocitos T en condiciones de flujo. La union al receptor induce un incremento del
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Ca* intracelular y la polimerizacion de fibras de miosina del citoesqueleto que facilitan la adhe-
sion de 047 a MadCAM (235). Como se discutira mas adelante, nuestros datos demuestran que
CXCR4 se expresa fundamentalmente en los linfocitos T yd (ver Capitulo 4). No podemos descar-
tar que la ausencia de CXCR4 en muchos de los clones CD8"* se deba a la activacion con PHA-
L, que al igual que el PMA, anti-CD3 o IFN-y, inducen una deplecion transitoria del receptor en la
membrana (152).

La heterogeneidad en la reactividad anti-epitelio de los IELs permitié definir 4 grupos comunes
entre los clones EC y los NEC. Los clones celiacos de alta reactividad epitelial (grupo 1), produjeron
IL-2 y no IL-10, mientras que ninguno de los clones del grupo | de la biopsia no celiaca expresaba
IL-2. Es decir, que la dicotomia IL-2/IL-10 asociada a la presencia o ausencia de enfermedad era
mas evidente entre los clones reactivos que entre los grupos de baja reactividad. Entre éstos, la
IL-10 seguia siendo mayoritaria en los clones NEC, mientras que la produccién de IL-2 era similar
entre los clones EC y los NEC. Estas tendencias, por lo tanto, relacionaban el reconocimiento de
las células epiteliales con el patrén de citocinas y revelaban que la reactividad frente al epitelio
era cualitativamente diferente en las células procedentes de individuos enfermos. El posible defecto
de regulacion asociado a la enfermedad celiaca estaria pues restringido a la poblacion de IELs
reactiva a epitelio.

A falta de datos bioguimicos concluyentes, se podria especular que entre las células reactivas
a epitelio hay diferentes poblaciones funcionales de IELs. El primer grupo corresponderia, a célu-
las reguladoras productoras de IL-10, presumiblemente relacionadas con la vigilancia del epitelio.
Las células productoras de IL-2 serian minoritarias en ausencia de enfermedad. En la enferme-
dad celiaca se expanderian y como resultado, la produccién de IL-10 seria menor. Alternativa-
mente, se podria tratar de una sola poblacién productora de IL-10 pero también en menor grado
de IL-2. El microambiente inflamatorio de la enfermedad celiaca, haria que respondieran al reco-
nocimiento de sus ligandos con sefiales diferentes, favoreciendose la produccién de IL-2. Un
receptor candidato a intervenir en este proceso seria NKG2D, constitutivamente expresado por
las células CD8y de expresion similar en los clones EC y NEC. Segun datos recientes, el ligando
de NKG2D, MIC, esta expresado a altos niveles en el epitelio afectado por la enfermedad celiaca
y laiinteraccion MIC/NKG2D esté directamente involucrada en la atrofia de las vellosidades (168).
Teniendo en cuenta que MIC se expresa en las lineas epiteliales aqui estudiadas, las células CD8
mediadora de este efecto, reconocerian el epitelio celiaco produciendo IL-2 y dominando sobre
las células productoras de IL-10 o bien inhibiendo la expresion de IL-10 por ellas mismas.

El grupo Il seria una poblacion similar especifica de ligandos diferentes y que probablemente
utilice receptores moduladores diferentes a NKG2D, ya que la expresion de MIC es muy baja o
nula en CaCo2. El grupo Il son células con capacidad citotdxica, que podrian proceder de una
expansion de las células de tipo NK existentes en el epitelio o bien podrian ser producto de la
expansion in vitro. Los clones no reactivos (grupo IV) podrian tanto corresponder a poblaciones
antigeno especificas convencionales como a células que carezcan de mecanismos efectores,
como puede ser la ausencia de perforina o de adaptadores responsables de la sefializacion de
receptor activadores (213).
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No podemos descartar la intervencion de otros receptores activadores o inhibidores de tipo
NK. Si bien no vimos correlacién entre la expresién de CD94 y la actividad citotdéxica, no podemos
descartar que el heterodimero CD94/NKG2C, cuya expresion la sugiere la expresion baja de
CD94 en los clones, esté participando en el reconocimiento de algunas células epiteliales HLA-E
positivas.

En resumen, los datos muestran una clara heterogeneidad en la poblacion de IELs TCR of,
CD8*. Destacamos el elevado nimero de IELs productores de IL-10 en biopsias control y una
disminucion de esta poblacién en biopsias celiacas. La reactividad frente a lineas epiteliales tam-
bién muestran una variabilidad funcional sugiriendo la existencia de diversos mecanismos en el
reconocimiento en el que posiblemente haya mas de un receptor implicado en disparar la accion

de estos IELs.
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Andlisis fenotipico y funcional de una poblacion CD8* Va2.3 de lamina propia, expandida entre
los linfocitos T de una biopsia celiaca.

3.1 Fenotipo de los clones obtenidos de la expansion de células CD8* de una biop-
sia celiaca (EC21)

Una biopsia celiaca de grado IV, EC21, se disgregé mecanicamente y se cultivdé en una placa
de 24w durante 5 dias. Las 80.000 células resultantes se estimularon siguiendo el protocolo
estandar. Para permitir la expansion 6ptima de las poblaciones linfocitarias contenidas, se mantu-
vo el cultivo durante un total de 22 dias, con una estimulacion intermedia (dia 12). Las células
obtenidas (1.5x10°) se congelaron hasta su clonacion. El fenotipo de las poblaciones expandidas
se muestra en la figura 3.1. Aproximadamente el 80 % de las células eran CD8"y el 9%, CD4". El
63 % expresaba el TCR oy el 27 % el TCR yo.

- EC21 TCRgd ab cd2.009

10

10°

TCFI:abEF'E
10

1!

FL-Z Intensidad fluorescencia

o '_m“

10
CD4FITC TCRgd FITC

FL-1Intensidad fluorescencia
Figura 3.1: Fenotipo de las poblaciones de linfocitos T expandidas durante 22 dias de cultivo de la biopsia

celiaca EC21. La poblacién CD8* representd el 79% de la poblacion total. En el total de los linfocitos

obtenidos, la mayoria (63%) expresaban el TCR of , si bien un alto porcentaje (27%) expresoé el TCR yd.

La poblacién asi expandida se clon6 por dilucion limite en presencia de Leucoaglutinina y riL-
2. Se sembraron placas con 25, 10, 5, 2.5, 1.25, 0.6 y 0.3 células por pocillo, en que el crecimien-
to fue del 62%, 50%, 30%, 18%, 9%, 6% Yy 1%, respectivamente. Se obtuvieron un total de 71
lineas, 56 de las cuales se fenotiparon para los marcadores de superficie CD4 y CD8u (figura
3.2). EI 75 % (42/56) de las lineas fueron CD8*, 14% (8/56) CD4*y 10 % (6/56) fueron poblaciones
mixtas que contenian células CD4*, CD8* y CD4/8. Todas las lineas se analizaron para la
expresion de TCR oy TCR 8 y tanto las CD4* como las CD8* fueron TCR af*, de manera que
no se obtuvo ningln clon TCRY9, a pesar de que en la poblacién original existia un 27 % de estas
células. Todos los linfocitos CD8* fueron negativos para la integrina CD103, es decir que no repre-
sentaban una expansion de IELs sino de células CD8* derivadas de la lamina propia. Igual que el
clon NEC44.25 descrito en el capitulo 1, estas lineas crecieron con una tasa alta de replicacion. A
lo largo del estudio se han obtenido mas de 300 criotubos, de los cuales aproximadamente 100
corresponden a clones Vo2.3 productores de IL-4 (ver mas adelante).
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Figura 3.2: Fenotipo para los marcadores de superficie CD8 y CD4 de las lineas T obtenidas de la

biopsia celiaca EC21. (a) Los recuadros representan las 42 lineas/clones CD8+ analizados. (b) Ocho

clones CD4+ y 6 con un fenotipo mixto de células CD4+, CD8+ y dobles negativas. Las referencias

insertadas indican los estudios que se han realizado en cada linea: D Fenotipo; v{v citotoxicidad;
TCR- RT-PCR; H secuenciacion TCR; === Sp ectratyping; _4lu. Citoquinas CBA; @
Citoquinas por Real-Time PCR c
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3.2 Analisis del TCR

Para estudiar la clonalidad de las lineas obtenidas, se realiz6 el andlisis de los genes varia-
bles del TCR. Se analiz6 el repertorio familias Vay VP del TCR en 22 lineas, 19 CD8", 3 CD4*y
uno mixto (CD4+*/CD8*). Mediante la técnica de PCR y la utilizacién de oligosondas especificas
se estudiaron 29 familias TRVA y 20 familias TRVB (ver Tabla Ill, Materiales y Métodos). Es
importante notar que los cebadores especificos de cada regién variable hacen referencia a la
nomenclatura antigua. Son los mas representativos, aunque no incluyen todos los segmentos
posibles. En las Tablas Il y IV (Materiales y Métodos) se muestra la correspondencia entre la
nueva y la antigua nomenclatura. La nomenclatura actual de Vo2/VB8 corresponde a los genes
TRVA12S1/TRVB12S3. Alo largo de la tesis, se mantendra el uso de la nomenclatura anterior.

La figura 3.3 muestra el analisis de algunas de las lineas, utilizando como control positivo de
amplificacion de cada gen variable una muestra de PBL de un donante sano. Este tipo de analisis
no es cuantitativo, ya que las condiciones de amplificacién son las mismas (consenso) para
todos los cebadores y no todos tienen igual temperatura 6ptima de union. Asi, la intensidad de las
bandas obtenidas no necesariamente se correspondia con la expresion cuantitativa real de cada
gen. Sin embargo, para el andlisis de clones es un analisis valido, ya que sélo se determina
presencia o ausencia de las bandas de amplificacion.

Los resultados mostraron que 11 de las 19 lineas CD8* analizadas utilizaban la familia TCRVo2
(tabla 3.1). Diez de éstas también utilizaban el segmento correspondiente al gen TCRVB8. La
expresion de estas cadenas variables en todos los casos, fue confirmada por tincién de membra-
na con anticuerpos especificos para Vo2 y V8. Un ejemplo de estos resultados se muestra en la

figura 3.4.
EC21 Fenotipo TRV «. TRV B
.3 CD8 18 6
4 CD8 15
.6 CD8 7 20
N4 CD8/4 10-11-12 2
.8 CD8 7-8-15 7
.9 CD8 2 8
.13 CD8 12 11
.14 CD8 2 8
.20 CD8 2-12
.21 CD8 2 8
.22 CD8 2 8
.25 CD8 18 6
.26 CD8 2 8
27 CD8 26
.29 CD4 23 6
.36 CD4 6 5
42 CD4 28 11-13
44 CD8 2 8
.104 CD8 2 8
.109 CD8 2 8
.110 CD8 2 8-11-13
111 CD8 2-18 8-11-13

Tabla 3.1: Uso de segmentos TCRVa y TCRVP por las lineas aisladas de EC21.En blanco, no determi-

nado.
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Figura 3.3: a) Amplificacion de los segmentos TRVA en algunas de las lineas analizadas. Imagen invertida
de geles de agarosa tefiidos con BrEt. Se visualizan las bandas de amplificacion correspondientes al con-
trol positivo (PBL) y a distintos clones (4 Va2, 1 Val2, 1 Va27 y 1 Va23). En la mayoria de los casos, se
observo la amplificacion es de un Unico fragmento variable. Las bandas de menor intensidad observadas
corresponden en la mayoria de los casos a restos de las células feeders utilizadas para la estimulacion de
los clones. b) Amplificacion de los segmentos TRVB en algunos clones analizados, en las mismas condicio-

nes que en a). Se muestran 7 clones V§8, 1 V20 y 1 Vf6.
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Figura 3.4: Tincién de superficie con AcMo’s especificos de las regiones variables Vo2 y V[38. Se muestra
la tincion realizada sobre un clon representativo (EC21.44), que confirma los resultados obtenidos por RT-

PCR. Este control se realiz6 en todos los clones Va2/VB38.

3.3 Determinacion de la clonalidad del receptor

3.3.1Analisis de la longitud del CDR3 de los amplimeros de Vo2 y VB8

La expresion de un sélo segmento variable sugeria pero no demostraba clonalidad, ya que no
todas las células que utilizan un determinado segmento variable presentan el mismo
reordenamiento. Por otra parte, la presencia de un numero importante de lineas que utilizaban
segmentos variables comunes (Vo2 y VB8) sugeria, pero no demostraba, la presencia de una
expansion clonal en la poblaciéon.

Para demostrar la clonalidad de los receptores, se estudio la longitud del CDR3 de cada
cadena del receptor, mediante electroforesis capilar de cada amplimero (Spectratyping). Segun
se puede observar en la figura 3.5, el fragmento CDR3 de los Va en 10 de los 11 clones Vo2
tenian el mismo tamafo. Se pudo observar que el pico presente en los diez clones era dominante
ya que fué el de mayor intensidad dentro de los Va2 del total de linfocitos aislados de la biopsia
(EC21). Asuvez, el CDR3 de los V38 expresados por los mismos clones era también de idéntico
tamafio. Todo ello sugeria que estabamos ante una poblacién clonal expandida en el cultivo de
EC21.
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Figura 3.5: Andlisis de la longitud del CDR3 por spectratyping. (a) Todos los clones Va2 menos EC21.20
(que no es V8), presentaron la misma longitud del CDR3. La distribucion por tamarios de los fragmentos
Vo2 en PBL mostré una distribucién normal. El amplimero de Vo2 en la biopsia EC21 mostré una distribu-
cién que sugeria oligoclonalidad, con dominancia de un pico de idéntico tamafio al de los clones Vo2*
(flecha). (b) EI tamafio del CDR3 también se demostré idéntico para todos los clones VB8 aislados del

cultivo de EC21 y diferente en dos clones CD4* V38 aislados de otra biopsia (NEC44.3 y NEC44.7).
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3.3.2 Secuenciacion de la cadena o del TCR

Para confirmar la clonalidad de las células Va2 con igual longitud de CDR3, se secuenciaron
los fragmentos variables del gen de la cadena o del TCR de 5 clones, EC21.14, 20, 21, 22 y 26.
De éstos, los cuatro que utilizaban el fragmento V38 compartian la misma secuencia, que a su
vez era diferente de la utilizada por el clon EC21.20, que no era V[8*. Las dos secuencias obte-
nidas se muestran en la figura 3.6. La secuencia comun corresponde a uno de los tres genes
descritos para el subgrupo Vo2 (TRAV2S3), que segun la nomenclatura actual, corresponde al
gen variable TRAV12S1 (AC: AE000659) (236). Dentro de laregién CDR3, estos clones reordenaron
el segmento TRAJ36, de los posibles 61 segmentos TRAJ presentes en el locus alfa del TCR
(AC:M94081). Esta secuencia estd presente ente las bases 45411 y 45351. Durante el
reordenamiento de segmentos V-J, la TdT afiadio un total de 4 nucle6tidos no codificados en el
genoma. En las figuras se muestran las secuencias obtenidas.

El clon EC21.20 utiliza otro segmento variable del subgrupo Vo2 (TRVA2S1), correspondiente
al segmento TRAV12S2, segun la nomenclatura actual.

3.3.3 Secuenciacion de la cadena 3 del TCR

Utilizando el mismo protocolo, se obtuvo la secuencia del gen TRBV presente en los clones
VB8 (TRBV8S1 (AC: X07192) (237)) y ésta correspondié con TRBV12S3, segun la nomenclatura
actual, uno de los tres genes descritos para el subgrupo TRBV12. Segun la secuencia del CDRS3,
estos clones utilizan los segmentos TRBJ2S7, de los posibles 12-13 segmentos J presentes en el
locus beta del TCR (AC: M14159). En este reordenamiento del CDRS3, se utilizaron 5 nucledtidos
de uno de los dos segmentos de diversidad (TCRD2.1) mas un total de 4 nucleétidos no codifica-
dos en el genoma (figura 3.7). Puede ser relevante comentar que otros autores han encontrado
el mismo segmento J2S7 en biopsias celiacas (164) (ver discusion).
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(b) Secuencia del fragmento CDR3 de la cadena Vo de los clones Va2/V[38:

GTG GTG AAC CGG GCT GGG GCA AAC AAC CTC TTC TTT GGG ACT GGA ACG AGA CTC ACC GTT ATT CCC TAT ATC
\ \ N R A G A N N L F F G T G T R L T \ I P Y I
(c) Secuencia del fragmento CDR3 del clon EC21.20:

TGC TTT TAT GGA GGA AGC CAA GGA AAT CTC ATC TTT GGA AAA GGC ACT AAA CTC TCT GTT AAA CCA AAT ATC
C F N G G S Q G N L I F G K G T K L S \ K P N I

(d) Secuencia completa de la cadena alfa de los clones Vo2/VB8 (TCRVA2S3-TRJ36-TRCA):

(e) Secuencia completa de la cadena alfa del clon EC21.20 (TCRVA2S1-TRJ42-TRCA):

ATGATATCCT
AGGTGGAGCA
GCAACAGTGC
CCGTATACTC
CCCTGCTCAT
CAAACAACCT
CCGTGTACCA
AAACAAATGT
CTATGGACTT

TCAACAACAG

ATGATGAAAT
AGGAGGTGGA
CAGTGACCGA
TTCATATACT
TTTCTCTGCT
GAAGCCAAGG
CCCTGCCGTG
TCTCAAACAA
GGTCTATGGA

CTTCAACAAC

TGAGAGTTTT
GGATCCTGGA
TTCTCAGTCT
CAGTGGTAAT
CAGAGACTCC
CTTCTTTGGG
GCTGAGAGAC
GTCACAAAGT

ACTGGTGATC CTGTGGCTTC

AGTTAAGCGG

CCCTTCAATG TTCCAGAGGG AGCCACTGTC

TTCTTCTGGT ACAGACAGGA
GAAGATGGAA GGTTTACAGC
AAGCTCAGTG ATTCAGCCAC
ACTGGAACGA GACTCACCGT
TCTAAATCCA GTGACAAGTC
AAGGATTCTG ATGTGTATAT

TTGCAGGAAA
ACAGCTCAAT
CTACCTCTGT
TATTCCCTAT
TGTCTGCCTA
CACAGACAAA

CAAGAGCAAC AGTGCTGTGG CCTGGAGCAA CAAATCTGAC
CATTATTCCA GAAGACACCT TCTTCCCCAG CCCAGG

CCTTGAGAGT
GCAGAATTCT
GGTTCCCAGT
CCAATGGTGA
CATCAGAGAC
AAATCTCATC
TACCAGCTGA
ATGTGTCACA
CTTCAAGAGC

AGCATTATTC

GTTTGGAGC
GCTTTCAAC
GAACCTAAG
AGAGCCAGC
GTGGTGAAC
ATCCAGAAC
TTCACCGAT
ACTGTGCTA
TTTGCATGT

TTTACTAGTG ATCCTGTGGC TTCAGTTGAG CTGGGTTTGG
GGACCCCTCA_GTGTTCCAGA GGGAGCCATT GCCTCTCTCA

CCTTCTTCTG GTACAGACAA
CAAAGAAGAT GGAAGGTTTA
TCCCAGCCCA GTGATTCAGC
TTTGGAAAAG GCACTAAACT
GAGACTCTAA ATCCAGTGAC
AAGTAAGGAT TCTGATGTGT

TATTCTGGGA
CAGCACAGCT
CACCTACCTC
CTCTGTTAAA
AAGTCTGTCT
ATATCACAGA

AACAGTGCTG TGGCCTGGAG CAACAAATCT

CAGAAGACAC CTTCTTCC

AAAGCCCTGA
CAATAAAGCC
TGTGCCGTGC
CCAAATATCC
GCCTATTCAC
CAAAACTGTG
GACTTTGCAT

CAACGGAAGG
TGTACTTACA
TTGCTGATGT
CAGTATATTT
CGGGCTGGGG
CCTGACCCTG
TTTGATTCTC
GACATGAGGT
GCAAACGCCT

AGCCAACAGA
ACTGCACTTA
GTTGATAATG
AGCCAGTATG
TTTTATGGAG
AGAACCCTGA
CGATTTTGAT
CTAGACATGA
GTGCAAACGC

Figura 3.6: Secuencia de los genes Vo2. (a) Resultado de la cromatrografia capilar del CDR3 de dos
clones (EC21.14 y EC21.20). (b) Secuencia del fragmento CDR3 de los clones Vo2/VB8. (c) Secuencia
del fragmento CDR3 del clon EC21.20 (Va2). (d) y (e) Secuencia completa de la cadena alfa de los
clones Vo2/VB8 y del clon EC21.20, respectivamente. La secuencia subrayada corresponde a la de los

cebadores utilizados para la amplificacion.
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(@)

a b0

(b) Secuencia del fragmento CDR3 de la cadena VB de los clones Va2/V[38:

(c) Secuencia completa de la cadena beta de los clones Va2/VB8 (TRVB8S1-TCRD2.1-TCRBJ2S7-

\Y D J C
AGC AGT CCT AGC CGC GAG CAG TAC TTC GGG CCG GGC ACC AGG CTC ACG GTC ACA GAG GAC CTG AAA

S S P

TRCB):

ATGGACTCCT
TCCAGTCACC
CCACAACTCC
AACGTTCCGA
CCACTCTGAA
CGAGCAGTAC
GTCGCTGTGT
CAGGCTTCTA
CACAGACCCG
AGGGTCTCGG
CGGAGAATGA

TAGAGCAG

S R E

GGACCTTCTG

QO Y F & P @G

CTGTGTGTCC CTTTGCATCC

CCGCCATGAG GTGACAGAGA TGGGACAAGA

CTTTTCTGGT
TAGATGATTC
GATCCAGCCC
TTCGGGCCGG
TTGAGCCATC
CCCCGACCAC
CAGCCCCTCA
CCACCTTCTG
CGAGTGGACC

ACAGACAGAC CATGATGCGG
AGGGATGCCC GAGGATCGAT
TCAGAACCCA GGGACTCAGC
GCACCAGGCT CACGGTCACA

T R L

TGGTAGCGAA
AGTGACTCTG
GGACTGGAGT
TCTCAGCTAA
TGTGTACTTC
GAGGACCTGA

AGAAGCAGAG ATCTCCCACA CCCAAAAGGC

GTGGAGCTGA GCTGGTGGGT
AGGAGCAGCC CGCCCTCAAT
GCAGAACCCC CGCAACCACT
CAGGATAGGG CCAAACCTGT

GAATGGGAAG
GACTCCAGAT
TCCGCTGTCA
CACCCAGATC

T V T Q

GCATACAGAT
AGATGTAAAC
TGCTCATTTA
GATGCCTAAT
TGTGCCAGCA
AAAACGTGTT
CACACTGGTG
GAGGTGCACA
ACTGCCTGAG
AGTCCAGTTC
GTCAGCGCCG

D L K

GCTGGAGTTA
CAATTTCAGG
CTTTAACAAC
GCATCATTCT
GTCCTAGCCG
CCCACCCGAG
TGCCTGGCCA
GTGGGGTCAG
CAGCCGCCTG
TACGGGCTCT
AGGCCTGGGG

Figura 3.7: Secuencia del gen TRVB8 expresado por los clones (a) Resultado de la secuenciacién por
cromatografia capilar del CDR3 del clon EC21.14. (b) CDR3 del clon EC21.14. D: segmento de diversidad,
J: segmento de union. (c) Secuencia completa de la cadena beta. La secuencia subrayada corresponde a

la de los cebadores utilizados para la amplificacion
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1)

)

B)

ecuencias obtenidas de: www.ncbi.nlm.nih.gov base de datos : Nucleotide

MISLRVLLVILWLQLSWVWSQRKEVEQDPGPFNVPEGATVAFNCTYSNSASQSFFW
YRQDCRKEPKLLMSVYSSGNEDGRFTAQLNRASQYISLLIRDSKLSDSATYLCVVN

A1)

«TCRAV12S1» = old TCRAV2S3
LOCUS: HUAE000659 (251199 bp DNA linearPRI 15-JUN-2001)
DEFINITION: Homo sapiens T-cell receptor alpha delta locus from bases 250472 to 501670
(section 2 of 5) of the Complete Nucleotide Sequence.(236)
ACCESSION AE000659 AE000521 U85199
Secuencia proteica:

AAGAATGATG ATATCCTTGA GAGTTTTACT TGATCCTG T TTCAGT TAAGCTGTGA GTTGGGCATC
TCTATAGGAA CATAATGTAC AATATTTTGA GATATTGTCT ATCCTAGGCT GGGGGCTAGA AGCCTGAATT
TTTTCTCTAA CTAAGAGAGT AGAAAGCCTG TAAAAACATG ATTTGAATTC TGGGGAGTAA GCATTTACCT

CCCAATTTGT CTTCTCTGTC TGACCACTGT CTTTTTCACA GGGGTTTGGA GCCAACGGAA GGAGGTGGAG
AGGATCCT! Al TTCAA TGTTCCAGA Al ACTG T TTT TGTACTTAC AGCAACAGT
TTCTCAGTC TTTCTTCT TACAGACA ATTGCAGGAA Al TAAG TTGCTGATGT TATACT
AGTGGTAAT ATGGAA TTTACA ACAGCT T AGA A AGTATATTT TGCTCAT

AGAGACTCCA AGCTCAGTGA TTCAGCCACC TACCTCTGTG TGGTGAACAC ACAGTGCTCC

«TCRAV12S2» = old TCRAV2S2

LOCUS: HUAE000659 (251199 bp DNA linearPRI 15-JUN-2001)
DEFINITION: Homo sapiens T-cell receptor alpha delta locus from bases 250472 to 501670 (section 2 of
5) of the Complete Nucleotide Sequence.(236)
ACCESSION AE000659 AE000521 U85199

Secuencia proteica:

MMKSLRVLLVILWLQLSWVWSQQKEVEQNSGPLSVPEGAIASLNCTYSDRGSQSFFWYR
QYSGKSPELIMFIYSNGDKEDGRFTAQLNKASQYVSLLIRDSQPSDSATYLCAVN

TTGAATCCTC AGTGAACCAG GGCAGAGAAG AATGATGAAA TCCTTGAGAG TTTTACTAGT GATCCTGTGG
CTTCAGTTGA GCTGTGAGTT TGGGGCATCT TTATATAGGA AAATAATGTA CAGTATCTGG AGTTACTGTC
TATTCTAGAT CTATAGGTAG AAGCATGATT TTTTTTCTAA CTAAGGGAAA GTAGGGGCAC CAGTGAAAAG
AGGATTTAAA TTCTGGGGAG TAAGCATCTA TTACCCAGCC AGTCTTCTCT GTCTGACCAC TGTCTTTTTC

ACAGGGGTTT GGAGCCAACA GAAGGAGGTG GAGCAGAATT CTGGACCCCT CAGTGTTCCA GAGGGAGCCA
TT TCTCT TGCACT TACAGTGA AGGTT: A GTCCTTCTTC TGGTACAGAC AATATTCT

GAAAAGCCCT GAGTTGATAA TGTTCATATA CTCCAATGGT GACAAAGAAG ATGGAAGGTT TACAGCACAG
TCAAT. A AGTA TGTTTCTCT! TCATCAGAG ACT! Al AGTGATTCA ACCTA
TCTGTGCCGT GAACACACAG TGCTCCCCAG ACACCTGCAG TCTGTACCCA AACCTGCCAT GCCCCAGGAA
TGCCTGATGT AGAGCTTAGA CTGCAGGGTA GTGAAACTCC CCTTGCTCTC TAGTTTCAAG TGGAAATTAT

AAGAACCAGT ATGGAGGATT

«TCRAJ36» y «TCRAJ42»

LOCUS: HUMTCRADCYV (97630 bp DNA linear PRI 25-OCT-2001)
DEFINITION Human Tcr-C-delta gene, exons 1-4; Tcr-V-delta gene, exons 1-2; T-cell receptor alpha
(Ter-alpha) gene, J1-J61 segments; and Tcr-C-alpha gene, exons 1-4.(236)
ACCESSION:M94081

«TCRAJ36»

AGAAAATTTG GCTTAGTAGG AAAGTGTTTT TGTACTGGGC AGAAACACTG TGTCAAACTG GGGCAAACAA

CCTCTTCTTT GGGACTGGAA CGAGACTCAC CGTTATTCCC TGTAAGTCCT TACCTCTTGA CAAAAAAGCT
CTTAGTCTGT AATGACAAGT TCTCACATCC CAGACACCTA

«TCRAJ42»
CCTCCATCCT TCCCACCTGT TGATTATTGT AAAGCCCCAT AGGACTGTGT GAATTATGGA GGAAGCCAAG

GAAATCTCAT CTTTGGAAAA GGCACTAAAC TCTCTGTTAA ACCAAGTAAG TGTTGGGGAT TCAAAGTCCT
GATTTATCAT CAGTACTTTG TCACTCTGGG CAACAGAATG

"TCRAC ex6n1*

AATGAGATCA TGTCCTAACC CTGATCCTCT TGTCCCACAG ATATCCAGAA CCCTGACCCT GCCGTGTACC
AGCTGAGAGA CTCT. T AGTGA T CTGTCT T ATTCA AT TTTGATTCTC AAA TGT
TCA! T AAGGATTCTG ATGTGTATAT CACAGA ACTGTGCTAG ACATGAGGTC TATGGACTT:
AAGA! A GTGCTGT: TGGAGCAA TCTGACT TTGCATGT TTC AACAACAGCA

TTATTCCAGA AGACACCTTC TTCCCCAGCC CAGGTAAGGG CAGCTTTGGT GCCTTCGCAG GCTGTTTCCT
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Secuencias obtenidas de: www.ncbi.nim.nih.gov base de datos : Nucleotide

1) TCRVB12S3 = old TCRVB8S1

LOCUS HSTCBV81 (775bp DNA linear PRI 16-JAN-1995)
DEFINITION: Human T-cell receptor V-beta 8.1 gene. (237)
ACCESSION: X07192 Y00349

Secuencia proteica:

MDSWTFCCVSLCILVAKHTDAGVIQSPRHEVTEMGQEVTLRCKPISGHNSLFWYRQTM
MRGLELLIYFNNNVPIDDSGMPEDRFSAKMPNASFSTLKIQPSEPRDSAVYFCASSLA

ACCGTGAATT GATAATATCA AAACAAATAT CCAGGGAGCC TCTGCAAGTG TGCATCTCTA TTTCACACCA
ATTATAGTTG AGTTAATTCC TGCCTGATTC ATCTCCCAGA GATGCAGCCT CCTCTTAAAG AAGTTGGGGG
TGGTGGCCCA TTCAGTGATG TCACTGACAG ATGCATTCTG TGGGGATAAA ATGTCACAAA ATTCATTTCT
TTGCTCATGC TCACAGAGGG CCTGGTCTAG AATATTCCAC ATCTGCTCTC ACTCTGCCAT GGACTCCTGG
ACCTTCTGCT GTGTGTCCCT TTGCATCCTG GTAGCGAGTG AGTCTTCAGA ATATTTGCCA TCATCAGGCT
GGGCTTCTGC ATGGATGATC TCATATATTT TCCTTATTCT GACGCCCAAT TCTGTCTTCT TTCATAGAGC

ATACAGAT: TGGAGTTAT AGTCA ATGAGGT GACAGAGAT ACAA TGACTCTGA!
ATGTAAACCA ATTTCA ACAACT T TTTCTGGTAC AGACAGACCA TGAT: ACTGGAGTT!
TCATTTACT TTAA AA TT ATA GATGATTCA AT A ATCGATTC TCAGCT, A
T TAAT ATCATTCT: ACTCT! A TCCA TC Al Al ACTCAGCTG TGTACTTCT!

TGCCAGCAGT TTAGCCACAG CGCTGCAGAA TCACCCCTTT CCTGTGCAGA AAACCCGGTG TTTCCCCTTC
TCCTT

2) TCRBD2.1y TCRBJ2S7

LOCUS: HUMTCBJD (3854 bp DNA linear PRI 13-JAN-1995)

DEFINITION Human T-cell receptor germline beta-chain D2.1 and J2.1 to J2.7genes.(238)
ACCESSION: M14159

Segmento TCRD2.1 «T-cell receptor beta-chain D2.1»

CATTTTTGTA TCATGGTGTA ACATTGTGGG GACTAGCGGG AGGGCACGAT GATTCAGGTA

Segmento TCRBJ2S7

CCTTAGAGGT TTGCATGCGG GGGTGCACCT CCGTGCTCCT ACGAGCAGTA CTTCGGGCCG
GGCACCAGGC TCACGGTCAC AGGTGAGATT CGGGCGTCTC CCCACCTTCC AGCCCCTCGG

3) TCRBC2

LOCUS HUMTCBCE 2008 bp DNA linear PRI 13-JAN-1995

DEFINITION: Human T-cell receptor germline beta-chain gene C-region C-beta-2.(2390)
ACCESSION: M12888

Secuencia proteica
DLKNVFPPEVAVFEPSEAEISHTQKATLVCLATGFYPDHVELSWWVNGKEVHSGVSTDPQP
LKEQPALNDSRYCLSSRLRVSATFWQNPRNHFRCQVQFYGLSENDEWTQDRAKPVTQIVS
AEAWGRADCGFTSESYQQGVLSATILYEILLGKATLYAVLVSALVLMAMVKRKDSRG

ATGGCGTAGT CCCCAAAGAA CGAGGACCTA GTAACATAAT TGTGCTTCAT TATGGTCCTT TCCCGGCCTT
CTCTCTCACA CATACACAGA GCCCCTACCA GGACCAGACA GCTCTCAGAG CAACCCTAGC CCCATTACCT

CTTCCCTTTC CAGAGGACCT GAAAAACGTG TTCCCACCCG AGGTCGCTGT GTTTGAGCCA TCAGAAGCAG
AGATCT A CA! ACACT: TGT T ACA TTC TA! Al ACGTGGAGCT
AGCTGGT TGAATGGGA AGGAGGTGCA CAGT TC AGCACAGA A T CAAGGAGCA

TCA ATGACTCCAG ATACT: TG AGCA TGA TCT ACCTTC T A
AACCA CTT TGT CAAGTCCAGT TCTA T CT AGAAT GACGAGTGGA AGGATA
GGCCAAACCT GTCACCCAGA TCGTCAGCGC CGAGGCCTGG GGTAGAGCAG GTGAGTGGGG CCTGGGGAGA

TGCCTGGAGG AGATTAGGTG AGACCAGCTA CCAGGGAAAA
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3.4 Expresion de Vo2 en otras biopsias

El alto nimero de clones CD8* Va2 obtenidos de la biopsia EC21 nos llevo a investigar la
expresion de Vo2 en células CD8* en cultivos no expandidos procedentes de éstay otras biopsias.
Se analizaron las 4 biopsias EC (EC21, EC29, EC41y EC9)y dos NEC (NEC28 y NEC40). El
11 % de los linfocitos CD8" aislados de la biopsia EC21 fueron Va2* (figura 3.8). En las otras tres
biopsias celiacas analizadas, este porcentaje variaba entre un 1 y un 11 %. Es importante recor-
dar que en PBL el porcentaje de células Va2 CD8* varia entre 3y 4.5 %. En las dos biopsias NEC
analizadas (EC28 y EC40) el porcentaje fué del 4 y 8% respectivamente. Es decir, que no apare-
cia una expansion especifica de células CD8 Va2 en las biopsias celiacas que fuera diferente a la
obtenida en las no patoldgicas.

Por otra parte, la diferencia entre los porcentajes de células CD8* Va2+ obtenidos tras el clonaje
(50%) y el global de linfocitos de este fenotipo en la biopsia (11%), indica que la expansion in vitro
favorecio a esta poblacién, posiblemente debido a su capacidad de producir IL-2, a diferencia de
otros clones CD8* (ver mas adelante).
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Figura 3.8: Andlisis de la expresion de Va2 en células CD8* de las diferentes biopsias.

3.4.1 Clonalidad del Vo2 expresado en otras biopsias

El analisis de la longitud de los fragmentos CDR3 asociados con los genes variables Vo2, nos
permitio estudiar el nivel de clonalidad en los cultivos obtenidos de las diferentes biopsias. En las
seis biopsias estudiadas, tanto EC como NEC, la distribucion de longitudes de los fragmentos
CDR3 asociados a Va2 mostraba un patrén de oligoclonalidad, es decir, una distribucion clara-
mente distinta a la distribucién normal correspondiente a policlonalidad que se observa en PBL y
también diferente a los picos Unicos de los clones de células T (figura 3.9). Entodos los casos se
observaron picos dominantes pero en cada una de las muestras estudiadas, estos picos corres-
pondian a longitudes del CDR3 diferentes, por lo tanto a secuencias diferentes.
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Patrones similares de oligoclonalidad se repitieron en amplimeros de otros segmentos varia-
bles, por ejemplo Va12 (nueva nomenclatura, TRVA19) y Va23 (TCRVAZ21) (figura 3.9). En todos
los casos la distribucion fue oligoclonal y en algunos casos casi monoclonal (por ejemplo V23
para EC29 y para NEC28). Mediante esta técnica de andlisis de tamafio de CDR3, confirmamos
de manera distinta a la demostrada en otros trabajos, que la poblacién de linfocitos TCRof} pre-
sentes en la mucosa intestinal es oligoclonal, pero no se demuestra la dominancia de ninguna

secuencia comun especifica de pacientes ni de controles.
TCR Va2 TCR V12 TCR V23
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Figura 3.9: Distribucién de la longitud del CDR3 por spectratyping. Andlisis de longitud del CDR3 para los
amplimeros de Va2 (TCRVA12), Val2 (TRVA19) y Va23 (TRVA21) de varias muestras diferentes (colum-
na de la derecha). El spectratyping se realizé para cada segmento en una muestra de PBL y en el cultivo
total de 4 biopsias celiacas (EC9, EC21, EC29 y EC41) y 2 no celiacas (NEC28 y NEC40). La distribucién
de tamafios muestra un reordenamiento policlonal del receptor en PBL y oligoclonal en las biopsias.
Como control de monoclonalidad (tamafio Unico) se utilizaron tres clones (EC21.9, Va2; EC21.13, Val2y
EC21.29, Vo23)
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3.4.2 Esta presente el CDR3 dominante en EC21 en los clones Vo2 en otras biopsias?

Como todas las biopsias estudiadas presentaron poblaciones relativamente abundantes de
células Va2, nos preguntamos si el CDR3 expandido en la biopsia EC21 estaria presente en otras
biopsias. Para determinar si este fragmento estaba presente entre las células Va2 de las diferen-
tes muestras, los amplimeros, Vo2 de los cultivos de las seis biopsias antes analizadas se trans-
firieron a una membrana de nitrocelulosa mediante dot-blots, y se hibridaron con una sonda co-
rrespondiente a la secuencia obtenida del CDR3. Como control positivo, se utilizé el amplimero
Va2 del clon EC21.21 y como negativo el amplimero del clon Vo2 EC21.20, cuya secuencia
CDR3 es diferente. Una sonda correspondiente a la cadena constante alfa (TRCA) se utilizé
como control de hibridacion. Los resultados de la hibridizacion, presentados en la figura 3.10,
mostraron la presencia del fragmento sélo en la biopsia EC21. En el resto de las biopsias y en la
muestra de PBL, no se detectd el mismo CDRS3.
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Figura 3.10: Hibridizacion con una sonda CDR3 especifica. Los amplimeros de Va2 fueron transferidos
por duplicado (a y b) a una membrana de nitrocelulosa mediante dot blot. (a) La membrana se hibridé con
una sonda correspondiente a la secuencia del CDR3 del clon EC21.21. Se observé positividad con el
amplimero proveniente del cultivo de linfocitos de la biopsia EC21 y del control positivo, clon EC21.21. (b)
Como control de transferencia del DNA al filtro de nitrocelulosa, se utilizé una sonda especifica de la region
TRCA (sonda constante alfa), que dié positiva con todas las muestras, analizadas a diferentes concentra-

ciones.
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3.4.3 Expresion de Va2 en clones aislados de otras biopsias

Como se mostré mas arriba, en el cultivo total de la biopsia EC9 habia un porcentaje (11%) de
células CD8* TCR Va2, semejante a la biopsia EC21 (figura 3.8). 30 clones CD8 aislados de esta
biopsia se analizaron por citometria de flujo tras inmunomarcacién directa con AcMo anti-Vo2.
Ninguno de los clones resultd ser positivo para este receptor. Sin embargo, de 5 clones CD8*
aislados de la biopsia EC41, que tenia un porcentaje total de linfocitos CD8* Va.2* de sélo un 1%,

dos (EC41.7 y EC41.20) resultaron positivos. Por otra parte, el analisis de 27 clones CD8* aisla-
dos de una biopsia no celiaca (NEC40, 8% CD8* Va2*), nos dio 3 (12%) de clones Va2 (NEC40.8,
NEC40.27 y NEC40.38) (figura 3.11). No tenems datos de los clones obtenidos de las biopsias
restantes.
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Figura 3.11: Expresion de Va2 en clones CD8*. En la fila superior se muestran los clones Va2 positivos de

las biopsias EC41 (2) y NEC40 (3) comparados con uno de los clones positivos de EC21 (EC21.9). Las filas

inferiores muestran la ausencia de expresion de Vo2 en los demas clones analizados.
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3.5. Reactividad frente a células epiteliales

3.5.1 Reconocimiento de las células Caco?2

Para definir el fenotipo funcional de los clones obtenidos de la biopsia EC21, se determiné su
actividad citotoxica frente a células epiteliales, en comparacion con las IEL CD8* de otras mues-
tras. Se estudiaron 18 clones CD8" (incluidos 9 Va2Vp8"), 3 clones CD4* y una linea de fenotipo
mixto (EC21.7). Como control de reactividad epitelial se usé el clon IEL NEC44.25 (ver capitulo I).
Como dianas control se probaron B-LCL autélogas (CEB21) y la diana de células NK K562.

En todos los clones Vo2 y otros dos de distinto TCR (EC21.3 y 21.103) se observo reactividad
media (por debajo del 40%) contra la linea Caco2, a una relacién efectora:diana de 18:1 (figura
3.12). Estos clones no mostraron reactividad detectable contra las otras lineas de células epiteliales,
ni contra la B-LCL autdloga, pero todos tenian actividad de tipo NK. Es interesante sefialar que
esta reactividad era casi exclusiva de las células Va2Vp8. Sélo uno de los clones con este patron
de citotoxicidad no expresaba ese TCR (EC21.3). El resto de clones CD8* mostraron un patron de
lisis diferente, en el cual la Unica diana lisada a niveles medios fué la K562, es decir eran clones
con actividad de tipo NK pero no reconocian dianas epiteliales. Los tres clones CD4* no lisaban
ninguna de las dianas celulares utilizadas.
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3.5.2 EI TCR esta involucrado en el reconocimiento de Caco?2

Los ensayos de inhibicion de la citotoxicidad con anticuerpos anti-TCRo3 (BMA031) demos-
traron que el reconocimiento de las CacoZ2, pero no de las K562, estaba mediado por el TCR. La
inhibicién por anticuerpos anti-CD8 demostré que el correceptor CD8 participa activamente en el
reconocimiento de las dianas epiteliales, mientras que el AcMo contra la integrina CD103, como
era de esperar en estas células negativas para esta integrina o el anticuerpo anti-CD4, no produ-
cen efecto alguno sobre el reconocimiento de estas células. La figura 3.13 muestra un experi-
mento representativo con 5 clones CD8" reactivos y uno no reactivo frente a Caco2. La ausencia
de inhibicién de la actividad de tipo NK por los anticuerpos anti-TCR y controles no esta mostrada
en la figura.
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Figura 3.13: El reconocimiento de las dianas Caco?2 por los clones CD8+ esta mediado por el TCR. Los
AcMo anti-TCR (BMAO031) y CD8 (143.44) inhiben el reconocimiento de la linea Caco2 por cinco clones
citotéxicos V2. Anticuerpos anti-CD3 (no bloqueante), anti-CD4 y anti-CD103, se usaron como control

negativo de inhibicién. Arriba, a la izquierda, un clon CD8* sin reactividad (EC21.8).

3.5.3 Expresion de moléculas efectoras

La expresién de moléculas relacionadas con la capacidad citotoxica, como perforina, CD95L
(CD178), NKG2D y CD94, se analiz6 en los clones citotéxicos frente a Caco2. La figura 3.14
muestra los resultados en un clon representativo, EC21.21 (Va2Vp8). Todos los clones analiza-
dos (n=3) expresaban perforina en el citoplasma, mientras que la expresion de CD95L (CD178)
era indetectable. Por otra parte, todos (n=6) expresaban el receptor activador NKG2D y CD94. De
las moléculas capaces de formar dimeros con CD94, se detectaron bajos niveles de mRNA por
RT-PCR para NKG2A, mientras que NKG2C no fué detectada en ninguno de los 5 clones estudia-
dos, EC21.3, .4, .6, .9y .26 (datos ho mostrados).
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Figura 3.14: Expresion de moléculas efectoras por un clon Va2VB8 EC21.21. Se observo la expresion
intracitoplasmica de perforina y la ausencia de CD178. Tanto NKG2D como CD94 se expresaban en

membrana.
3.5.4 Reconocimiento de MIC via NKG2D

Los clones EC21 CD8* expresaron NKG2D a niveles mas altos que el IEL NEC44.25, que es
un clon con capacidad de lisar todas las dianas epiteliales (figura 3.15a). La capacidad citotoxica
de estos clones Vo2 tanto via TCR como NKG2D, se confirmd mediante ensayos de lisis redirigida
en los que AcMo anti NKG2D y CD3 fueron capaces de inducir la lisis de la linea P815 por los
clones CD8'Vo2 de EC21. La figura 3.15b muestra un experimento representativo con el clon
EC21.109. Se pudo observar que la lisis mediada por NKG2D era de niveles altos, comparada
con otros clones citotoxicos analizados anteriormente (ver capitulos 1y 2). Es decir, que la inca-
pacidad de los clones de lisar las dianas epiteliales HT29 y T84, no se debia a una disfuncion de
estos receptores. Por otra parte, se pudo también demostrar que estos clones eran capaces de
lisar dianas MICA positivas a través de su interaccion con NKG2D. Para ello, se utilizaron las
células C1R transfectadas con MICA. Como se puede observar en la figura 3.15c, el clon EC21.109
era capaz de lisar las células C1R-MIC con eficiencia similar a las dianas NK K562 a una relacion
9:1. Por otra parte, anticuerpos monoclonales dirigidos contra MIC o contra NKG2D inhibian la
lisis de estas dianas con alta eficiencia. La especificidad de la interaccion NKG2D/MIC se demos-
tr6 por la incapacidad de los anticuerpos anti-TCR de inhibir la lisis en estas condiciones. Sin
embargo, las dianas Caco2 que estas células reconocian especificamente, no expresaban MIC
en su superficie (capitulo 4; figura 4.9). De esta manera, podiamos concluir que los clones reco-
nocian un ligando desconocido en las células Caco2 a través de su TCR y que la expresién de
otras moléculas efectoras funcionales como NKG2D no estaban relacionadas con la lisis de estas
dianas.
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Figura 3.15: Reconocimiento de MICA via NKG2D. (a) Expresion de NKG2D por clones Vo2 EC21. Elclon
IEL citotoxico anti-epitelio NEC44.25 se us6 como control. (b) Lisis redirigida frente a la linea P815. El clon
EC21.109 tiene capacidad de lisis a través de su TCR y también de NKG2D (ratio 1:1). (c) Reconocimiento
de MICA via NKG2D. EL clon EC21.109 lisa especificamente la tranfectante para MICA. (d) La lisis es
inhibida con AcMo anti MICAy NKG2D y no anti-TCR.

3.6 Citoquinas

3.6.1 Cuantificacién de citoquinas por PCR a tiempo real

La caracterizacion funcional de los clones EC21 Va2 se continué con la definicion de su perfil
de citoquinas. Se utilizé la PCR en tiempo real para cuantificar los niveles de transcripcion de los
genes de IL-4 e IFN-y sobre 11 clones (6 CD8*y 5 CD4*). Entre los CD8 se incluyeron 2 Va2Vp8
(EC21.9y EC21.26). Las células se estimularon durante 1 h con PMA/lonomicina. El clon NEC44.25
se us6é como control para la produccion de IFN-y. Como control de ambas citoquinas se utilizé
cDNA de PBL estimulados en las mismas condiciones, asi como los linfocitos totales expandidos
de las 4 biopsias EC y las 2 biopsias NEC.

Los resultados se muestran en la figura 3.16. Ninguno de los 5 clones CD4 fué productor de
IFN-yy 3 de ellos (EC21.29, EC21.35 y EC21.42) mostraron un perfil claramente Th2, expresan-
do altos niveles de IL-4. El patrén de expresion de los clones CD8 mostré resultados inespera-
dos. Todos ellos produjeron altos niveles de IL-4, y s6lo los dos Vo2 expresaron también niveles
medios de IFN-y, muy por debajo del control NEC44.25. El patron de citoquinas de los cultivos
bulk de las biopsias celiacas y no celiacas fué el esperado, con niveles muy altos de IFN-yy bajos
pero detectables de IL-4. Esto indicaba que se habia aislado una poblacion minoritaria de clones
CD8 productores de IL-4, pero que la produccion de IL-4 no estaba ligada a la expresion del TCR
Va2/VP8 ni al reconocimiento de Caco?2.
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Figura 3.16: Cuantificacion de
citoquinas por PCR en tiempo
real. (a) Curva de amplificacion
para una reaccion especifica de
IL-4. Se muestran tres estandares
con numero de copias conocido
(108, 10° y 10* copias) y la reac-
cién para el clon EC21.9. (b) Re-
presentacion de la relacion entre
el nimero de copias de IFN-y (arri-
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CD8, CD4, control NEC44.25 y
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Para confirmar estos resultados y analizar mas alla el perfil de citoquinas, uno de los clones
Vo2 (EC21.21) se estimul6é con AcMo anti-CD3 y anti-CD2 durante 48 h y se analiz6 la secrecion
de cinco citoquinas diferentes al sobrenadante por CBA (ver capitulo 2). Los resultados se mues-

tran en la figura 3.17.

Los resultados confirmaron la produccion de altos niveles de IFN-y que aumentaban con la
estimulacion. La produccion de IFN-yfué de 80000 pg/ml, ligeramente inferior al control NEC44.25
(>100.000 pg/ml). La producccion de IL-4 se confirmd, ya que el clon producia aproximadamente
400 pg/ml, produccion alta respecto a clones negativos (NEC44.25, 50 pg/ml, ver capitulo 1) y
similar a otros clones positivos (entre 250 y 900 pg/ml, ver capitulo 2). Los resultados mostraron
gue el clon EC21.21 también producia TNF-a e IL-2 tras la estimulacién con anti-CD3 + anti-CD2.

También hubo alta produccion de IL-5 pero no de IL-10.
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El patron de citoquinas para un clon CD8*Va2 negativo (EC21.6), estimulado con PMA/
lonomicina también confirmé los resultados de RNA. Los resultados mostraron elevados niveles
de IFN-y (> 5000 pg/ml) y muy altos de IL-4 (7300 pg/ml) e IL-2 (>5000 pg/ml). Las demés citoquinas
se expresaron a niveles detectables (TNF-o:: 2000 pg/ml, IL-5: 8500 pg/ml), menos la IL-10 (IL-10:
34 pg/ml) (figura no mostrada).

Se demostré pues la expansion de clones CD8* productores de IL-4 e IL-2, que no producen
IL-10, en una biopsia celiaca.

2000

1 TMNF-i

1000

Tooee | Ny

il
pgiml

IL-2
o . 4 00
gl IL-5 400
- ok e IL-10 E 300

THF =
|y S0

pgiml

§ 8§ 8.3

EC2t 21 anlo’ 1

2000 IL-5 IL-10

w? ! ot w0t of

FLZHeight

pa'mi
g
pgémi

~EEEEE

ECZ1.21 ECZ1.2 EC21.21 ECE1.2
ik COJ+Lh2 (i K CoaeCD2

Figura 3.17: Determinacion de citoquinas por CBA. (a) Representacion del patrén de citoquinas por el clon
EC21.21 luego de 48 h de estimulacién con AcMo anti-CD3 (OKT3) y anti-CD2 (204-12). La intensidad de
FL-2 indica la cantidad de citoquina liberada en el sobrenadante (dil1:20). (b) Cuantificacion de las citoquinas
producidas por el clon EC21.21. Se destaca la expresion de IFN-y (> 80000 pg/ml), de TNF-o (> 1500 pg/
ml), IL-5 (3000 pg/ml), IL-4 (400 pg/ml) e IL-2 (>4000 pg/ml). El clon no produce II-10.

3.6.3 Coestimulacioén a través de NKG2D

La coestimulacion a través de CD2 se analiz6 por su capacidad de inducir la secrecion de IL-
4 en los clones estimulados con anti-CD3. Se utilizaron tres AcMo anti-CD2 (OKT11, 204-12 y el
S5.2). De los tres, el 204-12 y el S5.2 fueron los que mejor estimulacion produjeron al cabo de 48
h. OKT11, indujo menor sintesis de IL-4 (Figura 3.18a).

La capacidad coestimuladora de NKG2D, una molécula capaz de coestimular células CD8, se
investigo en la induccion de secrecion de IL-4 por los clones CD8 Va2V38. La produccion de IL-
4 inducida con AcMo anti-CD3 mas anti-NKG2D fue baja, si bien superior a la inducida sélo por
anti-CD3 (Figura 3.18b).
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Figura 3.18: Coestimulacion via CD2 y NKG2D. (a) Produccion de IL-4 tras estimulacion con anti-CD3 y -
CD2. Los AcMo anti-CD2, 204-12 y S5.2, inducen mayor produccion de IL-4 que el OKT11. (b) La
coestimulacion via AcMo anti- NKG2D (1D11) es inferior a la inducida via anti-CD2 (204-12). Se muestra un

experimento realizado con el clon EC21.21.
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Las células T oy CD8* que se expandieron de la biopsia celiaca EC21 después de un cultivo de
larga duracién, mostraron diferencias fenotipicas con los IELs de capitulos anteriores, la principal
de las cuales es la ausencia de CD103. Por lo tanto, lo mas probable es que se trate de una
poblacién de células CD8* de la lamina propia. A pesar que en la poblacion total (bulk), el nimero
de T yd fue cercano al 30%, no se aislaron células yd ni tampoco IELs of3 de esta biopsia EC21.
Se expandi6 pues, de manera preferente en las condiciones del clonaje, una poblacién de linfocitos
CD8* productores de IL-4 y de IL-2, que posiblemente no permitié el crecimiento in vitro de las
demas poblaciones. El 40 % de los LPL son CD8* (107).

Dos propiedades caracterizan a los linfocitos analizados en este capitulo: la clonalidad del
TCR, el 50 % de los cuales expresa un Unico reordenamiento (TRVA2S3-J36-AC1) y la alta
expresion de IL-4, ademas de IL-2.

Se sabe que la poblacién de linfocitos T de la mucosa intestinal de individuos sanos es fuertemente
oligoclonal, con varios segmentos Vo y VB representados. Predomina la utilizacién de ciertas
cadenas VB (1, 2, 3y 6) con expansiones clonales en alguna de ellas (V[6) (162). Un examen en
detalle del repertorio VB de IELs y de LPL demostré que tanto en IELs como LPLs hay expansion
clonal y que en ambas poblaciones, los clones expandidos utilizan diferentes cadena Vf (163).
En nuestro estudio, el analisis por spectratyping de Vo2, Val2 y Va23 confirmé la limitada
variabilidad de los reordenamientos, tanto en biopsias control (NEC28, NEC 40), como en las
celiacas (EC9, EC21, EC29 y EC41). También demostramos la expansion clonal de algunos
linfocitos en la mucosa.

Qué sucede en celiacos? El repertorio de los linfocitos T en la mucosa celiaca fue analizado por
primera vez por Lahat y colaboradores, quienes no vieron restriccién en el uso de cadenas Vo y
VB, si bien estos son oligoclonales (201). Otros autores confirmaron mas tarde en celiacos y en
controles, que el repertorio es oligoclonal tanto en epitelio como en lamina propia, destacando un
aumento en biopsias celiacas de linfocitos V[38.1/2 en la lamina propia (164). Estos linfocitos
tenian un CDR3 (J2S7) que se repetia en algunos pacientes pero nunca en controles. Hay que
destacar que, en nuestro estudio, la cadena Va2 de los linfocitos T CD8* analizados también se
asocia a V8 y ademas reordena en la region CDR3 el mismo segmento TRAJ2S7 (TRVB8S1-
D2.1-J2S7-CB2). Los autores no determinaron las caracteristicas funcionales en esta poblacion,
ni a qué cadenas Va se asocian los linfocitos V[38.1.

La elevada produccién de IL-4 tras la estimulacion in vitro con anti-CD3 y anti-CD2, es una
caracteristica fenotipica a resaltar en estos clones, que produjeron alrededor de 400 ng/ml por
cada 5x10* células. Este valor es cercano al que producen las células NKT Va24 CD4*, estimuladas
con o-Gal-Cer (240). La IL-4 es una citoquina inmunoreguladora, asociada a respuestas de tipo
Th2. Ademas induce un aumento de VCAM (CD106) en el endotelio y de HLA-II en monocitos, asi
como la disminucién en la secrecion de factores proinflamatorios como IL-8, TNF-a., IL-6 e IL-1.
La produccion de IL-4 por parte de los LPL produce una disminucién en la proliferacion de los
IELs CD8* (155). En un modelo murino de injerto contra huésped, la deplecién de IL-4 evit6 el
desarrollo de la hiperplasia de las criptas y el reclutamiento de IELSs, sin afectar la atrofia de la
vellosidad, indicando que tendria un papel selectivo (241). Sin embargo, la expresion de IL-4 in
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situ en la mucosa celiaca y en biopsias control es baja. La liberacién espontanea de la citoquina es
cercana al 1% en IELs y en LPL (156). En mucosa normal se han detectado células productoras,
tanto por histoquimica como por PCR en tiempo real y en celiacos la IL-4 parece ser minoritaria
(80).

Otra de las diferencias encontradas en la poblacién CD8* CD103, respecto a los IELs CD103* es
la incapacidad de lisis de algunas lineas epiteliales. In situ, la falta de interaccién directa de estas
células con el epitelio justificaria esta falta de reactividad. La proximidad de las células de la
lamina propia con el epitelio podria conllevar otro tipo de interaccién, quiza a través de la produccion
de citoquinas. La Unica reactividad se limité a los clones Va2VB8 y estaba restringida al
reconocimiento relativamente ineficiente de una de las lineas epiteliales, Caco2, aunque el TCR y
CD8 estaban involucrados en el reconocimiento. La existencia de células con un reordenamiento
especifico del TCR, como las Va24J18 (NKT) y las Va7.2J33 (MAIT), que reconocen MHC-no
clasicos, avalan la posibilidad de que otros receptores puedan identificar ligandos monomorficos.
No sabemos cual es el ligando que esta poblacion reconoce pero tedricamente estaria expresado
en las células Caco2 y no en las otras lineas epiteliales. La alta expresion de IL-4 por células CD8*
no es habitual, pero si una caracteristica de las células NKT, que poseen un TCR restringido
(Vo24/VB11) y que se estimulan con glicolipidos asociados a CD1d (242). No se trata del mismo
tipo de células ya que las células Vo2 expresan un receptor diferente y tampoco reconocen CD1
(datos no mostrados).

Es interesante destacar que los clones Vo2 tienen alta expresion de NKG2D, a través del cual
son capaces de redirigir la lisis y de reconocer MIC en células transfectadas. Sin embargo, no
lisan a las lineas epiteliales que expresan MIC (HT29 y T84), ni se puede asociar la lisis de la linea
Caco2 (MIC negativa) al reconocimiento de MIC. Posiblemente la falta de reconocimiento via
NKG2D se deba a que el complejo NKG2D-MICA no alcance el umbral necesario de activacion
por una insuficiente expresion de MICA en las lineas epiteliales. La presencia de receptores
inhibidores (CD94/NKG2A) también podrian estar regulando negativamente a NKG2D, ya que
tienen mas afinidad por sus ligandos que los activadores (243,144).

En resumen, la clonalidad de esta poblacion en la mucosa celiaca sugiere la presencia de un
ligando responsable de su expansion, que podria estar aumentado en el epitelio celiaco. La
demostracion por otros autores de la existencia de células V8/2.1 expandidas en la mucosa de
enfermos celiacos, pero no en controles, sugeriria una funcion de estas células en el desarrollo o
control de la enfermedad. La escasez de células productoras de IL-4 en la lamina propia, no
descarta que potencialmente sean importantes en situaciones patolégicas. La produccion de IL-2
sustenta la posibilidad de que su expansion sea independiente de la presencia de otras células
colaboradoras.
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Estudio de las células Yo intraepiteliales en la enfermedad celiaca.

4.1 Linfocitos T v en biopsias celiacas

La ultima poblacién de la mucosa intestinal que se estudi6 a nivel clonal fueron las células o.
Estas células se expanden en la mucosa celiaca y en las biopsias estudiadas correspondieron a
porcentajes de entre 1y 31 % en las biopsias celiacas y entre el 1y el 2 % en las biopsias no
celiacas (ver prélogo). Se clonaron las biopsias EC9 y NECA40, en las que las células yd represen-
taban el 31% y el 1% respectivamente de la poblacion CD3+ (ver figura 0.1, pr6logo).

4.2 Clonacion de las biopsias EC9 y NEC40

De la biopsia EC9 se obtuvieron un total de 80 clones, de los cuales 19 (23,7%) expresaban el
TCR ¥3. Solo 2 (4%) clones de un total de 48 aislados a partir de la biopsia NEC40 expresaban
este receptor (ver tabla 0.2, prélogo). La figura 4.1 muestra la expresion de TCR, CD103, CD4/
CD8 en estos clones. En general, el crecimiento de los clones yd fue variable y con una tasa de
replicacion inferior a los clones o. Aln asi se han llegado a criopreservar mas de 180 viales de
los diferentes clones de células T ¥o.

La tabla 4.1 resume el fenotipo de superficie de 16 de estos clones, junto con el del clon
control CD8+ TCR o3 NEC44.25. La figura 4.2 muestra la expresion de algunas de las moléculas
estudiadas en dos clones celiacos representativos (EC9.80, EC9.65) y uno no celiaco (NEC40.25),
ademas del clon control NEC44.25.

El 81% de los linfocitos Y0 EC9 eran CD47/CD8, y el 19% restante (3 clones) expresaban el
homodimero CD8awt. Los 2 clones NEC40 eran CD4/CD8. La expresion de CD103, en todos
menos uno (EC9.18) de los clones yd demostrd claramente su origen epitelial, lo cual indicaba
que las células yd expandidas en la mucosa celiaca era una poblacién de IELs.

Entre los clones aislados, tres (EC9.65, EC9.67 y EC9.90) fueron CD28" y todos expresaban
CD54, CD50, CD58, CD11-a (no se muestra) y CD2. Ninguno expresaba CD16 y sélo uno de los
dos clones NEC40 expresaba CD56 (NEC40.25).

La expresion de CD94 en la superficie de los clones y6 fue negativa en todos los casos. Esta
molécula dimeriza en la superficie celular con dos proteinas de la familia NKG2: NKG2Ay NKG2C,
gue forman con CD94 receptores inhibidor y activador, respectivamente. Aln siendo negativa la
expresion de superficie de CD94, se analiz6 por RT-PCR la sintesis de NKG2Ay C, ya que se ha
reportado mensajero de estas moléculas en IELs o CD8* CD94 (244). Todos los clones 5 eran
negativos para NKG2A, mientras que 10/16 expresaban mRNA para NKG2C (figura 4.3). La
molécula CD94 y el mMRNA de NKG2A y NKG2C se expresaban en el clon control CD8 TCR of
NEC44.25. Por otra parte, todos los clones yd expresaron el receptor activador NKG2D, que no
dimeriza con CD94.

Entre las moléculas efectoras, se detect6 perforina en todos los clones analizados, mientras
gue CD178 (CD95L) no se detecto en la superficie de ninguno de ellos en el momento de realizar
los ensayos funcionales. La falta de expresion de CD178 en membrana es esperable, ya que
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CD178 se escinde (shedding) de la membrana celular durante el cultivo (245). Por RT-PCR, la
mayoria de los clones expres6 CD178 tras la activacion con PMA/lonomicina, pero fueron nega-
tivos luego de siete dias de cultivo, en las condiciones habituales de crecimiento (datos no mos-

trados).
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Figura 4.1: Fenotipo de 21 clones TCR v aislados de dos biopsias diferentes. Expresion en superficie de
los marcadores TCR of/yd, CD4/CD8 y CD103. Sdlo 5 clones fueron CD8a positivos. Todos menos uno
(EC9.18) expresaron CD103. Las referencias insertadas en los dot-blot indican los estudios que se han
realizado en cada clon:

D Fenotipo; vciy citotoxicidad,; H TCR- RT-PCR;  weccroses secuenciacion TCR; c Citoquinas CBA,;
[-~] Citoquinas Real-Time PCR
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Figura 4.2: Fenotipo de superficie de tres clones ¥ comparados con un IEL CD8" TCR of. EC9.80 y
EC9.65 son dos clones con y sin reactividad epitelial respectivamente, aislados de la biopsia EC9 y NEC40.25
es un clon sin reactividad epitelial obtenido de una biopsia no celiaca, todos CD103*. La figura muestra la
expresion de CD28, NKG2D y perforina intracitoplasmatica. Todos los clones fueron negativos para CD16,
CD178 (CD95L) y CCRY7. La expresion de CD94 fue negativa (excepto el control NEC44.25). Los clones
NEC40.25 y NEC44.25 expresaron CD56. NEC40.25 fue positivo para el homodimero CD8a.o.
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Figura 4.3: Patron de expresion de mRNA para los receptores NKG2A/B, NKG2C y NKG2D. Quince
clones Yo fueron negativos para la isoforma NKG2A, mientras que 9/15 fueron positivos para NKG2C.
Todos los clones o fueron positivos para NKG2D, con ligeras variaciones cuantitativas. Los clones CD8*
(desde 9.19 a 9.38) mostraron positividad pero mas variabilidad en la expresién del mMRNA de NKG2D.

Como control positivo de todas las cadenas se utilizo el IEL CD8+ NEC44.25.

Clone 15 TCR TCR CDR3 CD8 CD CD CD CD CD NKG NKG
Y ) aald o 103 28 16 56 94 *2C 2D
9.3 1 1 1191 -
9.72 1 1 13/J1 + + - - . . -
9.5 1 1 14/J1 + - . . +
9.80 1 1 16/J1 - + - - - - + ¥
9.59 1 1 7132 - + - - - - + ¥
9.58 1 1 11/31 - + y - - . + +
9.65 1 1 12131 - + B - - - . +
9.67 1 1 12131 - + B - - - . +
9.90 1 1 11431 - + B - - - +
9.26 1 2 + Et - . . . n
9.57 1 2 - = - - - . + +
9.18 1 3 - . - i . . +
9.63 1 3 - + - - - - - +
9.44 1 3 . Et - . . + n
9.12 1 5 - + - - - - + +
9.70 1 7 9/J1 - + - - - . . ~
40.22 1 1 10/J1 - - - - - £ e
40.25 2 2 + Et - - + . n -
44.25 n/a n/a n/a + + - + + + 4 +

Tabla 4.1: Fenotipo de superficie de clones T 0.

Las dos primeras columnas representan los genes yy § utilizados por el TCR de cada clon. La tercera
columna representa el CDRS3, indicandose la longitud total y el segmento J usado. En el resto de las colmnas,
se representa expresion positiva (+), negativa (-) o no determinada (en blanco). n/a, no aplicable. *La

expresion de NKG2C fue analizada por RT-PCR.
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4.3 Heterogeneidad del repertorio TCR ¥ en los clones T aislados de la mucosa
intestinal

4.3.1 Repertorio Vyy V9§

Se estudio el repertorio de genes variables TRVG y TRVD por RT-PCR. Los resultados se
muestran en la tabla 4.1. Se utilizaron cebadores especificos para las regiones Vyl-4 y V§1-8,
primero sobre la poblacion total de los cultivos de las 4 biopsias EC y de las 2 NEC. Las familias
V4 1,3,5y 7 fueron las mas abundantes en las biopsias EC, si bien V52 y V&4 se detectaron a bajo
nivel en la biopsia EC21. Sdlo las familias V41, 2 y 3 se amplificaron en las biopsias NEC (datos
no mostrados).

Todos los clones expresaban Vyl, excepto uno (NEC40.25) que era Vy2 (tabla 4.1). La expre-
sion de Vdelta fué mucho mas variable: de los 16 clones EC, 9 eran V41, 2 Vo2, 3 V83,1Vo5y 1
V7. Uno de los clones NEC era V§1(Vyl) y el otro V42 (Vy2). No se detectaron las familias V44 ni
V46 en ninguno de los clones, confirmando la ausencia de estas familias en la poblacion total.

La combinacion Vy1Vé1 fue la predominante entre los clones, con un 55% (10/18). Sélo uno de
los clones era Vy2V32 (NEC40.25), un TCR predominante en células yd de sangre periférica, que
se aisl6 de una biopsia no celiaca. Sin embargo este clon expresaba CD103, lo que indicaba que
era de origen epitelial, no provenia de periferia.

Es interesante notar que uno de los clones expresaba V§7 asociado a Vyl (EC9.70). Hasta el
momento sélo se ha reportado un clon que expresa V47, aislado de timo (246). El clon EC9.18,
gue no expresa CD103 y por lo tanto podria tener origen periférico, expresaba un TCR con los
segmentos variables Vy1/V33.

4.3.2 Anélisis del CDR3 en el TCR de los clones Vé1

Seguidamente se secuenciaron las regiones CDR3 de las familias Vo1 (tabla 4.2). Casi todos
los clones, excepto uno, utilizaron el segmento de union TRDJ1. EC9.59 utilizé la regién TRDJ2.
También se encontraron algunas secuencias TRDD1 comunes entre los clones. Se observo va-
riabilidad en el uso de los segmentos TRDD?2 y diversidad dada por la adicién de nucle6tidos sin
molde (N region). La secuencia de la region CDR3 fue idéntica en s6lo dos clones (EC9.65 y
EC9.67) y el tamafio del CDR3 en esta serie de clones V41 fue muy variable.

185



Capitulo IV

Vo CDR3 Jo
EC9.3 CTT GGG GAA CGT GGC CTT CCT ACG GTA CTT ACG CCC GAT AAA DJ1
L G E Y G L P T V L T P D K
EC9.5 CTT GGG GAC TAC GGG GGC GGC CCC CCT TAC TTT GCG ATG GGC ACC GAT aAA DJ1
L G N Y G G G P P Y F A M G T D K
EC9.58 CTT GGG GAA CAT CCT TCC TAC GGG GGG ATA CGG GGC GAT AAA DJ1
L G E H P S Y G G I R G D K
EC9.59 CTT GGG GAT TCC TAC CTA CCT TTG ACA GCA DJ2
L G D S Y L P L T A
EC9.65 CTT GGG GAA ATC CCT CTC TGG GGG ATA CGT AGG GCC ACC GAT AAA DJ1
L G E I P L W G I R R A T D K
EC9.67 CTT GGG GAA ATC CCT CTC TGG GGG ATA CGT AGG GCC ACC GAT AAA DJ1
L G E I P L W G I R R A T D K
EC9.72 CTT GGG GAA CTA GGA ACC TCC ACC AGA CCC TTA GCT ACG ACC GAT AAA DJ1
L G E L G T IS T R P L A T T D K

EC9.80 CTT GGG GAA TAC CAA CCC CCG AAC TGG GGG GAT ACC CGA CCA GTG TAC ACC GAT AAA DJ1

L G E Y 0 P P N W G D T R P V Y T D K

EC9.90 CTT GGG GAA CCC CTT CTC CAC TGG GGG ATT GAG GGG AAT AAA DJ1
L G E P L L H W G I Q G D K

EC40.22 CTT GGG GAA CTA GGC TGG CCG GGG GAT AAC ACC GAT 2aA DJ1
L G E L A W P G D N T D K

Tabla 4.2: Secuencias de la region CDR3 en los clones TCRO1. En la parte izquierda (gris claro), la secuen-
cia correspondiente a la region V9. La parte del medio corresponde a las distintas secuencias de la regién
CDR3, con una estructura N(D)N: las secuencias derivadas de los segmentos D1 (CCTTCCTAC) estan
sombreadas y subrayadas y las del segmento D2 (CTGGGGGATACG) subrayadas. La columna de la
derecha corresponde a las secuencias JD (JD1 o JD2).

4.4 Produccion de citoquinas y expresion de receptores de quimiocinas

Para caracterizar funcionalmente a los clones, se estudio el perfil de citoquinas y la expresiéon
de receptores de quimiocinas. La técnica de PCR a Tiempo Real se utiliz6 como primera aproxi-
macion para cuantificar la expresion de citoquinas en la poblacion total aislada de las seis biopsias
(4 ECy 2 NEC) y en algunos clones (figura 4.4). En las biopsias analizadas (“bulk” en la figura),
la expresion de IFN-y domind en todos los casos pero en todas se detectd IL-4, a niveles ligera-
mente inferiores que en los PBLs activados (ver también figura 3.16). Los resultados de los clones
Y0 demostraron una tendencia en favor de perfiles de tipo Thl, con expresion de IFN-y en diez
clones 4 contra un clon (EC9.44) que expreso IL-4 a niveles similares a los PBL activados Los
niveles de IFN-y fueron siempre inferiores que los expresados por clones CD8+ (ver control
NEC44.25 de la figura 4.3 y figura 3.16).
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4.4.1 Determinacion y cuantificacién de citoquinas por citometria de flujo

Para intentar definir el patrén de sintesis de citoquinas por los distintos clones, determinamos
por CBA™ l|a produccion de IFN-y, TNF-q, IL-10, IL-4, IL-5 e IL-2 en el sobrenadante de clones
de células T estimuladas durante 48hs con con anticuerpos anti-CD3 (OKT3) y anti-CD2 (204-
12). Los resultados se muestran en la tabla 4.3 y en las figura 4.5.

Confirmamos la produccion de IFN-y por todos los clones tras la estimulacién. Los clones v
(50.000 células en 100 pl de medio de cultivo) secretaron entre 15.000 y 50.000 pg/ml , con la
excepcion del clon V§7, EC9.70 (5.000 pg/ml). El clon NEC44.25, TCR of3 CD8+, utilizado como
control positivo, produjo en las mismas condiciones, mas de 100.000 pg/ml. La produccién basal
(sin estimulacion) estuvo entre 200 y 900 pg/ml en todos los casos. Todos los clones, menos el
NEC40.25, produjeron TNF-a.. Los niveles de sintesis fueron menores que los de IFN-y (entre
300y 1700 pg/ml, con el control positivo en 1900 pg/ml) y méas elevados en los clones EC9.59,
EC9.65y EC9.44. La IL-2 se detect6 en el control EC21.21, pero en ninguno de los clones vo. La
produccion de IL-4 fue muy baja, incluido el control (460 pg/ml vs 60 pg/ml en ausencia de esti-
mulo) y sélo se detectd en el sobrenadante de dos clones, EC9.44 (168 vs 39 pg/ml) y EC9.90
(242 pg/ml vs valor indetectable), confirmando los resultados de expresion de mRNA. Otras
citoquinas detectadas fueron IL-5 (EC9.44, EC9.12, EC9.90 y NEC40.25) e IL-10 (EC9.65, EC9.67,
EC9.90y EC9.12).
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Figura 4.5: Patron de secrecion de citoquinas producidas por los clones T 5 . La determinacion de citoquinas
por CBA™ se realiz6 en sobrenadantes (dil:1:20) de células T estimuladas 48 h con AcMo anti-CD3 (OKT3)
y anti-CD2 (204-12). (a) Cada figura representa el patron de secrecién de cada clon luego de la estimulacion.
Los puntos desplazados hacia la derecha representan secrecion positiva. La lista de las citoquinas se
muestran a la derecha de cada figura. La intensidad de flourescencia en FL-2 representa la cantidad de
citoquina en cada sobrenadante. (b) Cuantificacion directa de las figuras mostradas arriba, calculados
segun los estandares del fabricante. Los resultados muestran en todos los clones alta expresion de IFN-yy
baja de TNF-c.. Algunos clones expresaron IL-4, IL-10 o IL-5 , mientras que ninguno expresoé IL-2. Los
niveles de secrecion fueron muy variables. Como control positvo se utilizaron los clones CD8* NEC44.25 y
EC21.21.

La expresion de los receptores de quimiocinas CXCR3 y CCR5, asociados al patron Thl se
determing, igual que CXCR4, receptor de SDF-1 que en células af esta expresado en las células
preinmunes, y CCR7, presente en las células T de memoria periféricas (Tcm). Los resultados
confirmaron la expresion de CXCR4 y el marcador de Thl, CXCR3, en todos los clones (figura
4.6 y tabla 4.3). Sin embargo, la expresién de CCR5 fue variable. De 12 clones Y0 estudiados,
cinco eran negativos para CCR5 y 7 expresaban CCR5 a niveles relativamente bajos. Sélo un
clon (EC9.12, Vy1/V35) mostré alta expresion de este receptor, comparable a la de los clones
CD8* (datos no mostrados). CCR7, generalmete presente en células de memoria sin funciones
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efectoras (central memory cells), no se expreso en ninguno de los clones analizados. Es impor-
tante recalcar que la expresion de CXCR4 en todos los clones o (excepto EC9.90) se contrapone
con la ausencia de este marcador en la mayoria de los IELs CD8* TCR a3 que hemos analizado,
aungue si se expresa en el clon NEC44.25, utilizado como control (ver figura 4.6 y capitulo 2).
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Figura4.6: Expresion de recep-
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clones y6 y en el control
NEC44.25.
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4.5 Reconocimiento de lineas epiteliales por linfocitos T yd de mucosa intestinal

El analisis de la funcidn celular de estos clones se continué mediante ensayos de citotoxicidad
frente a un panel de dianas celulares de distinto origen, incluyendo lineas epiteliales (HT29, T84,
Caco2, HT93) y células primarias de epitelio intestinal (enterocitos y foliculares tiroideas) y
hematopoyéticas: HeLa, Daudi, B-LCLs y K562. Todos los clones T yd mostraron actividad tipo-
NK contra las células K562, y ninguno contra las B-LCLs. S6lo un clon, NEC40.25 (V$2), mostro
baja actividad contra las células Daudi, coincidiendo con datos que demuestran reactividad de las
células Vy2V52 de sangre periférica contra esta linea linfoblastoide (247). De 18 clones T Yo
probados, 12 mostraron actividad citotoxica frente a las lineas epiteliales de colon HT29, T84 y
CaCo 2y las no intestinales HeLa y HT93. Entre los clones reactivos, pudimos diferenciar dos
niveles de citotoxicidad contra las células epiteliales: i) alta (40-80% de lisis, relaciéon E:T, 9:1) en
EC9.3,9.5,9.70,9.72 y 9.80 vy ii) baja (20-40% de lisis) para los clones EC9.18, 9.26, 9.57, 9.58,
9.59, 9.63 y NEC40.22. Sin embargo, la linea NEC40.25 que no reconocia epitelio intestinal,
lisaba las células HeLa. Un ejemplo de un clon reactivo Vé1 (EC9.80), un clon no reactivo V41
(EC9.65) y uno no celiaco y no reactivo V52 (NEC40.25), se muestra en la figura 4.7. Ninguno de
lo clones Yo reconocieron enterocitos y mostraron una actividad citotoxica baja o negativa frente a

las células foliculares tiroideas.
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Todos los linfocitos yd expresaban perforina, IFN-yy TNF-o., es decir tenian capacidad citotoxica
constitutiva. Sin embargo, no todos eran citotéxicos para las dianas utilizadas y el nivel de lisis
frente a células epiteliales se correlacionaba mejor con otros parametros celulares, ya que todos
los clones no reactivos producian IL-10, IL-5 y/o IL-4, todas ellas citoquinas de tipo Th2 o
reguladoras.
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Figura 4.7: Citotoxicidad de los clones Y3 contra dianas de distinto origen, incluyendo células epiteliales y
hematopoyéticas. Los resultados muestran el porcentage de lisis de células marcadas con *:Cr mediado
por tres clones Yo representativos: un clon V81 EC con reactividad epitelial (EC9.80), un V81 EC no-
reactivo (EC9.65) y un clon no reactivo NEC V62 (NEC40.25). En los paneles a), b) y c) se muestra la
reactividad sobre distintos tipos celulares. (a) Células epiteliales de colon HT29, T84 y Caco2; células de
epitelio tiroideo HT93; B-LCL CEB21 y K562. (b) Células HelLA y células primarias de enterocitos y células
foliculares tiroideas, con las células K562 como control. (c) Células Daudi, Hela y K562. Todos los clones
mostraron actividad NK y fueron negativos contra las Daudi y diversas B-LCL. El clon V62 NEC40.25 mos-
tro cierta reactividad frente a Daudi, en comparacion con otros clones. Todos los clones fueron negativos
frente a las células epiteliales primarias de intestino (enterocitos) mientras que se observé reactividad baja

frente a las células foliculares del tiroides.
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¥ TCR Lisis Bloqueo Perfo CD IFN-y TNF-o. IL-10 IL-5 IL-4 IL-2 CXC CC CXC
clone V& diana () rina 178 R3 R5 R4
93 1 +++

972 1 +++  15-30 + + - - - - + - +
9.5 1 +++ 30-40

980 1 +++  40-50 + - + + - - - - + - +
959 1 + 2545 - + + - - . . + . +
958 1 + + + - - - - 4 - +
965 1 - na + - + + + - - - + + +
967 1 - na - + + + - - - + + 4
990 1 - na - + + + + + - + - -
926 2 + 0-20 - +

957 2 + nd - + + - - - - + + +
9.18 3 + 40-50 - + - - -

9.63 3 + 15-30 + - + + + - - - + - o
944 3 - na - + + - + + - + + +
9.12 5 - na - + + + + - - + + +
9.70 7 +++ 0-20 - + + - - - - + + +
4022 1 + 0-20 - + -

4025 2 - na + - + - - - - - + + +
4425 na @ +++ 80 + - + + - - - - + + +

Tabla 4.3. Resumen del fenotipo funcional de clones T yd de mucosa intestinal. En la segunda columna, los
clones estan clasificado segln su reactividad: negativa (-), intermedia (+) o alta (+++) contra células epiteliales.

En blanco = no determinado. na = no aplicable.
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4.6 El reconocimiento de células epiteliales por las células yd0 estd mediado por el
TCR

La participacion del TCR en el reconocimiento de las lineas epiteliales, fue abordado mediante
ensayos de inhibicién de la citotoxicidad con AcMo anti TCR ¥d. Los resultados mostraron que la
especificidad epitelial de los clones V4 1y V4 3 estaba mediada por el TCR, y que esta reactividad
es independiente de la actividad de tipo NK. La lisis de las células epiteliales intestinales fue
inhibida hasta un 50% por el AcMo anti TCR yd (tabla 4.3). El reconocimiento de la linea HelLa
también estuvo mediado por el TCR en los clones V81 y V33. Sin embargo, la lisis de la linea
intestinal CaCo2 mostro resultados diferenciados de las otras dianas intestinales, ya que en la
mayoria de los casos, la lisis de CaCo2 se inhibia menos de un 20% con el anticuerpo anti-
TCRYd. Los clones V37 (EC9.70), V32 (EC9.26) y en clon no celiaco V81 (NEC40.22) parecian
utilizar otro receptor de superficie en el reconocimiento de las células epiteliales, ya que la inhibi-
cién siempre fue menor del 20%. El AcMo anti-TCR Y3 en ningun caso afecto la lisis de las células
K562 por estos clones (figura 4.8). La molécula CD103, que se expresa en todos los clones y
esta involucrada en la lisis de células epiteliales por el IEL CD8" NEC44.25 (ver capitulo 1), no
interviene en la funcién efectora de estas células, ya que el anticuerpo especifico anti-CD103 no
inhibia la lisis de dianas epiteliales por ninguno de los clones Yo.
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Figura 4.8: Participacion del TCR en el reconocimiento de células epiteliales por IELs y5. Se muestran
experimentos representativos de inhibicion de la citotoxicidad de dianas epiteliales por el clon EC9.80,
usando diversos AcMo. (a) El reconocimiento de la linea HT29 se bloquea con AcMo anti-TCRYyd (IMMU-
510) y no con unAcMo anti-TCR of8 (BMA031); (b) inhibicion por anti-TCRYO de la lisis de diferentes lineas
epiteliales; no se observo inhibicion de la citotoxicidad cuando se usé la linea CaCo2 como diana; (c) el
AcMo anti-CD103 no inhibe la lisis de células epiteliales por el clon EC9.80, mientras que si lo hacen sobre
la lisis de mediada por el clon CD8* NEC44.25; (d) los AcMo anti CD3, TCRYd o CD8 no produjeron ningdn

efecto en la actividad NK sobre la linea K562.
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4.7 Ningun elemento del restriccion conocido esta asociado al reconocimiento de
las células epiteliales por los linfocitos T v

4.7.1 Los ligandos del TCR para los clones T V81 y V43 son distintos a HLA clase-1, CD1
o MIC

Todas las células epiteliales utilizadas en este trabajo expresan en su superficie moléculas de
HLA-clase I. Las moléculas de HLA-clase Il s6lo se expresan en las células HT29 tras la activa-
cién por IFN-y (ver figura 1.12),) (202,248). La falta de inhibicién observada con AcMo contra
epitopos monomorficos de HLA-clase | (W6/32) y HLA-DR (L243) (figura 4.9a) indicaron que el
reconocimiento de las células epiteliales por las células T yd no esta restringido por moléculas
clasicas de HLA. Las moléculas no clasicas de HLA, como HLA-G y HLA-E, reconocidas por el
AcMo W6/32, también quedaron descartadas.

Las moléculas no clasicas de tipo clase |, CD1 (codificadas fuera del MHC), expresadas por
algunas células epiteliales (249), también se consideraron como posibles ligandos de las células
T v8. Sin embargo, ninguna de las células epiteliales usadas en este estudio expresaban ninguno
de los isotipos de CD1 en la superficie celular o a nivel de mRNA (ver figura 1.13). Por otra parte,
AcMo anti CD1cy anti-CD1d, no modificaron el reconocimineto de las células epiteliales mediado
por las células Ty (figura 4.9a), lo que claramente indicaba que CD1 tampoco era el ligando
epitelial.

Estudios de otros grupos han demostrado la interaccion especifica entre ciertos TCR Vol y
MIC, una molécula homologa a HLA clase | que se expresa en situaciones de estrés celular (181,
250). Las células epiteliales HT29, T84 y HelLa expresaron niveles medios de MIC (en compara-
cion con las células transfectadas, ver figura 1.15), mientras que en nuestras condiciones de
cultivo, no se detectdé MIC en la linea Caco2 ni en enterocitos (figura 4.9b).

La adiciéon de AcMo anti-MIC (SR116, SR104 y 6D4) a los ensayos de citotoxicidad no modifico
la lisis de las lineas epiteliales MIC* por los clones V41 (figura 4.9c y datos no mostrados). Esto
significa que los TCR V31 expresados por estos clones yd, ho son especificos de MIC.

MIC también funciona como ligando de NKG2D-DAP10, y la interaccion entre ambas molécu-
las aumenta las funciones antigeno especificas de ciertos TCR a3 y V62, en condiciones subdptimas
de sefalizacion del TCR (146, 222). La falta de bloqueo en la lisis epitelial con AcMo anti-MIC,
también sugeria que la interaccion de MIC con el receptor NKG2D en las células yd no contribuia
a la funcion efectora mediada por el receptor yd, al menos en nuestras condiciones experimenta-
les. Debe aclararse que la expresion de MIC en las células diana era comparativamente baja y
podria ser que no se alcanzara el umbral necesario para inducir la sefializacion a través de NKG2D
(251). De acuerdo con esto, las células 0 eran capaces de lisar células C1R transfectadas con
MIC (C1R-MICA) con alta eficiencia, lo cual indicaba que si la expresién de MIC era suficiente,
podia inducir lisis, posiblemente mediada por la interaccién NKG2D/MIC (figura 4.9d). En efecto,
las moléculas NKG2D expresadas por las células Y0 eran plenamente funcionales, como se pudo
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demostrar en ensayos de lisis redirigida sobre la linea P815 (figura 4.9¢). La funcién citotoxica de
la interaccion NKG2D/MIC en la lisis de las células transfectantes qued6 demostrada en ensayos
de inhibicion por AcMo, ya que tanto el AcMo anti-NKG2D (2D11) como los anticuerpos anti-MIC
fueron capaces de inhibir esta lisis (figura 4.9f). Por lo tanto, aunque el receptor Y0 no reconocia
MIC, esta molécula podia ser reconocida por la molécula NKG2D expresada por las células Y.

Sin embargo, este NKG2D funcional no intervenia en el reconocimiento del ligando epitelial ni
aumentaba la lisis de las dianas MIC*. La ausencia de participacion de NKG2D en la lisis de las
dianas epiteliales se confirmé por la incapacidad del AcMo anti NKG2D de inhibir la lisis (figura
4.9¢) ni de aumentar la inhibicion mediada por el AcMo anti-TCRYd (figura 4.9g).

En resumen, los datos sugieren que las células yd estaban siendo 6ptimamente activadas a
través de la unién del TCR con su ligando (hasta el momento no definido) y que la interaccion
MIC/NKG2D no tiene efecto en las células Y0 si estan dptimamente activadas a través de su
receptor, como también ocurre en los linfocitos T a. Es importante notar que los AcMo anti-MIC
0 anti-NKG2D, tampoco inhibieron la lisis de dianas epiteliales por clon EC9.70 (V47), no mediada
por el TCR. Sin embargo, no sabemos qué ocurre in vivo en la enfermedad celiaca, donde la
expresion de MIC por las células epiteliales esta considerablemente aumentada (168).
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Figura 4.9: Ausencia de restriccion en el reconocimiento de células epiteliales por IELs y5. El ligando del
TCR enlos clones IEL ¥ es diferente de HLA-clase |, CD1 o MIC.

(a) La ausencia de inhibicién en la lisis de las células HT29 por el clon EC9.80, usando AcMo contra
epitopos monomorficos de HLA clase | (W6/32), clase Il (L243) y CD1d (CD1d51.1.3), indican que el ligan-
do no esta restringido a moléculas clasicas de HLA, no clasicas HLA-G y HLA-E, también reconocidos por
W6/32, o por moléculas no-clasicas no-HLA CD1d. Confirmando la falta de participacion de los ligandos
HLA, el tratamiento de las células epiteliales con IFN-y no modificé la lisis mediada por las células . (b)
Anadlisis por FACS de la expresion de MIC (6D4, histograma negro) y HLA-clase | (W6/32, gris) en células
epiteliales. Todas las células expresan clase I; HT29, Hela y T84 expresaron MIC, mientras Caco2, enterocitos
humanos y células foliculares tiroideas fueron negativas para MIC en nuestras condiciones de cultivo. (c)
MIC y NKG2D no estan directamente involucrados en el reconocimiento de las células epiteliales mediado
por el TCR. Los AcMo’s anti-MICA (6D4) y NKG2D (1D11) no inhibieron la lisis de HT29, al contrario que el
anti-TCR 0. (d) Las células transfectadas C1R-MICA, de alta expresion de MIC, son lisadas por las células
75 con alta eficiencia. (e) La capacidad funcional de NKG2D se muestra a través de la lisis redirigida sobre
la linea P815 utilizando el AcMo anti-NKG2D (1D11), que tiene menos eficiencia que la lisis redirigida con el
AcMo anti-CD3 (OKT3). (f) El reconocimiento de C1R-MICA si se inhibe con AcMo anti NKG2D y MIC,
mientras que el TCR no participa en este reconocimiento. (g) El AcMo anti-NKG2D no aumenta la capaci-
dad del AcMo anti-TCRyS de inhibir la lisis de células epiteliales y no modifica la lisis negativa de CaCo2 ni

la de K562. Todos los experimentos mostrados estan hechos con la linea EC9.80.
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4.8 Coestimulacién en las células v

La mayoria de las células Yo no expresan CD28, pero si NKG2D, que en ciertas células actia
como molécula coestimulatoria (222, 252). Aunque habia quedado demostrado que esta molécu-
la no estaba involucrada en el reconocimiento de dianas en la fase efectora de las células 79,
investigamos la capacidad de NKG2D de coestimular la produccién de citoquinas por las células
Tvd utilizando clones activados con AcMo anti-CD3 en combinacion con anti-NKG2D, anti-CD2 o
anti-CD28 en clones positivos.

Se analizaron los clones EC EC9.12, 9.57, 9.58, 9.59, 9.63, 9.65, 9.80y 9.90, NEC40.25 y
clones control CD8* TCR off (EC21.21 y NEC44.25). La figura 4.10a muestra el resultado de
induccion de la produccion de IFN-y por tres clones vd representativos. La incubacion con AcMo
anti-NKG2D no aumenté la sintesis de IFN-y inducida por el AcMo anti-CD3 en las células y5, en
comparacion con el AcMo anti-CD2.

Por otra parte, se compararon los niveles de IL-10 liberados por un clon CD28" (EC9.90) y un
clon CD28 (EC9.12), tras la incubacion de las células con AcMo anti-CD3, mas anti-NKG2D, anti-
CD28 o anti-CD2. Tanto la estimulacién con anti-CD28, como con anti-CD2, indujeron una pro-
duccién de IL-10 mayor que anti-NKG2D (figura 4.10b). Es interesante notar que el clon EC9.90
incremento la produccion de IL-5 tras la coestimulacion con anti-CD28, pero no de IL-4. Por el
contrario, la produccién de IL-4 s6lo aumentaba tras coestimulacion con anti-CD2 (figura 4.10c).
Esto sugiere que diferentes vias coestimuladoras podrian estar involucradas en la induccién de
diferentes citoquinas por las células yo.

Ademas, mientras que tanto el AcMo anti-NKG2D como el anti-CD28 indujeron proliferacion
de PBL CD8* TCRaf} estimulados con anti-CD3, sélo anti-CD28 fue capaz de inducir la prolifera-
cién del clon T yd CD28* EC9.90 (figura 4.10d). Por lo tanto, mientras que CD28 es plenamente
funcional como coestimulo en las células T yd que lo expresan, la capacidad de NKG2D de

coestimular estas células es minima.
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Figura 4.10: Coestimulacién de las células y5. Produccion de citoquinas y proliferacion de células v
estimuladas en distintas condiciones. (a) Liberacion de IFN-y tras la coestimulacion inducida a través de
anti-CD3 + anti-NKG2D o -CD2. Tres clones Y5 se compararon con un clon CD8* (NEC44.25). S6lo CD2
(204-12) fue capaz de inducir la sintesis de IFN-y en las células estimuladas con AcMo anti-CD3. El anti-
cuerpo anti-NKG2D so6lo aumento la produccion a niveles minimos sobre el basal. (b) CD28 es funcional en
las células T yd. La produccion de IL-10 se midié por CBA™ en dos clones, uno de ellos CD28* (EC9.90). El
AcMo anti-CD28 (152-2E10) indujo la produccion de IL-10 en el clon EC9.90, tan eficientemente como el
AcMo anti-CD2 lo hace en el clon EC9.12. CD2 no fue coestimulador en el clon EC9.90. NKG2D no indujo
produccion de IL-10 de manera eficiente en ninguno de los dos clones. Cada histograma representa la
produccion de IL-10 en pg/ml. (c) La coestimulacion a través de CD28, pero no de CD2 induce liberacién de
IL-5, mientras que la produccion de IL-4 es mayor a través de CD2 (d) Proliferacion de PBL CD8* luego de
la estimulacion con OKT3y distintos coestimulos durante 72 h, comparado con un clon yd CD28* (EC9.90).
NKG2D fue completamente funcional e indujo la proliferaciéon de los PBL CD8*. S6lo el AcMo anti-CD28

produjo un efecto similar en el clon EC9.90. Los resultados se expresan en cpm.

197



Capitulo IV

198



IELs yd en Enfermedad Celiaca

Discusion 1V

199



Capitulo IV

200



IELs yd en Enfermedad Celiaca

En este capitulo se presenta el andlisis clonal de células T yd expandidas de una biopsia de
mucosa intestinal de un paciente celiaco. Los datos muestran a una poblacion de linfocitos T ¥
gue producen una mezcla heterogénea de citoquinas, que se correlaciona con la capacidad de
reconocer y lisar células epiteliales a través de su TCR. Estos resultados también sugieren la
existencia de un ligando epitelial reconocido por el TCR expresado por estas células T 5 .

La expansion in vitro resultdé en una poblacién policlonal en la que la mayoria son clones V41,
gue como es sabido predominan en la mucosa (170,253). También se aislaron clones T V43, Vo5
y V&7 (171,254). Este reconocimiento de células epiteliales mediado por el TCR, que anteriormente
habia sido exclusivamente reportado en clones V1 aislados de cancer colorectal (179), incluye
ademas de V41, clones V3. Contrariamente a resultados previos obtenidos en nuestro laboratorio
con un clon T V&5 especifico de epitelio tiroideo (204), el clon T V85 de intestino no reconocio
células epiteliales.

A pesar de los datos que muestran baja o nula expresion de CD28 en la mayoria de los
linfocitos T yd (124), tres clones V31 expresaron un CD28 funcional. Son tres clones no reactivos
contra epitelio que producen IL-10. Seria interesante investigar si estas células pudieran ser
reguladoras potentes en una situacion de reconocimiento de antigeno presentado por APC
profesionales.

NKG2D es un receptor activador que interacciona con las células epiteliales a través de MICA/
B (146) y capaz de coestimular células T aff CD8* (222) y linfocitos T Vy2Va2 (255). NKG2D se
expreso en todos nuestros clones yd, pero su rol en estas células parece ser diferente, ya que el
AcMo especifico de NKG2D no produjo coestimulacién. Se sabia que la interaccion NKG2D/MIC
aumenta la sefial Ag especifica mediada por el TCR sdélo cuando esta ocurre en condiciones sub
Optimas (222). Los datos, por lo tanto, indicarian que o bien el TCR v5 est& éptimamente estimulado
por su interaccion con su ligando epitelial o que las células T yd usarian otra molécula
coestimuladora.

Un aspecto interesante de nuestros datos fue la ausencia de células T Yo especificas de MIC.
MIC es un ligando de ciertas células vd, que tiene la capacidad de interaccinar tanto con el TCR
como con NKG2D (180,181). Sin embargo, las interacciones MIC/NKG2D o MIC/TCRY? las pudimos
descartar como responsables del reconocimineto de las células epiteliales por las clones T vd. A
pesar de la expresion de MIC en las células diana, los AcMo especificos de MIC y NKG2D, no
inhibieron el reconocimiento de las células epiteliales. Por lo tanto, en nuestras condiciones
experimentales, no aislamos células Ty especificas de MIC. En estudios previos, los clones T yd
especificos de MIC fueron obtenidos a partir de estimulaciones con células MIC* (180), mientras
gue nosotros no habiamos determinado la expresion de MIC en el epitelio a partir del cual los
clones fueron aislados. Sin embargo, recientemente se ha demostrado que MIC esta altamente
expresado en el epitelio intestinal de EC y que el dafio en el epitelio esta parcialmente mediado
por las células CD8* TCRo a través de la interaccion entre MIC y NKG2D (168,195). Es decir,
gue la expresion de MIC por las células epiteliales en nuestro cultivo no fué suficiente para inducir
la expansion de células T yd MIC especificas o que, alternativamente, la expansion in vitro de las
células T v MIC especificas no esta favorecida en la EC.
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No existen muchos datos sobre el patrén de citoquinas expresado por los IELs yd en la EC. La
principal poblacién involucrada en la lesién de la mucosa son las células T oy CD4* especificas de
gliadina y productoras de IFN-y, que se encuentran en la lamina propia (17). Los clones Yo
presentados en este trabajo mostraron un perfil Th1 que parece estar compensado por la expresion
de IL-10, IL-4 e IL-5 en clones que carecen de citotoxicidad epitelial. No existen datos sobre
clones yd productores de IL-4 en EC. La expresion de IL-5 se demostrd en IELs de raton (256),
pero en humanos, el mMRNA para IL-5 se detecto6 en eosindfilos infiltrantes de de la mucosa celiaca
(91), no en células T ¥. Los eosindfilos son abundantes en la mucosa celiaca a donde son reclutados
por mecanismos desconocidos. La IL-5, junto con IL-3 y GM-CSF, inducen la atraccion y activacion
de eosindfilos (232). La IL-5 producida por las células T 8 podria participar en el reclutamiento de
eosindfilos, mas que en la regulaciéon de la respuesta Thl. El andlisis clonal de citoquinas, en
particular algunas como IL-4, dificiles de detectar en cultivos “bulk” debido a su baja expresion y
gue podrian estar desempefiando un efecto relevante in situ, podrian ayudar a clarificar la funcion
de las poblaciones T ¥d en la regulacién de la EC (257).

Los clones también expresaron los receptores de quimiocinas CXCR3 y CCR5 asociados al
patrén Thl. CXCRS3 es el receptor de 3 quimiocinas proinflamatorias del tipo C-X-C (Mig, IP-10 y
TAC) y se expresa en células T yo en timo humano, donde estas tres quimiocinas son producidas
por las células epiteliales timicas (258). Sin embargo, se ha reportado que las quimiocinas CXC no
son capaces de activar la quimiotaxis y la migracién transendotelial de los linfocitos T yd de sangre
periférica (259), por lo tanto la expresion de CXCR3 por todos los linfocitos T 5 intestinales podria
estar relacionado con la ubicacion de los IELs 6 en el epitelio intestinal.

Otro receptor asociado a Thl, el CCR5, se expreso en algunos de los IELs yo . CCR5 es el
receptor de las quimiocinas MIP1-o, MIP1-B y RANTES. Se ha descrito una alta expresion de
CCRS5 por linfocitos T Vy2V$2, pero no por linfocitos V&1 de sangre periférica (233,266), mientras
que los linfocitos T v de cordon umbilical son CCR5(261).

Un dato interesante surge del analisis de CXCRA4. El receptor de SDF, a diferencia de lo que
ocurre en IELs CD8* TCR of3, se expreso en la mayoria de los clones T 5. La expresion constitutiva
de SDF-1 en el epitelio seria de importancia en la atraccion de células que recirculan por la mu-
cosa cumpliendo funciones de vigilancia. La presencia de este receptor se ha analizado en el total
de la poblacién de IELs, pero no particularmente en los yd. El pequefio porcentage de IELs CXCR4*
descrito en otros trabajos, podria corresponder a los IELs 5 (152).

Estos datos, junto con el patrén de citocinas, sugerian un patrén tipo Thl en las células Y0 de la
mucosa, asociado a un posible patrén regulador en algunos de los clones. En cualquier caso, la
expresion de receptores de quimiocinas que definen patrones funcionales en los linfocitos CD4
TCRof convencionales parece no coincidir con los que se expresan en las células Yo de la mu-
cosa intestinal.

Segln nuestros datos, entre las células Y0, unas estarian involucrados en el dafio celular
reconociendo un ligando epitelial. Qué molécula y de qué manera dirige in situ la actividad biologica
de las células T yo es todavia un interrogante, aunque se trataria de una molécula relacionada con
situaciones de estrés. Otras células T yo presentan un fenotipo diferente, con ausencia de actividad
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citotéxica contra lineas epiteliales y sintesis de citoquinas reguladoras como IL-10, IL-4 e IL-5.
Estas células T 9, alguna de las cuales expresan CD28, serian responsables de la vigilancia y la
reparacion del tejido, asi como del control de la respuesta de células T autoreactivas influenciando
el balance global de citoquinas. La funcion de las células T yd asociadas al epitelio seria inducida
através del reconocimiento de moléculas que se expresarian preferentemente por el tejido dafiado
y que actuarian como sefial de peligro (“danger signal”).

En resumen, nuestros datos demuestran que los IELs yd expandidos in vitro a partir de una
biopsia de un paciente celiaco son heterogéneos. Tienen un perfil citotoxico/Thl, expresan perforina,
producen IFN-yy TNF-a y expresan un perfil de receptores de quimiocinas relacionadas con Thil,
con la expresion de CXCR4 como caracteristica que diferenciaria a esta poblacion de los IELs
TCR of. Algunas de las células T yd expandidas protegerian el epitelio o participarian en la
regeneracion de la mucosa. Hay que tener en cuenta que el nimero de células T yd en la EC se
mantiene elevado incluso después de la recuperacion de la mucosa, cuando el papel regulador
debe ser esencial (257,262). No sabemos si todos los T yd se mantienen en el epitelio durante la
regeneracion del tejido, pero podria ser que la distribucion de las distintas poblaciones de T o
difieran durante la fase activa y la remisiéon de la EC.
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El estudio de mas de un centenar de clones de linfocitos T intraepiteliales aislados de biopsias
de intestino delgado de pacientes celiacos y no celiacos, dibuja una imagen compleja de las
poblaciones que constituyen este compartimento del MALT. Tanto en tejido sano como afectado
por EC, los IELs son heterogéneos fenotipica y funcionalmente. Esta heterogeneidad se refleja
en el repertorio de TCR y de moléculas reguladoras de su capacidad funcional asi como en el
reconocimiento de ligandos epiteliales y en la expresion de citocinas.

Todos los IELs producen IFN-yy la mayoria TNF-a.. Entre los IELs CD8*, la heterogeneidad de
la poblacion residente en la mucosa es tan evidente en ausencia como en presencia de enfermedad
celiaca, siendo el patron de citocinas la diferencia principal entre las dos situaciones. Esto puede
ser debido a la expansién de una poblacion minoritaria no reguladora en la enfermedad o a la
induccién en la enfermedad de sefializacion diferencial que modifica el balance final de citocinas.
De esta manera, la poblacién de IELs CD8* de la mucosa celiaca preferentemente produce IL-2
mientras que en los de mucosa sana expresan mayoritariamente 1L-10. El caso de los IELs ¥ es
diferente. La heterogeneidad parece restringida a la poblacién expandida en la enfermedad. Las
poblaciones que se observan en EC son diversas sobre todo en la expresion de cadenas 6 del
TCR, reconocimiento de epitelio y perfil de citocinas, sugiriéndose un patron comun de produccion
de IFN-y que en las células que no reconocen epitelio se asoocia a la produccién de citocinas
reguladoras. Fuera del epitelio, en la lamina propia, hemos observado una poblacién CD8*
expandida en celiaquia con un receptor monoclonal y capacidad de produccion de IL-4.

La heterogeneidad de los linfocitos no sélo se debe al desarrollo de linajes diferenciados por la
expresion de marcadores celulares como los correceptores CD4 o CD8, sino que puede ocurrir
dentro de un mismo linaje celular (263). Esta heterogeneidad se debe tanto a distintos programas
de desarrollo o diferenciacion de la célula como al microambiente externo que modula la accién
final de la célula T, y que en el caso de la mucosa, es claramente diferente de los tejidos linfoides
periféricos.

Los factores que condicionan la respuesta celular van desde la presentacion del antigeno
hasta los mecanismos propios de regulacién de la célula o los generados por células vecinas a
través de mediadores solubles o de contacto célular. En estos procesos participan moléculas
coestimulatorias, moléculas de adhesion, correceptores y hasta receptores NK (activadores e
inhibidores) presentes en células T. Algunos de estos mecanismos regulan la induccién de la
respuesta y otros la funcién efectora.

En nuestros clones observamos la expresion diferencial de marcadores, que podrian ser
relevantes en la determinacion de la funcién de la célula T. La expresién de CD28 es un ejemplo.
El porcentaje de IELs CD28 positivas es generalmente bajo (15-20%) e in situ no se espera que
reciban sefiales a través de esta molécula, ya que los enterocitos no expresan sus coligandos
CD80y CD86. La expresion de CD28 sugiere una interaccion previa de la célula con una APC en
el NLM o en la misma mucosa. La generacion de células con fenotipos funcionales diferentes a
partir de una poblacibn homogénea se ha demostrado en un modelo de transferencia en que
células CD8 con receptores idénticos se diferencian, tras inmunizacién especifica, a células no
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citotoxicas en el ganglio y a células citotoxicas en la mucosa, de forma dependiente de la interaccion
entre CD28y B7 (264). Por lo tanto, la expresién de CD28 marcaria un subtipo funcional dentro de
los clones IELs, quizad mas parecido a CTLs efectores especificos de algun antigeno nominal. De
hecho, en los clones CD8*, esta poblacion es mas abundante entre los no reactivos con el epitelio.
La expresion de CD28 en los IELs yd se limité a 3 clones bien definidos, todos 81, no reactivos
frente al eitelio y productores de IL-10. En este caso, podria también tratarse de una poblacién
minoritaria con caracteristicas funcionales diferentes.

Otras moléculas como la integrina o 3., a pesar de expresarse constitutivamente en todos los
IELs, tendrian funciones diferentes en distintas poblaciones. La capacidad de bloquear la lisis con
AcMo anti CD103 en algunas células CD8 *TCRo3, se contrapone a la observada con clones 9,
en que CD103 no intervenia en la lisis de células epiteliales. Esto indica que los mecanismos de
interaccion entre las céluas Ty las epiteliales serian diferentes y requeririan de moléculas distintas
en ambas poblaciones.

Teniendo en cuenta la heterogeneidad observada en los IELs, cual de las subpoblaciones
definidas tiene mayor relevancia en la mucosa sana y en la que esta afectada por la enfermedad
celiaca? Obviamente, si existen las diferentes poblaciones, se puede suponer que todas tienen
una funcion en el mantenimiento de la homeostasis en la mucosa. Sin embargo, dada la necesi-
dad de supresion continuada de la respuesta inmune en un tejido permanentemente sometido a
contactos con antigenos, la IL-10 deberia ser relevante y lo sugiere el hecho que en ausencia de
enfermedad, la produccion de esta citocina estd aumentada en todas las poblaciones CD8* que
hemos defindo. La importancia de esta citocina se confirma en la enfermedad celiaca, en que la
subpoblacién que reacciona frente al epitelio no es productora de IL-10 pero si de IL-2. Sin embar-
go la actividad citotoxica de estas células no esta condicionada por la produccién de una u otra
citocina, ya que las dicotomia no es evidente en las otras subpoblaciones. Nuestros datos sugie-
ren que, aunque haya en el epitelio mucoso células CD8"* especificas de antigeno o con capacidad
citotéxica natural, las que parecen ser mas relevante en la EC son las que interaccionan con el
epitelio. Bien porque la enfermedad induce la expansién de una poblacién minoritaria productora
de IL-2 con capacidad presumiblemente de dafar el epitelio, bien porque a consecuencia del
proceso inflamatorio, las células CD8* modifican su patrén de citocinas, dejando de regular la
respuesta inmune in situ. Por lo tanto, el dato que relaciona de forma mas evidente la funcién de
los IELs CD8*con la enfermedad celiaca es el hecho de que la poblacién preferentemente expan-
dida sea productora de IL-2 y no de IL-10. Consecuentemente, la disminucién de la capacidad
reguladora asociada a la expansién de células productoras de IL-2 contribuiria al desarrollo de la
enfermedad en la misma medida que células Tcl productoras de IL-2 son capaces de hacer una
respuesta mas eficiente frente a células tumorales (229). Dependiendo del grado de protagonismo
de esta desregulacion en el proceso patolégico, podriamos decir que la susceptibilidad de ciertos
individuos a padecer la enfermedad podria asociarse, ademas de a los factores de riesgo ya
conocidos, a alteraciones en la generacion, maduracion o diferenciacion de ciertas células vitales

(pe, IELs, T reguladoras, etc) para la correcta homeostasis del sistema.
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Las poblaciones de Y no son tan facilmente relacionables con el proceso patolégico ya que su
presencia es muy escasa en ausencia de enfermedad. La expansion de todas las subpoblaciones
puede, de un modo u otro, estar relacionada con la EC o mas bien con su regulacion, ya que la
expansion de estas células se mantiene aun después de remitir la enfermedad tras la dieta libre
de gluten. En nuestras condiciones experimentales, los IELs TCR v producian IFN-yy TNF-o.en
menor cantidad que las células CD8*TCR of y no IL-2. Ademas, las células que no eran capaces
de lisar dianas epiteliales, producian citocinas reguladoras como IL-10, IL-4 o IL-5. En uno de
estos clones, la producién de IL-5 e IL-10 ocurria via CD28, mientras que la de IL-4 es via CD2,
sugiriendo que posible vias alternativas de sefializacion dirigen la célula hacia la produccion de
una u otra citocina. La mayoria de los IELs yd no expresaban un correceptor asociado, lo que
sustentaria la idea de que el reconocimiento no se asocia a elementos de restriccion y que la
afinidad por el ligando seria suficiente para trasmitir la sefial. En cualquier caso, la heterogenei-
dad de las células T 0 expandidas en la enfermedad indica una varibilidad de funciones asocia-
das a la secrecion de citoquinas reguladoras y al reconocimiento especifico de ligandos epiteliales
expresados en condiciones de dafio celular.

Ciertas quimiocinas se expresan en la mucosa intestinal en condiciones de inflamacion, como
MCP-1 (receptor, CCR2) y RANTES (CCR1, CCR3y CCR5) (151). Sin embargo, la expresion de
otras como TECK (receptor, CCR9), SDF-1 (CXCR4), MIP-3a. (CCR6) y MCP-3 (CCR1, CCR2 y
CCR3) es constitutiva, algunas restringidas a ciertas zonas del epitelio. Teck se expresa en la
cripta pero no en la vellosidad, mientras que MIP-3a lo hace en la vellosidad (265). Esta expre-
sion diferencial podria implicar la distribucién de distintos subtipos de IELs en determinadas zo-
nas del epitelio. Los ligandos de CXCR3, IP-10, I-TAC y MIG no se ha confirmado que se produz-
can en el intestino delgado. La expresion abundante de CXCR4 en los IEL yd y algunos CD8",
podria relacionarse con el reclutamiento constitutivo de un subgrupo particular de IELs.

Nuestros datos muestran que, aunque la mayor parte de los IELs y0 y o expresan NKG2D, el
reconocimiento de las células epiteliales parece ser independiente de este receptor y estéa restrin-
gido por el TCR. Los ligandos de NKG2D, principalmente MIC en humanos y RAE-1 en ratdn,
interaccionan con dicho receptor induciendo la lisis de las células dianas. Pero qué es lo que
determina que, en una célula T, NKG2D participe en la citotoxicidad? Nuestros datos indican que
la expresion de NKG2D en clones CD8* o yd no es suficiente, ya que se expresa en todas las
células, y no es defectivo en células T no reactivas. Esto también ha sido observado en ratén en
células T CD8* antigeno especificas, en los que NKG2D sélo, es incapaz de inducir produccion de
citoquinas, flujo de Ca** y lisis redirigida (266). No podemos descartar que la falta de actividad
citotoxica se deba a una disminucién en la expresion del adaptador DAP10 en algunas células. La
actividad citotoxica que adquieren muchos clones CD8* en cultivos in vitro esta, al menos en
algunos casos, mediada por NKG2D y no por el TCR. En estas células existe una correlacion
directa entre el nivel de expresion de NKG2D y la lisis, incrementandose ésta con la expresion del
adaptador DAP10 (213). No hemos observado diferencias en el nivel de expresion en las células
Yoy off que lo expresan. Es més, la expresion de NKG2D no coincide con la capacidad citotoxica
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de las células. Por lo tanto, la célula T requeriria de una capacitacién previa para inducir la lisis a
través de NKG2D.

La presencia de receptores inhibidores (CD94/NKG2A) que regulan negativamente a recepto-

res activadores como NKG2D y/o CD94/NKG2C (243) podrian también justificar la falta de
reactividad de algunos clones, aunque no esta del todo claro el efecto modulador de los recepto-
res inhibidores en células T. Segun Jabriy col, un 23 % de los IELs de biopsias normales expresa
CD94, de los cuales un 29% se asocia a NKG2A. En celiacos el nimero de IELs CD8* CD94* se
incrementa hasta un 70%, de los cuales s6lo un 5% son NKG2A*. Sélo un 12 % de los T yd es
CD94 , tanto en EC como en normales (147). En nuestros clones, la expresion de CD94 es
exclusiva de los CD8" y es independiente de la reactividad citotoxica. De hecho, aunque no he-
mos determinado qué isoforma de NKG2 se asocia a CD94, los niveles detectados en membrana
indicarian una asociacién preferente con NKG2C (147). Queda por determinar qué lleva a un
linfocito a expresar un determinado receptor inhibidor o activador. Otros receptores NK inhibidores
y activadores no se han estudiado en este trabajo, aunque algunos de ellos podrian estar implica-
dos en alguna de las reactividades observadas en los IELs.
Nuestros datos sugieren que, a pesar de la dificultad de identificacién de sus ligandos, el principal
punto de control de las células T de mucosas es el TCR, incluso en la enfermedad celiaca. Otros
receptores pueden intervenir y modular su accion, pero seria central la caracterizaciéon de los
ligandos epiteliales especificos por las células T del epitelio.

Un resultado que puede ser significativo a la hora de interpretar la accién de las células T en la
enfermedad celiaca, es la expansion clonal de células CD8*, CD103-, Va2VB8 productoras de IL-
4 en la lamina propia, que sugiere el reconocimiento de un ligando no polimoérfico expresado en
algunas células epiteliales. El segmento TRBJ2S7 dentro de la region V[38, repetido en otras
biopsias de EC, sugiere un papel relevante de esta poblacion en la enfermedad, posiblemente a
través de la secrecion de IL-4. En mucosa se ha descrito una poblacion de células T, llamadas
Mucosal Associated Invariant T (MAIT) cells, que utilizan un determinado TCR Va (Vo7.2-Jo33)
(159). Son células que se encuentran principalmente en la mucosa y en particular predominan en
la LP, si bien su distribucién exacta se desconoce, ya que en los estudios realizados se las iden-
tifica por la expresion de mRNA para Vo7. Pueden ser células CD4*, DN (CD4°CD8’) o CD8ow. Al
igual que las NKT, reconocen moléculas de HLA clase 1b asociadas a 2m e independientes de
TAP. A diferencia de las NKT que se seleccionan en el timo y responden a CD1d, las MAIT se
seleccionarian y/o reconocerian la molécula MR1, una molécula de tipo HLA de clase | no
polimérfica. MR1 se expresa en las células B, razon por la que las MAIT estan ausentes en
ratones deficientes de linfocitos B, asi como en ratones crecidos en condiciones libres de patdgenos.
Aunque la poblacion que nosotros hemos estudiado es aparentemente especifica de la enferme-
dad, no podemos descartar que se trate de un grupo de células similares a las NKT o las MAIT,
sobre todo en lo que se refiere al reconocimiento de un ligando monomorfico. Queda pues la
identificacion de este ligando.
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Modelo

Qué papel pueden estar ejerciendo todas estas subpoblaciones linfocitarias en una enfermedad
en que las principales células efectoras son células CD4 especificas de péptidos de gliadina o
relacionados? Sibien es complicado asignar una funcién a las células estudiadas in vitro y asociarlas
con el desarrolo de la enfermedad, podemos sugerir algunos modelos.

Estudios basicos de activacion y recirculacion linfocitaria en ratones, sumados a los estudios
fenotipicos realizados in situ sugieren que los IELs son poblaciones memoria/efectoras que
previamente han sido activadas por un antigeno (105). La activacion de los los linfocitos virgenes
ocurre en los 6rganos linfoides secundarios, como los NLM y las PP que se encuentran distribuidos
a lo largo de la mucosa intestinal. Algunas poblaciones también serian residentes habituales del
tejido, independientemente de si han tenido contacto previo con un antigeno. En raton estas
células serian las CD8aw y las v0. Algunas de estas células reconocerian ligandos monomoérficos
y estarian involucradas en la vigilancia, homeostasis y regulacién de la respuesta en un sitio
donde una de las principales funciones es la de generar tolerancia frente a los antigenos que
continuamente estan en contacto con la superficie de la mucosa. En humanos, estas dos
poblaciones estdn menos representadas, en favor de un aumento de IELs TCRaf3 CD8*, que
posiblemente realicen las funciones que se les asigna a las CD8aa y las T vo.

En condiciones no patoldgicas algunos IELs, a través de la produccién de IL-10 reprimirian
procesos inflamatprios que se esperarian en la mucosa. Estas células podrian controlar la capacidad
presentadora de células dendriticas de la mucosa, la sintesis de IL-2 y o la sintesis de
metaloproteasas, que intervienen en degradaciéon de la matriz extracelular de la lamina propia.
Los IELs, através de la sintesis de TNF-a e IFN-y, también podrian participar en los mecanismos
de regeneracion del epitelio, como se ha sugerido en raton. Residentes habituales del epitelio,
algunos de estos IELs también realizarian funciones de vigilancia reconociendo, a través de su
TCR, ligandos epiteliales expresados en condiciones de estrés, como el que sugerimos para
NEC44.25.

Qué sucederia en la enfermedad celiaca? En el desarrollo de la enfermedad hay un claro
componente inductor que son ciertos péptidos de gliadina. Como se ha comentado en el modelo
de la enfermedad descrito en la introduccién, algunos péptidos inducirian un incremento en la
produccion de IL-15 por las células epiteliales, la que incrementaria la capacidad presentadora de
células dendriticas presentes en la lamina propia. La respuesta de células T frente a gliadina
iniciarian la respuesta inflamatoria mediada por células T CD4 especificas a través de la produccion
de IFN-y y TNF-a, algunas de las cuales también colaborarian en la produccion de Acs anti
transglutaminasa. Se desconoce de qué manera esta respuesta de células T CD4 se relaciona
con el incremento de IELs en el epitelio o de otras células CD8 en la lamina propria. Recientemente
se ha propuesto que la IL-15 capacitaria a los IELs para la destruccién del epitelio, a través del
reconocimineto de MIC que esta claramente incrementado en el epitelio celiaco. Las sefiales
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responsables de este incremento, tampoco se conocen.

Si bien parece evidente una relacion NKG2D/MIC en la destruccion del epitelio, nuestros datos
apuntan a un relacién directa entre el TCR de los IELs y otro ligando epitelial. La interaccién
NKG2D/MIC, seria, como lo indica el trabajo publicado recientemente por Calliat-Zucman y col
(168) mas relevante en casos severos de la enfermedad, como lo es la celiaquia refractaria (RCS)
en la que hay un aumento de células CD3 (NK). Estos autores demuestran que en el reconocimiento
de células epiteliales mediado por IELs de enfermos celiacos (no RCS), los Acs anti NKG2D sélo
inhiben la citotoxicidad sobre lineas epiteliales en menos de un 5%. Nuestros datos estan a favor
de esta idea.

Las células candidatas a mediar el dafio en el epitelio serian los IELs productores de IL-2,
incrementados, segun nuestro andlisis, en el epitelio celiaco. Este aumento podria ser consecuencia
de una disminucion de la regulacion in situ por la ausencia de células productoras de IL-10 o por
la desviacion de los IELs hacia la produccién de IL-2. La secrecion de IL-2 contribuiria a la
autoproliferacion de estos linfocitos previamente activados.

Otros IELs, como los y3, reconocerian ligandos epiteliales distintos a MIC, CD1 y moléculas
clasicas de HLA, cuya expresion podria aumentar en inflamacion. Estas células también cumplirian
funciones de regulacion y vigilancia en el epitelio. EI hecho de que tras la recuperacion de la
estructura normal de la mucosa permanezca elevado el nimero de esta poblacion particular,
sustenta un papel en el mantenimiento de la homeostasis en el epitelio y en la regulacién de la
respuesta. Las células T yd productoras de IL-10 cumplirian funciones en la modulacion de la
respuesta inflamatoria. Posiblemente sean estas las que predominen en el epitelio normal. La
expresion de CXCR4 en la mayoria de estas células sugieren un papel en la vigilancia del epitelio,
mMAas que a una respuesta inmune especifica de antigeno.

La heterogeneidad observada entre las poblaciones de IELs estaria de acuerdo con que algunos
se encuentren diferencialmente distribuidos en las distintas zonas del epitelio (cripta o vellosidad),

interaccionando con ligandos especificos expresados en estas zonas.

Cual es la funcion de los IELs? Son estas células responsables de vigilar a las células epiteliales
y reconocer células tumorales? Cual es la funcion del propio epitelio intestinal en el control de la
funcién de los IELs? Cual es la importancia de la presencia de IELs productores de IL-10? Son
cruciales en el desarrollo de la enfermedad? Estan contribuyendo al microambiente Th1l asociado
a la enfermedad? Son suficientes para influir en el balance general de citoquinas? Estan encar-
gados de controlar la presencia de células T autoreactivas? Qué ligandos estan reconociendo en
las células epiteliales? Cuales son los mecanismos y qué moléculas son las que regulan la res-
puesta efectora? Estas son algunas de las preguntas que deben ser respondidas en un futuro. El
andlisis clonal de un panel importante de IELs podria contribuir a responder algunas de estas

incognitas.
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Lo que creo haber comprendido en estos afios de Tesis, es lo que Martin Istariz, profesor e
investigador dijo en una de las aulas de la Universidad de Buenos Aires cuando cursaba la carrera
de Biologia: la Inmunologia se puede resumir a un par de circulos que representan unaAPCy una
célula T. Conocer de qué manera se comunican entre ellas ayudara a comprender la fisiologia de
dos de las principales patologias que alteran el sistema: los tumores y las enfermedades

autoinmunes.
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Conclusiones

() La caracterizacion de un IEL CD8* CD103* demuestra el reconocimiento mediado por el
TCR de un ligando, no inducible por IFN-vy, expresado en células epiteliales. Las caracteristicas
funcionales del clon y el reordenamiento de la cadena V5, abundante en la mucosa intes-
tinal, sugiere que este TCR podria reconocer estructuras conservadas en el epitelio, diferentes
a los ligandos clasicos de HLA, o no clasicos como MICA, CD1 o HLA-E.

(I Los IELs CD8*CD103* forman una poblacion de gran heterogeneidad funcional en la
mucosa intestinal. Hemos demostrado que, en celiaquia, la poblacion preferentemente
expandida es productora de IL-2, mientras que IL-10 es dominante en las células de la
mucosa sana. La disminucion de la capacidad reguladora asociada a la expansién de células
productoras de IL-2 podria contribuir al desarrollo de la enfermedad. Por tanto la suceptibilidad
a padecer la enfermedad podria asociarse, ademas de a los factores de riesgo ya conocidos,
a alteraciones en el equilibrio entre poblaciones celulares que mantienen la homeostasis
del sistema.

(1) La expansion clonal de células CD8*, CD103-, Va.2V8 productoras de IL-4 en la lamina
propia sugiere el reconocimiento de un ligando monomorfico expresado en algunas células
epiteliales. El segmento TRBJ2S7 asociado a la region V38, repetido en otras biopsias de
EC, sugiere un papel relevante de esta poblacion en la enfermedad, probablemente a través
de la IL-4.

(IV) En algunas células yd y o el reconocimiento de las células epiteliales estéa restringido
por el TCR y es independiente de NKG2D. La expresion de NKG2D no se relaciona con la
capacidad citotéxica de las células.

(V) La heterogeneidad de las células T yd expandidas en la enfermedad muestra una
variabilidad de funciones dentro del epitelio, asociadas a la secrecion de citoquinas
reguladoras y al reconocimiento especifico de ligandos epiteliales expresados en condiciones
de dafio celular.

(VI) La heterogeneidad dentro de los IELs, observada en las dos principales poblaciones
(TCR By v0), podria ser consecuencia de programas de diferenciacion y maduracion alos
gue los IELs se someten durante su desarrollo, condicionados por células, citoquinas y

otras moléculas presentes en la mucosa intestinal.
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Anexo

Los siguientes trabajos se estan preparando para enviar a publicacion:

() Clonal analysis of yd cell expansion in celiac disease defines heterogene-
ous subsets and reveals new TCR epithelial ligands

Running title: Human gd T cells in celiac disease

Edgardo C. Kolkowski, Marta Catalfamo, Laia Muxi, David Botello, Adrian Morelli,
Sophie Caillat-Zucman, Veronika Groh, Ricardo Pujol-Borrell and Dolores

Jaraquemada

(2) Human intestinal CD8" a3 IELs in celiac disease: Lower IL-10 synthesis
and enhanced IL-2 production.

Running Title: Cytokine profile of celiac IELs clones

Edgardo C. Kolkowski, Marco Fernandez, Ricardo Pujol-Borrell and Dolores

Jaraquemada.
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