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RESUMEN

Los linfocitos B reguladores (Bregs) se caracterizan por la produccion de interleuquina 10 (IL-
10), una de las principales moléculas inmunosupresoras, capaz de atenuar o prevenir
enfermedades autoinmunes gracias a la disminucion de la respuesta inflamatoria y la
inhibicion de células T efectoras. Para la secrecion de IL-10 por Bregs humanas son necesarias
senales de activacion del receptor tipo Toll 9 (TLRY), del receptor de antigenos del linfocito B
(BCR) o del receptor CD40. Estudios en ratones han demostrado que estas sefiales son
inhibidas por receptores para acido sialico, Siglecs, entre los que se encuentran Siglec 2/CD22
y Siglec 10/Siglec G. De acuerdo a estos antecedentes hemos generado la siguiente hipotesis:
La expresion y secrecion de IL-10 por linfocitos B humanos es atenuada por la
activacion de los receptores Siglec 2 y Siglec 10. Para responder la hipotesis se propuso una
metodologia mediante la cual caracterizamos mediante citometria de flujo (FACS) Ia
expresion de estos receptores en poblaciones de linfocitos B humanos en reposo y activados
mediante ligandos de TLR9, BCR y CD40. Ademas, mediante ELISA y FACS, evaluamos la
secrecion y expresion de IL-10, respectivamente, por linfocitos B activados con ligandos de
TLRY, BCR y CD40, en presencia y ausencia de fracciones Fc de IgG humana, un agonista de
los receptores Siglec 2 y Siglec 10. Finalmente, caracterizamos el rol de cada uno de estos
Siglecs en la inhibicion de la expresion y secrecion de IL-10 por células B mediada por
fracciones Fc de IgG humana, mediante el uso de un anticuerpo bloqueante para Siglec 10 y
de un receptor Siglec 2 soluble recombinante. Nuestros resultados apuntan a que Siglec 2 y
Siglec 10 se expresan en subpoblaciones de linfocitos B humanos de memoria, virgenes y
transicionales, tanto en reposo como tras ser activados a través de sus receptores TLR9, BCR
y CD40. Ademas, se mostrd que el fragmento cristalizable de IgG humana disminuye la

secrecion y expresion de IL-10 en linfocitos B humanos activados via TLR9, BCR y CD40.
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Finalmente esta disminucion en la secrecion y expresion de IL-10 es mediada por Siglec 2 y
Siglec 10, principalmente en lo que respecta a la estimulacion via CD40. En conclusion, se
pudo comprobar que la sefializacion a través de Siglec 2 y Siglec 10 disminuye la secrecion y
expresion de IL-10 en linfocitos B reguladores, lo que pudiera interferir con su funcion

supresora de la respuesta inmune.
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INTRODUCCION

Los linfocitos B son considerados como células efectoras de la respuesta inmune, ya
que son las células encargadas de la produccion de anticuerpos, pero ademas entre sus
funciones se cuenta la ayuda que prestan a la activacion de células T CD4+ a través de la
presentacion de antigenos, la coestimulacion y la secrecion de citoquinas. Por otro lado, se ha
descrito que juegan un rol central en la patogénesis de algunas enfermedades autoinmunes a
través de la secrecion de autoanticuerpos, los que promueven inflamacion tisular con la
consecutiva destruccion del tejido. Actualmente se utilizan algunas terapias que apuntan a la
eliminacion de este tipo celular para el tratamiento de enfermedades autoinmunes,
destacandose el anticuerpo monoclonal anti-CD20, Rituximab. Este anticuerpo destruye la
mayoria de las poblaciones de linfocitos B, exceptuando las células plasmaticas (Glircana et
al., 2009).

Existen diferentes poblaciones de linfocitos B, entre las que se encuentran los
linfocitos B inmaduros, linfocitos B transicionales (células en etapas finales de maduracion y
en transito a 6rganos linfoides secundarios), linfocitos B virgenes, linfocitos B de memoria,
plasmablastos (precursores de las células plasmaticas secretoras de anticuerpos) y células
plasmaticas (Carsetti et al, 2004; Sims et al, 2005). Dentro de la poblaciéon transicional
humana, caracterizada por una alta expresion de CD24 y CD38 (CD24" CD38"), hay un
grupo de células que se ha identificado bajo el nombre de linfocitos B reguladores o Bregs,
que corresponden a aquellas células capaces de producir IL-10 e inducir células T reguladoras
(Tregs), inhibiendo la polarizacion de células T virgenes a células T efectoras del tipo T helper
1 (Thl) y Thl7, junto con inhibir la producciéon de citoquinas pro-inflamatorias por células

mieloides (Bouaziz et al., 2010; Blair et al., 2010; Iwata et al., 2011).
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IL-10, una citoquina pleiotropica

La IL-10 fue descrita en el afio 1989 por Mosmann y cols., siendo originalmente
llamada Factor Inhibidor de la Sintesis de Citoquinas (CSIF) (Fiorentino et al., 1989).
Actualmente, se sabe que IL-10 es secretada por una multiplicidad de distintos tipos celulares,
incluyendo ciertas poblaciones de células T, monocitos, macrdéfagos, células dendriticas
(DCs), células B, células NK, mastocitos, neutrofilos y eosindfilos (Sabat et al., 2010). El
receptor de IL-10 estd compuesto por dos cadenas, IL-10R1 e IL-10R2, las que en conjunto se
expresan principalmente en leucocitos y ocasionalmente en otros tipos celulares y tejidos, lo
que da cuenta de la gran diversidad de efectos que manifiesta esta citoquina (Kotenko, 2002).
La principal funcién de IL-10 corresponde a su capacidad de inhibir las respuestas inmunes
innata y adaptativa, y de esta forma limitar el potencial dafio tisular generado por la
inflamacion (Ouyang et al., 2011). Las dianas centrales del efecto supresor de IL-10 son los
monocitos, macréfagos y DCs, en las que esta citoquina inhibe la presentacion antigénica
(Creery et al., 1996; Willems et al., 1994), aumenta la capacidad fagocitica (Buchwald et al.,
1999), y modula la secrecion de mediadores inmunes, aumentando la expresion de citoquinas
anti-inflamatorias y disminuyendo las pro-inflamatorias (de Waal Malefyt et al., 1991,
Fiorentino et al., 1991). De esta forma, impide indirectamente la activacion de las respuestas
efectoras Thl y Th17 (D’Andrea et al., 1993; Schuetze et al., 2005). Asimismo, IL-10 afecta
directamente a los linfocitos T CD4+ al inhibir la proliferacion y la produccion de citoquinas
del tipo Thl y Th2 (Del Prete et al., 1993; Groux et al., 1996), mientras que favorece la
induccion de Tregs del tipo Trl productores de IL-10 (Groux et al., 1997). Aln mas, los
efectos anti-inflamatorios de IL-10 actian sobre otras células de la respuesta innata, como

neutrofilos (Cassatella et al.,, 1993; Niiro et al., 1997), eosindfilos (Takanaski et al., 1994) y
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mastocitos (Lin y Befus, 1997).

Interesantemente, no todos los efectos de IL-10 son inhibitorios. Por el contrario, esta
citoquina tiene un poderoso efecto tréfico sobre los linfocitos B, al prevenir su apoptosis, y
estimular su proliferacion, diferenciacion, cambio de clase de inmunoglobulinas y la expresion
de moléculas de MHC II (Burdin et al., 1997; Go et al., 1990; Levy et al., 1994; Rousset et
al., 1995). De la misma manera, IL-10 estimula la actividad citotoxica y la expresion de
citoquinas pro-inflamatorias por células NK (Carson ef al., 1995).

La participacion de IL-10 en el desarrollo de enfermedades autoinmunes depende de la
fisiopatologia que subyace a éstas. Asi por ejemplo, los efectos anti-inflamatorios de IL-10
han demostrado ser muy importantes en el control de enfermedades autoinmunes
inflamatorias, como en los modelos animales de artritis reumatoide (AR) (Kasama et al,
1995), y de enfermedad inflamatoria intestinal (Kuhn et al, 1993). Por el contrario, las
funciones inmunoestimulantes de IL-10 dan cuenta de sus efectos paraddjicos en otros
modelos de enfermedades autoinmunes, como diabetes o sindrome de Sjogren, donde la
sobreexpresion de IL-10 determind un desarrollo més acelerado del dafio tisular (Wogensen et
al., 1993; Saito et al., 1999). De forma similar, en un modelo murino de lupus, se observo que
el bloqueo de IL-10 protegia del desarrollo de nefritis, mientras que la administracion de esta
citoquina aceleraba el desarrollo de la enfermedad, lo que tendria relacion con la funcion
inhibitoria de IL-10 sobre los niveles de factor de necrosis tumoral (TNF) enddgeno (Ishida,
1994). Por otra parte, se ha observado que células mononucleares de pacientes con lupus
eritematoso sistémico (LES) producen mayores niveles de IL-10 que células de individuos
sanos, y éstas al ser transferidas a ratones inmunodeprimidos, inducen la produccion de
autoanticuerpos, lo que se revirtid6 con un anticuerpo bloqueante de IL-10 (Llorente et al.,

1995).
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Ligandos que estimulan la produccion de IL-10 en células B

Poco se sabe de las vias que gobiernan la produccion de IL-10 en células B. En ratones,
se ha evidenciado que la activacion del receptor tipo Toll 9 (TLR9) mediante agonistas del
tipo oligodeoxinucleotidos (ODN) de secuencias CpG no metiladas induce la secrecion de IL-
10 (Brummel y Lenert, 2005; Lenert et al., 2005). Ademas, se ha comprobado que la secrecion
de IL-10 se puede inducir en células B murinas por medio de la estimulacién de TLR4 con
lipopolisacarido (LPS), en conjunto con los activadores inespecificos forbol-acetato-miristato
(PMA) e ionomicina, (Yanaba et al, 2008; Matsushita y Tedder, 2011). Por otro lado, la
estimulacion por medio del receptor de antigenos BCR y/o mediante el ligando de CD40
(CD40L o CD154) también inducen la secrecion de IL-10 en células B de ratones (Fillatreau
et al., 2002; Mauri et al., 2003). En cuanto a la producciéon de IL-10 por células B humanas, se
ha demostrado que es posible inducir su secrecion mediante la activacion de TLR9 (Gantner et
al., 2003; Miles et al., 2012), la adiciéon de vitamina D3 (Heine ef al., 2008), y la estimulacion

del receptor CD40 y el BCR (Burdin ef al., 1997), entre otros estimulos.

Vias de sefalizacion responsables de la produccion de IL-10 en el sistema inmune

Las rutas intracelulares que conducen a la secrecion de IL-10 comparten vias similares
entre distintos tipos celulares. Saraiva y O'Garra en el afio 2010, publicaron una completa
revision de las principales vias de regulacion en la expresion de IL-10 por células del sistema
inmune, en la que describen que la expresion de IL-10 puede ser estimulada por una via
dependiente y otra independiente de TLRs (Saraiva y O'Garra, 2010). En el caso de la via
dependiente de TLRs, activada preferentemente en distintas células presentadoras de antigenos

(APCs), se han identificado algunas moléculas de sefalizacion intracelular que median la
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expresion de IL-10, como la proteina adaptadora de respuesta primaria de la diferenciacion
mieloide 88 (MyD88) que permite la activacion de proteinas quinasas activadas por mitogenos
(MAPKS3), y el factor de transcripcion nuclear kB (NFxB) (Akira y Takeda, 2004). En relacion
a la via independiente de TLRs, que es activada en linfocitos T entre otras células del sistema
inmune, de forma similar a lo que ocurre en células mieloides, se ha descrito que NFxB y
MAPKSs son responsables de la expresion de IL-10, aunque también se ha demostrado la
participacion de factores transcripcion como el transductor de sefiales y activador de la
transcripcion (STAT)3 y STAT4, y GATA3 (Saraiva et al,, 2009; Shoemaker et al., 2006;
Stumbhofer et al., 2007).

En linfocitos B, las vias de sefializacion que regulan la expresion de IL-10 han sido
dilucidadas parcialmente. Para el caso de la via dependiente de TLRs, principalmente se ha
descrito que la activacion de TLR9 mediante ODN de secuencias CpG no metiladas induce la
activacion de la via de las MAPKSs, quinasa N-terminal cJun (JNK), y p38, ademas de NF-kB
y la proteina activadora (AP)-1 (Yi et al.,, 2003). Por otro lado, se ha demostrado la relevancia
de 2 vias independientes de TLRs para la expresion de IL-10: una de ellas es la estimulacion
mediante CD40L que activa CD40 e induce la activacion de las vias JAK3 y STAT3 (Blair et
al., 2010), y la otra es la estimulacién mediante agonistas del BCR (Burdin et al., 1997). La
transduccion de sefiales, tras la activacion del BCR, es mediada por las moléculas asociadas al
receptor Iga/IgB (CD79a/CD79b) que contienen motivos de activacion basados en tirosina
(ITAM). Lyn es una quinasa que fosforila estos motivos y forma un complejo que corresponde
a un ensamblaje de una serie de proteinas como la quinasa Syk, la fosfolipasa-Cy (PLCy), la
fosfoinositido-3 quinasa (PI3K), la tirosina-quinasa de Bruton (BTK) y moléculas adaptadoras
como B cell linker (BLNK) (Dal Porto et al., 2004). La PLCy media la producciéon de 1,4,5

inositol-trisfosfato (IP3) que en la membrana del reticulo endoplasmico se une a sus receptores

17



produciendo la apertura de los canales de Ca™ y generando el aumento de éste en el citosol
(Feske, 2007; Scharenberg et al. 2007). La deplecion de Ca™ en el reticulo endoplasmico
induce la apertura de los canales de Ca** operados por almacenamiento (SOC) presentes en la
membrana plasmatica, los que permiten el ingreso de Ca' desde el medio extracelular. El
Ca™ actia como segundo mensajero y activa la proteina quinasa C (PKC), que a su vez activa
a NF-kB. Por otro lado se activa a la calmodulina, que es una proteina que une Ca’ y que a su
vez activa a la fosfatasa calcineurina, la que desfosforila y activa al factor nuclear de células T
activadas (NFAT) (Kurosaki et al., 2010). Se ha comprobado en ratones que la activacion de
NFAT dependiente de la apertura de los canales SOC es fundamental para la produccion de
IL-10 por linfocitos B, y para su funcion reguladora (Matsumoto ef al, 2011).

Como hemos revisado, en general se han caracterizado algunas de las sefales de
activacion que estimulan la produccion de IL-10 en células B, sin embargo, el rol regulador de

los receptores inhibitorios frente a la produccion de IL-10 ha sido escasamente descrito.

Lectinas tipo inmunoglobulinas que unen acido sialico (Siglecs)

Los Siglecs son receptores que unen acido sidlico y pertenecen a la familia de
inmunoglobulinas tipo lectinas. Son expresados por diversas células del sistema inmune y en
humanos se han descrito alrededor de 15 tipos diferentes (Pillai et al, 2012). Entre los
miembros existentes comparten algunas caracteristicas estructurales, como por ejemplo el
hecho de poseer s6lo una region de transmembrana y de presentar en la region intracelular
tirosinas que pueden ser fosforiladas. Estas tirosinas a menudo son parte de una secuencia
consenso de motivos inhibitorios basados en tirosinas (ITIMs) (Pillai et al. 2012). En la

porcion extracelular poseen dominios tipo inmunoglobulinas (Igs) y su dominio més distal,
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tipo V-set, es el principal responsable de la unién de acido sidlico (Van der Merwe et al.,
1996; Vinson et al., 1996).

En cuanto a las proteinas que interaccionan con los dominios citoplasmaticos de
Siglecs, se ha demostrado que éstos reclutan moléculas como la quinasa Lyn, la tirosina
quinasa Syk, proteina unida al receptor del factor de crecimiento (Grb) 2, 5’-inositol fosfatasa
que contiene una region de homologia al dominio Src2 (SHIP), PI3K y PLCy (Law et al.,
1996; Poe et al, 2000; Tuscano et al., 1996b; Wienands et al., 1995). Dependiendo del
contexto en que las moléculas son reclutadas, podrian estar ejecutando diferentes respuestas
(Fujimoto et al., 2006).

El proceso de sialilacion es una modificacion habitual de glicoproteinas, que ocurre en
el complejo de Golgi en todas las células de vertebrados (Angata y Varki, 2002). Estos
azlcares se encuentran generalmente en las posiciones terminales de las cadenas de
oligosacaridos unidas a numerosas proteinas, formando un amplio espectro de posibles
ligandos para Siglecs. La especificidad de substrato por diferentes Siglecs es diversa, y la
afinidad de union puede estar determinada por el tipo de 4acido sidlico, el tipo de unién que
tenga éste con la cadena de oligosacaridos y también las caracteristicas de esta cadena
(Angata, 2006). Los Siglecs pueden unir a sus ligandos via trans (contacto proteina-célula o
célula-célula) o via cis (interaccion en la misma célula) (Pillai ez al., 2012).

Varios Siglecs son expresados en linfocitos B, entre los que destacan Siglec 2 (CD22)
y Siglec 10, en ratones denominado Siglec G (Crocker et al., 2007; Cao y Crocker, 2011).
Antigenos que poseen acido sialico, al ser reconocidos en linfocitos B por los Siglecs, en
paralelo a su union al BCR, son capaces de inducir tolerancia (Nitschke et al., 1997; Paulson
et al., 2012). El 4cido sidlico esta generalmente ausente en estructuras de microrganismos pero

abunda en proteinas de vertebrados, por lo que podria ser una importante sefial de tolerancia.
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Se ha descrito que algunos patégenos en su superficie presentan glicanos que al ser
reconocidos por Siglecs generan una disminucidn en la regulacion de la respuesta inmune del
hospedero (Cao y Crocker, 2011). La nocion de que Siglecs cumplen un rol en la tolerancia
periférica de antigenos propios fue primero propuesta para Siglec 2 (Pillai et al., 2009), y
posteriormente ratificada también para Siglec G/10 (Jellusova et al., 2010a). En células B,
estos receptores Siglecs contribuyen al mantenimiento de la tolerancia mediante la inhibicion
de vias de activacién que culminan en la supresién de la produccién de anticuerpos, una
posible regulacion directa o indirecta de las respuestas de células T, y finalmente la
prevencion de enfermedades autoinmunes (Macauley ef al., 2014).

Las vias activadas por Siglec 2 y Siglec 10 interaccionan con algunas vias de
sefializacion en los linfocitos B. Se ha demostrado que cuando se activa la via del BCR, Lyn
fosforila dominios intracelulares de ITIM en Siglec 2 y Siglec 10 permitiendo el reclutamiento
de fosfotirosinas que desencadenan en la inhibicion de una serie de sefiales rio abajo del BCR,
como por ejemplo la disminucién de los niveles de calcio intracelular (Fujimoto et al. 1999;
Gerlach et al. 2003). Complementando estos resultados, en el caso de células B de ratones
deficientes de Siglec 2 y Siglec 10, se observa un aumento del calcio intracelular lo que
evidencia un claro rol inhibitorio de estos receptores (O’Keefe et al.1996; Nitschke et al.
1997; Hoffmann et al. 2007). Ambos, Siglec 2 y Siglec 10, también modulan negativamente
las sefiales activadas por TLRs en células B. El mecanismo exacto de modulaciéon es atn
desconocido, sin embargo se ha sugerido que Siglec 2 podria inhibir la activaciéon de NFkB
dependiente de TLR4 y podria reducir la expresion SOCS1 y SOCS3 (Kawasaki et al., 2011).
Ademas, en ratones también se evidencid que células B deficientes de Siglec 2 y Siglec 10
muestran una respuesta proliferativa exhacerbada cuando son estimuladas a través de TLR4,

TLR7 o TLRY (Kawasaki et al. 2011; Jellusova y Nitschke 2012). Finalmente, se ha
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demostrado que células B de ratones deficientes de Siglec 2, en presencia de anticuerpos
agonistas contra CD40, la respuesta proliferativa es mucho mayor comparada con células B
normales (Poe et al, 2004); sin embargo es menor la evidencia cientifica relacionada a los

mecanismos de interferencia de esta via de senalizacion.

Siglec 2/CD22

Siglec 2 es una proteina de membrana de tipo 1 con un peso molecular de 140 kDa, que
se expresa en bajos niveles en células pre-B e inmaduras y altos niveles en células B maduras
de centro germinal, foliculares, de zona marginal y en menor grado en la poblacion Bla (Pillai
et al., 2012), disminuyendo su expresion en células plasmaticas (Terstappen et al., 1990). Un
par de trabajos en células humanas demuestran que la expresion de Siglec 2 en sangre
periférica predomina principalmente en poblaciones de células B virgenes (CD27-)
comparadas con poblaciones de memoria (CD27+) (Jacobi et al., 2008; Daridon et al., 2010).
El ligando para Siglec 2 es el acido sialico 02,6 galactosil f1-4 &cido neuraminico
glucosaminico (Galpl-4GlcNAc), y se ha demostrado que su afinidad por éste es baja (10™ M)
(Nitschke, 2005).

En su zona extracelular Siglec 2 contiene 7 dominios tipo Igs y el dominio mas
extremo es un dominio tipo V-set. En este dominio extremo tiene 2 argininas (R130 y R137 en
ratones) que son indispensables para la union al 4cido sidlico (Van der Merwe ef al., 1996). En
su cara citoplasmatica, contiene 6 tirosinas, tres de ellas son encontradas en la mayoria de los
ITIMs (Y783, Y843 e Y863), otra tirosina en un dominio tipo ITIM (Y817), otra necesaria
para el reclutamiento de la proteina adaptadora involucrada en la transmision de sefiales Grb2

(Y828) y la ultima (Y773) con funcidén desconocida (Otipoby et al., 2001). Entre las
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moléculas que se acoplan a los dominios ITIM fosforilados de Siglec 2 se encuentran la
fosfatasa SHIP-1 (Poe et al., 2000), y la fosfatasa que tiene un dominio con una region
homologa al dominio Src 2 (SHP)-1 (Doody et al., 1995; Kelm et al., 2002). Se ha demostrado
que SHP-1 inhibe Vav-1, un proto-oncogen que inicia el aumento de Ca’? intracitoplasmatico
secundario a la activaciéon de CD19 y BLNK (Sieger et al., 2013; Gerlach et al., 2003). SHIP-
1 por su parte es requerido para la activacién mediada por Siglec 2 de la bomba de Ca™
PMCA4 ubicada en la membrana plasmatica, que promueve la salida de Ca' desde el
citoplasma (Chen et al., 2004). Por otra parte la region citoplasmatica de Siglec 2 contiene 2
dominios de tipo ITAM, lo que genera algunas controversias, ya que bajo ciertas
circunstancias favorecen la proliferacion de linfocitos B entregando sefiales de activacion
(Tuscano et al., 1996a; Tuscano et al, 1999).

Adicionalmente terapias con anticuerpos monoclonales dirigida contra este receptor se
estan usando para algunas enfermedades autoinmunes. Este es el caso de Epratuzumab,
anticuerpo especifico contra Siglec 2, que modula las sefiales via BCR y aumenta el rol
inhibitorio de CD22, disminuyendo la activacion de células B en pacientes con SLE (Ddrner et

al., 2015).

Siglec 10/SigelecG

Siglec10 o Siglec G es un receptor menos estudiado que los otros miembros de su
familia. Este receptor inhibitorio pertenece a la familia de los Siglecs relacionados a CD33, y
su expresion ha sido estudiada principalmente en ratones, encontrandose expresado en
diversos tipos celulares, como DCs, linfocitos T y linfocitos B (Pillai et al., 2012; Bandala-

Sanchez et al., 2013). En los linfocitos B murinos se encuentra en todas las sub-poblaciones,
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pero su expresion es particularmente elevada en las células de zona marginal y Bla (Pillai et
al., 2012). Siglec G tiene 5 dominios tipo inmunoglobulinas en su cara extracelular, mientras
que en su cara intracelular posee secuencias ITIM. Cuando Siglec 10 es activado se aumenta la
accesibilidad de quinasas de la familia Src al dominio citosolico ITIM y se fosforilan las zonas
ricas en tirosinas, creandose sitios de union para varias proteinas con dominios SH2 como las
fosfatasas SHP-1 y SHP-2 (Whitney et al., 2001).

Siglec 10 es el unico miembro de su familia capaz de reconocer ligandos decorados
con acido sidlico en uniones 2,3 y a2,6, con igual afinidad (Nitschke, 2009). Uno de los
pocos ligandos descritos para Siglec 10 humano es la proteina activa de adhesion vascular 1
(VAP-1), que se expresa en células endoteliales y leucocitos circulantes (Kivi et al., 2009).
Recientemente, se ha descrito un nuevo ligando para Siglec 10 y Siglec G, que corresponderia
a la molécula CD52, la cual, en estado soluble se une a Siglec 10 y es capaz de reducir la
activacion de linfocitos T (Bandala-Sanchez et al., 2013). Se ha estudiado la interaccion entre
Siglec 10 y moléculas que reconocen patrones moleculares asociados a dafio (DAMPs) como
CD24, que es una molécula de superficie anclada a la membrana por glicosil-fosfatidil-inositol
(GPI) y que posee azlicares en su estructura. Producto de esta interacciéon, CD24 en conjunto
con Siglec 10 podrian atrapar DAMPs, previniendo que se unan a otros receptores agonistas
como los TLRs. Por otro lado, se postula que CD24, al no poseer un dominio intracelular,
debe interaccionar con Siglec 10 atenuando otras vias de activacion (Chen et al., 2009).

Se ha evidenciado en células B1 que la activacion del BCR en ausencia de activacion
de Siglec G tiene por consecuencia un incremento en los niveles de Ca’” intracitoplasmatico y
en la produccion de anticuerpos IgM naturales, constatando un rol de este receptor en la

atenuacion de las vias dependientes de BCR (Hoffmann et al., 2007).
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Inmunoglobulinas como ligandos de Siglecs

La administracién de un concentrado de Igs humanas por via endovenosa (IVIg) es una
eficaz terapia para una serie de enfermedades autoinmunes mediadas por linfocitos B, tales
como purpura trombocitopénica idiopatica (PTI), enfermedad de Kawasaki y LES
(Nimmerjahn y Ravetch, 2008). No obstante, a la fecha atin se desconocen los mecanismos
exactos mediante los cuales actua la IVIg. Recientes estudios han demostrado que la actividad
anti-inflamatoria de IVIg es completamente dependiente de N-glicosilaciones en la fraccion
cristalizable (Fc) de las Igs. El grupo de Ravetch y cols. demostrd, en un modelo de artritis
murina, que la fraccion de [VIg rica en acido sidlico (IVIg-SA+) es aquella que posee el efecto
anti-inflamatorio. Més atn, este efecto se replico al usar s6lo fragmentos Fc de [VIg-SA+,
atribuyéndole la funcidén protectora a los acidos sialicos presentes en esta region (Kaneko et
al., 2006). Dos afnos mas tarde el mismo grupo confirmd sus hallazgos en base al uso de
fragmentos Fc recombinantes sialilados, evidenciando un efecto similar de proteccion
(Anthony et al., 2008).

Es importante recordar que la cadena pesada de la region Fc de Ig posee N-
glicosilaciones en el aminodcido N297. Esta porcién puede unir diferentes residuos de
azucares, lo que le confiere una alta variabilidad (Arnold et al., 2007). Entre ellas, se han
demostrado uniones 02,3 y 02,6 de acido sidlico (Takahashi et al., 1987; Jassal et al., 2001),
por lo que es probable que al menos parte del efecto modulador de los fragmentos Fc de Igs
esté mediado por receptores tipo Siglecs.

Por otra parte, una interaccion de Siglec 2 con acido sidlico presente en Igs fue

demostrada en linfocitos B humanos por Seite y cols., el afio 2010. En sus experimentos in
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vitro se evidencia que al agregar IVIg-SA+ a cultivos celulares de linfocitos B humanos, éste
se une a Siglec 2. Ademads se demuestra que, en presencia de [VIg, la activacion de linfocitos
B mediante el BCR induce apostosis (Seite et al., 2010), a diferencia de la activaciéon mediante
CDA40L (De Grandmont et al., 2003). Dos afios mas tarde, este mismo grupo demostr6 que la
presencia in vitro de IVIg disminuye la sefializacion via TLR9 y TLR7/8 de células B
humanas, lo que se replica al utilizar s6lo las porciones Fc de IVIg, sugiriendo que este efecto
pudiera estar mediado por Siglecs. Se suma a este hallazgo la primera evidencia de que IVIg
disminuye la produccion de citoquinas, entre ellas IL-10, en células B humanas activadas via
TLRO (Seite ef al., 2011). En este set de experimentos no se comprob¢ si el efecto mediado
por la fraccion de Fc de IVIg sobre la produccion de IL-10 fue mediado por Siglec 2, Siglec
10, o bien por FcyRIIb, un receptor para la fraccion Fc de IgG de funcidn inhibitoria. Un
trabajo en paralelo publicado el afio 2011 comprueba que IVIg disminuye la produccion de IL-
10 en células B de pacientes con LES y donantes sanos activadas via TLRY, sugiriendo un
nuevo mecanismo de modulacion por IVIg (Kessel et al., 2011).

Como hemos revisado, atn falta profundizar en la biologia de los Bregs y entender
cémo su funcion es regulada por sefiales de activacion e inhibicion. Cabe destacar que la
caracterizacion de Siglec 2 y Siglec 10 en subpoblaciones de linfocitos B y el efecto de estos
receptores sobre la expresion de IL-10 ain no ha sido descrita. Sobre la base de los
antecedentes presentados, nosotros proponemos un modelo segin el cual linfocitos B
estimulados a través de receptores como BCR, CD40 y TLR9Y, producen IL-10, lo que es
atenuado en presencia de agregados de Fc de IgGs ricas en 4cido sialico, las que actuarian, en

parte, a través de Siglec 2 y Siglec 10 (Figura 1).
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Figura 1: Inhibicion de la produccion de IL-10 por linfocitos B, mediada por receptores

Siglecs. Células B humanas son activadas por agonistas de los receptores BCR, TLRY y

CDA40. La activacion simultanea de receptores inhibitorios como Siglec 2 y Siglec 10 mediante

el fragmento Fc de inmunoglobulinas ricas en acido sidlico, regula la expresion de IL-10 y las

funciones reguladoras de linfocitos B.
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HIPOTESIS
La expresion y secrecion de IL-10 por linfocitos B humanos es atenuada por la activacion

de los receptores Siglec 2 y Siglec 10.

OBJETIVO GENERAL

Comprender la funcion de Siglec 2 y Siglec 10 en la regulacion de la expresion y

secrecion de IL-10 por linfocitos B humanos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.- Analizar la expresion de Siglec 2 y Siglec 10 en las poblaciones de linfocitos B

virgenes, de memoria y transicionales.

2.- Analizar la expresion de Siglec 2 y Siglec 10 en linfocitos B activados a través de sus

receptores BCR, TLR9 y CDA40.

3.- Medir la expresion y secrecion de IL-10 por linfocitos B estimulados via BCR, TLR9

y CD40, en presencia de un agonista para Siglec 2 y Siglec 10.
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MATERIALES Y METODOS

1.- Analizar la expresion de Siglec 2 y Siglec 10 en las poblaciones de linfocitos B

virgenes, de memoria y transicionales.

Donantes de células mononucleares de sangre periférica (PBMC)

Se obtuvieron buffy coats de donantes sanos desde el Banco de Sangre del Hospital Clinico,
Universidad de Chile, previa firma de un formulario de consentimiento informado (Anexos 1y
2). Se consideraron como criterios de inclusion: Individuos mayores de 18 afios; peso corporal
mayor a 50 Kg; niveles de hemoglobina en sangre mayores o iguales a 13,5 gr/dl en hombres y
12,5 gr/dl en mujeres; tiempo transcurrido desde la tltima donacién de sangre superior a tres
meses. Se consideraron los siguientes criterios de exclusion: Embarazo o lactancia;
antecedentes de hemorragia reciente o intervencién quirurgica en los ultimos 6 meses;
antecedentes de enfermedad cardiovascular grave; antecedentes de enfermedad del sistema
nervioso central grave; diatesis hemorragica; episodios repetidos de sincope o antecedentes de
convulsiones; antecedentes de enfermedad gastrointestinal, genitourinaria, hematologica,
inmunologica, metabolica, renal o respiratoria grave; diabetes que precisa tratamiento con
insulina; céncer; antecedentes de estar infectado por los agentes infecciosos causantes de
Hepatitis B; Hepatitis C; SIDA; HTLV; Enfermedad de Chagas o sifilis; antecedentes de
consumo de drogas por via intravenosa o intramuscular no prescritas; personas sometidas a
trasplantes; personas transfundidas en los Ultimos seis meses; personas cuya conducta sexual
supone riesgo elevado de contraer enfermedades infecciosas graves; personas sometidas a
endoscopia en los ultimos seis meses; personas sometidas a tatuajes, bacterias o virus

atenuados en los ultimos 12 meses; personas que se han medicado con aspirina o anti-
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inflamatorios en los ultimos tres dias. Este estudio fue aprobado por los Comités de Etica del

Hospital Clinico y la Facultad de Medicina de la Universidad de Chile (Anexo 3y 4).

Evaluacion de la expresion de Siglec 2 y Siglec 10 en linfocitos B en reposo

Se aislo la fraccion de PBMC desde los buffy coats mediante gradiente de densidad por
centrifugacion en ficoll (Axis-Shield). Para discriminar diferentes poblaciones de linfocitos B
por citometria de flujo (FACS), el PBMC fue tefiido con los siguientes anticuerpos conjugados
a fluoroforos: anti-CD19, anti-CD38 y anti CD24 (Biolegend). Las células CD19+ CD24hi
CD38hi corresponden a células B transicionales, las células CD19+ CD24mid CD38mid
corresponden a células B virgenes, y las células CD19+ CD24hi CD38- corresponden a células
B de memoria (Bouaziz et al., 2010). En cada una de estas poblaciones se evalud la presencia
Siglec 2 y Siglec 10 usando anticuerpos especificos conjugados a fluor6foros (Biolegend).
Para definir la poblacion que expresa los receptores, se utilizd6 como umbral negativo el FMO
(fluorescence minus one), que son células marcadas para CD19, CD24 y CD38, en ausencia de
anticuerpos anti-Siglec 2 o Siglec 10, respectivamente. Las muestras fueron analizadas
mediante FACS (FACSCalibur, Becton Dickinson), y los datos procesados en el programa

Weasel v3.0.

2.- Analizar la expresion de Siglec 2 y Siglec 10 en linfocitos B activados a través de sus

receptores BCR, TLR9 y CD40.

Evaluacion de la expresion de Siglec 2 y Siglec 10 en linfocitos B activados
Los linfocitos B fueron aislados desde buffy coats de donantes sanos mediante seleccion

negativa por inmunodensidad (RosetteSep™ Human B Cell Enrichment Cocktail, Stemcell).
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Las células B fueron cultivadas en medio RPMI 1640 con suero fetal bovino al 10%, mas una
mezcla de estreptomicina y penicilina al 1% (Gibco), a una densidad de 1x10° cel/ml, en
placas de 96 pocillos, a 37°C, con 5% de CO,. Las célula, cultivadas por 48 horas, fueron
activadas por distintos periodos de tiempo (48 horas, Gltimas 24 horas o tltimas 12 horas de
cultivo) con los siguientes estimulos: 1.- Anticuerpos agonistas anti-BCR (IgG+IgM; Jackson
ImmunoResearch); 2.- Una linea celular murina de fibroblastos 3T3NIH que ha sido
transfectada con  CD40L  humano; 'y  3.-  Cytosinephosphodiester-guanine
oligodeoxynucleotides (ODN-CpG) 2006 (Invivogen), agonista de TLR9. Luego, las células
fueron recuperadas y la expresion de Siglec 2 y Siglec 10 fue detectada mediante FACS.
Como control experimental se usaron células sin estimular cultivadas por 48 horas. También
se evaluaron concentraciones crecientes de los estimulos antes mencionados, usados durante

48 horas de cultivo.

Activacion de la produccion de IL-10 en linfocitos B humanos

Se purificaron linfocitos B desde buffy coats, los que fueron cultivados por 48 horas a una
densidad de 1x10° células/ml en medio RPMI 1640 suplementado, en placas de 96 pocillos.
Estos linfocitos B fueron estimulados a producir IL-10 mediante la incubacién con ligandos de
BCR, TLR9 y CD40 a distintas concentraciones, durante 12, 24 6 48 horas. Durante las
ultimas 5 horas de cultivo, se adicionaron 50 ng/ml de PMA, y 1 ug/ml ionomicina (Io)
(Sigma-Aldrich) para favorecer la secrecion de IL-10 al medio de cultivo. La produccion de
IL-10 fue cuantificada desde los sobrenadantes de los cultivos colectados al cabo de 48 horas,
mediante un kit de ELISA (eBioscience). Los niveles de IL-10 secretados fueron normalizados
de acuerdo al nimero de linfocitos B vivos presentes al término del cultivo, contabilizados

mediante hemocitdmetro usando la tincidon de azul de tripan. También se analizo la expresion
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intracelular de IL-10 por FACS utilizando un anticuerpo especifico, previa adicion de
brefeldina A (Biolegend) durante las Gltimas 5 horas de cultivo, para impedir la mobilizacion

de vesiculas secretoras.

3.- Medir la expresion y secrecion de IL-10 por linfocitos B estimulados via BCR, TLR9

y CD40, en presencia de un agonista para Siglec 2 y Siglec 10.

Evaluacion de la funcion de Siglec 2 y Siglec 10 sobre la expresion de IL-10 en linfocitos
B
Siglec 2 y Siglec 10 son receptores que reconocen proteinas que contienen acido sidlico unido
a galactosa en enlaces 2,6 (Siglec 2), o 02,6 y 02,3 indistintamente (Siglec 10) (Nitschke,
2009). Un porcentaje de las IgG humanas poseen su fragmento Fc modificado con 02,6 y/o
a2,3 4cido sidlico (Anthony et al., 2008), y recientemente se ha descrito que esta fraccion une
y activa Siglec 2 en células B humanas (Seite et al., 2010; 2011), aunque no se ha confirmado
ni descartado que también pueda ser ligando para Siglec 10, para el que existen escasos
ligandos conocidos. Con el fin de evaluar el rol de la activacion de Siglec 2 y Siglec 10 en la
secrecion de IL-10 por linfocitos B, llevamos a cabo una metodologia en la cual agregamos
concentrados comerciales de fracciones Fc de IgG humana (Jackson ImmunoResearch)
agregados por calor a 65°C por 30 minutos. La concentracion de estas fracciones usadas fue de
5 ug/ml de cultivo, y se agrego al cultivo de linfocitos B al mismo tiempo que los ligandos de
BCR, TLR9 o CD40.

Para discriminar el rol de Siglec 2 y Siglec 10 en la accion inhibitoria de los
fragmentos Fc agregados, se adicion6 a los cultivos de linfocitos B activados y en presencia de

fragmentos Fc, un anticuerpo policlonal bloqueante del receptor Siglec 10 humano (clon
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AF2130; R&D Systems), o una proteina quimera que contiene la fraccion extracelular del
receptor Siglec 2 humano conjugada a la fraccion Fc de IgG1 humana (1968-SL-050; R&D
Systems), la que es capaz de neutralizar ligandos de Siglec 2 (Bandala-Sénchez et al, 2013).
Al cabo del cultivo, se evaluaron los niveles de IL-10 secretados al sobrenadante mediante

ELISA y la expresion intracelular de IL-10 mediante FACS.

Analisis estadisticos

Diferencias en variables funcionales o fenotipicas entre diferentes condiciones experimentales
fueron analizadas con la prueba t de Student. Los valores de p<0,05 fueron considerados

significativos. Para los andlisis estadisticos se uso el software GraphPad Prism 5.
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RESULTADOS

Objetivo especifico 1: Analizar la expresion de Siglec 2 v Siglec 10 en las poblaciones de

linfocitos B virgenes, de memoria y transicionales.

Siglec 2 y Siglec 10 se expresan en poblaciones de linfocitos B virgenes, de memoria y
transicionales en reposo.

Se determinaron por FACS los niveles de expresion de Siglec 2 (CD22) y Siglec 10 en
subpoblaciones de linfocitos B a partir de sangre de individuos sanos seleccionados en base a
los criterios de inclusion y exclusion descritos en el punto 1 de materiales y métodos. Para
ello, desde células frescas, se seleccionaron tres subpoblaciones de linfocitos B de acuerdo a la
expresion diferencial de los marcadores celulares CD24 y CD38: virgenes, de memoria y
transicionales (figura 2A). Como se puede apreciar en el histograma de la figura 2B, se
observan niveles de expresion homogéneos de ambos receptores en cada una de las 3
subpoblaciones, lo que quiere decir que en la mayoria de las células se estdn expresando en
cantidades similares. Ahora, al analizar cual de estas 3 subpoblaciones expresa mas Siglec 2 o
Siglec 10, podemos observar que Siglec 2 se expresa mayoritariamente en poblaciones
virgenes y transicionales (Media de intensidad de fluorescencia -MFI promedio: 1192,6 y
876,9 respectivamente) comparada con las poblaciones de memoria (MFI promedio: 767,8)
(figura 2B). En cuanto a la expresion de Siglec 10, se aprecia que células de memoria tienen
mayor expresion (MFI promedio: 73,1) que células transicionales y virgenes (MFI promedio:

55,0 y 39,4 respectivamente) (figura 2C).
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Figura 2: Siglec 2 (CD22) y Siglec 10 son expresados por todas las subpoblaciones de
linfocitos B humanos. (A) Seleccion citométrica para identificar subpoblaciones de linfocitos
B transicionales (CD19+CD24"¢"CD38""), virgenes (CD19'CD24™CD38™), y de memoria
(CD19+CD24"¢"CD387). En el dot plot superior izquierdo se muestra la seleccion de la
poblacion de linfocitos, y en el superior derecho, la seleccion de linfocitos B CD19+. (B, C)
Histogramas representativos (izquierda) y graficos (derecha) de la expresion de Siglec 2 (B) y
Siglec 10 en las distintas sub-poblaciones de linfocitos B (C). MFI: Media de la intensidad de

fluorescencia. *** p<0,001 (n = 34). Prueba t de Student de dos colas para muestras pareadas.

Objetivo especifico 2: Analizar la expresion de Siglec 2 v Siglec 10 en linfocitos B

activados a través de sus receptores BCR, TLR9 y CD40.

Siglec 2 y Siglec 10 aumentan su expresion en linfocitos B activados a través de sus
receptores BCR, TLR9 y CD40.

Con el fin de evaluar si al activar linfocitos B de manera de inducir la produccion de
IL-10, se mantiene la expresion de los receptores Siglec 2 y Siglec 10, se purificaron linfocitos
B a partir de sangre periférica, los que fueron cultivados y activados a través de sus receptores
BCR, TLR9 y CD40. La pureza de linfocitos B CD19+ fue determinada mediante FACS,
obteniéndose porcentajes por sobre el 99% en todos los cultivos (figura 3A). Estos linfocitos B
aislados fueron cultivados por 48 horas, y estimulados con agonistas de los receptores del
TLR9, CD40 o BCR durante las 48 horas de cultivo, o durante las Gltimas 24 o 12 horas, o
bien dejados sin estimular. Los mayores niveles de IL-10 secretada se observaron a las 48
horas de cultivo en todos los estimulos ensayados, salvo en la combinacion de CpG y

anticuerpos anti-BCR (figura 3B). Por otra parte, se observd que la expresion de Siglec 2
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también es maxima a las 48 horas estimulo, salvo en el caso de la activacion de CD40, en la
que no se ven diferencias en relacion al control sin estimular (figura 3C). En cuanto a la
expresion de Siglec 10, cuando se estimuld los linfocitos B a través de CD40L, o del BCR y el
TLR9Y en conjunto, se logrd apreciar un aumento significativamente mayor tras las 48 horas de
estimulo, mientras que al estimular con anticuerpos anti-BCR o CpG por si solos, no se vieron

diferencias respecto al control sin estimular (figura 3D).
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Figura 3: Aumento en la secrecion de IL-10, y en la expresion de Siglec 2 y Siglec 10 en
linfocitos B activados. (A) Purificacion de linfocitos B CD19+ mediante inmunodensidad. A
la izquierda dot plot representativo de células CD19+ en una muestra de sangre previo a la
purificacion, y a la derecha un dot plot representativo de células CD19+ después de la
purificacion. (B) Secrecion de IL-10 por linfocitos B cultivados por 48 horas y estimulados
por 12, 24 y 48 horas en presencia de 3 ug/mL de CpG, 5 ug/mL de a-BCR, una combinacion
de ellos, o co-cultivo con la linea celular NIH3T3 que expresa CD40L a razon de 1:10 entre
células 3T3-CD40L:B o bien dejados sin estimulo (Ctrl) (n=3). El valor secretado de IL-10 fue
normalizado al numero de células vivas al final del cultivo. (C-D) Expresion de Siglec 2
(n=6) (C) y Siglec 10 (n=6) (D) por linfocitos B cultivados por 48 horas y estimulados por 12,
24 y 48 horas en presencia de los estimulos descritos para B. MFI: Media de la intensidad de
fluorescencia. * p <0,05, ** p<0,01,*** p<0,001 versus Ctrl. Prueba t de Student de dos colas

para muestras pareadas.

Puesto que para la mayoria de los estimulos se logré una méxima secrecion de IL-10 a
48 horas, sin inducir muerte celular (datos no mostrados), ni una disminucioén en los niveles de
expresion de receptores Siglec 2 y Siglec 10 en los linfocitos B, se decidi6 mantener esta

condicion para futuros experimentos.

A continuacion se realizaron ensayos de concentracion versus respuesta, para definir la
concentracion optima de los estimulos en 48 horas de cultivo para lograr una mayor secrecion
de IL-10, sin reducir la expresion de receptores Siglecs. En estos experimentos se determind
que las condiciones Optimas para la produccion de IL-10 fueron: 3 ug/ml de CpG, 5 ug/ml de

anticuerpos anti-BCR, y una razén de 1 célula 3T3-NIH que expresa CD40L por cada 20

37



linfocitos B (figura 4A). Nuevamente, se observé un aumento en la expresion de Siglec 2
frente a todos los estimulos, salvo CD40L, sin diferencias entre las concentraciones (figura
4B). En el caso de Siglec 10, tampoco se observan diferencias entre las distintas
concentraciones de estimulos, existiendo un aumento estadisticamente significativo en la

expresion de este receptor solo al estimular con CD40L (figura 4C).
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Figura 4: A mayor concentracion de estimulos aumenta la secrecion de IL-10 pero no la
expresion de Siglec 2 y Siglec 10 en linfocitos B activados. Linfocitos B cultivados por 48
horas en presencia de 1,5, 3 y 6 ug/mL de CpG, (barras amarillas) 2,5, 5 y 10 ug/mL de
anticuerpos anti-BCR (barras rojas), una combinacion de esas concentraciones de CpG y a-
BCR (barras naranjas), o de la linea celular NIH3T3 que expresa CD40L a razones de 1:10,
1:20 y 1:40 entre células 3T3-CD40L y células B (barras celestes) o bien dejados sin estimulo
(Ctrl) (barras grises) fueron analizados para la secrecion de IL-10 por ELISA, corregida por el
namero de células vivas al final del cultivo (A, n=3), para la expresion de Siglec 2 (B, n=4) o
de Siglec 10 (C, n=4) mediante FACS. MFI: Media de la intensidad de fluorescencia. * p
<0.05, ** p<0.01,*** p<0.001 versus Ctrl. Prueba t de Student de dos colas para muestras

pareadas.

La mayor frecuencia de células B productoras de IL-10 se encuentra contenida en la sub-
poblacion de linfocitos B transicionales.

Una vez que se definieron los tiempos de estimulo y las concentraciones Optimas para
la induccion de la produccion de IL-10 por linfocitos B, se quiso determinar cual era la sub-
poblacion de linfocitos B que posee la mayor frecuencia de células productoras de IL-10,
mediante FACS. De acuerdo a los resultados obtenidos, podemos aseverar que la sub-
poblacion de linfocitos B transicionales muestran el mayor porcentaje de células que expresan
IL-10 en todas las condiciones de estimulo, comparada con las sub-poblaciones de memoria y

virgen (figura 5).
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Figura 5: Linfocitos B transicionales son los mayores productores de IL-10. (A) Dot Plot
representativo de subpoblaciones de células CD19+ IL-10+ transicionales (izquierda) virgenes
(centro) y memoria (derecha), en presencia de 3 ug/mL de CpG mas 5 ug/mL de a-BCR. En el
recuadro interno se muestran los controles negativos de tincion (FMO) (B) Linfocitos B

estimulados mediante 3 ug/mL de CpG, 5 ug/mL de anticuerpos anti-BCR (a-BCR), una

40



combinacion de ellos, o co-cultivo con la linea celular NIH3T3 que expresa CD40L a razén de
1:10 entre células 3T3-CD40L:B o bien dejados sin estimulo (Ctrl), fueron analizados para
determinar el porcentaje de células productoras de IL-10 por FACS (n=10). * p <0.05,

** p<0.01, *** p<0.001. Prueba t de Student de dos colas para muestras pareadas.

Objetivo especifico 3. Medir la expresion y secrecion de IL-10 por linfocitos B

estimulados via BCR, TLR9 y CD40, en presencia de un agonista para Siglec 2 y Siglec

10.

Fragmento cristalizable (Fc) de IgG humana disminuye la expresion y secrecion de IL-10
por linfocitos B.

A continuacidn, se quiso evaluar la influencia de los receptores Siglec 2 y Siglec 10
sobre la produccion de IL-10 por linfocitos B. Dada la evidencia de la presencia de 4cidos
sidlicos en el fragmento Fc de IgG humana (Takahashi et al., 1987; Jassal et al., 2001), y del
uso de IVIg como ligando para el receptor Siglec 2 (Seite et al., 2010), se decidid usar
fragmentos Fc de IgG humana agregados por calor en los cultivos de linfocitos B estimulados
a través del BCR, TLRY y CD40. Previamente, nuestro grupo comprob¢ la presencia de acido
sidlico en los fragmentos Fc comerciales que se usaron en estos ensayos (datos no mostrados).
Se observd que la secrecion de IL-10 medida por ELISA se redujo significativamente al
cultivar linfocitos B activados con cualquiera de los estimulos usados, en presencia de
fragmentos Fc agregados (figura 6A). De forma similar, los porcentajes de linfocitos B
transicionales productores de IL-10, medidos por FACS, disminuyeron en todas las
condiciones de estimulo significativamente al incluir fragmentos Fc agregados a lo cultivos

(figura 6B). En la mayoria de los casos, los fragmentos Fc agregados también redujeron la
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expresion de IL-10 por otras poblaciones de linfocitos B (figura 8).
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Figura 6: El uso de fragmento cristalizable (Fc) de IgG humana disminuye la expresion y
secrecion de IL-10 por linfocitos B activados. Linfocitos B cultivados por 48 horas en
presencia de 3 ug/mL de CpG, 5 ug/mL de anticuerpos anti-BCR, una combinaciéon ambos, o
de la linea celular NIH3T3 que expresa CD40L a razén de 1:10, entre células 3T3-CD40L y
células B, en presencia (barra rojas) o ausencia (barra verdes) de fragmentos Fc de IgG

agregados por calor (Fc agg) o bien dejados sin estimulo (Ctrl) (barra gris) fueron analizados
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para la secrecion de IL-10 por ELISA, corregida por el niimero de células vivas al final del
cultivo (A, n=9) y para el porcentaje de células B transicionales que expresan IL-10 mediante
FACS (B, n=9). * p <0,05, ** p<0,01, *** p<0,001. Prueba t de Student de dos colas para

muestras pareadas.

Siglec 2 y Siglec 10 modulan la secrecion y expresion de IL-10 en linfocitos B activados.
Finalmente, para comprobar que el efecto de los fragmentos de Fc agregados sobre la
expresion y secrecion de IL-10 es mediado por los receptores Siglec 2 y/o Siglec 10, se
procedié a bloquear éstos mediante el uso de un receptor soluble para Siglec 2 (sS2) o un
anticuerpo bloqueante para Siglec 10 (aS10).
Al evaluar los niveles de IL-10 secretados, se pudo observar que la presencia de los
bloqueadores de Siglec 2 y Siglec 10 logra revertir parcial o totalmente la producciéon de IL-
10. En el caso de bloquear Siglec 2 se restauran los niveles de IL-10 secretados al estimular
TLRY y CD40, sin embargo, cuando bloqueamos Siglec 10, los niveles de IL-10 son

restaurados, al menos parcialmente, en todos los estimulos (Figura 7).
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Figura 7: El bloqueo de Siglec 2 y Siglec 10 restaura la secrecion de IL-10 por linfocitos
B activados y cultivados en presencia de fragmentos Fc de IgG agregados por calor.
Linfocitos B cultivados por 48 horas con CpG, anticuerpos anti-BCR (a-BCR), una
combinacion de ellos, o en co-cultivo con la linea celular NIH3T3 que expresa CD40L, fueron
analizados para la secrecion de IL-10 por ELISA en presencia o ausencia de fragmentos Fc de
IgG agregados por calor (Fc agg), del receptor Siglec 2 soluble (sS2) o de un anticuerpo anti-
Siglec 10 (a-S10). El valor secretado de IL-10 fue corregido por el nimero de células vivas al
final del cultivo. n=4. * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001. Prueba t de Student de dos colas para

muestras pareadas.

Por otra parte, cuando se analizaron los porcentajes de células B totales productoras de
IL-10 por FACS, los resultados son similares a aquellos obtenidos en el ELISA, vale decir,
que los linfocitos B activados con CD40L o anti-BCR méas CpG en presencia de fragmentos
Fc agregados recuperan la produccion de IL-10 al bloquearse Siglec 2 o Siglec 10 (figuras 8C
y 8D). El analisis de la poblacion transicional en cambio muestra que la expresion de IL-10
inhibida por fragmentos Fc agregados se recupera al bloquear tanto Siglec 2 como Siglec 10
en linfocitos B activados via BCR y CD40, una tendencia que también se observa en el
estimulo con anti-BCR y CpG combinados (figuras 8B, 8C y 8D). En las poblaciones virgen y
de memoria la expresion de IL-10 sélo se recupera al bloquear Siglec 2 y Siglec 10 cuando
estds son activadas con CD40L (figura 8D).

En sintesis, estos resultados prueban que la accion inhibidora de los fragmentos Fc de

IgG agregados sobre la produccion de IL-10 por linfocitos B es mediada, al menos
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parcialmente y principalmente en la poblacion de linfocitos B transicionales, por los

receptores de acido sidlico Siglec 2 y Siglec 10.
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Figura 8: El bloqueo de Siglec 2 y Siglec 10 restaura el porcentaje de células productoras
de IL-10 en linfocitos B transicionales activados y cultivados en presencia de fragmentos
Fc de IgG agregados por calor. Linfocitos B cultivados por 48 horas con CpG (A),
anticuerpos anti-BCR (a-BCR) (B), una combinacién de ellos (C), o en co-cultivo con la linea

celular NIH3T3 que expresa CD40L (D), fueron analizados para determinar el porcentaje de
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células productoras de IL-10 por FACS, en presencia o ausencia de fragmentos Fc de IgG
agregados por calor (Fc agg), el receptor Siglec 2soluble (sS2) o un anticuerpo anti-Siglec 10

(a-S10). n=6. * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001. Prueba t de Student de dos colas para

muestras pareadas.
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DISCUSION

Se ha descrito que linfocitos B humanos expresan 2 receptores que unen acido sialico,
Siglec 2 (CD22) y Siglec 10, los que tienen funciones inhibitorias (Jellusova y Nitschke,
2012). Su expresion comienza desde el desarrollo de linfocitos B en médula dsea y a medida
que estos van madurando la expresion aumenta (Stoddart ez al., 1997) decayendo en células
plasmaticas (Terstappen et al., 1990). Pocos antecedentes existen sobre la expresion de estos
receptores en poblaciones virgenes, de memoria y transicionales. Esta tltima subpoblacion ha
sido descrita como aquella en la que se encuentran enriquecidos los linfocitos B productores
de IL-10, o Bregs (Bouaziz et al., 2010).

Nuestros resultados muestran que la expresion de Siglec 2 es mayor en las poblaciones
transicional y virgen, en relacion a la poblacion de memoria. Nuestra evidencia estd en linea
con lo publicado por Daridon y colaboradores, quienes mediante el uso de CD27, un marcador
de linfocitos B de memoria, describen que la expresion de Siglec 2 es menor en la poblacion
de memoria (CD27+) comparada con las poblaciones transicional y virgen (CD27-) en sangre
periférica (Daridon et al., 2010). En cuanto a Siglec 10, no ha sido descrita su expresion en
poblaciones de linfocitos B humanos, por lo que este trabajo es el primer reporte que muestra
una alta expresion en poblaciones de memoria por sobre las poblaciones transicional y virgen.
En sintesis, se puede aseverar que ambos receptores poseen un comportamiento diferente en
cuanto a su expresion en distintas subpoblaciones de linfocitos B humanos en reposo.

Cuando se analizé la expresion de Siglec 2 y Siglec 10 en linfocitos B humanos
activados a través de sus receptores BCR, TLR9 y CD40, nuestros resultados muestran que
mediante el estimulo con CpG, anti-BCR y CpG mads anti-BCR en conjunto, la expresion de
Siglec 2 aumenta significativamente a las 48 horas de cultivo. Esta diferencia significativa no

se pudo apreciar tan claramente mediante la estimulacion con la linea celular que sobreexpresa
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CDA40L, a diferencia de lo que ocurre con Siglec 10. Al respecto, un estudio en ratones mostrd
que la expresion de CD22 en poblaciones B-1, linfocitos B presentes en la cavidad peritoneal,
disminuye frente a la activaciéon con LPS o CpG, y apenas varia frente a la activacion del
BCR. En cambio, en poblaciones B-2, linfocitos B presentes en el bazo, la expresion de CD22
aumenta después de la activacion con LPS y anti-CD40, pero disminuye frente al estimulo del
BCR (Lajaunias et al., 2002). Otro estudio en ratones indica que la expresion de CD22 en
linfocitos B disminuye frente a la activacion con LPS o la estimulacion del BCR (Stoddart et
al., 1997). Nuestros resultados no son del todo concordantes con lo que sucede en ratones,
pero debemos asumir que en humanos las respuestas pueden ser distintas.

Por otro lado, uno podria especular que el aumento en la expresion de estos receptores
frente a la activacion con CpG y anticuerpos anti-BCR, podria deberse a un mecanismo de
regulacion de los linfocitos B frente a una sobre-activacion, por ejemplo, durante una
respuesta inmune en curso. En otros receptores inhibitorios de linfocitos B se ha descrito el
efecto contrario, ya que la activacion del BCR o del CD40 reduce los niveles de expresion de
FcyRIIb, por lo que este tipo de mecanismos compensatorios dependeria del tipo de molécula
en cuestion (Zhang et al, 2013). El aumento de receptores Siglec 2 y Siglec 10 tras la
activacion de linfocitos B podria ademds ayudar a prevenir una respuesta inmune exacerbada
que conlleve a una desregulacion en la produccion de autoanticuerpos. Esto es precisamente lo
que ocurre en ratones deficientes para Siglec 2 y/o Siglec G, los que desarrollan severas
enfermedades autoinmunes (O’Keefe er al., 1996; O’Keefe et al., 1999; Jellusova et al,
2010Db).

Adicionalmente pudimos observar que la expresion de ambos receptores es

considerablemente mayor en muestras frescas de linfocitos B en comparacion con aquellas

49



analizadas luego de un cultivo por mas de 24 horas. Esta disminucion en la expresion se debe
a que hay un menor niimero de receptores en la membrana lo que evidenciaria una pérdida del
receptor o un trafico hacia el interior de la célula. Se ha demostrado que CD22 en linfocitos B
humanos estd asociado a clatrinas, proteinas involucradas en la endocitosis de moléculas, por
lo que su transporte al interior de la célula se basa en un mecanismo dependiente de clatrina
via endosomal hacia el aparato de Golgi (Jhon et al., 2003). Los dominios basado en tirosina
de CD22 contienen un residuo terminal que permite el acoplamiento al complejo adaptador 50
(AP50) que dirige el reclutamiento de los receptores en dominios ricos en clatrina. Se ha
demostrado que entre un 60 y 70% CD22 es internalizado cuando linfocitos B son estimulados
usando anticuerpos anti-CD22 (Tatento et al., 2007), sin embargo, este proceso seria también
constitutivo, teniendo una vida media de degradacion de 8 horas (Shan y Press, 1995).
Creemos que la menor expresion de Siglec 2 y 10 determinada mediante FACS en linfocitos B
en cultivo, comparada con muestras frescas, se debe principalmente a una internalizacion y
degradacion de estos receptores en ausencia de factores que estimulen su sintesis de novo.

En esta tesis se pudo demostrar que porciones Fc de IgG humana agregadas por calor
activan receptores inhibitorios, reduciendo la producciéon de IL-10 cuando los linfocitos B
fueron estimulados a través de sus receptores BCR, TLR9 o CD40. Esto pudo ser corroborado
al bloquear la union de Fc a estos receptores Siglecs, revirtiendo parcialmente y en algunas
condiciones, la inhibicion en la produccion de IL-10. Adicionalmente, una disminucion de
células B que expresan IL-10, bajo todas las condiciones de estimulo, se aprecid
principalmente en células B transicionales, en las que estdn contenidas las células B
reguladoras, descritas como las principales productoras de IL-10 (Bouaziz et al., 2010).
Creemos que esta disminucion significativa se da principalmente porque la porcion Fc de

IgGs, al poseer zonas ricas en acido sialico en uniones 02,3 y 02,6 (Anthony et al., 2008),
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sirve como ligando para los receptores Siglec 2 y Siglec 10, los que podrian estar involucrados
en inhibir las sefiales rio abajo de las vias de activacion de linfocitos B (Seite et al., 2010),
como por ejemplo los intermediarios NFxB y STAT3, que han sido descritos como
importantes mediadores en la produccion de IL-10 (Saraiva et al., 2009; Blair et al., 2010).
Particularmente la disminucién de la secrecion de IL-10 observada cuando se estimuld el
receptor TLRY en linfocitos B, en presencia de fragmentos Fc agregados, esta en linea con lo
publicado por otros grupos, quienes demostraron que la estimulaciéon de TLR9 en presencia de
IVIg (mezcla de IgGs derivadas de sueros humanos) reduce la secrecion de IL-10 por
linfocitos B humanos (Seite et al., 2011; Kessel ef al., 2011). Sin embargo, cuando se utiliza
Epratuzumab como agonista de Siglec 2, no se aprecian cambios en la produccion de IL-10 en
linfocitos B humanos (Fleisher e/ al, 2015). Estos resultados disimiles se pueden deber a
varios factores, como por ejemplo al uso de diferentes ligandos para un mismo Siglec, o bien a
la diversidad de receptores para fracciones Fc contenidos en linfocitos B (Pillai ez al. 2012).
Complementando nuestros resultados, evidenciamos que al agregar fragmentos Fc a los
cultivos de linfocitos B, la secrecion de TNF disminuye principalmente cuando se estimulan
las células con anticuerpos anti-BCR solos, o junto a CpG, sin embargo, la secrecion de IL-6
no se ve afectada bajo ninguna condicion de estimulo (figura suplementaria 1).
Adicionalmente moléculas involucradas en la presentacion antigénica como el complejo
principal de histocompatibilidad de clase II (MHC II) y CD86 no se ven afectadas en
presencia de porciones Fc de IgG cuando se estimulan las células con anticuerpos anti-BCR
(figura suplementaria 2). Esto indicaria que los receptores Siglecs, u otros receptores
inhibitorios, podrian actuar diferencialmente sobre distintas vias de activacion de linfocitos B.
Las consecuencias netas de esta modulacion a nivel funcional deben ser exploradas mas

adelante.
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La actividad de los receptores Siglecs ha sido asociada a las fosfatasas SHP-1 y SHP-2
(Doody et al., 1995; Whitney et al., 2001). Estas fosfatasas estdn involucradas en disminuir
los niveles de Ca*? citoplasmaticos inducidos principalmente a través de activacion del BCR
(Nitschke et al., 1997; Hoffmann et al., 2007), y de esta forma podrian estar involucradas en la
inhibicion de vias de sefalizacién que inducen la produccion de IL-10, lo que concuerda con
nuestros resultados, en los que evidenciamos una disminucion en la secrecion de IL-10 por
linfocitos B activados via BCR en presencia de fragmentos Fc agregados. Sin embargo, al
inhibir estas fosfatasas, el grado de recuperacion en la capacidad de secretar IL-10 por los
linfocitos B es bajo (figura suplementaria 3). Tampoco podemos descartar que otras fosfatasas
descritas en interaccion con estos receptores, como por ejemplo SHIP-1 (Nitschke, 2005; Poe
et al., 2000), puedan contribuir a regular los niveles de IL-10 en linfocitos B. Resultados de
nuestro grupo confirmaron que al agregar un inhibidor quimico de SHIP-1 (3a-
aminocolestano - 3AC) a los cultivos de linfocitos B estimulados a través del BCR en
presencia de fragmentos Fc de IgG agregados, la produccion de IL-10 se restituye
parcialmente (figura suplementaria 4).

Es importante destacar que el fragmento Fc de IgG puede unirse a varios receptores
inhibitorios en linfocitos B, como el receptor FcyRIIb (CD32b) (Brauweiler y Cambier, 2003)
y éste pudiera tener un rol en la inhibicién de la secrecion de IL-10 por fragmentos Fc.
Ensayos de nuestro grupo, en los que se utilizd un anticuerpo bloqueante anti-FcyRIIb,
demostraron que la disminuciéon en la secrecion de IL-10 inducida por fragmentos Fc
agregados no depende de su unidon a FcyRIIb (figura suplementaria 5). Seria importante
determinar la participacion de otros receptores para anticuerpos y vias de sefializacion en la

accion de fragmentos Fc sobre la secrecion de citoquinas en linfocitos B.
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En sintesis, estos resultados sugieren que las vias activadas tras la estimulacion de los
receptores TLR9 y CD40 son las principales vias inhibidas por la accién de los receptores
Siglec 2 y/o Siglec 10 en cuanto a la expresion y secrecion de IL-10. En tanto, la activacion de
las células B tras la estimulacion del BCR, seria regulada principalmente a través del receptor
Siglec 10, pero no por Siglec 2, lo que sugeriria que Siglec 10 tiene un mayor espectro de
accion sobre las diferentes vias de activacion descritas en la produccion de IL-10.

La utilidad de usar fragmentos Fc agregados en nuestro trabajo para activar los
receptores Siglec 2 y Siglec 10 permitié una mayor comprension sobre el rol de estos
receptores en la modulacion de citoquinas como IL-10, principalmente en linfocitos B
transicionales, los que tienen un rol protagoénico en la proteccion de enfermedades autoinumes
(Yang et al, 2013). Nuestros resultados generan antecendentes complementarios al
entendimiento de como las porciones de Fc de IVIg, ricas en 4cido silico, modulan las
respuestas de linfocitos B cuando estos concentrados de Igs son administrados en forma
terapéutica. Si bien las propiedades de IVIg son dependientes de la accion tanto de la region
F(ab")2 como de la porcion Fc sobre diferentes células dianas del sistema inmune (Schwab y
Nimmerjahn, 2013), su efecto sobre linfocitos B se le atribuye principalmente a la porcion Fc
y, ultimamente, a la interaccién que tiene con los receptores inhibitorios de los linfocitos B
(Mitrevski et al., 2015). Todos los antecendentes del impacto de IVIg en células B han
permitido comprender, en cierto modo, el rol que tienen estas moléculas en enfermedades en
las que los linfocitos B son los protagonistas, principalmente por sus atribuciones en la
produccion de anticuerpos, presentacion antigénica y produccion de citoquinas, pero cabe
destacar que aun falta conocimiento del potencial de IVIg, y principalmente sobre la
modulacion de linfocitos B por las porciones Fc ricas en 4cido sidlico. Finalmente, el impacto

de estos resultados nos hacen pensar que si los fragmentos Fc agregados modulan el sistema
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inmune a través de receptores Siglecs en linfocitos B, podrian ser una alternativa terapéutica al
uso de IVIg, como recientemente lo propone el grupo de Bosques, el que promueve el uso de
porciones de Fc recombinantes con altas cantidades de 4cido sidlico como una opcioén en

enfermedades autoinmunes (Whasburn ez al., 2015).
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Figura 9: Siglec 2 y Siglec 10 inhiben la produccion de IL-10, especialmente aquella

activada via CD40, en linfocitos B transicionales. La presencia de fragmentos Fc, ligandos
de Siglec 2 y Siglec 10, inhiben la secrecion y expresion de IL-10 en linfocitos B

transicionales, activados predominantemente via CD40.
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CONCLUSIONES

1.- Siglec 2 y Siglec 10 se expresan en poblaciones de linfocitos B humanos de memoria,
virgenes y transicionales, tanto en reposo como tras ser activados a través de sus receptores

TLR9, BCR y CD40.

2.- La mayor secrecion de IL-10 por linfocitos B activados via TLR9, BCR y CDA40 se obtuvo
a las 48 horas de cultivo, y los linfocitos B transicionales son los principales responsables de

tal produccion.

3.- Fragmentos cristalizables de IgG humana agregados por calor disminuyen la secrecion y

expresion de IL-10 en linfocitos B humanos activados via TLR9, BCR y CD40.

4.- Los receptores Siglec 2 y Siglec 10 median parcialmente una inhibicion de la secrecion y

expresion de IL-10 en linfocitos B humanos, especialmente cuando éstos son activados a

través del receptor CD40.
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Figura suplementaria 1: El uso de fragmentos Fc de IgG humana agregados por calor
disminuye la expresion y secrecion de TNF-a pero no de IL-6 por linfocitos B activados.
Linfocitos B cultivados por 48 horas en presencia de 3 ug/mL de CpG, 5 ug/mL de

anticuerpos anti-BCR, una combinacion ambos, o de la linea celular NIH3T3 que expresa
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CDA40L a razon de 1:10, entre células 3T3-CD40L y células B, en presencia (barra rojas) o
ausencia (barra verdes) de fragmentos Fc de IgG agregados por calor (Fc agg) o bien dejados
sin estimulo (Ctrl) (barra gris) fueron analizados para la secrecion de IL-6 (A, n=4) y TNF-a
(B, n=4) por ELISA, corregida por el nimero de células vivas al final del cultivo * p <0,05,
** p<0,01, versus Ctrl. Prueba t de Student de dos colas para muestras pareadas. Resultados

no publicados de la tesis de Magister de Elianet Fonseca.
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Figura suplementaria 2: La expresion del complejo principal de histocompatibilidad 11
(MHC II) y de CD86 en linfocitos B activados via BCR no varian cuando fragmentos de
Fc de IgG humana son agregados al cultivo. Linfocitos B cultivados por 48 horas en
presencia de 5 ug/mL de anticuerpos anti-BCR, en presencia o ausencia de fragmentos Fc de
IgG agregados por calor (Fc agg) o bien dejados sin estimulo (Ctrl) (barra gris) fueron
analizados para la expresion de MHC 1II (A, n=10) y CD86 (B, n=10) por FACS. Prueba t de
Student de dos colas para muestras pareadas. Resultados no publicados de la tesis de Magister

de Elianet Fonseca.
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Figura suplementaria 3: Inhibicion de SHP-1/2 restituye parcialmente la produccion de
IL-10 suprimida por fragmentos Fc de IgG agregados, en linfocitos B estimulados a
través del BCR. Linfocitos B no estimulados (SE) o activados con un anticuerpos anti-BCR
(a-BCR) fueron cultivados en presencia o ausencia de fragmentos Fc agregados por calor (Fc
agg) y de un inhibidor de SHP-1 y SHP-2 (NSC). n=4, *p<0,05, **p<0,01. Prueba de

Wilconxon. Resultados no publicados de la tesis de pregrado de Ashley Ferrier.
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Figura suplementaria 4: Inhibicion de SHIP-1 restituye la produccion de IL-10
suprimida por fragmentos Fc de IgG agregados, en linfocitos B estimulados a través del
BCR. Linfocitos B no estimulados (Ctrl) o activados con anticuerpos anti-BCR (a-BCR)
fueron cultivados en presencia o ausencia de fragmentos Fc agregados por calor (Fc agg) y de
un inhibidor de SHIP-1 (3AC). La secrecion de IL-10 medida por ELISA se expresa como
veces de induccion en su produccion en relacion a las células no estimuladas. n=7, *p<0,05.
Prueba t de Student de dos colas para muestras pareadas. Resultados no publicados de la tesis

de pregrado de Ashley Ferrier.
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Figura suplementaria 5: Inhibicion de FcyIIb no restituye la produccion de IL-10
suprimida por fragmentos Fc de IgG agregados, en linfocitos B estimulados a través del
BCR. Niveles de IL-10 secretados por linfocitos B estimulados 48 horas mediante anticuerpos
anti-BCR (a-BCR), en presencia de fragmentos Fc de IgG agregados (Fc agg) y un fragmento
F(ab)’2 de un anticuerpo bloqueante del receptor Feyllb (a-CD32). La secrecion de IL-10
medida por ELISA se expresa como veces de induccion en su produccion en relacion a las
células no estimuladas (n=11). *p<0,05, **p<0,01 . Prueba t de Student de dos colas para

muestras pareadas. Resultados no publicados de la tesis de pregrado de Ashley Ferrier.

75



CONSENTIMIENTO INFORMADO

HOSPITAL
UNIVERSIOAD D¢ CraLt

Explorando los mecanismos involucrados en la secrecién de IL-10 por linfocitos B reguladores:
Implicancias para intervenciones terapéuticas en enfermedades autoinmunes.

Investigador Responsable: Dr. Diego Cataldn M.

La Facultad de Medicina de la Universidad de Chile, en conjunto con ¢l Hospital Clinico de la
Universidad de Chile, se encuentran realizando un estudio sobre los mecanismos que evitan ¢l
desarrollo de enfermedades autoinmunes, que son aquellas enfermedades en que ¢l sistema inmune
deumwclptopiomlim\o.AUd.nkhinvildoupmkinnmimuﬁpiﬂam
individuo sano, al igual que otras 29 personas. El objetivo de este formulario es entregar de forma
escrita toda la informacion que previamente le ha sido transmitida en una conversacién con ¢
Investigador Responsable, y que es necesaria para que Ud. decida si desea participar en ¢l estudio.

Mediante la presente investigacion, se estudiardn los linfocitos B reguladores, que son células
de nuestro sistema inmune capaces de liberar sustancias que nos protegen del desarrollo de
enfermedades autoinmunes. A Ud. se le solicitard su autorizacion para wtilizar un producto derivado
de su donacion de sangre, consistente en un concentrado de leucocitos o globulos blancos, los que
serin utilizados en experimentos diseflados para los fines de investigacion antes descritos. El material
biologico extraido serd identificado con un codigo que asegurard su anonimato y s¢ conscrvard
congelado hasta su uso experimental,

Como consecuencia de su participacion en este estudio, Ud no experimentard ningin efecto
indescado fuera de aquellos asociados con el procedimiento de donacidn de sangre, ¥ que ya le
fucron explicados por ¢l Teendlogo Médico Supervisor. Ud. no incurrird en ningiin gasto asociado al
desarrollo de este estudio,

Si bien usted no se verd beneficiado directamente de este protocolo, ¢l principal beneficio de
su participacion es la contribucion al conocimiento de las causas de las enfermedades autoinmunes ¥
la exploracion de nuevas altemativas de tratamicnto para ellas.

Le recordamos que su participacion en este estudio es voluntaria, y que la decision de ingresar
a ¢l sblo debe tomarla una vez que haya recibido toda la informacién que sea necesaria. Ud. podri
retirarse del estudio si asi lo desea y podri solicitar ¢l retiro del material biolégico aislado desde sus
muestras de sangre, en cualquicr momento. Ud tiene derecho a revisar este protocolo con personas de
su confianza, y recibird una copia del documento firmado.

Nosotros registraremos la informacion derivada de los experimentos realizados a partir de sus
muestras. Es posible que esta informacion sea divulgada en congresos y revistas cientificas, siempre
manteniendo en reserva la identidad de los individuos participantes. Ud. tiene derecho a recibir toda
la informacidn en lo referente a los resultados derivados de su participacion en ¢l estudio en forma
oportuna, si asi Ud. lo solicitase al Investigador Responsable.

Si Ud. tiene cualquicr duda sobre los procedimicntos u objetivos de este estudio, puede
contactar al Investigador Responsable, Dr. Dicgo Catalin al fono N*: 9786347,

0 1AG0. 2012
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Si Ud. tiene dudas respecto a sus derechos como persona participante en este estudio, puede
tomar contacto con ¢l Presidente del Comité de Etica Cientifico ¢ Investigacion del Hospital Clinico
de la Universidad de Chile, Dr. Juan Jorge Silva, teléfono N* 9789008, Av. Santos Dumont 999,

Independencia, Santiago.

El Sr. Director del Hospital Clinico de la Universidad de Chille, como autoridad mdxima del
centro donde se desarrolla la investigacion, ha delegado su facultad de firmar a su nombre ¢l presente
documento en los funcionarios del Hospital Clinico Sr. Rodrigo Gonzdlez, RUT 12.136.354-2, v St
Claudio Pérez, RUT 10.953.262-2, quienes actuarén como ministros de fe del acto de firma del
Consentimiento Informado.

Wl 00000004005000005000500000000003000000000000 00000000500 000000040 (Nombre del donante),
|1 | [ —— he comprendido totalmente los beneficios ¢ inconvenientes de participar

€n este programa y acepto voluntariamente participar.

Firma del donante

Nombre, Firma y RUT del Investigador Responsable o Co-Investigador:

Nombre Firma RUT

Nombre, Firma y RUT del Delegado del Director del Hospital Clinico:

Nombre Firma RUT

Fecha:
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ADDENDUM

A través de la irma de este addemdiim YO, ...oooooiiiiiiiiiiiisisse e ———— (Nombre del
donante), RUT...cimmmmmnns o G0y mMi consentimiento para que las muestras donadas
producto de mi participacion voluntaria en ¢l estudio “Explorando los mecanismos involucrados en la
secrecion de 1L-10 por linfocitos B reguladores: Implicancias para intervenciones terapéuticas en
mmmmm“(MuMMlxmmMuMn
milimiénmimwimﬂcmycundolaobjeﬁ\wdemm&m
relacionados con los del estudio antes mencionado.

Firma del donante

Nombre, Firma y RUT del Investigador Responsable o Co-lnvestigador:

Nombre Firma RUT

Nombre, Firma y RUT del Delegado del Director del Hospital Clinico:

Nombre Firma RUT

Fecha: U5 Fle )
{ bl
- ——0
. Y.
& B 4
2012
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ACTA DE APROBACION POR COMITES DE ETICA

UNIVERSIDAD DE CHILE - FACULTAD DE MEDICINA
COMITE DE ETICA DE INVESTIGACION EN SERES HUMANOS

ACTA DE APROBACION 28 aN 202
PROYECTO DE INVESTIGACION SERES HUMANOS

Con fecha 26 junio de 2012, of Comité de Etica de Investigacion en Seres Humanos de

la Facultad de Medicing, Universidad de Chile, Integrado por los sigulentes miembros:

Dr. Hugo Amigo C., m.o Especialista en Salud PUblica
Dr. Leandro Blagini A., H&kolmavm

Dra. Ludia Gfuentes O., Médico Genetista

Sra. Nina Horwitz C., Socidlogo, Mg. Bioética

Dra. Maria Eugenia Pinto C., Médico Infectdiogo

Sra. Gaudia Marshall F., Representante de la comunidad

Ha revisado ¢l Proyecto de Investigacién  titulado: “Explorando los mecanismos

involucrados en la secrecion de IL-10 por linfocitos B reguladores: Implicancias
para intervenciones terapéuticas en enfermedades autoinmunes”™ y cuyo investigador
responsable es ¢l Dr. Diego Catalén Martina, quien desempedia funciones en ¢ Programa
Disciplinario de Inmunologia, ICBM, Universidad de Chile.

& Comité reviso los sigulentes documentos def estudio:

Proyecto de investigacidn in extenso

Consentimiento informado

CV del investigador responsable y de los Co-investigadores

Carta de aceptacion de las autoridades de & institucion en gue se realizard & estudio
m&hw& e Investigadior para comuniCar I0s resultacos ool estudio una vez

El proyecto y los documentos sefialados en ¢l pirrafo precedente han sido analizados a

la luz de los postulados de la Declaracién de Helsinkd, de las Pautas Eticas Internacionales para
la Investigacidn Biomédica en Seres Humanos CIOMS 2002, y de las Guias de Buena Prictica
Clinica de ICH 1996.

Teléfono: 9786923 Fax: 9786189 Email: celha@med.uchile.cl
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CHILE - FACULTAD DE MEDICINA .
i Mumﬁemmm&mMBM o, PO
Sobre la base de esta informacién dwamauwmm

Humanos de la Facultad de Medicina de la Universidad de Chile se ha pronunciado de
siguiente manera sobre los aspectos del proyecto que a continuacién se sefialan:

a)
b)
)

Cardcter de la poblacién estudiada: Poblacién no cautive, Investigacién no
terapéutica.

Utilidad del Proyecto: Va a permitir avanzar en ¢ conocmiento de 12 fisiclogia de los
Enfocitos B reguladores.

Riesgos y Beneficios: Los riesgos son minimos, ya que para ¢ proyecto se usard
sangre proveniente de donantes de un Banco de Sangre. Los beneficios consisten
en ¢l mejor conodmiento de los mecanismos de las Enfermedades Autoinmune.
Proteccion de los participantes: La proteccion de los particpantes estd asegurada
por un formulario de Consentimiento Informado redactado de una manera
adecuada.

Notificacién oportuna de reacdones adversas: No apiica para este proyecto.

Bl investigador responsable se ha comprometido a entregar los resultados del
estudio a este Comité al finalizar & proyecto.

Por lo tanto, &l comité estima que & estudio propuesto estd bien justificado y que no

significa para los sujetos involucrados riesgos fisicos, psiquicos © sociales mayores Que

Este comité también analizd y aprobd ¢ correspondiente documento de Consentimiento

Informado en su versién original del 15 de junio de 2012, que se adjunta firmado, fechado y
timbrado por ¢l CEISH,

En virtud de las consideraciones anteriores ¢f Comité otorga I3 aprobacidn ética para

realizacién del estudio propuesto, dentro de las especificaciones del protocolo,

Santiago, 28 de junio de 2012.

80



HOSPITAL CLINICO

UNIVERSIDAD DE CHILE é HOSPITAL CLNICO om0 o ot
Comité Fien

ACTA DE APROBACION N* 22

SANTIAGO, Agosto del 2012,

El Comité Etico Cientifico para Investigacion Biomédica (CECel) en  Seres Humanos del Hospital
Clinico de la Universidad de Chile, integrado por los siguientes micmbros:

Dr. Juan Jorge Silva Solis. Médico Cirujano. Presidente.

Dra. Ana Maria Madrid S. Médico Gastroenterdlogo. Secretaria.

Dr. Sergio Valenzucla P, Médico Ginecoobstetra,

Dr. Javier Brahm B. Médico Gastroenterdlogo.

Dr. Juan Carlos Pricto D. Farmacologia Clinica.

Srta. Rina Sepilveda A. Abogado. (

Dr. Guillermo Watkins S. Médico Cirujano,

Dra. Gloria Lopez Stewarts. Médico Endocrindlogo. (no asiste)

Dr. Antonio Morales Barria. Médico Gastroenterdlogo.

Dra. Teresa Massardo Vega. Mé&dico. Medicina Nuclear,

Prof. Verdnica Anguita Mackay. Académico. Facultad de Medicina. (no asiste)

Ha analizado ¢l proyecto denominado: "Explorando los mecanismos involucrados en la secrecion de
IL-10 por linfocitos B reguladores: Implicancias para intervenciones terapéuticas en enfermedades
autoinmunes”, cuyo investigador principal es ¢l Dr. Diego Catalin Martina, del ICBM Facultad de
Medicina, Universidad de Chile.

Para este efecto tuvo a la vista los siguientes documentos:

Solicitud de evaluacion del proyecto de investigacion por Comité de Ftica.
Resumen cjecutivo en formulario Fondecyt 2012,

Consentimiento informado para participacion en el estudio.

Addendum

Curriculo del investigador.

El proyecto y los documentos seflalados en el pérrafo precedente han sido analizados a la huz de los
Mkhmm&mi.khmtﬁmhmmb*mhlm
Biomédica en Seres Humanos CIOMS 2002, y de las Guias de Buenas Prictica Clinica de ICH 1996,

Whh*mWMdCﬁ&%CMMmWMQ Scres
Humanos del Hospital Clinico de la Universidad de Chile, s¢ ha pronunciado de la siguiente manera
sobre los aspectos del proyecto que a continuacion se seflalan:

a) Cardeter de la poblacion estudiada:

Donantes de sangre sanos y voluntarios mayores de 18 aflos de ambos sexos.

b) Utilidad del Proyecto:

Conocimiento sobre la modulacion de la secrecion de 1L-10 por linfocitos B con funciones reguladoras
¢) Riesgos:
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El estudio carece de potenciales riesgos para los donantes reclutados.

d) Beneficios:

Podria mejorar las actuales terapias para enfermedades autoinmunes dirigidas a linfocitos B.

¢) Confidencialidad del estudio:

Elinvestigador principal informa que las muestras serdn rotuladas con un codigo.

) Notificacion oportuna de reacciones adversas:

El estwdio no involucra reacciones adversas,

) El investigador responsable se compromete a comunicar ¢l resultado del estudio.

h) Elinvestigador responsable s¢ compromete a enviar semestral y/o anual ¢l informe del estudio.

l’btloumocIComiitalinqnecladbmaibhjuiﬁdquun%mb
sujetos involucrados riesgos fisicos, psiquicos o sociales mayores que minimos.

El investigador dio respuesta a los alcances solicitados.
Se aprucha ¢l formulario de Consentimiento Informado y ¢l Addendum, que se adjuntan firmados,
timbrados y fechados por el CECel.

" Y—

« Se adjunta ndmina de los integrantes del Comité.
« Se adjunta Declaracion de Cumplimiento de las Buenas Pricticas Clinicas.

En virtud de las consideraciones anteriores, el Comité otorga la aprobacion éica para la realizacion del
estudio propuesto, ¢l 01 de Agosto del 2012 y por un tiempo de un aflo.

HOSPITAL CLINICO U, DE CHILE
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Systemic sclerosis patients present
alterations in the expression of
molecules involved in B-cell
regulation

Lian Soto'*, Ashioy Ferrer'’, Octavio Aravena’™’, Elanet Fonseca'”,

Jovge Bevendsen ', Andrea Biere’, Daniol Bueno’, Veranica Ramos'’,

A Cavios Aguide ™ and Diego Catalin'

Mrogoema Docpinero e nmuroioga, mumtso e Cerces omaaics CHA, Fecutar ow Miasone, Unsencis? v
O, Sevego, O, “ Mot Oinco, Lnwwescing ae O, Sertinge, Chie, ' Ulerrmtsm ratiute on wvmuroogy and
reuscthengy Savegn, Orie

The activation threshoks of B cels is tightly reguisted by an amay of inhititory and activistor
receplors N such & wity that dsturbanoss in thar eopresson can lead 1o the appsanance
af autoimemunty. The aim of ths study was 10 evallate the expresson of actvating and
Inhipitory molecules involved in tha moauation of B cel functons in transtional, naive,
and memory B-cell subpopuations from systemic sclerosis patiants. To achiave this,
blood samplas wera crawn from 31 systemic sclansis patents ana 53 healtny ind-
wiouals, Surface expression of CO86, MHC I, CD'9, CD21, CD40, CD22, Siglec 10,
COa5, and FoyRIB was determired by flow cytometry. IL- 10 production was evauated
by Intraceliiar fiow Cytometry from solated 8 cals. Soltks IL-6 and 1L-10 lavels wera
rmeasured by ELSA from superratants of strrulated B cels. Systemic sdeross patents
ahibt an noreased requercy of ranstional and raive B cells rdated 1o memory B cells
compared with healthy controls. Trarsitional and nave B calls from patents express
higher leves of CDBE and FoyRll B than haalthy concrs. Aso, B calls from patients show
high expresson of CD18 and CD40, whaneas rremory cels from Systemic scleross
patierts show reduced expgrassion of COAS. CD'9 ard CDGS expression levels assod-
ate with ciflarent autoentbody profiies. IL-10° B cels and secretad lavals of IL- 10 wers
markacly recucad N patents, IN ConCius.on, SYSamiIC SCIEMSSs patents show alasions
In the expression of molecules invoived in B-cel reguiation. These abnomaitias may ba
detamirant In the B-call hyperactivaton obsenved N Systamic SClamsts,

K10, Forfem, Sgeo

arpainds regakinony B cels, sy .

Introduction

Systemic sclerosis (S5¢) & a systemic autcimesuse disesse chasacterizad by an excessive deposi-
tion of extraceliular matrix on skin and intermal organs, vascelopathy and the presence of 2 wide
spectrum of autoantibodies, Thas discase & chissSed mto Seted cutameons (1c55¢) and &ffuse
cutameous (Ec85¢) acconding to the degree of skin sclerosts, the presence of interstitial lung dwease
or palmosary arterial ypertension, and the autoantibody proéile (1), Fibrosts im S5¢ is produced by
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a dysregulated reparation process, marked by the differentiation
of tissue Sheoblasts to myofibroblasts (2). When the gene expres-
sion patters of SS¢ fitwoblasts was compared with that of healthy
individuals, o eajor differences were observed, which suggess
that fibresis could be caused by exogenous stisaul, soch as those
provided by the immmene system (3). In that work, an increase in
the expression of B cell-related genes together with an infiltration
of CD20" B cells was observed i $Sc skin, suggesting a patho-
genic role of B oells,

Lixe mont cells of the immume system, B cells express 3 wide
aresy of activating aed inhibiary recepooes that odulate thesr
activation status, allowing protective but controlled hussorsd
inane respoases. Abecemalities in the expression or functioe
of these receprors ca B cells have been repertad in murine models
of autoimmueity or in patients with sutolesmane dseases (4-7).
CD19 is a cell-surface sgnal transduction molecule that forms a
complex with CD21, CDS&L, and CD25. CD21, or complement
recepior 2 (CR2), binds 10 cleavage products of C3 complement
componert and comeys signals through CDLY, thendby lower-
ieg the threshold for B.cell activatice. CDL9 also stresgthens
signals generated by the B.cell antigen recepror (BCR) and by
D40, which is activated by CD40 ligand (CD40L) expressieg T
recepece that is expressed oo
8 cells - CD35 (CR1) - has been peoposed 10 deliver inhibitory
signals, thus opposig CD21 signals in the regulation of B-cell
activation {11),

Fey receptoe 1B (FoyRIIB) amd members of salic acd-
bindieg immunoglobuln-type Jectins  (Siglecs) are other
inbibatoey receptoes. FoyRIIR, 3 low-affinity receptor for the Fo
fragesent of immunegicbulin G (IgG), conveys inhibitory sgnaks
when cross-limked by I3G-containing imesune complexes (12)
Moreover, Sighecs are & family of issewane recepooes that recog-
eize sialic ackds amached to proteins. B cells express only two
of them, CD22 (Siglec 2) and Siglec 10. Upon activation, CD22
recTuits that dephosphoryiate several proteins,
such as CD19, thus swisching off B-cell activation. Although Jess
studied, Siglec 10 presumably medsates inhibitory sigrals in a
similar way to CD22 (4),

The pocltsdimensional role of B cells in autcimmune
diseases has been peogressively recogaized (13). Incressing evi-
dence suggests that B cells contribute to qutoimmune resporses
by & series of antibody-independent mechanisms, which indude
antigen presestation to T cells and proinflammateey cytokine
secretion (14). Moee recently, a population of IL-10-prodecing
B cells with the abdlty to suppress autolmmune responses has
been charactereed in Bumans (15), These so-called regalatory B
cells, which are enriched within the subpopulation of transitional
B cells - immature B cells in tramition 0 secondary lymphoad

o rheamatoid artheits (RA) and systessic lupes erythematoses
(SLE) (16, 17).

The present study was amed at evaluating whether B-cell
subpopulations from SSc patients, induding transitional B cells,
present akerations in froquency, phenotype, and/or expression
of activating and inhibitory receptoes compared with those from
healthy subvects.

Cefctm sywersc scieoos 2 osls

Materials and Methods

Study Subjects

Thirty-cne patiests meeting the American College of Rheumatology
criveria for SS¢ (18) and 53 healthy coetrols were secraed The
invoalvement of Stferent systems oe argans wis evalaated with the
Modified Medsger scale (15). Table 1 shows the main clinical and
demographic characteristics of boeh grocps. Blood samples (50 o)
were drawen by venous pencture for B-cell phenotyping. D to the
Tereted amount of serple, only some pararseters could be asumsed
for each individual. For the expression levels of CD88, CDMO, magor
histocompatibdity cass [1{MHC [T) molecules. CD35, CD21,CD22,
and Siglec 10 cn B cells, sex- and age matched SS¢ patienss and
healthy contsols groups were compared. The study was appeoved
by the Exbical Committees of the Hospital Clinico and Facukad
de Medicina, Universidad de Chile, and all subjects gave wrizen
infoemed corsent in accoedance with the Declaration of Helsinki.

B-Cell Phenotyping

We characterized B cells using the following monocional anti-
human antibodies: anti-CD19 FITC, CD1% Alexa Fluor 700,
CD24 PE-Cy?, CDI8 APC, CDI7 APC, CD86 PE-Cys, CDOS
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PE-Cy?, CD1d PE, CD21 PE, CD22 PE, CDJ5 PE, Seglec 10 PE
(Biclegend, USA), CDMO FITC, IL-10 PE, MHC Il APC eFluor
78D (eBeoscience, USA), and FoyRIl PE (doae 7.3 Fitegerald
Industries International, USA). For the cell surface staining
peocedure, peripheral blood monceudesr cells (PBMCs) were
obtamed from blood samples by density gradient centrifugation
with Lymphoprep (Stemcedl Techeologes, Canada) and either
stained freshly or cryopreserved in liquid nitrogen until sse. Cells
were incubated with fluccochrome- labeled antibodies for 30 min
at 4°C, washed, and fived before acqumition om a FACSCaliber
or FACSAria 11 dow cytometer (BD Biosciences). Data were
analyzed with Fiojo 7.6 Seftware (USA).

For cytokine production assays, untouched B cells were iso-
lated from whole blood (EasySep, Steracell Technologies) and
cultured = RPMI 1640 medsam supplemented with 10% fietal
bovine serum (HyClone, Thermo Scentific, USA) at 1 x 10
cells/ml in $6-well plates with 50 ng/ml phoebol 12-myristate
1 3-acetate (PMA), 1 pp/ml jomomycn (Sigma-Aldrich, USA)L
and | pg/ml brefeldin A (eBooscience) for 5 h at $7°C and 5%
OO, For intracellular detection of 1L-10 production oo B-cedl
subpopulations, cells were stained with anti-CD19, anti.CD38,
and ae£i-CD24 antibodies, fixed amd permesbilized with
Permesbilization Buffer (eBioscience), and incubated with an
anti-IL-10 antibody for fow cytometry analysis. Fluceescence
ranus one (FMO) staming controls were used 1o exclude
roe-specific background staming. Culture supernatants were
collected for detectson of [L-10 and IL-6 levels by ELISA
(eBioscience).

Defectm systwesc scheroos [ sl

Statistical Analyses

All the study variables weee tested for normal dstnbution with
the [MAgostino-Pearson ommibus test.  Differemces  betwoen
$S¢ patients and healthy control groups, or between groups of
patients, were analyzed using the two-tatled unpaired Student’s
t-test or Mann-Whitney U test, when appropeiate. For matched
groups, the two-tailed paired Student’s ¢ test or Wilcoson signed-
rank test wese used, when sppropeiate. To examine the relation-
wese performed. For statistic analyses and graphics, Stata 12 and
GraphPad Prism 5 softwares were sued

Results

Altered Frequencies of B-Cell Subpopulations in
Peripheral Blood of Systemic Sclerosis Patients
To investigate whether the froquency of different B-oell subpopula-
tions is alered in peripheral blood of SS¢ patients, we amalysed
them by flow cytometry. A region was set to define the ymphocytic
population acconding 10 forward sed side scuter pumerss, B cels
were defined as CDL9 cells, and & second region was set for them,
Fimaly, CD24 and (138 expresion was wsed to discrissinate transi-
tional (CD2CD38' ) from ssive (CD24"CD38™) and memory
(CI24#CD38") B cels, s peevioudy described [16) (Figare LA).

An increased percentage of CDUI9” B cells was found
in PBMC of S5 patients compared with healthy controls
{Figure 1B). Since the relative froquency of memory B cells was
dramatically decreased within $Sc patients” B cells, the observed
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imcrease in the percentage of total B cells can be explaimed by
an expansion of naive B cells. Interestingly, the percentage of
transiticaal B cells among tocal B cells wis also increased in the
peripheral bloed of $S¢ patients compared with healthy subjects
(Figure 1C).

B Cells from Systemic Sclerosis Patients
Exhibit an Activated Phenotype
To evadaate whether B cells from S5¢ patients exhibit an activated
phemotype, the surface expression of MHC [land CD86 molecules,
evolved in antigen presentation and costimulation, respectivelx
and upregulated upon B-cedl activation, was measured (Figare 2).
Akhough very Jow, the exprossion of CDSS was elevated in B
cells from SSc patients, particularly im the transitional and maive
B.cell subpopulations, when compared with healthy subjects
(Figure 2B). In coatrast, eo differences were chserved in MHC
1l expression {Figare 2C).

1L-6 and 1L-10 are two B.cell-secreted cytokines that have
been involved in the SS¢ fibeutic peocess (1), These cxtokines were
assovsed im isolated and stemwlated B cells 25 an estimation of thesr
activation status. No differences were observed m the levels of
1L-6 secreted by B cells from SSc patients and Sealthy controls
(Figure JA ), However, $5¢ patients exhibited a sgnificantly Jower
1L-10 secretion in comparsen 10 healthy subjects (Figure 3B).
To explore which B-cell subpopalation wis respeasible for this
decrease in IL-10 production, istracellular [1L-10 expression
was evaluated by flow cytametry. The majority of IL-10° cells
was found within transitional B cells, boch i S5¢ patients and
healthy controls, which is in accoedance with previous reports
(Figure 3C) (18). OF note, the percentage of 1L-10° B cedls was
reduced im all B-cedl sebpopulations of $5¢ patients (Figure 3D).
To further characterize this findieg, we stodied m 2 subset
of wven patients and cight healthy subjects the froquency of
CD2WCDITHCDBEFCDIE® B cells, since this pepulaticn
has been described %0 express high leveds of IL- 10 (and also TGF-
) and 1o exhibit stroag segulitory properties (20). In accordance
with the decreased frequencies of 11-10° B cells, SS¢ patienss pre.
seaned reduced percentages of CDISWCD2F A CDES CDI
B cells compared with healthy controls (Figure JE).

B Cells from Systemic Sclerosis Patients

Exhibit a Shift in the Balance of Activating

and Inhibitory Receptors

The activated phesotype displayed by B cells froes SS¢ patients
could be caused by an overexpression of molecules involved in
B-cell activation. To sest thas possibibty, the expression of three
molecales that particpate in B-cell activation was measured by
flow cytometry: CD19, CD21, and CD40. In accordance with
peevious reports (21), B cells from SS¢ patients displayed a high
expression of CD19 not ealy in saive and memory subpopulations
but also in the transitional subset (Figure 4A). The expression of
CD19 e 1012l B cells and e each subpopulation was even higher
in 2 subset of 5S¢ patients with anti-Scl-70 antibodies, which &
rmainly associated with deSSc (Fagsre 4B). [n contraet. no differ-
ences were observed when comparing CD21 expression on differ-
ent B-cell subpopalations from $S¢ patients and healthy controls
(Figure 4C). Regarding CDM0, increased expression Jevels were
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observed m total B cells as well as m all B-crdl subpopulations
from S5¢ patients (Figure 4D).

To find out if a defectve expression of imhabitory receptons could
be associed with the B-cell hyperactivity cbserved in SS¢ patienss,
the surface expeession of CD22, Siglec 10, CD35, and FoyRIS
wis cxamined on B cells froes SS¢ patienss and healthy subjects.
Neither CD22 nor Siglec 10 showed altered expression levels in any
of the B-cell subpopulations from SS¢ patients that wese studied
{Fagures 5A,B). In contrast, SS¢ patients exhibed Jower levels of
CD35 expression in CD15" B cxils, in particular = the memoey
compartment (Figare $C). Moceower, the usbset of patsents with
anticentromene antibodies, whach asocate with eS¢, showed
an mereased expeesson of CD3S in sotal B cells and in all sob-
populaticns (Figare SD). Unexpectedly FoyRIIE expression was
found to be significastly incressed oo naive and transitionsl B-cell
schsets, but not o memory B cells, feoen SS¢ patients (Figuee SE).
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Of interest, patients exhibiting penpheral vascular alterations, as
assessed by the ModiSed Medsger scale, showed a Jow expression
of CD22 and CD35 i total B eells and in all B-cell subpepulations

(Figure 6), suggesting a critical role of inhibisoey moleccles on B
cells in the vascular compoeent of this disesse.

Discussion

in the presem stody, we found mpoetant alteratices in the
froquency of ditferent B-cell subpopulations and is the balance
between activatieg and inhibincey molecules expresed by these
B-cell subsets in $Sc patients, S5¢ patsents exhibit a bias = the
distribution of B-cell subpopulations toward an mcrease in the
relative froquency of naive cells and a reduction of the memory

compartment. These resits, as wel as the mcrease m the per-
centage of CD1%" B cells within PEMC, are in agreement with
4 peevioss study in japancse patients (21). Howeves, this study
describes for the first time an increase in the proportion of the
transiticaal B-<ell subpopuiation in SS¢ patients. Similar Sedings
have been shown for other autoimmune diseases, soch a5 SLE and
primary Sidgrens syndroese (22).

Although it has been sugpested that an expansion of immatune
forms of B cells in these conditions could be caused by fadures
in early tolerance checkpoints (21), some of these astoreactive
transiticnal B cells could cornespond %o [L-10-secreting megula-
tory B cdls. Furthermore, we found a reduced percentage of
11-10" B cells in the peripheral bloed of S5¢ paticsss, not anly in
the transitional subpopulation but alse i memory and naive 3
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cells. Moeeovesr, S5¢ also exhidited reduced pescentages
of CD2S"CD27 DB CDLA™ B cells, a 3-cell -
tiom able to suppress CD4- Tocell pealiferation (20). Alteraticns in
regulatory B.cell fanctions have been observed in other sutoim.
mune discases (16, 17, 24), and S8¢ may not be an exception;
however, functional analyss, sech as T-cell responses-mbsbition
assays, should be performed before drawieg such conclusion.

B cells from $S¢ patients have been reported o present am acti-
vated phenotype, which leads 1o an overproduction of Ig. inclod-
ieg actoantibodics, and an active peoduction of cytokings, such &
peadbeotic IL-6 (25). In the present study, we demcestrated that
eaive and transitional B cells from SS¢ patienss exhibit an activated
phesotype, revealed by an increased expeession of CDS6 compared
wizh healthy controk. In conteast with peeviously reported results,
thos cifference was mot detected m memory B cedls (21), Resting
rarve B cells have been described to cause an incomplete activation
of T cells, im part, doe to the lack of expression of CDBS, whach can
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be restored after stimulation (26, 27). Thesefore, an upeegulation of
D86 an activated naive B cells could contribvate 1o SS¢ pathogen.
esis by activatieg autoreactive T cells, which in tuen stiesulate the
secretion of prefibeetic cytekines by fibroblasts (25). In contrast,
regulatory B crils expressing markers of transtional B cells are
actrve promoters of tolerance, as they are able %o induce
T cels, 3 function that = largely dependent on CD88 (24). The
impact of the mcneased CD8S expression found o transtonal B
<cells from SS¢ patients requires fusther

The activated phenotype of B cells in S5¢ has been antribeted
10 an increased expeession of the activating saoleccies CDLS and
€D21(29). Inaddition, 2 polymoephism in the CD22 coding gene
that is associated with a decressed expeessicn of this recepoce ca 3
cells has been reported to be more frequent m 2 subset of [apanese
kSScpatients (30), Simalariy, in the tiphe som TSK/+ murme model
of $5c, hyperresponsave B cells depend om an exacerbated actity
of CD1% and an impasred counterregalation by CD22 (41, 52). In
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the results presented herom, an increased expeession of CDLY and
CD40, but not of CD2L, was found in $S¢ B cells. The differences
chserved between thas study and previous ones, regarding the
expression of B-cell surface molecules such as CD90O, CD21, and
CDBE or the secretion of IL-10 and IL-6 by S5¢ B cells, could be
antribvated to different experimental settiegs or 10 the compositson
of the study group, in terms of the proportion of patiests present.
ing K5S¢ or &CSS¢, as well as the undergoing therapy (21, 25).
Indeed, decreased expression of CD40 and augmented Jevels of
CDZ2 were found i patients recerving steroids (data not shown).

On the other hand, no diferences were found in the
expression of CDZ or Siglec 10 on B cells from $S5¢ patients or
healthy subjects, a reduced expression of CDS5 was detected in
eemary B cells froes SS¢ patients. A reduced expression of this
imhdvitoey complement fecepior has been previcusly reportad
foe cther autoimmune diseases, such as SLE and RA, but never
befoee foe SS¢ (33-35). On human 3 cells, CD35 inhibits the
BCR- and CD90-induced mcrease in oytoplasmic Ca'* levels,
probferation, and antibody seceetion (11, 53). Thes suggests a
role of CD3S as 2 late checkpotnt in preventing the maturation
and differentiation of astoreactive B cells, a function that could
be akered 1n autoimmune diseases such as $5¢ (6). In this sense,
it is remackable to note that = this growp of patients, expression
levels of molecules involved in the regulation of B-cell activity are
wmsociated with different subsets of patiesss, For instance, paticnss
carrying anti.Scl. 70 ansbodies, which are charactesistic of dcSSc,
exhibited high expressivn levels of CD19 while patients carrying
anticentromere antibodies, which are related %0 ic35¢, showed
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incressed expeession levels of CD35. The immunclogic basis of
these findings remains obscure foe o

Iecrgguingly, naive and transtional B cells from SS¢ patients
showed high expression levels of the imhibitory seceptoe FoypRIIB.
Owr group and others have described that in sssoimmune dis-
casey, such as RA and SLE. B cells exhibit a neduced expression
of thas receptor i the memory subpopulation, assocated 1o
high Jevels of astcantibodies (34-14). Moreower, the absence of
FeyRIIB specificaliy on B cells peedisposes for the Sevelopment of
Jopus and artheitis in animal models, highlighting is role asa one-
<ial melecale for the control of sutoienmane humaral respenses
{39). Altheugh circulatiog human transitional B cells have been
initially described to expeess moderate Jevels of FoyRIIB, the
function of this recepiar in transitional B cells remaies unknown
{22). A more recent publication repoets 3 subpopulation of mouse
[L-10-secreting B cells that expresses high levels of FoyRIIR, whach
endows these ceils with the abslity for an efficient endocytonts of
immune complexes and inhabition of CDM" T-cell resposses.
The authors postulate that by capteneg smmune compleses,
these FoyRITE B ceils may attenuate the activation of emmene
responses (40). & remaing unclesr how the increased expression
of FcyRIIS on the transitional subpopulation could be invelved
in the alteraticns observed im SS¢ B cells. One possibility is that 2t
may be 2 compensatoey mechasism triggered after the develop-
ment of an exacerbated humoral response. Another explamation
is that FeyRIIB could inhibit [L-10 secretion by transtioeal B
cells after binding autoantibody-contaming smmene compleses,
thus peeciuding s regulatory functions.

Altogether. this study demonstrates alterations o the frequen-
cies and activation staves of ditferent B-cell subpopulatices from
SSc patients, including foe the fiest time an analysis of the trassi-
tional B-cell subpopulation. We are cursently casrying out in vitrs

experiments in ceder to uncover the mechanisms through which
these abnormalities atfect the fanctive of B cells in this disease as
well 3s key signaling molecules mvolwed.
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RESUMEN DE TRABAJOS EN CONGRESOS NACIONALES E

INTERNACIONALES
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