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RESUMEN

Las vénulas endoteliales altas (HEV) estdn formadas por células endoteliales
columnares especializadas en la transvasacion de los linfocitos desde el torrente
sanguineo hacia el interior de los drganos linfoides secundarios (OLS) tales como,
ganglios linfaticos, amigdalas y placas de Peyer.

Los linfocitos T virgenés, a diferencia de los linfocitos de memoria y efectores,
ingresan preferentemente a los OLS atravesando las HEV. El ingreso de los linfocitos a
un tejido u otro depende de las moléculas de adhesion y de los receptores de
quimioquinas expresadas en los linfocitos, asi como de los ligandos para estas moléculas
expresados en las HEV.

Sin embargo, el proceso de transmigracién linfocitaria ha sido ampliamente
estudiado en endotelio inflamado, ya que las células endoteliales vasculares tratadas in
vitro con citoquinas inflamatorias como IFN-y, expresan moléculas caracteristicas de
células endoteliales columnares, y por lo tanto representan un modelo de HEV.

En nuestro laboratorio desarrollamos un protocolo para obtener cultivos
primarios de células endoteliales columnares derivadas de amigdalas humanas
(HUTEC). Previamente, demostramos que la adhesion de linfocitos B a HUTEC induce
en éstas células cambios en el patron de fosforilacidn de residuos tirosina de proteinas

tales como, la quinasa de adhesién focal FAK, paxilina y ERK-2. Ademds, hemos
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descrito que la interaccién de linfocitos B con HUTEC induce la activacion del factor

transcripcional NF-xB en HUTEC y la produccién de citoquinas quimioatractantes.

Por otra parte demostramos que la adhesion de linfocitos B a HUTEC induce la
expresién de las moléculas de histocompatibilidad de clase II (MHC-II) en HUTEC por
un mecanismo independiente del transactivador CIITA, el cual ha sido descrito como el
factor transcripcional maestro para la expresion de MHC-II. Aunque se ha descrito que
algunos tipos celulares expresan MHC-II de manera independiente de CIITA, el
mecanismo responsable de esta induccion y la funcion de las moléculas MHC-II

inducidas son desconocidos.

Sobre la base de antecedentes de la literatura y de nuestros resultados
preliminares, propusimos que la expresion de las moléculas MHC-II en células
endoteliales de amigdala humana producida por la adhesién de linfocitos B ocurriria por
un mecanismo distinto al inducido por IFN-y y que el papel funcional de estas moléculas
MHC-II serfa distinto al papel fisiolégico de presentacién antigénica y activacion

linfocitaria.

Nuestros resultados muestran en primer lugar, que el mecanismo de induccioén de
la expresién génica de MHC-II producida por la adhesion de células B es diferente del
producido por IFN-y. La adhesion de células B induce la expresion de moléculas MHC-
Il en la superficie celular de una subpoblacion de células HUTEC comparada a aquella
obtenida después de tratamiento con IFN-y, aunque ambos tratamientos imducen la

expresion de los tres isotipos de MHC-II (HHLA-DR, HLA-DP y HLA-DQ).
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A nivel de mRNA, observamos que la expresion de mRNA de MHC-II
producida por la adhesion de células B a HUTEC es més temprana y de menor duracién
que la inducida por IFN-y. Ademds, corroboramos que la expresion de MHC-II en
HUTEC producida por la adhesién de céluias B es independiente de la expresion de

CIITA lo cual reafirma que el mecanismo de induccién de la expresién de MHC-II por

la adhesién de células B es diferente del derivado por la accion de IFN-y.

Asimismo, nuestros resultados muestran que la expresion de MHC-II tanto a
nivel de mRNA como de proteina de superficie celular en HUTEC depende de la
interaccién directa con linfocitos B humanos y no con linfocitos T. También
confirmamos en este trabajo, que la expresion en la superficie celular de MHC-II en
HUTEC es dependiente del contacto celular, lo cual sugiere la participacion de
moléculas de adhesion. Aunque esto no descarta la accién de factores solubles,
descartamos la participacién de I[FN-y, TNF-q, linfotoxina «, linfotoxina §, y de las
moléculas de adhesion ICAM-1, integrina o4 y CD40. Sélo observamos una leve
induccién de la expresion de mRNA para HLA-DR después de la activacion por
entrecruzamiento de la integrina P1, no logramos identificar los ligandos involucrados

en la expresion de MHC-II en HUTEC,

Con el fin de aclarar el papel de las moléculas de MHC-II inducidas por la
adhesién de células B, realizamos estudios funcionales de las moléculas MHC-II
inducidas por la adhesién de células B a HUTEC. Determinamos que la adhesion de
linfocitos B a HUTEC induce un aumento leve y transitorio en la expresion de los

marcadores de activacién CD69 y HLA-DR en linfocitos T CD4" y CDR". Sin embargo,
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esta activacién no fue suficiente para inducir la proliferacién de los linfocitos T. No
obstante, observamos que HUTEC previamente co-incubadas con células B inducen un
aumento en la sobrevida de los linfocitos T. Estos resultados sugieren que la adhesion de

linfocitos B a HUTEC condicionaria a los linfocitos para su posterior transmigracion.

Finalmente, demostramos que la adhesion de linfocitos B a HUTEC permiten la
transmigracion preferencial de linfocitos T CD4" con un fenotipo de memoria

(CD45R0%) y no de linfocitos T activados.

El conjunto de estos resultados demuestra que la expresion de las moléculas
MHC-II en células endoteliales columnares de amigdalas humanas producida por la
adhesién de linfocitos B ocurre por un mecanismo diferente al inducido por IFN-y e
independientes de CIITA, y que la funcién de estas moléculas seria permitir la
{ransmigracion preferencial de linfocitos T CD4 * de memoria al interior de los Grganos

linfoides secundarios.

xvii




ABSTRACT

High endothelial venules (IIEV) are composed of endothelial cells specialized in
lymphocyte transvasation into secondary lymphoid organs (SLO) such as lymph nodes,
tonsils and Peyer patches. Ndive T lymphocytes enter {reely through HEV into SLO,
while effector and memory lymphocytes enter to different peripheral tissues, depending
on the adhesion molecules and chemokine receptors they express and on the ligands
expressed by HEV.

The process of lymphocyte transmigration has been extensively studied in
inflamed endothelia using vascular endothelial cells, which when treated with
inflammatory stimuli, such as IFN-y, express molecules constitutively expressed in
HEV.

In our laboratory, we developed a protocol to obtain primary cultures of high
endothelial cells derived from human tonsils (HUTEC). Previously, we demonstrated
that adhesion of B lymphocytes to HUTEC induces changes in the phosphorylation
pattern of tyrosine residues of HUTEC proteins such as Focal Adhesion Kinase (FAK),
Paxilin and ERK-2. In addition, we demonstrated that the interaction of B lymphocytes

with HUTEC induces activation of the transcriptional factor NF-xB in HUTEC and the

production of chemoattractant cytokines.
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In the other hand, we demonstrated that adhesion of B lymphocytes to HUTEC
induces MIIC-1I expression on HUTEC by a mechanism apparently independent of the
transactivator CIITA, which is considered the master regulator of MHC-II expression.
Although it has been described that some cell types are able to express MHC-II
independently of CIITA, the mechanism responsible for this induction is yet unknown.
Consistent with data from the literature and our own results, we proposed that MHC-II
expression on human tonsil endothelial cells produced by B lymphocyte adhesion occurs
through a mechanism different to the induction by IFN-y and that the functional role of
these MIIC-II molecules might be other than antigenic presentation.

First, we determined that the induction mechanism for MHC-II expression
produced by B cell adhesion is different to the one produced by IFN-y. Although, both
treatments induce the expression of all three MHC-II isotypes mRNA, namely HLA-DR,
HLA-DP and HLA-DQ as well as the accessory molecules HLA-DM and the invariant
chain, fewer HUTEC show in HUTEC surface expression of MHC-II after B cell
adhesion is only partial when compared to IFN-y treatment. We also observed that B cell
adhesion produced a faster mRNA expression of MHC-II in HUTEC and of lower
duration compared to IFN-y induction. Moreover, we corroborated that induction of
MIIC-II on HUTEC mediated by B cell adhesion is independent of CIITA, confirming
that the mechanism of induction differs from that of IFN-y. On the other hand, our
results show that MHC- induction on HUTEC occurs only after direct interaction with
human B Iymphocytes and not after interaction with T lymphocytes. In this thesis, we

also demonstrated that MHC-II expression in HUTEC is dependent on cell contact,
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suggesting the participation of adhesion molecules, although it does not exclude the
participation of soluble factors. Our results ruled out the participation of various
cytokines such as IFN-y, TNF-a, lymphotoxin alpha and beta, and adhesion molecules
such as ICAM-1, integrin alpha 4 (part of the VLA-4 complex) and CD40. Even though,
we were unable to identify the ligands involved in MHC-II expression in HUTEC, we
observed a minor induction of HLA-DR mRNA after activation of integrin beta 1.

Finally, during functional studies of MHC-II molecules induced by B cell
adhesion we evaluated the role of these molecules in lymphocyte activation, determining
that B cell adhesion to HUTEC induces a minor and transitory increase in the expression
of activation markers such as CD69 and HLA-DR in CD4" and CD8" T cells. This
activation is not sufficient to permit lymphocyte proliferation. However, we observed
that HUTEC previously co-incubated with B cells induce an increase in the survival time
of lymphocytes. These results suggest that the B cell adhesion to HUTEC could
condition T lymphocyte for further transmigration. Finally, we demonstrated that
HUTEC co-incubated with B lymphocytes do not favour the transmigration of activated
lymphocytes but rather permit the preferential transmigration of CD4" T lymphocytes
with a memory phenotype (CD45R0Y).

Taken together, these results demonstrate that the expression of MHC-II
molecules in human tonsils high endothelial cells produced by B cell adhesion is
mediated by a mechanism different from the one induced by IFN-y and independent of
CIITA, and that its function might be to permit the preferential transmigration of CD4*

memory T lymphocytes into secondary lymphoid organs.
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I. INTRODUCCION

1. Vénulas endoteliales columnares

El endotelio constituye una interfase entre la sangre y los tejidos. Se ha descrito que
existe bastante heterogeneidad entre los diferentes lechos vasculares, aunque también
comparten algunas caracteristicas comunes (1). Las células endoteliales se clasifican
segiin el lecho vascular, en arteriales, capilares y venulares, las cuales presentan
caracteristicas funcionales especializadas. Las vénulas endoteliales altas (HEV) estan
compuestas de una vaina perivascular prominente, una delgada lamina basal y una capa
de células endoteliales columnares, y se encueniran en los 6rganos linfoides secundarios
(OLS) tales como ganglios linféticos, placas de Peyer y amigdalas. Las HEYV regulan la
adhesién y transmigracién de linfocitos desde el torrente sanguineo hacia el interior de
los OLS. Esta transmigracion linfocitaria depende principalmente de la expresion de
determinadas moléculas de adhesion en las HEV (2, 3).

Las células endoteliales columnares tienen una forma cuboidal y estan localizadas
principalmente en las zonas de los OLS donde predominan las células T, tales como el

4rea paracortical de ganglios linfaticos y las 4reas interfoliculares de las placas de Peyer.




Ademés, las HEV se encuentran en las zonas de células B, particularmente en la
periferia de los foliculos de células B.

Una caracteristica importante de las HEV es que presentan una alta capacidad de
adhesién de linfocitos a sus paredes. Algunas moléculas de adhesion celular se expresan
tanto en las HEV como en las células endoteliales planas, tales como CD31 e ICAM-2.
En cambio, algunas moléculas de adhesion, tales como VCAM-1, ICAM-1, P-selectina y
E-selectina, son expresadas selectivamente en HEV (2, 3) Tabla 1). Las HEV de
ganglios linfaticos periféricos expresan sialomucinas altamente sulfatadas y glicosiladas,
tales como GlyCAM-1, CD34, podocalixina, endoglicdn y endomucinas (4, 5). Las HEV
de placas de Peyer expresan selectivamente MadCAM-1 (6). Ademas, las HEV expresan
constitutivamente altos niveles de quimioquinas. Actualmente, existe evidencia que las
quimioquinas producidas por las HEV, o por células vecinas, tienen un papel clave en el
trafico linfocitario a ganglios linfaticos y placas de Peyer (3, 7-9).

Otra caracteristica importante de las HEV es la presencia de uniones discontinuas
entre células endoteliales, las cuales permiten la transvasacién masiva de linfocitos a
través de células endoteliales columnares adyacentes (2, 10).

Las caracterfstricas particulares de las HEV se han atribuido al ambiente del tejido
local en el que se encuentran. Se ha descrito que al privar de linfa aferente a los ganglios
linfaticos, las células endoteliales columnares se transforman en células endoteliales
planas y pierden su capacidad de permitir el trafico linfocitario (11).

Un factor importante en el desarrolio del fenotipo de endotelio columnar, es la
presencia de antigenos que provienen desde los tejidos periféricos hacia la linfa, con la

posterior ausencia de estimulacién antigénica y activacién linfocitaria (2, 11). Ademas,




existen numerosos reportes que demuestran la participacién de proteinas de matriz
exiracelular en la diferenciacion in vitro de células endoteliales planas hacia un fenotipo
HEV, tales como laminina, fibronectina o hevina (12, 13).

En humano se ha observado la presencia de vasos sanguineos con caracteristicas
similares 2 HEV en tejidos asociados a inflamaciéon crénica, tales como artritis
reumatoide, enfermedad de Crohn, colitis ulcerativa, enfermedad de Graves y tiroiditis
de Hashimoto. Estos vasos sanguineos presentan una morfologia cuboidal, incorporan
altos niveles de sulfato-S* y contienen numerosos linfocitos intramurales y luminales
(2, 14, 15). De hecho, se ha llegado a postular que las HEV podrian tener un papel
importante en la patogénesis de éstas enfermedades mediando el reclutamiento anormal

de linfocitos.




Tabla 1. Caracteristicas tnicas de vénulas endoteliales columnares

Vénula
colectora

HEV de ganglio
linfitico periférico

HEYV de Placa
de Peyer

Endotelio Plano Alto y cuboidal | Alto y cuboidal
Lamina basal delgada delgada delgada
Vaina perivascular escasa prominente prominente
CD31 + + +
ICAM-2 + + +
ICAM-1 -/+ ++ t '
VE-Caderina + + +
Sialomucinas

Proteina central + ¥ +

epitope PNAD - +4 +

Sulfatacion - + +
MAdCAM-1 - - +
Quimioquinas - + +
(CCL19, CCL21,
CXCL12 y CXCL13)

CCL, Ligando de quimioquina de tipo CC; CXC-L,Ligando de quimioquina de tipo CXC; VE, vascular
endotelial, HEV: vénula endotelial columnar (Miyasaka y Col. 2004).




2. Migracion linfocitaria

Los linfocitos estin continuamente patrullando el organismo en busca de antigenos,
recirculando desde la sangre a la linfa a través de los OLS y de otros tejidos. Para
ingresar a los OLS, los linfocitos se adhieren selectivamente y transmigran atravesando
las HEV (16, 17). La transmigracion de linfocitos iz vivo es un proceso muy eficiente y
especifico (18). Los linfocitos que circulan por la sangre discriminan entre el endotelio
de HEV y el endotelio que delinea los tejidos no linfoides adyacentes.
Aproximadamente, un 25% de los linfocitos circulantes se unen a HEV e ingresan a los
OLS. Se ha estimado que ésto resulta en 1,4 x 10° linfocitos que extravasan desde la
sangre hacia los ganglios linfaticos (via HEV) por segundo (19).

La transmigracion celular a través de HEV es altamente especifica para los
linfocitos, ya que son excluidos otros leucocitos. Inicialmente, se postulé que esta
especificidad de HEV hacia los linfocitos dependia s6lo de la participacién de un par
receptor-conira receptor (16, 17, 20). Actualmente, se sabe que la transmigracion
linfocitaria ocurre por un mecanismo mas complejo, en el cual participan diversas
moléculas de adhesién, quimioquinas y sus receptores expresados en linfocitos y HEV,
en un proceso que ocurre en multiples etapas (3, 9).

Se ha descrito que los linfocitos virgenes (que no han encontrado a su antigeno
especifico) migran preferencialmente a los tejidos linfoides secundarios, proceso
conocido como posicionamiento o "homing" (16, 17). El encuentro con el antigeno

especifico y la apropiada co-estimulacién inducen la proliferacién de las células T,




produciendo numerosos descendientes con idéntica especificidad antigénica. Estas
céhulas T activadas adquieren funciones efectoras y expresan receptores de
posicionamiento que les permiten dirigirse a los sitios de inflamacién, lo que se
denomina “homing tejido-especifico”.

Yas células T efectoras participan en la eliminacién de células que presentan el
antigeno en la superficie celular mediante la produccién de citoguinas (linfocitos T
citotdxicos, CTL), y mediante la modificacion del comportamiento de otras células
(linfocitos T ayudadores, Th). El “homing tejido-especifico” de las células T efectoras
depende de la expresion de determinadas moléculas de posicionamiento, las cuéles les
permiten migrar a los tejidos inflamados donde interactian con las células del
parénquima que portan el antigeno.

Las células T efectoras pueden interactuar en los sitios de inflamacion con otros
leucocitos, tales como macrofagos y neutréfilos, donde participan linfocitos T de ayuda
de tipo 1 (Thl), productores principalmente de IFN-y. Ademds, las células T efectoras
pueden interactuar con eosindfilos, células mastoideas y basofilos en reacciones
alérgicas, donde participan linfocitos T de ayuda de tipo 2 (Th2), productores
principalmente de IL-4. Otras células T efectoras regulan la respuesta humoral mediante
el contacto con células B activadas en los 6rganos linfoides (16, 20).

Se ha descrito que las células T efectoras que se dirigen a la piel son
preferencialmente generadas en ganglios linfaticos que drenan la piel mientras que, los
ganglios linfiticos mesentéricos o placas de Peyer producen subclases de células T

efectoras que se posicionan especificamente en mucosas (21). Por lo tanto, se ha




propuesto que factores solubles o células del medioambiente linfoide inducen moléculas
de posicionamiento o “homing” especificos en los linfocitos.

Recientemente, se describié que las células dendriticas de placas de Peyer
imprimen en linfocitos T CDS$" determinantes de posicionamiento a ldmina propria y
ganglio linfatico mesentérico induciendo en las células T efectoras la expresién de los
receptores de “homing” intestinal, a437 y CCR9 (22).

La mayoria de las células T efectoras mueren después que el antigeno se elimina,
pero una pequefia fraccion permanece como células T de memoria para dar proteccion
de largo plazo. Se han caracterizado dos subgrupos diferentes de linfocitos T de
memoria, unos que permanecen en los 6rganos linfoides secundarios llamados linfocitos
T de memoria centrales (Tyc) ¥y otros que patrullan los tejidos periféricos para montar

una respuesta rapida si el antigeno regresa, llamados linfocitos T de memoria efectores

(Tme) (23).

3. Modelo de miiltiples etapas de la transmigracion linfocitaria

Numerosos estudios realizados in vivo e in vitro han establecido que los
linfocitos circulantes en la sangre son reclutados en los drganos linfoides secundarios y
en los sitios de dafio, infeccion e inflamacion por una serie de etapas secuenciales.

La primera etapa de transmigracién linfocitaria es el movimiento rotatorio de

los linfocitos por ¢l endotelio o “rolling”. Los determinantes moleculares que regulan




esta etapa son las selectinas expresadas en los leucocitos (L-selectina) y en las células
endoteliales (E- y P-selectina) (Figura 1) (24).

La expresién de E-selectina se induce en células endoteliales planas durante la
inflamacién y constitutivamente en células endoteliales columnares. Los ligandos de E-
selectina son oligosacaridos que contienen el grupo Sialil-LewisX y otros carbohidratos
sialilados y fucosilados, tales como el Antigeno Cutineo de Linfocito (CLA), cuya
interaccion es central en la migracién de linfocitos a los sitios de inflamacion.

P-selectina une un componente menor dentro de la estructura sialil-LewisX y
también otras glicoproteinas sialiladas y fucosiladas (25). L-selectina une ligandos tipo
mucina, tales como GlyCAM-1 y CD34 (26). L-selectina se expresa en los leucocitos,
excepto en linfocitos T efectores y tiene un papel importante en la migracién de células
T virgenes a los ganglios linféticos periféricos.

Los enlaces mediados por las selectinas son transitorios como para permitir la
detencién de los linfocitos a la pared del vaso. Esto resulta en un movimiento de
rotacién que prolonga las interacciones desde unos pocos milisegundos a varios
segundos, permitiendo el contacto entre los linfocitos y el endotelio para que ocurran os
eventos posteriores de la cascada de adhesién celular (Figura 1) (27). Luego, de esta
primera etapa de adhesion de los linfocitos, éstos dejan de rotar y se adhieren
firmemente a HEV gracias a la participacion de integrinas tales como LFA-1(antigeno
de tipo 1 asociado a la funci6n de leucocitos), VLA-4 (antigeno muy tardio-4/) y o4p7.
Ademads, se ha demostrado que las integrinas pueden mediar la ligacién laxa y rotacién

de los linfocitos, casi tan eficientemente como las selectinas (28, 29).




Paso 1 Paso 2 Paso 3 Paso 4

Rotacion Activacion Adhesion Transmigracion

L-Selectina:PNAd/GlyCAM-1 ~ CCR7:CCL21 LFA-1:ICAM-1 LFA-1:JAM
CLA:E-Selectina CXCR4:CXCLI12 VLA-4: VCAM-I1 LFA-1:ICAM-1
PSGL-1:P-Selectina

Figura 1. Cascada de mdltiples etapas de la transmigracion linfocitaria. La
transvasacion de linfocitos al interior de los érganos linfoides secundarios a través de las
células endoteliales columnares (HEVs) involucra una cascada de cuatro etapas:
rotacién, activacion, adhesién y transmigracion. Los determinantes moleculares que
median cada etapa son indicados en la parte inferior. La rotacion es mediada
principalmente por selectinas (L, E y P-selectinas). L-selectina reconoce azlcares
Sialil-LewisX sulfatados, como PNAd (Adresina de Nodulo linfatico). La activacion es
mediada por quimioquinas, tal como CCL21 que activa a receptores asociados a
proteina G, como CCR?7, los cuales transducen sefiales intracelulares que activan a las
integrinas, como LFA-1. La tercera etapa de adhesion firme es gatillada porla uni6n de
la integrina LFA-1 a su contrarreceptor ICAM-1, expresado en el endotelio. Finalmente,
el linfocito transmigra al interior del 6rgano linfoide a través de las HEVs en un proceso
mediado por proteinas de union intercelular, tal como JAMs que interactian con la
integrinas LFA-1 y otras moléculas JAMs.
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La segunda etapa de transmigracidn linfocitaria es la activacion de las
integrinas, que a diferencia de las selectinas (constitutivamente activas) deben ser
activadas para promover una adhesion firme (Figura 1) (3 0.

Las integrinas son glicoproteinas heterodiméricas formadas por una subunidad o.
y una subunidad p y se encuentran presentes en la superficie celular de los linfocitos.
Cada subunidad tiene un gran dominio extracelular, un dominio de transmembrana y un
pequefio dominio citoplasmético. Los dominios intracelulares de las subunidades a y
contribuyen a la organizacion del citoesqueleto, movilidad celular, transduccién de
sefiales y regulacién de la afinidad de integrinas (30). Las moléculas responsables de la
activacion de las integrinas son las quimioquinas, las cuales pertenencen a una gran
familia de polipéptidos secretados (8-14 KDa), relacionadas estructuralmente entre si.
Las quimioquinas estdn presentes constitutivamente en la superficie celular luminal de
las HEV o en células estromales adyacentes. Estas se encuentran unidas a las HEV por
glicosaminoglicanos similares a heparina y a otras proteinas de la matriz extracelular,
manteniéndose en altas concentraciones durante largo tiempo (31). Los linfocitos
expresan recepiores  de quimioquinas, los cuales contienen 7 dominios de
transmembrana y estan acoplados a proteina G, lo que lleva finalmente a la activacion de
las integrinas (32). La activacién de las integrinas consiste en un cambio conformacional
del dominio extracelular de las cadenas alfa y beta, aumentando la afinidad de las

integrinas por su ligando presente en HEV (33).




La tercera etapa de la transmigracion linfocitaria es la adhesién firme (Figura 1).
Los linfocitos utilizan las integrinas VLA-4/04pl y LFA-1/0Lf2 para adherirse
firmemente al endotelio. Los ligandos de estas integrinas son las moléculas de adhesion
VCAM-1 e ICAM-1, respectivamente, ambos expresados en HEV (6, 34-37).

La cuarta etapa de transmigracioén linfocitaria es la diapedesis, en la cual los
linfocitos atraviesan las HEV para ingresar a los OLS (Figura 1). Existen evidencias in
vivo de transmigracion de linfocitos a través de la pared del vaso sanguineo de manera
transcelular (38). Otros autores han reportado que la transmigracién ocurre entre las
uniones célula-célula (39, 40).

Los linfocitos necesitan atravesar la monocapa endotelial en la etapa final de la
extravasacién para migrar a través de las uniones célula-célula. Para que esto ocurra
exitosamente, los linfocitos deben desestabilizar la adhesion entre células endoteliales
mediante la accién de proteasas y la participacion de proteinas de unién intercelular,
tales como VE-caderina (caderina vascular-endotelial, CD144, caderina-5), las ocludinas

y las claudinas (33, 39, 41-46).

4. Migracion de los linfocitos T virgenes

Los linfocitos proveen inmunidad adquirida a través de varias subclases de
células T y células B con distintos patrones de trafico. El trafico de linfocitos B y
linfocitos T virgenes esta restringido a tejidos linfoides secundarios; mientras que las

células efectoras y de memoria migran a los sitios de inflamacion.
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Numerosos reportes han mostrado que los linfocitos virgenes que migran de
preferencia a los ganglios linfaticos periféricos expresan L-selectina. En cambio, los
linfocitos virgenes que migran de preferencia hacia el intestino expresan la integrina
a4p7, la cual reconoce MAACAM-1 en vénulas de la 14mina propria intestinal y de las
placas de Peyer (6).

A su vez, las quimioquinas CCL19 y CCL21 son importantes en la migracion de
los linfocitos virgenes a ganglios linfticos. Alrededor del 80% de HEV expresan
CCL21 en ganglios linfaticos y placas de Peyer (47). CCL19 es producido por células
estromales en el 4rea circundante a las HEV y es transportada hacia la superficie Juminal
de HEV (8). Se ha descrito que la cepa mutante de ratén plt/plt, que congénitamente
carece de la expresion de CCL19 y CCL21, presenta una migracién defectuosa de
células T a los ganglios linféticos. Ademds, 1a inyeccién subcutinea de CCL19 0 CCL21
en los ratones plt/plt es capaz de reestablecer el trafico de linfocitos T a los ganglios
linfaticos, demostrando la importancia del receptor CCR7 de estas quimioquinas en el
trafico linfocitario (8).

Sallusto y sus colaboradores demostraron que CCR7 se expresaba en linfocitos
virgenes, linfocitos de memoria centrales y DCs, y que no se expresaba en linfocitos de
memoria efectores y linfocitos activados (23). Por lo tanto, la interaccion entre
CCL21/CCL19 y CCR?7 es critica para gatillar la adhesion y transmigracion de células T
virgenes y linfocitos de memoria central a HEV de los ganglios linfaticos.

Se ha demostrado el papel secundario de otras quimioguinas en la migracion de
linfocitos T virgenes, tal como CXCL12 (factor derivade de células estromales, SDF-1)

y su ligando el receptor de la quimioquina CXC-4 (CXCR4) (3, 9, 48, 49).
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5. Migracion de los linfocitos T de memoria/efectores y de memoria

central

Durante la respuesta inmune primaria en los OLS, las células T reconocen el
antigeno especifico, el cual es presentado por células presentadoras de antigeno
profesionales, induciendo la diferenciacion de los linfocitos T a células efectoras. En
estados tempranos de la activacion linfocitaria, las células T expresan CCR7 de manera
transitoria, aumentado el tiempo de permanencia de los linfocitos T en las zonas T de los
ganglios linfaticos (50, 51).

Recientemente, se ha descrito que las células T CD4" activadas in vivo expresan
CXCRS, mientras pierden el receptor CCR7 y migran posteriormente a los foliculos de
células B, donde el ligando de CXCRS, la quimioquina CXCL13, se expresa
constitutivamente (52).

Como se mencioné previamente, una fraccion de las células T activadas por el
antigeno se expande clonalmente y s¢ diferencia a células T de memoria/efectoras (Tme)
y otra fraccién se diferencia a células T de memoria central (Tyuc) (23, 48). Las células T
de memoria central expresan L-selectina y CCR7, al igual que los linfocitos T virgenes,
de esta manera pueden migrar a los 6rganos linfoides secundarios (23).

El concepto de que las células de memoria ceniral se posicionan en tejidos
linfoides secundarios, mientras que las células de memoria/efectoras y células efectoras

se posicionan en tejidos no linfoides es ampliamente aceptado. No obstante, trabajos
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recientes han determinado que las poblaciones de células T de memoria y efectoras in
vivo, consisten en poblaciones mas complejas y heterogéneas (50).

Las células efectoras migran al sitio de inflamacion utilizando mecanismos
similares, es decir, receptores de moléculas de adhesion endotelial y receptores de
quimioquinas inflamatorias. Las respuestas efectoras inducidas por patdgenos, ya sea
mediadas por células Thl o células Th2, obedecen a diferentes sefiales de trafico celular
(20). Los receptores de quimioquinas presentes en células Thl incluyen CCRS y
CXCR3, los cuales unen quimioquinas inflamatorias (53). Los ligandos de las selectinas
P y E-seclectina, los cuales se expresan en el endotelio inflamado tienen un papel
importante en la respuesta Thl (54). Por otro lado, la diferenciacién de los linfocitos a
células Th2 disminuye la expresién de los ligandos de las selectinas e induce la

expresion del receptor de quimioquina CCR3, receptor de eotaxina (55, 56).

6. Moléculas del Complejo Principal de Histocompatibilidad

Los linfocitos T reconocen especificamente al antigeno a través del receptor de
células T (TCR), solo cuando el antigeno se encuenira asociado a proteinas
especializadas expresadas en la supetficie celular de células presentadoras de antigeno, o
de células infectadas. Estas protefnas son codificadas por genes localizados en el
cromosoma 6 humano, en el locus llamado Complejo Principal de Histocompatibilidad

(MHC).
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El MHC es un sistema poligénico que contiene genes relacionados estructural y
funcionalmente y altamente polimoérficos, puesto que en la poblacién existen multiples
alelos para cada gen. El complejo MHC esta dividido principalmente en dos subgrupos
denominados MHC de clase I (MHC-T) y MHC de clase IT (MHC-II).

Existen diferencias entre el origen y procesamiento del antigeno presentado por
MHC-I y MHC-II. Se ha descrito que MHC-I une principalmente antigenos
intracelulares citoslicos, los cuales son presentados a linfocitos T CD8" (CTLs) y
MHC-II une principalmente antigenos extracelulares que han sido endocitados, los
cuales son presentados a linfocitos T CD4" ayudadores (Th) (57).

Aunque las moléculas MHC-I y MHC-II tienen un papel fundamental en la
respuesta inmune, so6lo las moléculas MHC-II estan relacionadas con los objetivos de

esta tesis, por lo tanto sélo describiremos lo que respecta a MHC-11

7. Complejo Principal de Histocompatibilidad de Clase IT

Las moléculas MHC-II presentan antigeno a los linfocitos T CD4+ y juegan un
papel fundamental en la induccién y regulacién de la respuesta inmune adaptiva a
patégenos. Asi mismo permiten el mantenimiento de la tolerancia a lo propio, fenomeno
importante en procesos de autoinmunidad.

Las moléculas MHC-II son glicoproteinas presentes de manera constitutiva en la ’
superficie de células presentadoras de antigeno profesionales (APC), tales como células

dendriticas (DCs), linfocitos B y macréfagos. Ademds, se ha descrito que las células
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epiteliales timicas y los linfocitos T humanos activados también expresan MIC-II en su
superficie celular. Durante la biosintesis de las moléculas MHC-II, éstas adquieren
péptidos de 12-30 aminoacidos provenientes principalmente de protefnas endocitadas del
medio extracelular, los cuales son mostradas a los linfocitos T CD4+. La interaccion
MHC-II-péptido con el TCR de los linfocitos T gatilla una cascada de sefializacion
intracelular que resuita en la activacién y proliferacion de las células T, inicidndose una
respuesta inmune inducida por la presencia de los péptidos antigénicos (58, 59).

La presentacion antigénica a través de las moléculas de MHC-II ocurre en varias
etapas, las cuales involucran la sintesis de las moléculas MHC-II, la generacién de
péptidos antigénicos por digestién proteolitica y la unién de éstos en la regién
correspondiente en el dimero formado por las cadenas o y B de las moléculas MHC-IL.

Las cadenas oo y B de HLA-DR son sintetizadas por ribosomas unidos al reticulo
endoplasmico, donde se ensamblan con ayuda de la chaperona denominada cadena
invariante Ii, cuyo papel es mantener la conformacion estable y bloquear la regién de
union del péptido antigénico. Posteriormente, las moléculas MHC-II son transportadas a
través de vesiculas exociticas por el aparato de Golgi, para luego fusionarse con
vesiculas endosomales, las cuales contienen el antigeno procesado por la accién de
enzimas proteoliticas. En este compartimento ocurre la degradacion de la cadena
invariante Ii, y con la ayuda de la proteina HLA-DM se produce la unién del péptido
antigénico a las moléculas MHC-II. Finalmente, el complejo trimérico MHC-II, cadena

alfa, cadena beta v su correspondiente péptido antigénico unido, son transportados a la
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superficie celular, donde el péptido es presentado a los linfocitos T CD4" que expresan
un TCR especifico para el antigeno (59-62).

En humanos existen tres isotipos para las moléculas de MHC-II, llamadas HLA-~
DR, HLA-DP y HLA-DQ, los cuales son expresados en forma co-dominante y
coordinada. Se ha postulado que la expresion de los 3 isotipos de MHC-II aumentaria las

posibilidades de presentacién de antigeno (58).

8. Regulacion de la expresion de MHC-IL.

La expresién de MHC-II es inducida principalmente por IFN-y en la mayoria de
los tipos celulares (63, 64). Las células presentadoras de antigeno como linfocitos B y
DCs expresan constitutivamente MHC-II, cuya expresion es regulada principalmente
durante la diferenciacién de éstas células. Por otro lado, numerosos estimulos como
TGF-B, IFN-¢ e IL-4 inhiben la expresion inducida de MHC-II por IFN-y (65).

La expresion génica de MHC-II es regulada principalmente a nivel
transcripcional a través de la presencia de secuencias conservadas denominadas caja W
(o caja S), caja X, caja X2 y caja Y en los promotores de MHC-II y de genes
relacionados (65).

Los factores de transcripcion RFX y X2BP se unen a la caja X y NF-Y se une a
la caja Y, regulando en cis las regiones promotoras de los genes MHC-II. Estos factores
se expresan en forma constitutiva en células presentadoras de antigeno profesionales,

uniéndose cooperativamente al promotor para formar un complejo de nucleoproteinas
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macromolecular muy estable llamado “enhanceosoma-MHC-IL.” Este “enhanceosoma™
es activado en forma trans por el Transactivador de Clase II, CIITA, el cual es un co-
activador que no tiene secuencia de union al DNA y es el control maestro de la
expresion de MHC-II (58, 65).

CIITA es inducible por citoquinas, principalmente IFN-y, y presenta un patrén de
expresion constitutivo similar al de las células que expresan constitutivamente MHC-II,
tales como linfocitos B, células dendriticas, macréfagos y células epiteliales timicas(58,
59, 63, 65).

La expresion del gen que codifica para CIITA, MHC2TA, es controlada por
cuatro diferentes promotores (pl-pIV). Tres de estos promotores son altamente
conservados entre genes de humano y de ratdn (pl, PIII y pIV}) (58).

La expresion inducible de CIITA por IFN-y es controlada por el promotor IV del
gen MHC2TA en la mayoria de los tipos celulares (66). IFN-y actia uniéndose a su
receptor en la superficie celular, produciéndose una serie de cambios conformacionales
que permiten la activacion reciproca de las proteinas tirosina quinasas de la familia JAK
(quinasa janus), JAK-1 y JAK-2, que se encuentran unidas al dominio citoplasmatico del

receptor de IFN-y. Las proteinas JAK-1 y JAK-2 se activan al fosforilarse y

transfosforilarse, luego de lo cual catalizan la fosforilacién del receptor de IFN-y,
permitiendo la unién del factor transeripcional citoplasmético STAT-1a. Finalmente,
STAT-1a es fosforilado por las quinasas JAKs y liberado al citoplasma, donde forma un
homodimero capaz de translocar al nicleo para actiar como un factor transcripcional

regulando la expresion de las moléculas MHC-II (67).
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9. Marco tedrico de la hipdtesis propuesta y diseiio experimental

Se ha descrito que en humanos las células endoteliales expresan
constitutivamente en la superficie celular las moléculas MHC-II (68-70). La expresion
de MHC-II en células endoteliales vasculares es inducida por citoquinas producidas por
los linfocitos, principalmente IFN-y, y por el contacto celular (71, 72). Se ha demostrado
que ademés de linfocitos, el contacto con células NK alogénicas también puede inducir
la expresién de MHC-II en células endoteliales de cordén umbilical humano (HUVEC)

por una ruta que es independiente de IFN-y (72), e independiente de CIITA (73).

La expresioén de MHC-II independiente de CIITA, se ha demostrado en ratones
deficientes de CIITA (“knockout” para CIITA), los cuales presentan una expresién
residual de las moléculas MHC-II en células epiteliales de la médula timica y en 6rganos
linfoides secundarios, la cual fue inducida mediante la inyeccién de linfocitos T CD4"
provenientes de ratones silvestres y por medio del tratamiento con polisacarido
liposoluble (L.PS) (74-76).

Otro trabajo demostré que el virus de la parainfluenza humana (HPIV3) fue
capaz de inducir la expresién de MHC-II en células epiteliales de pulmén también de un
modo independiente de IFN-y y CIITA. Este trabajo sugirié que productos génicos
virales, no identificados atin, podrian tener un papel esencial en la induccién de MHC-II
(77). Actualmente se desconoce el mecanismo por €l cual se induce la expresion de

MHC-II independiente de CIITA.
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En nuestro laboratorio hemos descrito que la adhesion de linfocitos B a células
endoteliales columnares de amigdalas humanas, HUTEC, induce cambios en el patron
de fosforilacién de residuos tirosina de varias protefnas importantes en la transduccion
de sefiales, tales como FAK, paxilina y ERK-2. Demostramos que estos cambios de
fosforilacién ocurrian después de la adhesién de linfocitos B y no de linfocitos T. La
interaccién entre linfocitos B y HUTEC fue funcional, ya que demostramos produceion
de RNA mensajero para citoquinas y quimioquinas importantes en la transmigracién y
reclutamiento de leucocitos, ademds de factores de crecimiento de células

hematopoyéticas tales como IL-6, IL-8, MCP-1, M-CSF (78).

Del mismo modo, durante el desarrollo de esta tesis, demostramos la activacion
del factor transcripcional NF-xB en HUTEC co-cultivadas con células B, la cual ocurre
a través de un mecanismo dependiente de factores solubles. Aunque la activacion de NF-
kB en HUTEC es independiente de la adhesion celular, esto ocurre por un mecanismo

dependiente de la presencia de ambos tipos celulares (79).

De interés para el desarrollo de esta tesis, es la observacién que después de la
adhesion de linfocitos B a HUTEC se induce la expresion de las moléculas MHC-II en
HUTEC, aparentemente por un mecanismo independiente de CIITA. En base a los
antecedentes presentados y a nuestros resultados preliminares, nos planteamos como
objetivo general de la presente tesis: “estudiar el mecanismo por el cual la adhesién
de linfocitos B induce la expresién de las moléculas MHC-II en células endoteliales

de amigdala humana y el papel fisiolégico que cumplen éstas moléculas.”
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10. Hipdtesis de trabajo

La expresion de las moléculas MHC-II, inducida por la adhesion de linfocitos B
a células endoteliales de amigdala humana, ocurre por un mecanismo independiente de
IFN-y. El papel funcional de estas moléculas MHC-II estarfa relacionado|con la

transmigracion de determinadas poblaciones celulares.

11. Objetivo General

Estudiar el mecanismo por el cual la adhesién de linfocitos B induce la
expresion de las moléculas MHC-II en celulas endoteliales de amigdalas humanas y

estudiar el posible papel fisioldgico de este fendémeno.

12. Objetivos especificos

1. Caracterizar la expresion de MHC-II inducida por la adhesion de

linfocitos B en HUTEC.

1.1 Caracterizar la expresion de las moléculas MHC-II en HUTEC producida por
la co-incubacién con lineas celulares B linfoblastoides de fenotipos diferentes.
1.2 Determinar si la adhesion de linfocitos B a HUTEC induce la expresion de

los 3 isotipos de moléculas MHC-II (HLA-DR, DP y DQ).
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1.3 Determinar la cinética de induccién de la expresion de las moléculas MHC-II
inducidas por la adhesién de linfocitos B. Estos resultados se compararan con la cinética

de expresion de MHC-II inducida por IFN-y en HUTEC.

2. Estudiar los factores solubles y las moléculas de adhesion
involucradas en la induccién de la expresion de las moléculas MHC-II
mediada por Ia adhesion de linfocitos B.

2.1 Identificar los ligandos responsables de la induccién de la expresion de
MHC-II en HUTEC por la adhesién de linfocitos B.

2.2 Evaluar la presencia de factores solubles inductores de MHC-II en los co-

cultivos de HUTEC vy linfocitos B.

3. Estudiar la funcionalidad de Ias moléculas MHC-II inducidas por la
adhesién de linfocitos B en HUTEC y el posible papel en la migracién
linfocitaria.

3.1 Comparar la composicién proteica del complejo MHC-II inducido por la
adhesion celular con aquel inducido por IFN-y.

3 2 Estudiar el efecto de Ia adhesién de células B sobre HUTEC en la activacion,
proliferacién y sobrevida de los linfocitos.

3.3 Estudiar el efecto de la adhesién de células B en HUTEC sobre la

transmigracién de sub-poblaciones celulares.




II. MATERIALES Y METODOS

1. Anticuerpos

Se utilizaron los siguientes anticuerpos monoclonales: anti-integrina B1 humana
LIA1/2 (IgG1), anti-integrina B2 humana LIA3/2 (IgG1), anti-integrina a4 HP2/1 (IgG1)
donados por el Dr. Sanchez Madrid (Servicio de Inmunologia, Hospital de La Princesa,
Madrid, Espafia); anti-integrina p1 humana TS2/16.2.1 (IgG1) y anti-CD40 humano G28-
5 (JgG1) obtenidos de ATCC (Rockville, MD); anti-CD3-FITC, CD3-PerCP, CDio6-
PE/CD56-PE, CD20-FITC, CD45RA-FITC, CD45R0-FITC, CD4-PerCP, CD4-FITC,
CD8-PerCP, CD25-PE y CD69-PE; anti-HLA-DR-PE (clon L.-243), anti-HLA-DP
(B7/21), provenientes de Becton Dickinson; y el anticuerpo policlonal de conejo anti

HLA-DQ, donado por Dra. Ana M. Lennon-Dumenil (36).

2. Cultivo celular y lineas celulares

Las células endoteliales columnares derivadas de amigdalas humanas (IIUTEC) se
obtuvieron de amigdalas humanas y se caracterizaron como se describié previamente

(80). En breve, amigdalas humanas obtenidas después de amigdaloctomia de rutina, se
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lavaron en forma secuencial en PBS estéril, etanol 70% y PBS estéril. Después de retirar
el epitelio externo, las amigdalas se cortaron en trozos pequefios y se digirieron con 400
pg/mL de Colagenasa XI y 100 pg/ml de DNAsa tipo I (Sigma, St Louis, MO) durante 1
hora a temperatura ambiente. La suspension celular se sedimenté a 1 x g durante 5
minutos y el sobrenadante se centrifugé a 250 x g durante 10 minutos. Las células
colectadas se lavaron 2 veces en medio RPMI 1640 (Gibco/BRL, Grand Island, N. Y.} y
se plaquearon a una densidad de 2x10%cm? en RPMI 1640 suplementado con 2 mM de L-
glutamina, 100 pg/mL de estreptomicina y 10% FCS (Gibco/BRL, Grand Island, N. Y.).
Después de 2-3 semanas de cultivo y reemplazando la mitad del medio de cultivo, las
células endoteliales adherentes de los cultivos confluentes se soltaron con 0,25% de
tripsina/EDTA en PBS y se cultivaron en RPMI 1640 conteniendo 10% FCS o se
mantuvieron congeladas en Ny liquido. Las HUTEC fueron caracterizadas mediante
estudios de citometria de flujo, presentando los marcadores de células endoteliales
LVAP-2 y DARC (1, 78, 80).

Las lineas celulares B humanas Ramos y Daudi, y las lineas celulares T humanas
MolT-4 y Jurkat se obtuvieron de la ATCC. En algunos experimentos se utilizo la linea
celular B TBCL-10, obtenida en nuestro laboratorio a partir de la transformacién con el
virus Epstein Barr (EBV) de células B de amifgdalas humanas (78). Todas estas lineas
celulares se mantuvieron en medio RPMI 1640 suplementado con 10% FCS, 2 mM de L-
glutamina, 100 Ul/ml de Penicilina y 50 pg/ml de estreptomicina.

Las células mononucleares de sangre periférica (PBMC) se aislaron de sangre

venosa heparinizada de dadores voluntarios sanos, después de centrifugacion en gradiente
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de densidad Ficoll-Hypaque. Las células B de sangre periférica se obtuvieron a partir de
PBMC a las cuales se les elimind las células T mediante lisis por complemento con el
anticuerpo monoclonal anti-CD3 humano OKT-3, mientras que las células T se
obtuvieron después de lisis por complemento de las células B, con el anticuerpo
monoclonal anti-HLA-DR humano L112. La lisis por complemento se realizé incubando
con 10 pg/mL del anticuerpo correspondiente durante 30 minutos a 4°C, luego se lavaron
las células con RPMI 1640 y se incubaron con una dilucion adecuada de complemento
durante 1 hora a 37°C. Los linfocitos T o B de amigdalas se obtuvieron mediante este
mismo procedimiento.

Los cultivos primarios de células endoteliales de cordéon umbilical humano
(HIUVEC) se obtuvieron segiin protocolos estdndares (80). HUVEC se aislaron de venas
de cordén umbilical humano, mediante la digestién proteolitica con colagenasa tipo IV
(Gibco) durante 20 minutos a 37 °C en un bafio termorregulado. La solucién celular se
recuperd en un tubo de 50 mL conteniendo medio M-199 mas 20% FCS y 50 pg/mL de
heparina. Después de lavar las células mediante centifugaciéon a 1.600 rpm por 10
minutos, se agregé 10 mL de medio de cultivo M199 mis 10% FCS,
penicilina/estreptomicina, 50 pg/mL de heparina, 2 pg/ml anfotericina B, 50 pg/mL
suplemento de crecimiento de célula endotelial (ECGS, Calbiochem). Se sembraron 10
mL de la suspensi6n celular en una placa de cultivo p-100 cubierta con 2% de gelatina y
en una atmasfera 5% CO2 y a 37°C. A las 24 horas de cultivo, se reemplazé el medio y se

repiti6 esta operacion cada 7 dias. Al llegar a confluencia, Jas HUVECs se soltaron de la
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placa con 0,25% de tripsina/EDTA en PBS y se recultivaron por 4-5 pasajes en medio de

cultivo hasta su uso posterior.

3. Clones de células T

Los clones de células T se obtuvieron como se describié previamente (81).
Brevemente, los clones dependientes de IL-2 se prepararon a partir de PBMC aislados
por gradiente de Ficoll-Hypaque (Sigma-Diagnostics, St. Louis), luego se activaron con
fitohemaglutinina (PHA, 0.5 pg/mL; SIGMA, St. Louis) durante 3 dias. Las células se
lavaron y recultivaron a una densidad de 10%mL en medio RPMI 1640 més 10% FCS
conteniendo 2 nM de IL-2 recombinante humana (BD/PharMingen, San Diego, CA). Los
clones de células T se incubaron por 1-4 semanas, luego se caracterizaron por citometria
de flujo y se usaron para ensayos de transmigracidn in vitro. A estas células se les

denomino “células T activadas™.

4. Co-cultivos celulares

HUTEC de pasajes 3-5 se crecieron a confluencia en placas de cultivo de 60 mm
(0.8x10° células/placa) y se co-incubaron con 3x10° células derivadas de diferentes
lineas celulares linfoides, fraccion de células B derivadas de PBMC, fraccién de células
T de PBMC, linfocitos B y T derivadas de amigdalas o de lineas celulares, previamente

lavados y resuspendidos en RPMI 1640 suplementado con 10% FCS. Para la
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determinacién de la razén celular optima de células linfoides versus HUTEC, se
utilizaron las sigunientes razones: 1:1, 1:4, 1:6, 1:10 y 1:25 y se determiné que la razon
1:4 producia el mayor porcentaje de HUTEC viables y positivas para MHC-II despu¢s
del tiempo de co-incubacién. Los co-cultivos se realizaron a 37°C por diferentes
periodos de tiempo. Para los experimentos de RT-PCR se eliminaron las células

linfoides mediante lisis por complemento antes de extraer el RNA total de HUTEC.

5. Citometria de flujo

Esta técnica permite un andlisis multiparamétrico de mezclas complejas de
células sin necesidad de proceder a una separacion fisica. Esto es especialmente
importante en ¢l caso de los co-cultivos de células endoteliales con células linfoides,
donde nuestro objetivo fue analizar el efecto de linfocitos B sobre las células
endoteliales. Por lo tanto, para realizar la inmunofluorescencia primero se eliminaron las
células B y luego las células endoteliales se tripsinizaron y se recuperaron en medio
RPMI 1640 conteniendo 10% FCS. Enseguida, se lavaron en medio RPMI més 2% FCS
por centrifugacién a 450 x g durante 4 minutos a 4°C. Posteriormente, las células se
marcaron directamente con los siguientes anticuerpos monoclonales: anti-HLA-DR
conjugado con PE (clon L-243, Becton Dickinson), anti-HLA-DP puro (B7/21, Becton
Dickinson) o con el anticuerpo policlonal de conejo anti-HLA-DQ (donado por Dra. Ana

M. Lennon-Dumenil).
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Para identificar a las HUTEC dentro de la mezcla celular se marco primeramente
con el anticuerpo monoclonal anti-integrina 0.5 (Pharmingen) seguido por la marcacion
con un anticuerpo secundario conjugado con FITC (DAKO); o se marcé directamente
con el anticuerpo anti-CD13 conjugado con FITC (Pharmingen). Como controles de
isotipo se utilizaron los anticuerpos apropiados para cada experimento. Las células
marcadas se adquirieron en un citémetro de flyjo FACScan (Becton Dickinson) y los
andlisis se realizaron con el programa CellQuest (Becton Dickinson) o Win MDI

(disponible en linea).

6. Marcacion metabdlica e inmunoprecipitacion de MHC-II

Las células HUTEC se co-incubaron con células linfoides B o con 150 Ul/mL de
IFN-y por 96 horas, como control positivo de la induccién de la expresion de MHC-IL.
Luego de lavar para eliminar las células Jinfoides, se incubé durante 45 minutos a 37°C
con medio libre de metionina-cistefna conteniendo 10% FCS. Enseguida, se incubo con
1 mCi de metionina-cisteina-S>*> por 30 minutos a 37°C. Después, se aspir6 el
sobrenadante y se lavé con medio completo, para disgregar a las células adheridas

mediante tripsinizacion.

La suspension celular de HUTEC se marco con el mAb de ratén anti-integrina a5
humana (Becton Dickinson), durante 30 minutos a 4°C y se seleccionaron positivamente
las células endoteliales, mediante el uso microesferas acopladas a un anticuerpo anti-Ig

de ratén (MACS, Miltenyi Biotec). Después, las HUTEC purificadas se lisaron durante
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30 minutos en hielo con tampén de lisis conteniendo 5% NP-40, 50 mM Tris/Cl pH 7.4;
5 mM MgCl, e inhibidores de proteasas. Luego, se realiz6 la inmunoprecipitacion de
MHC-II, con una primera etapa de eliminaci6n de la unién inespecifica consistente en la
incubacién durante una hora a 4°C del extracto proteico con 5 pL de suero normal de
raton, 5 pL de suero normal de conejo, seguido por la incubacién por una hora con 50
pL de soluciéon 50 % proteina G-sefarosa (Pharmacia). Luego, las muestras se
centrifugaron a 12.000 rpm por 3 minutos, se elimino el precipitado y el sobrenadante se
incubé durante 3 horas con 5 pL de liquido ascitico del anticuerpo anti-HLA-DR, L112.
Enseguida, se agregd 50 pL de la solucion 50 % proteina G-sefarosa y se incubd por una
hora a 4°C. Después de centrifugar el inmunoprecipitado a 12.000 rpm, se lavé 4 veces
con tampon de lisis mas 150 mM NaCl. Finalmente, se agregé 30 pL de tampon de
carga y sc calenté durante 5 minutos a 100°C, se centrifugé a 12.000 rpm y el
sobrenadante obtenido se cargd en un gel al 12% de poliacrilamida-SDS.
Posteriormente, el gel se secd, se expuso a una placa sensible a radioactividad (BioRad)

y se analiz6 en un Phospholmager (BioRad).

7. Andlisis de RT-PCR

El RNA total de las células HUTEC, lineas celulares B y T, de linfocitos T y B
de sangre periférica (PBMC) y de linfocitos de amigdalas se obtuvo mediante el uso de
TRIZOL (Invitrogen/Life technologies). En los experimentos de co-cultivo celular entre

HUTEC vy células linfoides Ty B, los linfocitos se eliminaron mediante tres lavados con
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PBS, seguido por lisis por complemento incubando con el mAb anti-CD45 (GAP8.3)
durante 30 minutos a 4°C. Después de lavar con RPMI 1640 sin suero, se incubé durante
1 hora a 37°C con suero normal de conejo diluido 1/8 en medio RPMI 1640 més 10%
FCS. Enseguida, las HUTEC se lavaron con PBS hasta observar al microscopio la
ausencia de linfocitos y se procedié a la extraccion de RNA con TRIZOL segiin las
instrucciones del proveedor.

En los experimentos de co-cultivos celulares entre HUTEC y células linfoides B,
se analizo la expresion del mRNA de CD19 como conirol de la presencia de
contaminacion de RNA de células B en las muestras de RNA de HUTEC. Para controlar
la cantidad de RNA depositada en los geles de agarosa (control de carga) se determind el
mRNA de B actina.

La sintesis de cDNA se realizo por transcripeidn reversa incubando 5 pg de RNA,
500 ng oligo dT (18 dT, Biosource), 200 U MMLV-RT (Promega), 24 U RNAsin
(Promega) y 0,5 mM dNTP (Gibco-BRL) diluido en tampén MMLV-RT a un volumen
final de 25 pL.

Las reacciones de PCR se realizaron en un termociclador (MJ Research) en una
mezela de reaccién conteniendo 2 pl. del cDNA resultante, 200 ng del partidor seatido
y del antisentido, 200 pM dNTP, 1.5 mM MgCl, (GIBCO) y 5 U Taq DNA polimerasa
(GIBCO/BRL) en buffer AmpliTaq a un volumen final de 25 pL.

Los partidores se disefiaron de manera de cruzar intrones para descartar la
contaminacién por DNA gendmico. El protocolo de amplificacion del mRNA para 3-

actina fue el siguiente: un ciclo de 5 minutos a 95° C; 20 ciclos de 30 s a 94°C,45 s a
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58°Cy 90 s a 72° C. Para amplificar los mRNA de los otros genes se us6 un ciclo inicial
de 5 minutos a 95° C seguido de 25-30 ciclos de 1 minuto a 94° C, 90 seg a 60° C y 90
seg a 72° C. Todos los programas se terminaron con una extension final de 10 minutos a
72° C. Para el andlisis de la expresién de los genes de interés, se determinaron las
condiciones 6ptimas de PCR, de manera de amplificar en la fase exponencial de la
reaccién. Para visualizar el producto de amplificacion se cargaron 10 pL de la mezcla en
un gel de agarosa al 1,4% y el DNA se marc6 con bromuro de etidio y se fotografié con
una cAmara Kodack Digital Science DC120. Los partidores utilizados se muestran en la
tabla 2. En los ensayos de cinética de la expresion de los mRNA de HLA y de las
moléculas accesorias se calcularon los niveles relativos de expresion de los mRNA
mediante un analisis densitométrico, en el cual se normaliz6 con respecto a la expresién
del mRNA de B-actina. La normalizacién se realizé mediante la razén de la medida
densitométrica correspondiente a la banda de mRNA de cada isotipo de MHC-II versus
la medida densitométrica de la banda de mRNA para B-actina en el tiempo indicado.
Luego, al valor médximo de expresion obtenido se le asigno el valor de 1 y los demas

valores se calcularon con respecto a este valor
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TABLA 2. Partidores utilizados en RT-PCR.

Partidor

Secuencia

B-actina sentido

5-AAATCGTGCGTGACATTAAGG-3’

B-actina antisentido

5°-CCGATCCACACGGAGTACTT-3’

CITA sentido 5°GGGAAAGCTTGTGCAGACTC-3’
CIITA antisentido 5’-CAGCGTGGTTAGTGTCCTCA-3’
CD19 sentido 5°-CCCCGCTTAAACCCTTCTTA-3’
CD19 antisentido 5. AAGGGAACACAGGCAGAAGA-3’
HLA-DRA sentido 5’-CTGACTCCCAAAAGAGCGCCC-3’
HLA-DRA antisentido 5-TGCTTGAGAAGAGGCTCATCC-3’
HILA-DPA sentido 5-AGCTGGTCACTGAGGGTGTC-3’
HIL.A-DPA antisentido 5-TGAGACAACGGAGACTGTGC-3’
HLA-DQA sentido 5': TGGGCACTCAGTCACAGAAG-3’

HLA-DQA antisentido

5’-AACTAGGGGTCGGCAGAAAG-3’

Ii sentido

5’-TGTGACC AAGCAGGATCTGG-¥

Ii antisentido

5’-AACTAGGGGTCGGCAGAAAG-3’

HLA-DMA sentido

5’-TCACGAAATTGACCGCTACA-3’

HLA-DMA antisentido

5’-TCACGAAATTGACCGCTACA-3’
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8. Ensayos de blogqueo de moléculas de adhesion

Los ensayos de bloqueo de la adhesién entre HUTEC y linfocitos B Ramos se
realizaron con el anticuerpo monoclonal anti-integrina a4 (HP2/1, anti-VLA-4)
bloqueador de un 80-90% de la adhesién de las células linfoides B Ramos a HUTEC
(80).

Las células Ramos y HUTEC se incubaron por separado con el mAb HP2/1 (10
pg/mL) durante 30 minutos a 4°C. Luego de lavar las células con medio RPMI, se co-
incubaron durante 3-6 horas a 37°C las células HUTEC con las células B Ramos.
Posteriormente, las HUTEC se lavaron con PBS para retirar las células B Ramos no
adheridas y se realiz6 la lisis por complemento con el anticuerpo GAP8.3 (anti-CD45)
para eliminar las células B Ramos adheridas. Finalmente, las HUTEC se procesaron para

el analisis por RT-PCR.

9, Entrecruzamiento de moléculas de adhesion

HUTEC crecidas a confluencia, se incubaron durante 30 minutos a 4°C con 10
png/mL de anticuerpo monoclonal anti-integrina B1 (LIA 1/2), anti-integrina o4 (HP2/1);
anti-CD40 (G28-5) o anti- ICAM-1 (Immunotech). El anticuerpo anti-integrina p2
(LIA3/2) se utilizé como control negativo del entrecruzamiento de las moléculas de
adhesién, ya que HUTEC no presentan esta molécula en la superficie celular.

Enseguida, las HUTEC se lavaron con medio RPMI 1640 para eliminar el exceso de




34

anticuerpo primario y se incub6 con un anticuerpo secundario anti-Ig de ratén, durante 3
horas a 37°C. El exceso de anticuerpo se eliminé mediante tres lavados con PBS y se
procedié a la extraccion de RNA con TRIZOL para el analisis de expresion de mRNA

por RT-PCR.

10. ELISA y bioensayos de TNF-a.

Los ensayos de ELISA se realizaron utilizando un kit especifico para detectar
IFN-y siguiendo las instrucciones del fabricante (Pharmingen). Los bioensayos de TNF-

« se realizaron segiin esta descrito (78, 82).

11. Ensayos de activacion de linfocitos

HUTEC se crecieron a confluencia en placas de cultivo de 24 pocillos. Después
se agregd 1x10° células B Ramos o Daudi y se co-cultivaron durante 96 horas para
inducir la expresién de MHC-II en HUTEC (verificado mediante citometria de flyjo).

Luego, se agregd 1 x 10° de linfocitos y se incubé durante 24-72 horas a 37°C.

Los linfocitos se obtuvieron a partir de PBMC aisladas por gradiente de Ficoll-
Hypaque (Sigma Diagnostics, St Louis) después de la eliminaciéon de las células
adherentes (principalmente monocitos) mediante adhesién en placa durante 1 hora a

37°C. Después de la co-incubacion, los linfocitos se recuperaron, se contaron y se
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caracterizaron fenotipicamente por citometria de flujo para los marcadores de activacion

CD25, CD69 y HLA-DR y los marcadores de subclase de linfocitos CD4 y CD8.

12.Ensayos de apoptosis

HUTEC se crecieron a confluencia en placas de cultivo de 24 pocillos. Después
se agregd 1x10° células B Ramos o Daudi y se co-cultivaron duranie 96 horas para
inducir 1a expresion de MHC-II en HUTEC (verificado por citometria de flujo). Luego,
se agregd 1 x 10° PBMC y se incub6 durante 24, 48, 72 y 96 horas a 37°C.

Los linfocitos T se obtuvieron como se describié antes. Después de la co-incubacion, las
células linfoides adherentes y no adherentes se recuperaron y se contaron con azul de
tripan para determinar la viabilidad celular. Enseguida, las células linfoides se marcaron
para medir apoptosis mediante la técnica de TUNEL utilizando el kit APO-Direct segiin
las indicaciones del fabricante (Becton-Dickinson). En breve, las células se fijaron con
0,1% paraformaldehido en PBS durante 15 minutos en hielo. Después de lavar dos veces
por centrifugacién con PBS, las células se resuspendieron en 70% etanol y se dejaron en
hielo durante 30 minutos. Posteriormente, las células se centrifugaron y se lavaron dos
veces con 1 mL de solucidn de lavado. Enseguida, las células se marcaron con 50 pL de
solucién de tincién conteniendo dUTP conjugado con FITC y la enzima TdT (terminal
deoxinucleotidil transferasa) y se incubaron por 60 minutos a 37°C. Después, las células

se lavaron con 1 mL de tampén de lavado por centrifugacién. Las células marcadas, se
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resuspendicron en PBS, se adquirieron y analizaron por citomeiria de flujo (Becton

Dickinson).

13. Ensayos de transmigracion in vitro.

Ias HUTEC se crecieron a confluencia en el pocillo superior de placas de cultivo
“transwell” de 35 mm (Costar, tamafio de poro de 3 um). Despues, se agregaron 3x10°
células B Ramos o Daudi y se co-cultivaron durante 96 horas para inducir la expresion
de MHC-1I en HUTEC. Luego, las células B se retiraron o se mantuvieron durante los
experimentos de transmigracion, se agregaron 3x10° PBMC y se co-incubaron a 37°C
durante 3 y 18 horas.

Las células mononucleares se aislaron por gradiente de Ficoll-Hypaque (Sigma
Diagnostics, St Louis) y se eliminaron las células adherentes (principalmente monocitos)
mediante adhesién en placa durante 1 hora a 37°C. Posteriormente, las células
transmigradas se recuperaron desde el compartimiento inferior, se contaron y se
caracterizaron fenotipicamente mediante inmunofluorescencia por citometria de flujo.

Para la caracterizacién fenotipica se utilizaron los siguientes anticuerpos
monoclonales: anti-CD3-FITC, anti-CD3-PerCP, anti-CD16-PE/CD56-PE, anti-CD20-
FITC, anti-CD45RA-FITC, anti-CD45R0-FITC, anti-CD4-PerCP, anti-CD4-FITC, anti-
CD8-PerCP, anti-CD25-PE y anti-CD69-PE (todos Becton-Dickinson). Se realizaron

cuatro ensayos independientes con sangre obtenida de dadores sanos diferentes.




14. Andlisis estadistico

37

Los datos obtenidos de los ensayos de activacion y transmigracion se¢ presentan

como el promedio = media del error estandar (SEM) para cada grupo. Para el analisis

estadistico, se utilizo el t-test de Student de analisis de varianza “One-way” (ANOVA),

con correccion de Bonferroni para multiples comparaciones. L.os analisis estadisticos se

realizaron usando el programa computacional GraphPad Prism. Los niveles minimos de

significancia estadistica utilizados fueron P<0.05 (*), P< 0.01 (**¥) y P<0.001 (***).




III. RESULTADOS

1.1 Caracterizacion de las moléculas de histocompatibilidad de clase 1I
(MHC-II) expresadas en las células endoteliales inducidas por la

adhesion de linfocitos B.

En primer lugar, se determiné la cinética de expresion de las moléculas MHC-II
(HLA-DR) en HUTEC incubadas por 48-96 horas con la linea celular B Daudi. La
presencia de HLA-DR en la superficie de HUTEC fue determinada mediante
inmunofluorescencia y analizada por citometria de flujo. Para diferenciar la expresion de
MHC-1I proveniente de los linfocitos B de aquella proveniente de HUTEC se marcaron
las células con un anticuerpo monoclonal contra la integrina alfa-5, la cual es
selectivamente expresada en las células endoteliales.

Como control positivo de induccién de MHC-II en HUTEC, estas células se
trataron durante 48 y 72 horas con 150 U/mL de IFN-y. En la figura 2, se observa que a
las 96 horas de co-incubacién de HUTEC con las células B, es mayor el porcentaje de

células HUTEC que expresan MHC-IL Ademas, comparado con el tratamiento con IFN-
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v, la expresién de MHC-II en HUTEC producida por la adhesién celular fue parcial,
detectandose solo 10-30% células HUTEC- MHC-II positivas (Figura 2).

Para determinar si la expresion de HLA-DR en HUTEC ocurre de manera
independiente del tipo de linfocito B, se coincubd con diferentes lineas celulares B,
algunas de ellas derivadas de amigdala humana (TBCL-10). Todas las lineas celulares B
(Ramos, Daudi y TBCL-10) indujeron la expresion de HLA-DR en la superficie de
HUTEC (Figura 3).

En conjunto, estos resultados demuestran que la expresion de HLA-DR en
HUTEC inducida por la adhesién de células B tiene una cinética de expresion en la
superficie celular diferente a la inducida por IFN-y e independiente del tipo de linfocito
B utilizado en la co-incubacién.

En la Figura 3 se muestra que el porcentaje de células HUTEC en la cual se
expresa HLA-DR después de la incubacién con los distintos tipos de células B es
variable. Este fenémeno no ocurre cuando las células HUTEC son incubadas con las
lineas celulares T Jurkat y Molt-4, lo cual sugiere que la expresién de las moléculas
MEHC-II en HUTEC es inducida sélo por la interaccion de linfocitos B (Figuras 3 y 4).

Por otra parte, s investigé si la induccion de la expresién de MHC-II en HUTEC
depende de la especie de la cual provienen los linfocitos B. Para esto, se incubd durante
96 horas HUTEC con la linea celular B derivada de ratén A-20. La figura 4 muestra que
A20 no induce la expresién de moléculas MHC-II humanas en HUTEC. Este resultado
sugiere que Ia expresion de MHC-II en HUTEC producida por la interaccion de células

B es especie-especifica.
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Figura 2. Las células B inducen la expresién de MHC-1I en la superficie celular de
HUTEC. Las células endoteliales HUTEC se crecieron a confluencia y se incubaron
por 48, 72 y 96 horas con la linea celular B Daudi o con IFN-y durante 48 y 72 horas
(como control positivo de induccién de MHC-II). Los gréficos de densidad muestran el
doble marcaje de HUTEC con los anticuerpos anti-integrina alfa-5 versus anti-HLA-
DR. HUTEC se analizaron en una region correspondiente a las células alfa-5 positivas.
Los porcentajes de HUTEC HLA-DR" se indican en el cuadrante superior derecho.
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Debido a que la preparacién de células endoteliales columnares proviene de
pacientes con algin tipo de patologia que hace necesaria su extirpacion, evaluamos si la
expresion de MHC-II en HUTEC ocurre en cultivos primarios derivados de cuatro
donantes diferentes. En todos los casos se observo la presencia de moléculas MHC-II
después de la co-incubacién con células Daudi, a pesar de observar distintos porcentajes
de células endoteliales HLA-DR' (Figura 5). Por lo tanto, el fenémeno observado es

general e independiente del donante del cual deriva el cultivo primario endotelial.

Para evaluar si la expresién de MHC-1I en HUTEC depende del contacto celular,
utilizamos el anticuerpo bloqueador de la adhesién HP2/1 (anti-integrina a4 de VLA-4),
el cual inhibe la adhesion de Ramos a HUTEC en un 80-90% (80). La presencia del
anticuerpo blogueador en el co-cultivo de Ramos y HUTEC redujo los niveles de mRNA
de HLA-DRA en HUTEC (Figura 6). Estos resultados se obtuvieron mediante RT-PCR
en co-cultivos de 3 horas debido a Ia dificultad para mantener bloqueada la adhesion de
los linfocitos B durante tiempos muy prolongados. Este resultado nos sugiere que la
presencia de MHC-II en HUTEC e¢s dependiente de la adhesién de células B, por lo

tanto en este proceso estarian participando moléculas de adhesién y sus receptores.

Por otra parte, se evalué si la expresion de HLA-DR por efecto de la adhesion de
linfocitos B es especifica del endotelio tipo HEV. Para analizar esta posibilidad, se
utilizé células endoteliales disociadas de cordén umbilical humano HUVEC, las cuales
se incubaron con la linea celular B GU o con IFN-y, como control positivo de induccion

de MHC clase II. Al igual que lo observado anteriormente con HUTEC, se detecté la
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expresion de HLA-DR en la superficie celular de HUVEC, aunque en un menor

porcentaje de células comparado a HUTEC (Figura 7).
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Figura 3. Sélo la co-incubacién de células B induce la expresion en superficie celular
de MHC-II en HUTEC. Las células endoteliales HUTEC se crecieron a confluencia y se
incubaron por 96 horas con la linea celular B Daudi, Linfocitos B derivados de amigdala
(TBCL-10), la linea celular B Ramos y la linea celular T Jurkat. Como control positivo de
induccion de MHC-II se incubé con IFN-y. HUTEC se analizaron en una region
correspondiente a las células alfa-5 positivas. Los porcentajes de HUTEC HLA-DR" se
indican en el cuadrante superior derecho.
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Figura 4. La expresion de MHC-II en HUTEC inducida por co-incubacién con células
B es especie-especifica. Las células endoteliales HUTEC se crecieron a confluencia y se
incubaron por 96 horas con la linea celular B humana Daudi, la linea celular T humana
MolT-4 o la linea celular B murina A20. Los grificos de densidad muestran el doble
marcaje de HUTEC con los anticuerpos anti-integrina alfa-5 versus anti-HLA-DR. HUTEC
se analizaron en una region correspondiente a las células alfa-5 positivas. Los porcentajes
de HUTEC HLA-DR" se indican sobre cada grifico.
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Figura 5. Las células B Daudi inducen Ia expresion de MHC-IT en HUTEC obftenidas
de diferentes donantes. Las células endoteliales HUTEC, denominadas AMG-9 (A),
AMG-X (B), AMG-IL (C) y AMG-4 (D) se obtuvieron por amigdalactomia de rutina de
diferentes donantes. se crecieron a confluencia y se dejaron sin tratar o se incubaron por 96
horas con la linea celular B Daudi.
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Figura 6. La expresion de mRNA de MHC-II en HUTEC por la
interaccion con células B es dependiente de 1a adhesion celular. Las células
HUTEC sin tratar (carril 1), incubadas durante 3 horas con IFN-y (carril 2) o
con células linfoides B Ramos (carril 3) o con células Ramos pre-incubadas
con el anticuerpo bloqueador de l1a adhesién, HP2/1 (anti-integrina a4) (carril
4). Las células B se eliminaron por lisis con complemento con el anticuerpo
GAP8.3 (anti-CD45). La expresion del RNAm para la cadena alfa de HLA-DR
(DRA), CIITA, CD19 (marcador especifico de células B) y B-actina (control
de carga y de expresion) se analizaron por RT-PCR. Los resultados son
representativos de tres experimentos independientes.
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Figura 7. Las células B inducen la expresiéon de MHC-II en la superficie de células
endoteliales de cordén umbilical. Las células endoteliales HUVEC se crecieron a
confluencia, luego se dejaron sin tratar (A), se incubaron con IFN-y como control positivo
(B) o con la linea celular B GU (C) durante 96 horas. Las células endoteliales fueron
analizadas en una regidn correspondiente al marcaje positivo para CD13. Los gréficos de
puntos muestran tamafio celular (FSC) versus marcaje con el anticuerpo secundario
conjugado con FITC (GAM-FITC) y el marcaje para el anticuerpo HLA-DR seguido por el
anticuerpo secundario GAM-FITC.
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Como se ha descrito, la expresion de MHC-II depende de la expresién del
transactivador CIITA (83). Para evaluar la participacion de CIITA en la expresién de
MHC-II en HUTEC producida por la interaccién con linfocitos B, co-incubamos
HUTEC durante 6 horas con distintas células linfoides: linea celular B Daudi, linea
celular T Jurkat, linfocitos obtenidos de sangre periférica (PBMC) y linfocitos de
amigdalas humanas, luego de lo cual se analiz6 la expresion del mRNA de HLA-DR y

CIITA en HUTEC mediante RT-PCR.

Debido a que los linfocitos B expresan constitutivamente MHC-1I, fue necesario
eliminarlos del co-cultivo mediante lisis por complemento con el anticuerpo menoclonal
anti-CD45 GAPS.3. Luego, sc exirajo el RNA total de las células endoteliales y se
realizé la RT-PCR. En la figura 8 se observa la induccién de la expresion de mRNA para
HLA-DRA en HUTEC co-incubadas con las lineas linfoides B (Daudi, Ramos), con
linfocitos totales aislados de sangre periférica y con linfocitos derivados de amigdala. Al
analizar la expresién de mRNA de CIITA, sélo se detect6 la expresion en HUTEC
tratadas con IFN-y, utilizadas como control positivo. Como era de esperar, al co-incubar
HUTEC con linfocitos T (Molt-4 y Jurkat) no se observo expresién de mRNA para
HLA-DRA ni CITA en HUTEC, confirmando los resultados obtenidos por

inmunofluorescencia (Figura 3 y 4).

Debido a que la técnica de RT-PCR es muy sensible, evaluamos la presencia de
linfocitos B residuales en las muestras de RNA, utilizando el marcador CD19 especifico
de células B. No obstante, solo se observé mRNA de CD19 en los controles positivos de

Jas células B recuperadas de los co-cultivos (Figura 9). Estos resultados muestran que la
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expresion de MHC-1I en HUTEC inducida por adhesion de células B es independiente

de CIITA.




Figura 8. La expresion de mRNA de HLA-DRA inducida por adhesién de
células B es independiente de CIITA. HUTEC se incubaron con IFN-y (carril 2),
Ramos (carril 3), Daudi (carril 4), PBMC (carril 5), linfocitos de amigdala (carril
6), MolT-4 (carril 7) and Jurkat (carril 8) durante 6 horas. Luego, el RNAm se aislo
con Trizol y se analizé por RT-PCR para la expresion de mRNA de HLA-DRA,
CIITA, CD19 (marcador de células B) y B-actina (control de carga y expresion).
Como control positivo de la expresion de CD19 y CIITA se analizaron las células
Ramos (carril 9), Daudi (carril 10) y PBL (carril 11) obtenidas de los co-cultivos

del carril 3,4 y 3.
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1.2 La adhesién de linfocitos B a HUTEC induce en éstas la expresion de

todos los isotipos de las moléculas MHC-1I: HLA-DR, HLA-DP y HLA-

DO.

Existen ires isotipos de moléculas MHC-II, las cuales se expresan en forma
coordinada (58). Sin embargo, existen reportes que muestran que en células tumorales se
produce una expresién diferencial de los isotipos de moléculas MHC-II y que esto
estaria asociado a malignidad de las células tumorales (84). La presencia de los tres
isotipos de MHC-1I (HLA-DR, HLA-DP y HLA-DQ) en HUTEC co-cultivadas con
células B fue evaluado al cabo de 96 horas por citometria de flujo. En la figura 9 se
muestra que la adhesién de las células B Dandi a HUTEC induce la expresion en la
superficie celular de HUTEC de los tres isotipos de las moléculas MHC-II (HLA-DR,
HLA-DP y HLA-DQ). Al igual que para HLA-DR, los otros dos isotipos (DP y DQ) son
inducidos en un pequefio porcentaje de las células endoteliales, a diferencia de lo que
ocurre con IFN-y que fuc utilizado como control positivo. Por lo tanto, la adhesién de

células B induce la expresién coordinada de los tres isotipos de MHC-II en HUTEC.,
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FIGURA 9. La adhesion de células B induce la expresion de HLA-DR,
HLA-DP y HLA-DQ en la superficie de HUTEC. Las células HUTEC se
trataron con IFN-y (150 U/mL) o se co-incubaron con células DAUDI por 96
horas. Luego, HUTEC se analizaron por citometria de flujo para la expresion de
HLA-DR, HLA-DP y HLA-DQ.
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1.3 Cinética de la expresion de los RNA mensajeros de MHC-II inducida

por la adhesion de linfocitos B a HUTEC.,

Aungue IFN-y v la adhesién de linfocitos B inducen la expresién de los tres
jsotipos de moléculas MHC-II en las células endoteliales, los porcentajes de células que
presentan en la superficie celular las moléculas MHC-II inducidas por la adhesién de
linfocitos B son siempre menores comparadas al tratamiento con IFN-y. Para tratar de
elucidar este punto comparamos por RT-PCR 1Ia induccién de los mRNA de los isotipos
de MHC-II en HUTEC inducidas por IFN-y o bien por la adhesion de linfocitos B, Para
esto, las células HUTEC se coincubaron durante 3, 6, 12, 24, 48, 72 y 96 horas con la
linea celular Ramos o con 150 U/mL IFN-y. Después de sucesivos lavados con PBS a
4°C, los linfocitos B se eliminaron por lisis por complemento con el anticuerpo
monoclonal anti-CD45, GAPS.3, y se exirajo ¢l RNA total de las células endoteliales
para el posterior analisis mediante RT-PCR. Para comparar los niveles relativos de
expresién de los mRNA se realizé un andlisis densitométrico, en el cual se normalizé
con respecto a la expresion del mRNA de B-actina. En la figura 10 se observa que tanto
IFN-y como la linea celular B Ramos inducen la expresién de los mRNA de los tres
isotipos de MHC-II. Sin embargo, las cinéticas de expresién de los mensajeros para los
isotipos de MHC-II en HUTEC inducidos por IFN-y y por la adhesion celular son
diferentes en los tiempos analizados. En la figura 10A se observa que el mRNA de
HLA-DRA en HUTEC co-incubadas con las células Ramos es fuertemente expresado a
partir de las 3 horas, a diferencia de lo que ocurre por el tratamiento con IFN-y, cuya

expresion se observa a partir de las 6 horas. La maxima expresion del mRNA para HLA-
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DRA inducida por Ia adhesién de células B es a las 3-6 horas y luego comienza a decaer
hacia las 96 horas. En cambio, con el tratamiento con IFN-y la expresion del mRNA
para HLA-DRA aumenta gradualmente durante el tiempo del ensayo (Figura 10A). Los
niveles de expresion de los mensajeros para HLA-DPA y DQA también se inducen

tempranamente comparados al tratamiento con IFN-y (Figura 10B y 10C y Anexo 1).

La expresién de los mensajeros para HLA-DRA, DPA y DQA inducidos en
HUTEC por la adhesion de linfocitos B fue transitoria, ya que desde 12-24 horas se
detecté una disminucién en los niveles de expresion. Sin embargo, los niveles de
expresion de estos mensajeros inducidos en HUTEC por IFN-y continuaron elevados
ann a las 96 horas de tratamiento (Figura 10, anexo 1), similar a lo que ocurre con HLA-
DRA. Estos resultados muestran que la adhesién de linfocitos B induce la expresion del
mRNA para HLA-DR, HLA-DP y HLA-DQ en HUTEC. Finalmente, la expresion de los
mRNA de los tres isotipos de MHC-II inducidos por la adhesion de células B es mas

temprana y transitoria que la inducida por el tratamiento con IFN-y.

Otros genes regulados en forma coordinada por IFN-y son las moléculas HLA-
DM v la cadena invariante (Ii), las cuales participan como moléculas accesorias en el
procesamiento y presentacidn antigénica por moléculas MIIC-IL. Para evaluar la
participacion de estds moléculas en la expresion de MHC-II inducida por la adhesion de
células B, se realizé una cinética de expresion de los mRNAs de HLA-DM, Ii y CIITA
desde 3-96 horas y se compar6 al tratamiento con IFN-y. La expresion de mRNA para

HLA-DM en HUTEC no se vi6 afectada por la adhesién de Ramos, a diferencia de la

expresién del mRNA de HLA-DM inducida por IJFN-y, la cual aumenta a las 6 horas y
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se mantiene constante durante el resto del tiempo analizado (Figura 114, anexo 1). La
figura 11B muestra que la adhesién de Ramos a HUTEC induce la expresién del mRNA
para la cadena invariante (Ii), siendo méxima a las 12 horas y disminuyendo a las 96
horas, a diferencia de la induccion de Ii observada por el tratamiento con IFN-y, que
continta aumentando a las 96 horas (Figura 11B, anexo 1).

La cinética de expresién de CIITA inducida por IFN-y mostré un méaximo a las
12 horas de tratamiento, disminuyendo gradualmente. Por otra parte, no se observd
expresién de mRNA para CIITA en HUTEC después de la co-incubacién con Ramos
durante todo el periodo de tiempo evaluado (3-96 horas) (Figura 11C, anexo 1). Estos
resultados muestran diferencias en las cinéticas de expresion de los mRNAs de las
moléculas involucradas en presentacion antigénica, inducidas por IFN-y comparadas a la
inducida por la adhesién de células B. Estos resultados confirman que la expresién de

moléculas MHC-IT inducidas por la adhesion de linfocitos B es independiente de CIITA.
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Figura 10. Cinética de expresién del nRNA de las moléculas MHC-II inducidas por IFN-y
y por la adhesién de células B en HUTEC. HUTEC se co-cultivaron con células Ramos
(columnas verdes) o se trataron con IFN-y (columnas rojas) durante 3, 6, 12, 24, 48, 72 y 96
horas. Luego, se analizé por RT-PCR la expresién del mRNA de (A) HLA-DRA (B), HLA-DPA
y (C) HLA-DQA. Como control de carga se amplifico el mRNA de B-actina. Los niveles de
expresion de mRNA se determinaron usando el programa computacional Scion y se
normalizaron con respecto a los niveles de mRNA de la banda control de beta actina
correspondiente, calculando el promedio de la razén de mRNA del gen problema/mRNA de B
actina en los tiempos analizados. Luego, al valor maximo de expresion se le asign6 el valor de 1
y los demas valores se calcularon con respecto a este valor. Estos graficos son representativos de
tres experimentos independientes y las barras indican + el error estéandar.
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Figura 11. Cinética de expresion del mRNA de las moléculas accesorias de MHC-1I
inducidas por la adhesién de células B y por IFN-y en HUTEC. HUTEC se co-cultivaron con
células Ramos (columnas verdes) o se trataron con IFN-y (columnas rojas) durante 3, 6, 12,
24, 48, 72 y 96 horas. Luego. se analizé por RT-PCR la expresion del mRNA de (A) HLA-DMA
(B), cadena invariante (Ii) y (C) CIITA. Como control de carga se amplificé el mRNA de B-
actina. Los niveles de expresion de mRNA se determinaron usando el programa computacional
Scion y se normalizaron con respecto a los niveles de mRNA de la banda control de beta actina
correspondiente, calculando el promedio de la razén de mRNA del gen problema/mRNA de
actina en los tiempos analizados. Luego, al valor méximo de expresion se le asigné el valor de 1
y los demas valores se calcularon con respecto a este valor. Estos graficos son representativos de
tres experimentos independientes y las barras indican + el error estandar.
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2.1 Evaluacion de los posibles ligandos responsables de la expresion de

MHC-II en HUTEC inducida por la adhesion de linfocitos B.

Para evaluar la participacién de moléculas de adhesion en la induccién de la
expresion de MHC-II en HUTEC inducida por la adhesién de linfocitos B, utilizamos
una estrategia experimental basada en la activacion de estas moléculas por
entrecruzamiento con anticuerpos monoclonales.

Los ensayos de entrecruzamiento se realizaron con anticuerpos monoclonales
dirigidos contra integrinas y moléculas de adhesion, conocidas como transductoras de
sefiales y reguladoras de la expresion de MHC-II Se analiz6 el papel funcional de
ICAM-1, de las integrinas o4 y B1 (que forman el complejo VLA-4) y de CD40, todas
presentes en la superficie celular de HUTEC. Para activar ICAM-1, se utilizaron dos
protocolos previamente descritos (81, 85, 86), en los cuales las células HUTEC se
incuban con un anticuerpo monoclonal dirigido contra ICAM-1 a 37°C, o bien se
incuban a 4°C. Luego, los anticuerpos monoclonales fueron entrecruzados utilizando un
anticuerpo secundario anti-Ig de ratén. La induccion de la expresion de MHC-II fue
analizada por RT-PCR. Los resultados obtenidos con ambos protocolos demuesiran que
no es posible inducir la expresién del mRNA de HLA-DRA en HUTEC después de
activar [CAM-1 (Figura 12 carril 3 y 4 respectivamente).

Puesto que ICAM-1 ya habia sido implicado en la induccion de la expresion de
MHC-II, utilizamos otra estrategia experimental para confirmar nuestros resultados, en

la cnal bloqueamos la activacion de ICAM-1 mediante la incubacion con un anticuerpo
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monoclonal anti-ICAM-1 que impide la unién a su ligando LFA-1, presente en las
células Ramos. Tal como o indica la Figura 12 carril 5 y 6, el bloqueo de la union de
ICAM-1 a su ligando no inhibié la expresién del mRNA de HLA-DR inducida por la
adhesién de linfocitos B en HUTEC, corroborando los resultados anteriores. Estos
resultados sugieren que la activacion de ICAM-1 no estaria involucrada en la induccion
de MHC-II en HUTEC.

La participacién de otras moléculas de adhesién en la induccién de la expresion
de MHC-II en HUTEC, fue evaluada mediante el entrecruzamiento de estas moléculas
con anticuerpos monoclonales especificos contra las integrinas a4 (HP2/1), B1 (LIA1/2)
y la molécula de adhesién CD40 (G28-5). Se sabe que en procesos de trafico linfocitario
podrian participar méas de un par de moléculas, por lo tanto, utilizamos ademas una
mezcla de los anticuerpos antes mencionados.

La activacién de las moléculas de adhesién por entrecruzamiento se realizd
mediante 12 incubacion con un anticuerpo primario a 4°C, seguido por la incubacion con
un anticuerpo secundario a 37°C. Posteriormente, se exirajo el RNA y se analizd el
mRNA de MHC-II por RT-PCR. El entrecruzamiento de las moléculas de adhesion
estudiadas no fue capaz de inducir la expresion del mRNA para HLA-DR en HUTEC.

Es importante destacar que sélo la activacion de la integrina Bl mostrd un leve
aumento de la expresion del mensajero para DRA (Figura 13). Como control de
especificidad, se utiliz6 el anticuerpo anti-integrina B2, ya que HUTEC no expresan esta
molécula.

Estos resultados sugieren que ICAM-1, CD40 y la integrina a4 no estarian

involucradas en la induccién de la expresién de MHC-IT en HUTEC. Ademds, sugieren




que la integrina 1 podria tener un papel en la induccion de la expresion de MHC-I],
pero probablemente se necesite la contribucién de algin factor soluble producido por los
linfocitos B durante la interaccién con las células endoteliales para que el efecto sea

completo.
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Figura 12. La expresion de mRNA de HLA-DRA es independiente de la activacién
de ICAM-1. HUTEC se crecieron a confluencia y se dejaron sin tratar (carril 1),
incubadas con un anticuerpo secundario contra Ig de ratén hecho en cabra (carril 2),
incubadas con un anticuerpo primario anti-ICAM-1 durante 30 minutos a 37°C (carril
3) o durante 30 minutos a 4°C (carril 4), segnido por la incubacion con el anticuerpo
secundario a 37°C por 3 horas para inducir el entrecruzamiento de las moléculas de
ICAM-1, o incubadas durante 3 horas con células RAMOS (carril 5), o incubadas por 3
horas con células RAMOS que fueron pre-incubadas con el anticuerpo anti-ICAM-1
durante 30 minutos a 37°C (carril 6). Luego, se realizé la extraccion de RNA total con
TRIZOI. y la RT-PCR para HLA-DRA, CIITA, CD19 a partir de 1 pg de RNA. Como
control de carga y de expresion se amplificé B-actina. Los carriles 7 y 8 corresponden a
las células RAMOS retiradas de los co-cultivos de 5 y 6, respectivamente.
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Figura 13. La activacién de la integrina a4 y de la molécula de
adhesién CD40 no estin involucrada en la expresion de HLA-DR
en HUTEC. HUTEC tratadas con IFN-y (carril 2), co-incubadas con
Ramos (carril 3) o co-incubadas durante 30 minutos a 4°C con Ramos
en presencia de 10 pg/mL de los anticuerpos monoclonales anti-
ICAM-1 (carril 4), anti-integrina a4 (carril 5), anti-CD40 (carril 6),
anti-integrina B2 (carril 7), anti-integrina B1 (carril 8), y una mezcla
de todos los anticuerpos utilizados (carril 9) seguidos del
enirecruzamiento mediante la incubacién con un anticuerpo
secundario durante 3 horas a 37°C. El carril 1 corresponde a HUTEC
no tratadas y el carril 10 a HUTEC tratadas sélo con el segundo
anticuerpo.
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2.2 Determinacion de factores solubles involucrados en la expresion de

MHEC-II en HUTEC inducida por la adhesion de linfocitos B.

Para evaluar la participacién de factores solubles en la induccién de la expresion
de MHC-II en HUTEC por la adhesién de células B, analizamos la capacidad de inducir
la expresion de MHC-II en HUTEC de los sobrenadantes obtenidos de los co-cultivos de
96 horas entre HUTEC con células Ramos.

El cultivo de HUTEC con los sobrenadantes de co-cultivos de 96 horas no
produjo un aumento de Ia expresién de MHC-II en HUTEC. Sin embargo, es posible que
durante el transcurso del experimento estos factores hayan sufrido degradacion.

Puesto que IFN-y es el inductor mis potente de MHC-II y a pesar de que
previamente no observamos expresion de mRNA de CIITA, evaluamos mediante
ensayos de ELISA de captura la presencia de IFN-y en los sobrenadantes obtenidos a las
12, 24 y 48 horas de los co-cultivos entre HUTEC y lineas celulares By T.

La figura 14 muestra que los sobrenadantes de los co-cultivos entre HUTEC y las

Jineas celulares B presentan niveles de IFN-y inferiores o similares al nivel basal de IFN-
v de las células HUTEC (34,9 pg/mL). En general, no observamos secrecion de IFN-y
por sobre el nivel basal de HUTEC, excepto en la linea celular B llamada BLS-1, 1a cual
secreta en forma enddgena IFN-y y que fue utilizada como control positivo del ensayo.
Tampoco se detectaron niveles de IFN-y en el sobrenadante de co-cultivo de HUTEC

con la linea celular T Jurkat (Figura 14). Estos resultados sugieren que la expresion de
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MHC-II en HUTEC inducida por la adhesién de células B es independiente de IFN-y, lo
cual estd de acuerdo con nuestros resultados anteriores.

Aunque no existen antecedentes de la induccion de la expresion de MIHC-II por
TNF-g, se ha descrito que esta citoquina puede actuar en sinergia con otras citoquinas
aumentando la expresién de MHC-1I en determinados tipos celulares (87).

Para evaluar la presencia de TNF-a en los co-cultivos realizamos un ensayo
bioldgico que detecta simultaneamente TNF-u y las linfotoxinas alfa y beta (LT-a y-
LT-B) (82). No fue posible detectar estas citoquinas en los sobrenadantes de los co-
cultivos entre HUTEC v las lineas celulares B (79). El conjunto de estos resultados

sugiere que en el proceso no participan los factores solubles estudiados.
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Figura 14: La co-incubacién de HUTEC con lineas celulares derivadas de
células B no induce la secrecién de IFN-y. HUTEC se crecieron a semi-
confluencia y se co-incubaron con lineas celulares B (barras azules) y lineas
celulares T (barras verdes) a una razén de 4:1 de células linfoides versus HUTEC,
durante 48 horas. A las 48 horas se recolectaron los sobrenadantes de los co-
cultivos y de los cultivos de las mismas lineas celulares By T. La concentracion
de IFN-y humano se determiné mediante ELISA de captura en los sobrenadantes
de cultivo utilizando IFN-y humano recombinante como estandar.




66

3.1 Comparacion de la composicion estructural de las moléculas MHC-IT

inducida por la adhesion celular y por IFN-y.

La biosintesis de las moléculas MHC-II ha sido bastante caracterizada en células
presentadoras de antigeno y en células tratadas con IFN-y (88). Los complejos MHC-II-
cadena invariante son transportados desde el reticulo endopldsmico a los
compartimentos  intracelulares MIIC, donde la cadena invariante es degradada y los
péptidos son cargados en las moléculas MHC-IL Con el objetivo de analizar la
composicion del complejo MHC-II recién sintetizado en HUTEC, ya sea producido por
ja adhesién de células B o por IFN-y, realizamos marcacién metabélica en HUTEC.
Para esto, HUTEC se estimularon durante 96 horas con la linea celular B TBCL-10 o
con IFN-y, luego de lo cual se les di6 un pulso de 30 minutos con metionina-S>, se
lisaron e inmunoprecipitaron con el anticuerpo monoclonal anti-HLA-DR L112.

En la figura 15 se observa que tanto HUTEC coincubados con células B o con
IFN-y producen un patrén de bandas similares correspondientes a la cadena alfa y a la
cadena beta del complejo MHC-II disociado. Ademds, se observa en ambos tratamientos
la co-inmunoprecipitacién de la cadena invariante junto a las cadenas alfa y beta de
MHC-II (figura 15). Estos resultados muestran que la composicion de las moléculas
MHC-II en HUTEC inducidas por la adhesién de células B son similares a las inducidas

por IFN-y.
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Figura 15. La composicién del complejo MHC-II en HUTEC formado
por la adhesion de células B es similar al formado por IFN-y. HUTEC se
crecieron a confluencia y se incubaron durante 96 horas con c€lulas B TBCL-
10 o con IFN-y, como control positivo de expresién de MHC-II. Luego, las
células se incubaron con 1mCi de metionina/S**-cisteina durante 30 minutos.
Después de lisar e inmunoprecipitar MHC-II con el anticuerpo L112, las
proteinas se separaron por SDS-PAGE en condiciones desnaturantes y se
expuso en un equipo Fosfoimager. En la figura se muestran las cadenas alfa
(), beta (B) de HLA-DR y la cadena invariante (J7).
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3.2 Efecto de la adhesion de células B a HUTEC sobre la activacion,

proliferacién y sobrevida de los linfocitos.

Para evaluar el papel fisiologico de la expresion de MHC-II en HUTEC inducida
por la adhesién celular, analizamos el efecto sobre el estado de activacién de linfocitos
T. Para esto, HUTEC pre-incubadas por 96 horas con las células B Ramos, fueron
incubadas por distintos tiempos (24-72 horas) con linfocitos T aislados de sangre
periférica. La activacién de los linfocitos T se analizd mediante la deteccion de los
marcadores de activacién CD25, CD69 y HLA-DR en las subpoblaciones de linfocitos T
CD4" (linfocitos T de ayuda) y linfocitos T CD8" (linfocitos T citotéxicos). En la figura
16B se muestra que a las 24 horas de co-incubacién, poblaciones de células T CD4" y de
células CD8" expresan los marcadores de activacion CD69 y HLA-DR, los cuales
disminuyen a las 72 horas de incubacion. Ademds, se observa a las 72 horas un aumento
en una pequefia poblacion de linfocitos T CD8" que expresan CD25 (Figura 16B). La
expresion de estos marcadores en los linfocitos T no se observa cuando los linfocitos T
son incubados con HUTEC que no han sido pre-incubadas con células B (Figura 16A).
Por lo tanto, HUTEC pre-incubadas con las células B inducen una activacion transitoria
de los linfocites T. Esta activacién transitoria podria tener un papel de
acondicionamiento de los linfocitos para la posterior transmigracion o en la activacion

de éstos en los érganos linfoides secundarios.
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Figura 16. Cinética de induccién de marcadores de activacién en
linfocitos T incubados sobre HUTEC estimuladas por la adhesién de
células B. HUTEC se crecieron a confluencia en placas de 60 mm, luego de
estimular a las HUTEC con 3x10°¢ de células B Daudi, se incubo por 24-72
horas con PBMC. El grifico A muestra el porcentaje de linfocitos T CD4+y
CD8+ positivos para CD25, CD69 y HLA-DR después de incubar PBMC
sobre HUTEC sin tratar (A) o HUTEC estimuladas durante 96 horas por la
adhesion de Daudi (B). La expresion de los marcadores de CD25, CD69 y
HLA-DR de los PBMC recuperados se analizaron por inmunofluorescencia
mediante citometria de flujo, en las regiones correspondientes a linfocitos T
CD4+ y CD8+. El resultado es representativo de tres experimentos
independientes.
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Para evaluar la proliferacién de los linfocitos T que interactiian con HUTEC,
utilizamos el marcador fluorescente CFSE que difunde a través de la membrana
plasmatica y se diluye proporcionalmente en cada divisién celular. Luego de marcar
PBMC obtenidos de sangre periférica con CFSE, se incubaron durante 24-96 horas con
HUTEC sin tratar y HUTEC pre-incubadas con células B por 96 horas. Posteriormente,
se analizé mediante citometria de flujo la dilucidn del marcador fluorescente CFSE en la
poblacién de células CD3" correspondiente a los linfocitos T. Durante todo el tiempo
analizado no se observé proliferacién de los linfocitos T (Figura 17), lo cual se
correlaciona con la activacién transitoria de los linfocitos T, previamente observada. Sin
embargo, observamos la proliferacion de una pequefia poblacidn de células CD3’, cuya
identidad no pudo ser establecida, aunque podrian corresponder a células NK. Estos
resultados muestran que la expresion de MHC-II en HUTEC inducida por adhesion
celular no estimula la proliferacion de los linfocitos T.

Por otra parte, analizamos si las células HUTEC co-incubadas con los linfocitos
B tienen un efecto en la apoptosis de los linfocitos T. Para esto, HUTEC se co-incubaron
por 96 horas con la linea celular B Daudi, luego se agregaron linfocitos T al co-cultivo y
se incubaron por otras 96 horas adicionales. Enseguida, se analiz6 mediante la técnica de
TUNEL la presencia de linfocitos T apoptéticos. Como controles negativo y positivo de
apoptosis se utilizé células HL-60 no tratadas y fratadas con DMSO, respectivamente,
incluidos en el ensayo (Anexo 2). Observamos que un 3,89 % de los linfocitos
incubados sélo en medio de cultivo presentan apoptosis (Figura 18A). Esta poblacion
apoptética aumenta a un 35,99 % al ser incubados con la linea celular B Daudi (Figura

18B). Al incubar los linfocitos con HUTEC pre-incubadas con las células B Daudi, la
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poblacién apoptética disminuy6 a 7,05 % (Figura 18D). Estos resultados nos indican que
1a adhesién de linfocitos B a HUTEC tiene un efecto anti-apoptético sobre los linfocitos

T, a pesar de la apoptosis inducida por la incubacion con los linfocitos B.




CD3-PerCP

Figura 17 . La estimulacion de HUTEC por la adhesién de células B no induce la proliferacion de
linfocitos T. HUTEC se crecieron a semi-confluencia en placas de 24 pozos y se estimularon durante 96
horas con la linea linfoide B Daudi. Luego, se incubd durante 24-96 horas con 10° de linfocitos T y
marcados con CFSE para evaluar la proliferacién. Los linfocitos T recuperados de HUTEC se marcaron con
el anticuerpo anti-CD3-PerCP. En la figura se muestra el resultado obtenido de los linfocitos incubados
durante 96 horas con HUTEC pre-incubadas con las células Daudi.
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Figura 18. La estimulaciéon de HUTEC por la adhesion de células B protege de
la apoptosis a PBMC. PBMC aisladas por gradiente de Ficoll, fueron incubadas por
96 horas s6lo con medio RPMI-1640 con 10% suero normal de bovino (A), con la
linea celular B Daudi (B), con HUTEC (C) o con HUTEC pre-estimuladas por 96
horas con 106 de células B Daudi (D). Luego, se analizé la apoptosis de PBMC
mediante la técnica de TUNEL mediante citometria de flujo. El marcaje con dUTP-
FITC corresponde a las células en apoptosis, cuyos porcentajes son mostrados.
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3.3 Efecto de la adhesién de células B a HUTEC sobre la transmigracion

de linfocitos.

Para evaluar si existe selectividad en la migracién transendotelial de subclases de
linfocitos a través de HUTEC estimuladas por la adhesion de células B, realizamos
ensayos de migracion transendotelial in vitro. Las células HUTEC fueron crecidas hasta
alcanzar confluencia en la parte superior de un sistema bicameral de cultivo celular, luego
se incubaron con las lineas celulares B Daudi o Ramos durante 96 horas para inducir la
expresién de MHC-II en las células endoteliales. Enseguida se agregaron, sobre HUTEC
no tratadas y sobre HUTEC pre-incubadas con las células B, las células mononucleares
obtenidas de sangre periférica y depletadas de células presentadoras de antigeno, las
cuales se incubaron por 3 o 18 horas a 37°C. Después de este tiempo, los linfocitos que
transmigraron se recuperaron, se contaron y analizaron fenotipicamente por citometria de
flujo. Tal como se observa en la figura 19 A, a las 3 horas sélo transmigran las células
mononucleares (PBMC) incubadas sobre HUTEC pre-incubadas con las células B
Ramos. Transcurridas 18 horas, observamos una diferencia significativa en la
transmigracién de PBMC a través de HUTEC pre-incubadas con células Ramos
comparadas con HUTEC no tratadas (Figura 194). Cabe sefialar que HUTEC no tratadas
o tratadas con IFN-y no permiten la transmigracién de PBMC. Al analizar el fenotipo de
las células que transmigraron a través de HUTEC o de HUTEC pre-incubadas con células

Ramos, observamos una transmigracién selectiva de linfocitos T CD4" (54,9 + 8%)

respecto de otras poblaciones celulares, tales como linfocitos T citotéxicos CD8” (24,5 +
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0,5%) , linfocitos B CD20" (0,5 + 0,15 %), células NK CD56'CD16" (2,08 * 0,12%) y
células HLA-DR' (14,39 + 2,41%), probablemente monocitos y linfocitos T activados
(Figura 19 A-D). El nimero de linfocitos T CD4" que transmigraron a través de HUTEC
pre-incubadas con las células B fue significativamente mayor que aquel de los linfocitos
T CD4" transmigrados a través de HUTEC no tratadas (3,3 £ 0,5 x10° versus 1,4 0,15
x10°, respectivamente) (Figura 19C). A diferencia de lo observado con linfocitos T CD4",
los linfocitos T CD8 no muestran un patrén de transmigracion diferencial a través de
HUTEC pre-incubadas con las células B (Figura 19B y C). Es interesante destacar, que se
observé una disminucién en la transmigracién de los linfocitos B CD20" a través de
HUTEC estimuladas con Ramos con respecto a HUTEC no tratadas (0,5 *+ 0,15% versus
5,6 + 2,1%, respectivamente). Estos resultados en conjunto sugieren que existe una
migracion preferencial de linfocitos T CD4" a través de HUTEC pre-incubadas con
linfocitos B y la exclusién en la transmigracion de otras poblaciones celulares, tales como
linfocitos B CD20" (Figura 19D).

Enseguida, evaluamos en los linfocitos T ei estado de diferenciacion determinado
por los marcadores CD45RA (fenotipo virgen) y CD45RO (fenotipo de memoria). El
analisis fenotipico de las células transmigradas a través de HUTEC estimuladas con las
células B Ramos mostré un mayor niimero de linfocitos con fenotipo memoria/efector
CD45RO" comparada con HUTEC no tratadas (4,1+ 0,5 x10° células versus 1,7 % 0,1
x10° células, respectivamente; Figura 20A). La poblacion linfocitaria CD45RA" no
mostré diferencias significativas de transmigracion a través de HUTEC pre-incubadas

con las células B Ramos comparadas con HUTEC no tratadas (1,45 £ 0,17 x1 0° células
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versus 2,18 x10° células, respectivamente; Figura 20A). Al comparar la transmigracion
de células CD4SRO™ con la transmigracién de células CD45RA™ a través de HUTEC
estimuladas con células B Ramos se observd una significativa mayor transmigracion de
linfocitos CD45RO™ que de linfocitos CD45RA™ (4,05 = 0,47 x10° células versus 2,18 +
0,45 x10° células, respectivamente; Figura 20A). Estos resultados muestran que los
linfocitos con fenotipo de memoria (CD45R0O™) migran preferencialmente a través de
HUTEC estimuladas por la adhesion de células B.

Cuando analizamos la expresion de CD45RA y CD45RO en una regién
correspondiente a los linfocitos T CD4", encontramos que el nimero de células T
CD4"CD45RO" transmigradas a través de IIUTEC pre-activadas con linfocitos B fue

significativamente mayor a las células T CD4"CD45RA* transmigradas (3,12 #0,4x10°

células versus 0,33 +0,2x10° células, respectivamente; Figura 20B)
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Figura 19, Transmigracién preferencial de células T CD4"a través de HUTEC
co-incubadas con linfocitos B. HUTEC se crecieron a confluencia en camaras
“transwell” de 35 mm , se dejaron sin tratar (HUTEC) o se pre-incubaron por 96 horas
con 3x10° de células B Ramos (HUTEC -+ RAMOS). Luego, se agregd 3x10° de
PBMC y se incubaron durante 3 y 18 horas. Enseguida, se recuperaron las células que
transmigraron y se analizaron por citometria de flujo. En (A) se muestra el nimero de
células transmigradas a través de HUTEC y HUTEC + RAMOS. En (B) se muestra el
porcentaje de células transmigradas a través de HUTEC y HUTEC + RAMOS, en (C)
se muestra el nimero de células CD4* y CD8* transmigradas a través de HUTEC y
HUTEC + RAMOS y en (D) se muestra el porcentaje de células CD20", HLA-DR"
CD16°CD56%, CD25% y CD69" transmigradas a través de HUTEC y HUTEC +
RAMOS. Los resultados corresponden al promedio de tres experimentos
independientes = media del error estandar (SEM). El andlisis estadistico se realiz6 con
el test de varianza ANOVA, con comreccion de Bonferroni para multiples
comparaciones. Los niveles minimos de significancia estadistica utilizados fueron P<
0,01 (**) y P<0,001(***).
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Aunque en menor escala, en HUTEC no tratadas también se observé una mayor
transmigracion de linfocitos T CD4'CD45RO™ con respecto a los linfocitos T
CD4*CD45RA" (1,2 % 0,2 x10° células versus 0,34 £ 0,2 x10° células, respectivamente;
Figura 20B). Ademss, se observd un mayor nimero de células T CD4*CD45RO"
transmigradas a través de HUTEC pre-incubadas con las células B que a través de
HUTEC no tratadas (3,1 = 0,4 x10° células versus 1,9 * 02 x10° células,
respectivamente; Figura 20B). Sin embargo, no se observo una diferencia significativa
entre los linfocitos T CD47CD45RA" transmigrados a través de HUTEC més Ramos y
HUTEC no tratadas (0,34 # 0,2 x10° células versus 0,33 + 0,1 x10° células,
respectivamente; Figura 20B). Estos resultados muestran que la subpoblacién de células
T CD4" de memoria (CD4"CD45R0O") transmigran de manera preferencial a través de
HUTEC estimuladas por adhesion de linfocitos B.

Al analizar la transmigracion de células T CDS8", no encontramos diferencias
significativas en las células T CD8'CD45RA™ transmigradas a través de HUTEC
estimuladas por la adhesién de células B comparadas con HUTEC no tratadas (1,26 + 0,4
% versus 0,8 + 0,3%, respectivamente; Figura 20C). Del mismo modo, no hubo
diferencias significativas al comparar la poblacién de células CD8*CD45RO™ que
transmigraron a través de HUTEC pre-incubadas con las células B comparadas con
HUTEC no tratadas (0,57 £ 0,15 % versus 0,4 + 0,07%, respectivamente; Figura 20C).
Es interesante destacar, que el nimero de células T CD8'CD45RA™ (fenotipo virgen)
transmigradas a través de HUTEC pre-incubadas con las células B fue significativamente

mayor a las células T CD8'CD45R0O™ (fenotipo de memoria) transmigradas (1,26 = 0,4 %
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versus 0,57 =+ 0,15%, respectivamente; Figura 20C). Estos resultados sugieren que
existiria una transmigracion preferencial de linfocitos T CD8'CD45RA" (fenotipo virgen)
a través de HUTEC estimuladas con células B.

Luego, analizamos el fenotipo de activacién de los linfocitos transmigrados con
respecto a la expresién de los marcadores CD25, CD69 y HLA-DR. No observamos
diferencias significativas en la expresién de estos marcadores en los linfocitos T
transmigrados a través de HUTEC pre-incubadas con las células B con respecto a
HUTEC no tratadas (Figura 19D).

En conjunto, los resultados obtenidos en la transmigracion de PBMC sugieren que
los linfocitos T CD4* de memoria (CD45RO) y los linfocitos T CD8" virgenes
(CD45RA") transmigran preferencialmente a través de HUTEC estimuladas por la
adhesion de células B, Ademads, estos resultados indican que los linfocitos T activados no

transmigran a través de HUTEC estimuladas por la adhesion de células B.
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Figura 20. Transmigracién preferencial de linfocitos T de memoria
CD4*CD45R0* a través de HUTEC co-incubadas con células B. HUTEC
se crecieron a confluencia en camara de “transwell” de 35 mm. Las células
endoteliales no tratadas (HUTEC) y pre-incubadas por 96 horas con 3x10° de
células B Ramos (HUTEC + RAMOS), se incubaron con 3x10°PBMC, a las
cuales se les elimind previamente las APC, durante 3 y 18 horas. Las células
transmigradas se recuperaron y se analizaron para la expresion de los
marcadores de diferenciacion CD45RA (fenotipo virgen) y CD45RO
(fenotipo memoria) mediante citometria de flujo (A). Se analiz6 la expresion
de CD45RA y CD45RO en la subclase de linfocitos T CD4* (B) y la subclase
de linfocitos T CD8¥ (C). Los resultados corresponden al promedio de tres
experimentos independientes + media del error estandar (SEM). El andlisis
estadistico se realizd con el test de varianza ANOVA, con correccion de
Bonferroni para multiples comparaciones. El nivel minimo de significancia
estadistica utilizado fue P<0,001(***).
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Para corroborar que los linfocitos T activados no transmigran a través de HUTEC
pre-incubadas con células B, preparamos lineas de linfocitos T activados a partir de
cultivos de linfocitos T primarios. Los linfocitos T fueron activados por incubacién con el
activador policlonal fitohematoglutinina (PHA) y bajas dosis de IL-2 durante 1-4
semanas. El fenotipo de las células obtenidas después del cultivo fue 70-80% CD8"y 20-
30% de linfocitos T CD4*. Ademds, 30-40% de las células CD8" fue CD25" y un 5-10%
fue CD69" (Figura 21). Todos los linfocitos T CD4" presentes en el cultivo expresaron los
marcadores CD25 y CD69. Por lo tanto, obtuvimos una poblacién de linfocitos T
heterogénea, enriquecida principalmente de linfocitos T CDS".

En cuanto a la expresion de los marcadores de diferenciacion, determinamos que
80% de los clones T son CD45RAT y 20% son CD45R0" (Figura 21). Las “células T
activadas”, se incubaron en “transwell” por 18 horas con HUTEC pre-incubadas con las
células B. Después de este periode se analizd el fenotipo de las células transmigradas
mediante citometria de flujo. Las células que transmigraron corresponden principalmente
a linfocitos T CD8+ (62,1%), de las cuales 43% presentan fenotipo CD45RA" (virgen).
Ademas, se observd que 11,4% corresponden a linfocitos T CD4" con fenotipo virgen
CD45R0°CD25CD69" (Figura 22). Estos resultados indican que al incubar linfocitos
activados policlonalmente con HUTEC pre-incubadas con las células B, sélo pueden
transmigrar los linfocitos T CD4" y CD8" virgenes, excluyendo a los linfocitos T
activados.

Por lo tanto, el conjunto de los resultados de transmigracion in vifro nos indican
que HUTEC estimuladas por la adhesién de células B permiten la transmigracién

preferencial de linfocitos T CD4"CD45RO™ (fenotipo de memoria) y linfocitos T
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CD8'CD4SRA™ (fenotipo virgen) y no permiten el paso de linfocitos T CD4"y CD8"

activados.
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Figura 21. Fenotipo de los linfocitos T activados con PHA e IL-2. Los clones de
linfocitos T se prepararon a partir de células aisladas de sangre periférica de dadores
sanos por gradiente de Ficoll-Hystopaque. Posteriormente, las células fueron activadas
con PHA durante 3 dias en medio RPMI-1640 més 10% suero normal de bovino. Luego
de lavar, las células se recultivaron en presencia de bajas dosis de IL-2 (2 nM) por 1-4
semanas. Después, se analizaron por citometria de flujo para la expresién de CD3, CD4,
CDS8. CD20, CD25, CD69; CD45RA y CD45R0. En la figura se muestra el analisis de
inmunofluorescencia directa mediante graficos de densidad de los clones marcados con
anticuerpos conjugados directamente con fluoréforo. Los porcentajes de células
detectados son indicados en los extremos superiores de los graficos.
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Figura 22. Fenotipo de los linfocitos T transmigrados a través de HUTEC co-
incubadas con células B. HUTEC se co-incubaron por 96 horas con las células B
Ramos, luego se agregaron linfocitos T activados y se les permitio transmigrar durante
18 horas. Los linfocitos transmigrados fueron marcados con los anticuerpos anti-CD4,
CD8, CD25, CD69, CD45RA y CD45R0 y se analizé por citometria de flujo. Los
porcentajes de células positivas para cada marcador son indicados en los extremos
superiores de los grificos.




IV. DISCUSION

1. La adhesién de linfocitos B induce la expresion de las moléculas MHC-
II en células endoteliales de amigdala humana por un mecanismo

independiente de CIITA.

Las vénulas endoteliales columnares (HEV) estan formadas por células
especializadas que permiten la adhesién y la transmigracion de linfocitos dentro de los
6rganos linfoides secundarios, tales como nddulos linféticos, placas de Peyer y
amigdalas (9, 89). A diferencia de las células endoteliales planas, las HEV presentan
caracteristicas particulares que permiten que los linfocitos se adhieran y transmigren al
interior del 6rgano linfoide (3, 16, 17). Se ha descrito que las células que atraviesan las
HEV expresan en su superficie determinadas moléculas de adhesion y receptores de
quimioquinas que interactdan con sus ligandos expresados en HEV (51). Las moléculas
L-Selectina y CCR7 expresadas en los linfocitos T y B virgenes y en los linfocitos T de
memoria central son determinantes para el ingreso a los OLS. En cambio, los linfocitos
T activados y los linfocitos T de memoria/efectores no son capaces de interactuar con

HEV, debido a que no expresan L-Selectina ni CCR7 (35, 90). Por lo tanto, la
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interaccién entre linfocitos y el endotelio a través de determinadas moléculas es esencial
para que exista transmigracion preferencial de linfocitos al interior del 6rgano linfoide
secundario.

Previamente demostramos, que cultivos primarios de células endoteliales
columnares derivadas de amigdala humana (HUTEC), al interactuar con linfocitos B,
cambian transitoriamente el patrén de fosforilacién de los residuos tirosinas de proteinas
como la proteina quinasa de adhesién focal (FAK), paxilina y la proteina quinasa
activada por mitégeno-2 (ERK-2), involucradas en la transduccién de sefiales (78).
Ademas, durante el desarrollo de esta tesis demostramos que la interaccion de los
linfocitos B con HUTEC induce la activacién de NF-kB, lo cual es mediado por la
participacién de factores solubles (79). Estos trabajos demuestran que la interaccion de
los linfocitos B con las células endoteliales columnares activa o prepara al endotelio,
posiblemente para permitir la posterior transmigracién de los linfocitos al interior de los
OLS.

Los resultados de esta tesis muestran que la interaccion de los linfocitos B con
HUTEC permite la expresion de las moléculas de histocompatibilidad de clase IT (MHC-
II) en HUTEC (Figura 2 y 3). La expresion de las moléculas MHC-II en HUTEC no se
produce por la adhesién de linfocitos T (Figura 4). Aunque en nuestro laboratorio
demostramos que las lineas celulares B Daudi y Ramos, y las lineas celulares T Jurkat y
MolT-4 se adhieren de manera similar a HUTEC (80). Sin embargo, las moléculas
involucradas en la adhesién de las lineas celulares B y T son diferentes, ya que la

adhesion de las células B Ramos es dependiente de la interaccion de VILA-4 (compuesta
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por las intgerinas a4 y B1) y la adhesion de las células T Jurkat depende principalmente
de VLA-5 (80). La incubacidn con el anticuerpo anti-integrina o4, HP2/1, inhibe 80%
de la adhesidén de las células B Ramos a HUTEC (80, 91). Al utilizar este mismo
anticuerpo para analizar la dependencia de la adhesién en la induccién de MHC-II en
HUTEC, observamos inhibicién de la induccion del mRNA de MHC-II en HUTEC. Por
lo tanto, la induccién de MHC-II en HUTEC es dependiente de la adhesion de las
células B. Existen algunos trabajos en la literatura en los que se muesira que el
contacto celular induce la expresion de moléculas de adhesion y citoquinas (92, 93). Se
ha demostrado, que la adhesiéon de las células NK y los linfocites T a células
endoteliales derivadas de cordon umbilical humano HUVEC, induce la expresiéon de
MHC-II a través de la activacion de moléculas de adhesion, o de la expresién y
secrecion de IFN-y (71-73, 94).

El objetivo de esta tesis fue determinar como se producen las moléculas MHC-II
mediada por la adhesidén celular, pero ademas estudiar el papel funcional de estas
moléculas. Pensamos que esta expresion debia afectar principalmente a los linfocitos T
CD4", ya que estos interaccionan con las moléculas MHC-IL.

Se ha descrito, que tanto la expresidn constitutiva (67) como inducible (63, 83) de
MHC-II dependen de la expresion del transactivador de clase II, CIITA (95). Sin
embargo, en esta tesis mostramos que la expresion de MHC-II no se acompaii6 de la
expresion de mRNA para CIITA en HUTEC co-incubadas con células B (Figura 6 y 9).

La confirmacién de la eliminacion de las células B de los co-cultivos con HUTEC

fue primordial para los experimentos de RT-PCR, ya que las células B expresan
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constitutivamente MHC-II. Por esta razon, utilizamos lisis por complemento después de
la co-incubacion con las células B, logrando la eliminacion de los linfocitos B.

Se ha descrito que la expresion de MHC-II es inducida en diversos tipos celulares
por varios estimulos, de los cuales IFN-y es el mds potente (63, 64). Los resultados de
esta tesis confirman que IFN-y no estarfa involucrado en la expresion de MHC-II en
HUTEC inducida por la adhesion de células B, ya que no se detecté IFN-y en los
sobrenadantes de los co-cultivos mediante ELISA de captura. Ademas, las cinéticas de
expresion de los mRNA de los isotipos de MHC-II inducidos por la adhesion de células B
son diferentes de las inducidas por IFN-y (Figura 10). En todos los casos la expresién de
los mRNA es mas temprana y disminuye al cabo de 96h.

Varios estudios han demostrado expresion de MHC-II independiente de CIITA
(96, 97). Se ha descrito que ratones deficientes en la expresién de CIITA expresan MHC-
II en células reticulares interdigitantes de la corteza del timo (74). Ademaés, se ha
reportado la expresién independiente de CIITA del isotipo HLA-DQ en una linea celular
deficiente en CIITA (96, 97).

Otros investigadores han informado que el virus de parainfluenza humana de tipo
3, HPVI3, induce la expresiéon de MHC-II en células epiteliales de manera independiente
de STAT-1 y CIITA (77). En un trabajo publicado recientemente, Buch y colaboradores
utilizaron ratones doble deficientes de CIITA y de otro factor de iranscripcién que regula
la expresién de MHC-II, RFX-5, en los cuales se indujo un aumento en la expresién de
MHC-II en las células epiteliales medulares y en células dendriticas de timo y bazo
mediante la infusién de linfocitos T CD4" (76). Ademds, estos autores encontraron

niveles atin mayores de MHC-II en células dendriticas de los ganglios linfaticos de los
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ratones “knockout” para CIITA y en los dobles mutantes RFX-5/CIITA", Estos autores
no determinaron el mecanismo por el cual se induce la expresion de MHC-II de manera
independiente de CIITA en estos ratones deficientes, pero si determinaron que esta
induccion depende del contacto celular y del estado de madurez de las células dendriticas
(76).

Otro reporte interesante ha mostrado que la adhesion de las células NK induce la
expresion de MHC-II de manera independiente de IFN-y y CIITA en células endoteliales
derivadas de corddn umbilical HUVEC. Estos autores demostraron que la interaccién
entre ICAM-1 y la integrina B2 (LFA-1) es critica para la inducciéon de MHC-II (72, 73).
Por lo tanto, la induccién de MHC-II independiente de CIITA parece ser un mecanismo
utilizado por varios tipos celulares, ademds de las células endoteliales. Ademds, la
expresion de MHC-II de manera independiente de CIITA parece ocurrir por un
mecanismo altamente regulado, dado que se ha observado s6lo bajo determinadas

condiciones (73, 77, 87, 96).

2. Andlisis de las moléculas de adhesion y de factores solubles implicados
en la induccion de MHC-II en HUTEC mediada por la adhesion de

células B.

Puesto que demostramos que la expresion de MHC-II en HUTEC depende de la

adhesidn de las células B, intentamos identificar las moléculas de adhesién o factores

solubles involucrados en la induccién. Como se menciond previamente, se ha informado
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que las moléculas MHC-II pueden ser expresadas en forma independiente de CIITA en
células endoteliales debido al contacto con las células NK (72, 73). Estos autores
demostraron que la expresion de MHC-II depende de la interaccion LFA-1/ICAM-1. Por
lo tanto, evaluamos la participacién de ICAM-1 en la induccién de MHC-II en HUTEC.
Para esto utilizamos dos estrategias experimentales: activar ICAM-1 en HUTEC
mediante el entrecruzamiento con anticuerpos monoclonales o bien bloquear la
interaccion de ICAM-1 con su ligando mediante la incubacién con un anticuerpo
bloqueador de ICAM-1 en los co-cultivos de HUTEC con células B (Figura 12 y Figura
13). El andlisis de la expresién de MHC-II en HUTEC se hizo a nivel de mRNA y
ninguna de las dos estrategias afecto la expresion de MHC-II en HUTEC inducida por la
adhesion de células B.

Enseguida evaluamos el aporte de otras moléculas de adhesidén importantes en la
funcién endotelial expresadas en HUTEC, tales como la integrina B1, la integrina a4 y
CD40. Nosotros, previamente demostramos que estas mismas moléculas son importantes
en la transduccion de sefiales en HUTEC (78). La participacién de estas moléculas de
adhesion en la induccién de MHC-II en HUTEC fue evaluada mediante ensayos de
entrecruzamiento con anticuerpos monoclonales. Los resultados mostraron que la
activacion de las integrina a4 y CD40 no inducen la expresion de MHC-II en HUTEC.
En cambio, al activar la integrina B1 en HUTEC, observamos un leve aumento en la
expresion de MHC-II (Figura 13). Es probable que la integrina B1 participe en la
induccién de MHC-II en HUTEC combinada con Ia activacién de otras moléculas o en

sinergia con éstas. Al menos, en esta tesis descartamos la participacién cooperativa de la
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integrina o4 y CD40, ya que no observamos aumento en la induccion de la expresion de
MHC-II después de incubar con la mezcla de anticuerpos dirigidos contra estas
moléculas. Por lo tanto, los resultados de esta tesis sugieren que al menos la integrina B1
estaria involucrada en la induccién de MHC-II en HUTEC.

Se ha descrito que Ia integrina B1 es importante en la transvasacién de los
linfocitos T a los ganglios linfaticos (17, 29, 30, 34, 98). Existen numerosos reportes que
demuestran la participacion de la integrina 31 en la expresion de diversos genes (99-102).
En monocitos humanos, la activacion de las integrinas f1 mediante entrecruzamiento con
anticuerpos monoclonales induce la expresion de genes tempranos mediadores de la
inflamacién, tales como IL-1f y el antagonista del receptor de IL-1 (99). Ademés, Fan y
colaboradores mostraron que en la linea celular derivada de monocitos humanos THP-1,
la activacién de la integrina Bl indujo la expresion del Factor de Tejido (TF) y TNF-o
(100, 101). Otro ejemplo de esto se ha descrito en linfocitos T CD4", donde se determin
que la union del ligando de la integrina 1, fibronectina, induce la transcripcién de genes
activados por el factor transcripcional AP-1, la cual fue inhibida por la unidn de
anticuerpos bloqueadores de la integrina B1 (102). En las células endoteliales columnares,
hemos descrito que la activacién de la integrina B1 por entrecruzamiento con anticuerpos
monoclonales induce la expresion transitoria de mRNA para IL-6 (78). Ademas, como
mencionamos anteriormente, al activar la integrina Bl se induce la fosforilacién en
residuos tirosina de las proteinas FAK, paxilina y ERK-2, las cuales estdn involucradas

en la transduccion de sefiales que conducen a la transcripcion génica de numerosos genes

(78, 103, 104).
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Es sabido que el contacto célula-célula activa cascadas de transduccién de
sefiales que conllevan a la secrecion de quimioquinas y citoquinas por parte de las células
endoteliales columnares (93, 105-108). Por lo tanto, es probable que factores solubles
secretados por HUTEC activadas por la adhesion de linfocitos B, induzcan la expresion
de MHC-IL

Se ha descrito que células endoteliales de cornea y cerebro, que no expresan
normalmente MHC-II y que no responden a IFN-y, expresen MHC-II después de ser
tratadas con una mezcla de TNF-a e IFN-y. Estos autores demostraron que la expresion
de MHC-II en esas células fue independiente de CIITA (87). Para evaluar la participacion
de factores solubles en nuestro sistema, incubamos HUTEC con los sobrenadantes
obtenidos de los co-cultivos entre células B y HUTEC. Sin embargo, no observamos
induccion de MIIC-II en HUTEC después de dicho tratamiento. Adin asi, evaluamos la
presencia de IFN-y y otras citoquinas como TNF-o, LT-a y LT-$ en los sobrenadantes de
cultivo mediante ELISA y un bioensayo. Los sobrenadantes no presentaron actividad
biologica atribuible a la presencia de tales citoquinas (79), lo que demuestra que estas
citoquinas, al menos, no estan involucradas en la expresion de MHC-II en HUTEC

inducida por la adhesion de células B.
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3. Las moléculas MHC-II expresadas en HUTEC por la adhesion de
células B podrian potencialmente participar en la presentacion

antigénica.

La funcién de las moléculas MHC-II es la presentacién de antigenos exdgenos
por parte de las células presentadoras de antigeno (c€lulas dendriticas, linfocitos B y
macrofagos) a linfocitos T CD4*. La presentacién antigénica puede ocurrir en diversos
tipos celulares como células endoteliales y células epiteliales por la accién de IFN-y, la
citoquina mas potente en la induccién de moléculas MHC-II (58). Los péptidos
antigénicos son presentados en el contexto de las moléculas MHC-II a los linfocitos T
CD4", los cuales reconocen las moléculas MHC-II a través de su receptor para el
antigeno o TCR.

Se desconoce el papel funcional de las moléculas MHC-II expresadas en HEV de
los 6rganos linfoides secundarios. Posiblemente, estas moléculas MHC-II también
participen en la presentacién antigénica a linfocitos T CD4", ya que se ha descrito que
células endoteliales vasculares derivadas de cordén umbilical activadas previamente con
citoquinas son capaces de presentar aloantigenos y de estimular la proliferacién de
linfocitos T CD4™ (109-112).

En humanos existen tres isotipos de moléculas MHC-II, las cuales se expresan en
forma coordinada. Sin embargo, se ha informado en ciertas patologias una
descoordinacion en la expresion de los isotipos MHC-II (113, 114). La existencia de

estos isotipos ha sido planteada como una ventaja evolutiva, ya que permite presentar
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una mayor variedad de péptidos antigénicos a los linfocitos T CD4’. Puesto que
desconocemos el papel funcional de las moléculas MHC-II expresadas por la adhesion
de células B en HUTEC nos pareci6 interesante investigar si la adhesién celular permitia
la expresion de todos los isotipos MHC-IL.

Los resultados de esta tesis muestran que la co-incubacidén de células B con HUTEC
induce la expresion de los tres isotipos de MHC-II, HLA-DR, HLA-DQ y HLA-DP en la
superficie de HUTEC (Figura 8). Aunque existen diferencias en los niveles de expresion
de los distintos isotipos MHC-II al incubar con diferentes células B, es posible que estas
diferencias estén dadas por diferencias en la densidad o grado de activacion de
moléculas de adhesién expresadas en los distintos cultivos de linfocitos B que
interactian con HUTEC. Los resultados de este trabajo nos permiten concluir que las
moléculas MHC-II producidas por la adhesion de células B en HUTEC se inducen de
manera independiente de CIITA, las cuales podrian estar participando en la presentacién
antigénica, ya que se expresan en la superficie celular de HUTEC, los tres isotipos de
MHC-II y las moléculas accesorias Ii y HLA-DM. i

Otra forma de evaluar si las moléculas MHC-II en HUTEC son potencialmente
capaces de presentar antigenos es analizando la biosintesis de las moléculas MHC-II y
de las moléculas accesorias como la cadena invariante y los derivados de su degradacion
proteolitica CLIP y LIP. La biosintesis de las moléculas MHC-II ha sido extensamente
caracterizada en células presentadoras de antigeno profesionales y en células tratadas
con IFN-y (para revision ver (61)). En esta tesis comparamos la composicién de las

moléculas MHC-II en HUTEC inducidas por IFN-y con la inducida por la adhesién de
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células B. No observamos diferencias en la composicion de las moléculas MHC-II ni en
su asociacion a la cadena invariante (Figura 14). Sin embargo, al analizar por RT-PCR la
cinédtica de induccién de la expresion de los mRNAs de los isotipos de MHC-II: HLA-
DR, HLA-DP y HLA-DQ y de las moléculas accesorias HLA-DM e i, observamos
diferencias significativas entre IFN-y y la adhesidn de células B (Figura 10 y Fugura 11).
La presencia de los RNA mensajeros de los isotipos de MHC-II en HUTEC inducidos
por la adhesién de células B es transitoria, en cambio en HUTEC tratadas con IFN-y los
mRNA aumentan progresivamente a lo largo del tratamiento. Esto ¢ltimo sugiere que las
moléculas MHC-II inducidas por la adhesién de células B podrian tener una funcién
diferente a la presentacion antigénica. Debido a que las HEV interacttian activamente
con los linfocitos durante la transmigracion linfocitaria, postulamos qgue la expresion de
las moléculas MHC-II en estas células inducidas por la adhesidn de células B, podrian

tener un papel en la activacidn, proliferacion o transmigracién de linfocitos T.

4. La adhesion de células B a HUTEC permite la transmigracion

preferencial de los linfocitos T CD4" de memoria.

El efecto que ejerce el reconocimiento de las moléculas MHC-II en células
endoteliales por los linfocitos T CD4+ ha sido controversial. Por una parte, algunos
investigadores han propuesto que esta interaccion podria afectar la sobrevida de los

linfocitos T (115-118) y otros han propuesto que induciria la proliferacién de éstos (112,

119, 120). Ademads, se ha descrito que las células endoteliales activadas con IFN-y son
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capaces de aumentar la produccién de IL-2 y por ende la proliferacién de los linfocitos T
de memoria (112, 120). En esta tesis se evalué la expresion de marcadores de activacién
en los linfocitos T CD4" y CD8* después de la co-incubacion con HUTEC pre-incubadas
con las células B. Si bien observamos una poblacion linfocitaria en la cual se inducia la
expresion de los marcadores CD25 y CD69, esta expresion fue temporal, disminuyendo
a los niveles basales después de 72 horas de estimulacién y en ningln caso se observé
proliferacion, la cual deberfa ser una consecuencia de la activacién (Figura 16). Esta
falta de proliferacién en los linfocitos T, puede deberse a la ausencia de moléculas co-
estimuladoras B7 en HUTEC.

Se ha descrito, que células endoteliales vasculares activadas con IFN-y, en
ausencia de las moléculas co-estimuladores B7, inducen anergia en los linfocitos T
(121). Debido a que HUTEC pre-incubadas con los linfocitos B fueron capaces de
activar temporalmente a los linfocitos T, sin estimular la proliferacién, investigamos si
en los linfocitos asi tratados, se induce apoptosis. Observamos una disminucion en la
apoptosis de células mononucleares después de incubarlas con HUTEC pre-incubadas
con los linfocitos B con respecto a las células mononucleares co-incubadas sélo con los
linfocitos B (Figura 17). Se ha descrito que clones de linfocitos T generados in vitro en
presencia de IL-2, mueren por apoptosis al deprivarlos de IL-2. Sin embargo, al
permitirles transmigrar a través de células endoteliales de cordén umbilical tratadas con
IFN-y, se inhibe la apoptosis, por un mecanismo dependiente de adhesion (81). Por lo
tanto, es posible que las HEV inhiban la apoptosis de los linfocitos que transmigran al

interior de los 6rganos linfoides secundarios.
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Se ha demostrado a través de experimentos in vifro, que la interaccién de
linfocitos con células endoteliales vasculares activadas con citoquinas, juega un papel
importante en la transmigracion linfocitaria (98, 122-124). Adems, se ha descrito que
células endoteliales vasculares tratadas con IFN-y son capaces de presentar antigenos
bacterianos en moléculas MHC-II, aumentando la transmigracién de linfocitos, sin
aumentar la proliferacién de las células transmigradas (125). Debido a que la funcién
principal de las HEV en los OLS es permitir la transvasacién de los linfocitos,
analizamos si existia migracion preferencial de alguna sub-poblacion linfocitaria al
interactuar con HUTEC pre-incubadas con las células B. Es importante destacar, que en
esta tesis determinamos que los linfocitos T con fenotipo de memoria (CD45R0O"),
presentaron una transmigracién preferencial a través de HUTEC pre-incubadas con
células B (Figura 18A). La informacion que existe acerca de las sefiales que dirigen el
“homing” de linfocitos T de memoria a los OLS es escasa, a diferencia del “homing” de
linfocitos T virgenes a ganglios linfaticos, el cual ha sido bastante caracterizado y donde
se conocen determinantes moleculares involucrados en este proceso, tales como CCR7 y
L-selectina (29, 126).

Sallusto y colaboradores, clasificaron los linfocitos de memoria en linfocitos de
memoria efectores (Twme) v linfocitos de memoria central (Tmc), los cuales presentan
diferentes patrones de migracién (23). Los Tyc pueden recircular por el organismo e
ingresar a los 6rganos linfoides secundarios y los Ty s6lo migran a los tejidos linfoides
terciarios para ser activados rapidamente frente al estimulo antigénico (23). Segun estos

autores, la expresién de CCR7 y L-Selectina permitirfa el ingreso de los linfocitos a los
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OLS vy la ausencia de estas moléculas determinaria la salida de los OLS (9, 23). Sin
embargo, no basta con la ausencia de estas moléculas para definir la migracién de las
células de memoria central, ya que los ratones deficientes en CCR7 presentan un
compartimiento de células B poco afectado y con numerosas células de memoria (127,
128). Esto indica que los linfocitos B y T de memoria responden a sefiales diferentes o
adicionales en las HEV de ganglios linfaticos que no son reconocidas por los linfocitos
T virgenes (9, 23).

En esta tesis demostramos que los linfocitos T CD4" de memoria transmigran
preferencialmente a través de HUTEC activadas con células B. Recientemente, se ha
descrito que el receptor de quimioquina CXC de tipo 3 (CXCR3) es un marcador de
superficie de linfocitos T CD4" de memoria/efectora que transmigran a través de células
endoteliales derivadas de microvasculatura de cerebro activadas con citoquinas. Sin
embargo, CXCR3 no tiene un papel importante en la extravasacion de estos linfocitos
(129). Ademds, Manes y colaboradores demostraron que células endoteliales derivadas de
cordén umbilical (TIUVEC), s6lo después de ser tratadas con TNF-o inducen una
transmigracion rdpida y dependiente de flujo de linfocitos T de memoria (130). Un
estudio reciente realizado in vivo, en el cual se transfirieron linfocitos de memoria
obtenidos de un raton con artritis inducida por inyeccién de colageno a un ratéon SCID
(inmunodeficiente), mostré un “homing” similar de los linfocitos transferidos, tanto a
tejido inflamado, como 2 los 6rganos linfoides secundarios(131). En ese trabajo, no se

identificaron los determinantes de “homing” a o6rgano linfoide secundario, excepto las

moléculas descritas previamente ICAM-1 y CCR7, las cuales son importantes, pero no
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esenciales, para el “homing” (131). En el coniexto de este trabajo, hubiese sido
interesante determinar la expresion de CCR7 y L-selectina en los linfocitos T
CD4"CD45R0" transmigrados a través de HUTEC pre-incubadas con las células B, de
manera de determinar si efectivamente corresponden a Tem 0 Tom, pero la falta de
anticuerpos contra CCR7 no hizo posible obtener este resultado.

Previamente, se reportd que el reconocimiento de antigenos presentados por células
endoteliales de cordéon umbilical (HUVEC) activadas con IFN-y, aumentaban la
transmigracién de las células T CD4™ con fenotipo de memoria (125). Ademds, se
informé que HUVEC crecidas en geles de colageno permitian la transmigracién de una
subclase de las células T CD4" de memoria, las cuales expresan CD45RO", L-selectina’,
CD1iat, CD26%, CD44" y CD49" (123). Ademds, estos autores demostraron que la
activacion de células endoteliales con citoquinas tales como IFN-y, IL-1 y TNF-o
permiten la transmigracién de una poblacién de células T CD69" (123). Existen
numerosos reportes que demuestran que los linfocitos activados migran a los sitios de
inflamacidn, es decir a los tejidos linfoides terciarios para realizar su funcién efectora y
no a los 6rganos linfoides secundarios (9, 21-23). En los sitios de inflamaciodn, las células
endoteliales estdn bajo la accion de citoquinas proinflamatorias, tales como IFN-y y TNF-
a, las cuales inducen el fenotipo tipo HEV que permite la transmigracién linfocitaria. En
esta tesis no se detectd la presencia de estas citoquinas en el sobrenadante de las células
HUTEC co-incubadas con células B, posiblemente es la razon por la cual no se observé
la transmigracién de los linfocitos T CD4"CD25°CD69" (activados) (Figura 18). Estos

resultados sugieren que los linfocitos activados y linfocitos de memoria/efectores no
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transmigran a través de HUTEC previamente estimuladas por la adhesion de células B.
Nuestros resultados de migracién preferencial de los linfocitos T CD4" de memoria a
través de HUTEC activadas por la adhesion de células B fueron corroborados con los
experimentos de transmigracion in vitro de clones de células T activados policlonalmente
con PHA en presencia de IL-2 (Figura 19D). Las células activadas ir vitre no fueron
capaces de transmigrar a través de HUTEC preincubadas con las células B.

Los experimentos de transmigracion de esta tesis fueron realizados in vitro, por lo
tanto constifuyen una base para iniciar estudios de “homing” in vive dirigidos
especificamente a evaluar el papel de MHC-II en la transmigracion. Es importante sefialar
que estos experimentos se realizaron con células primarias humanas, lo cual permite una
extrapolacion mds directa a lo que podria ocurrir normalmente en humano. De todas
maneras, seria interesante realizar estos estudios en modelos murinos deficientes en la
expresion de MHC-II, por ejemplo, para determinar el patrén de “homing” de células T
de memoria central reinfundidas en estos animales.

Por ofra parte, seria interesante analizar la expresion de MHC-II en células
endoteliales columnares de los OLS de ratones deficientes en CIITA. Sin embargo, estos
ratones poseen menor numero de linfocitos B, los cuales no presentan moléculas MHC-
II, por lo que seria conveniente inyectar previamente linfocitos B provenientes de un
raton silvestre (74-76).

Los resultados de esta tesis nos permiten proponer el siguiente modelo, en el cual,
como un proceso homeostatico, Jos linfocitos B que fluyen por el torrente sanguineo, se
adhieren al endotelio columnar en los organos linfoides secundarios e inducen la

expresion de MHC-II. Estas moléculas MHC-II son reconocidos por los linfocitos T




101

CD47, lo cual gatilla sefiales que permiten la transmigracién, especificamente de células
T CD4" de memoria. Estas sefiales son insuficientes para inducir la activacion y la
proliferacion de los linfocitos, ya que las HEV carecen de las moléculas co-estimuladoras
apropiadas para activar eficientemente a los linfocitos. Sin embargo, estas sefiales
aumentarian la sobrevida de los linfocitos al interior del drgano linfoide secundario,
permitiendo que se mantengan viables frente a un cambio en el microambiente,

Por lo tanto, esta tesis hace una importante contribucién al estudio de los mecanismos
moleculares que regulan la migracién de linfocitos T CD4" de memoria a los 6rganos
linfoides secundarios, Determinamos que la adhesién de linfocitos B induce la expresion
de MHC-II en HEV, permitiendo una migracién preferencial de linfocitos T con el
fenotipo de memoria (CD4 RO'CD25'CD69"). Estos resultados constituyen antecedentes
nuevos y datos importantes para el estudio de la respuesta inmune durante el proceso

homeostatico de 1a recirculacion linfocitaria.




V. RESUMEN DE RESULTADOS

1. La adhesion de linfocitos B, pero no de linfocitos T, a células endoteliales
columnares de amigdala humana induce la expresion del RNA mensajero y la presencia
en la superficie celular de moléculas MHC-II, HLA-DR, HIHLA-DP y HLA-DQ. La
presencia de los isotipos de MHC-IT en HUTEC inducidos por la adhesion de linfocitos
B es transitoria, a diferencia de los mRNA inducidos después del tratamiento con IFN-y,

cuya expresion aumenta en funcion del tiempo.

2. La adhesion de células B a HUTEC induce la expresién de los mRNA de las
moléculas accesorias HLA-DM y la cadena invarjante (/i), cuya cinética de expresion

también difiere de la inducida por IFN-y.

3. La composicién bioquimica de las moléculas MHC-II inducidas por IFN-y y
por adhesion de células B son similares, lo cual sugiere la participaciéon de estas

moléculas en presentacion antigénica.

4. La induccién de la expresién de las moléculas MHC-II en HUTEC por

adhesion de células B es independiente de la expresion de CIITA y de la activacién de
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las moléculas de adhesion ICAM-1, LFA-1 y CD40. El entrecruzamiento de la integrina
B1 del complejo VLA-4 induce un leve aumento de la expresion del RNA mensajero de
MHC-II en HUTEC, sugiriendo un posible papel en la induccién de estos mensajeros en

las células endoteliales columnares.

5. Las citoquinas IFN-y, TNF-a, LT-a y LT-B no participan en la induccion de
moléculas MHC-II en células endoteliales columnares mediada por adhesion de

linfocitos B.

6. Los linfocitos T CD4" y CD8" adquieren transitoriamente los marcadores de
activacion CD69 y HLA-DR al ser incubados con HUTEC pre-tratadas con linfocitos B.
Esta activacion no es suficiente para permitir la proliferacion de los linfocitos, pero si un

aumento en la sobrevida de los linfocitos.

7. HUTEC co-incubadas con células B permiten la transmigracion preferencial

de linfocitos T CD4"CD45R0" de memoria y excluyen a los linfocitos T activados.




VI. ANEXOS

Anexo 1. Cinética de expresion del mRNA de las moléculas MHC-II inducidas por
IFN-y y por la adhesion de células B en HUTEC. En el anexo se muestran 3
experimentos independientes de HUTEC co-cultivadas con células Ramos durante 3, 6,
12, 24, 48, 72 y 96 horas y analizadas por RT-PCR para la expresién de mRNA de HLA-
DRA , HLA-DPA, HLA-DQA y de la cadena invariante (Ii), HLA-DMA y CIITA. Como
control de carga y de expresion se amplifico B-actina. El anexo incluye 2 experimentos
independientes realizados como control positivo de expresion de mRNA de los genes
analizados, en los cuales se utiliz6 HUTEC tratadas con IFN-y durante los mismos

tiempos.
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Anexo 1

Cinética de expresion de mRNA de DRA en HUTEC co-incubadas con Ramos
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Cinetica de expresion de mRNA de DPA en HUTEC co-incubadas con Ramos
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Cinética de expresion de mRNA de CIITA en HUTEC co-incubadas con Ramos
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Anexo 2
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Anexo 2. Determinacion de apoptosis en la linea celular HL-60 tratadas con
DMSO. Los lisados de células HL-60 no tratadas (B) o tratadas con DMSO (B) se
utilizaron como controles negativo y positivo de apoptosis, respectivamente. El
andlisis de apoptosis se realizo mediante la técnica de TUNEL en una regién
correspondiente a las células HL-60 seglin tamafo celular (FSC) y granulosidad
(SSC) (A). El marcaje con dUTP-FITC corresponde a las células en apoptosis, cuyos
porcentajes son mostrados junto a cada region. El porcentaje de células no
apoptdticas se indica en la figura.
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