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SINTESIS

Las funciones de los linfocitos T citotoxicos estan reguladas por receptores
de su membrana que transmiten sefales activadoras o inhibidoras al interior
de la célula. En este trabajo hemos utilizado la tecnologia de los anticuerpos
monoclonales para identificar moléculas de membrana que modulen las
funciones de los linfocitos T citotoxicos humanos. Se inmunizaron ratones
con un clon de linfocitos T humanos CD8"af* para obtener anticuerpos
monoclonales que desencadenaran los mecanismos de citotoxicidad. Dos de
los anticuerpos obtenidos reconocieron a CD70, molécula considerada
ligando de CD27. La agregacion del CD70 en la membrana de clones de
linfocitos T provocd los siguientes eventos: induccion de la citotoxicidad,
liberacién de Ca®' intracitoplasmatico, secrecién de TNF-o, expresiéon de
CD25 vy fosforilacion de enzimas. Otro de nuestros objetivos fue identificar
receptores que transmitieran sefiales capaces de inhibir la citotoxicidad
inespecifica y observamos que las moléculas del MHC-I, expresadas en la
membrana de un clon de linfocitos T, inhibieron la citotoxicidad inespecifica
cuando fueron agregadas con un anticuerpo anti-MHC-1. Concluimos que las
moléculas CD70 y MHC-I podrian ser consideradas como receptores que
modulan las funciones de los linfocitos T citotdxicos humanos y no sélo como

ligandos de CD27 y TCR, respectivamente.
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1. INTRODUCCION

Los linfocitos T citotéxicos (CTL) juegan un importante papel en el sistema
iInmunitario, especialmente en la defensa contra infecciones intracelulares, el
rechazo a los transplantes y las enfermedades autoinmunitarias™™®.

Para realizar la funcién citotoxica los CTL descargan sus granulos, que
contienen perforinas y granzimas, hacia la célula diana'”. Las perforinas
propician la formacién de poros en la membrana de la célula diana por donde
penetran las granzimas que activan las cascadas de la apoptosis,
produciendo la muerte celular™”. Otro mecanismo de citotoxicidad incluye la
expresion, en la membrana del CTL, de ligandos de la familia del TNF que al
interactuar con su receptor en la célula blanco activan las vias de la
apoptosis”. Los CTL también secretan citoquinas encargadas de regular
varias funciones del sistema inmunitario™*.

El mecanismo de la citotoxicidad celular no es exclusivo de los CTL. Las
células citotoxicas naturales (NK) pueden matar a sus células diana por un
mecanismo similar. Aunque los CTL y las NK tienen similitudes fenotipicas y
funcionales, la activacion de su maquinaria citotéxica ocurre por vias
diferentes. Los CTL portan en su membrana un receptor de antigenos (TCR)
gue se encarga del reconocimiento especifico y se asocia a otras proteinas

(CD3 y cadenas () para transducir la sefial™®. Este receptor es especifico



para cada clon de linfocitos T y su ligando es el complejo formado por
moléculas del MHC de clase | (MHC-I) y los péptidos antigénicos. Cuando
ocurre el reconocimiento especifico entre el TCR y las moléculas del MHC-I
cargadas con péptidos en la membrana de la célula diana, el complejo TCR-
CD3 transduce una sefial al interior de la célula que desencadena los
mecanismos de la citotoxicidad asi como otras funciones que incluyen la
secrecion de citoquinas**®.

Por otra parte, las células NK carecen de un receptor de antigenos con
distribucion clonal. En su lugar, presentan una gran variedad de receptores
en la membrana; unos transmiten sefiales inhibitorias y otros activadoras®.
La presencia o ausencia de los respectivos ligandos para estos receptores en
la célula diana es quien provoca o0 evita que se descargue la maquinaria
citotoxica de la célula NK, segun sea el balance de las sefiales positivas o
negativas.

La proliferacion, diferenciacion y desarrollo de las funciones de los CTL
dependen de las sefiales que reciben a través de su receptor de antigenos®.
Aunque esta sefial es necesaria, pues garantiza la especificidad de la
respuesta, no es suficiente. Cuando los linfocitos T virgenes se estimulan
s6lo por el TCR, no ocurre su activacion, mas bien lo opuesto; esta "solitaria”
sefal provoca anergia o apoptosis del clon en cuestién. Hay otras moléculas
en la membrana de los linfocitos T capaces de transducir sefales activadoras
que complementan la que se genera a partir de TCR. Estos receptores han

sido nombrados coestimuladores. Por tanto, la funcion de los linfocitos T esta



regulada por una primera sefial, a partir del TCR, y una segunda sefial,
desencadenada por receptores coestimuladores.

La primera molécula coestimuladora descrita para los linfocitos T fue
CD28"9. El receptor CD28 se expresa en los linfocitos T virgenes y sus
ligandos, CD80 y CD86, en ceélulas presentadoras de antigenos como las
dendriticas, macrofagos y células B. Recientemente, se han identificado
varias moléculas, presentes en la membrana de los linfocitos T, con
capacidad para transducir sefiales coestimuladoras™?. La gran mayoria
comienzan a expresarse después que el linfocito se ha puesto en contacto
con su antigeno y se ha diferenciado en célula efectora o de memoria. No
todas generan sefales activadoras sino que algunas provocan la inhibicion
de la sefial del TCR y conducen a la terminacién de la respuesta inmunitaria.
Entre las principales moléculas coestimuladoras conocidas estan las que
pertenecen a la familia de receptores del TNF®*'® como 1-1BB, OX40,
CD27, CD30 y HVEM. Otro grupo importante esta formado por los miembros
de la familia del CD28"*'® como ICOS, PD-1 y BTLA. A estos se han
afiadido, méas recientemente, los miembros de la familia de los SLAM®" entre
otros. Los ligandos para estos receptores se expresan tanto en células
derivadas de la linea hematopoyética (dendriticas, macrofagos y linfocitos B),
como en células de los tejidos periféricos como los endotelios y epitelios™.
Este notable incremento en el numero de moléculas coestimuladoras
conocidas ha provocado una revision del paradigma de primera sefial mas

segunda sefial*”. Se especula sobre la conveniencia de sustituirlo por otro



gue contemple a la regulacion de los linfocitos T como un fenémeno basado
en multiples sefales generadas a partir de varias moléculas receptoras
(estimuladoras e inhibidoras) presentes en su membrana™®?.

Una complejidad adicional a este tema la aporta el hecho de que los linfocitos
T también pueden expresar los receptores activadores e inhibidores
caracteristicos de las células NK*®. Estos llamados "receptores de NK" se
expresan, principalmente, en células T con fenotipo efector/memoria y se ha
comprobado que pueden potenciar o inhibir la sefial del TCR, modificando la
funcion de los CTL.

El punto de vista mas tradicional sostiene que la funcidon de los linfocitos T es
controlada por el TCR y que los otros receptores soélo juegan un papel
coestimulador y nunca pueden activar a la célula T de forma independiente al
TCR. Sin embargo, la inhibicion o coestimulacion producida por estos
receptores puede provocar que se sobrepase un umbral que decide el estado
funcional del linfocito. Ademas, en determinadas circunstancias, los linfocitos
T pueden activarse sin la sefial del TCR®%). En enfermedades
autoinmunitarias o en la inflamacién cronica, puede ocurrir activacion de los

CTL de forma independiente al TCR. Tanto en la artritis reumatoide®*2

(21,26,27) (28-30) |

como en la enfermedad celiaca y el infarto del miocardio a
activacion independiente de TCR juega un importante papel patogénico.

Si consideramos la relevancia que tienen las moléculas coestimuladoras o
los receptores de células NK para el funcionamiento de los linfocitos T en

condiciones normales y patolégicas se hace evidente que, tanto estos



receptores como las vias de sefiales que ellos desencadenan, constituyen
atractivos blancos para la terapéutica de enfermedades infecciosas,
autoinmunitarias, alergias, rechazo a transplantes y la inmunoterapia del
cancer®“?_ El bloqueo o la estimulacion de muchas de estas vias ha sido
ensayado como estrategia terapéutica en varios modelos de las
enfermedades mencionadas con prometedores resultados®2®. Otro blanco
muy atractivo para el bloqueo de la coestimulacion o la activacion antigeno
independiente de los linfocitos citotoxicos pueden ser el sindrome coronario
agudo, donde subpoblaciones de linfocitos citotoxicos participan en la
inestabilidad y rotura de la placa de ateroma®®=?.

De todo lo planteado anteriormente, podemos deducir que la identificacion de
nuevas moléculas coestimuladoras asi como la caracterizacion de los
mecanismos a través de los cuales se transmiten y controlan sus sefales, se
convierten en temas atractivos para la inmunologia y la medicina. Con
muestro trabajo intentamos identificar "nuevas" moléculas en la membrana
de los CTL que desencadenen o inhiban los mecanismos inespecificos
(independientes de TCR) de la citotoxicidad.

Para cumplir este propadsito decidimos utilizar la tecnologia de los anticuerpos
monoclonales y el ensayo de la citoxicidad reversa como método de
seleccion. La racionalidad de esta eleccidon descansa en los siguientes
elementos:

1) En un trabajo previo™® se reportd la inusual capacidad de un clon de CTL,

con fenotipo CD3af"CD8'CD94", nombrado K14B06, para desencadenar la



citotoxicidad independiente de TCR a través de CD94. Este clon, que
presenta una gran capacidad de multiplicacion en cultivo, expresa receptores
activadores e inhibidores de NK funcionales y podria expresar otros
receptores aun desconocidos. Esto lo convierte en un inmundgeno atractivo
para la obtencion de anticuerpos monoclonales contra moléculas
coestimuladoras.

2) El empleo del ensayo de lisis redirigida como método de seleccion permite
escoger, desde un inicio, anticuerpos que pudieron haber sido descartados
en trabajos anteriores donde la seleccion se hizo por métodos que miden la

interaccion molecular como son el ELISA, el Western blot o la

inmunofluorescencia y citometria de flujo.

Un inconveniente de este abordaje podria radicar en el hecho de la gran
cantidad de anticuerpos monoclonales que se han obtenido contra proteinas
de membrana de linfocitos humanos desde que estad disponible esta
tecnologia, por lo que la probabilidad de encontrar nuevas moléculas
empleando esta estrategia podria ser baja.

Existen otras metodologias que pudieran emplearse para encontrar nuevas
moléculas coestimuladoras, entre ellas se destacan el ensayo de doble o
triple hibrido®? y la bUsqueda, en bases de datos, de genes con gran
homologia a las familias de coestimuladores conocidos. Sin embargo, a
diferencia de estos procedimientos, nuestra estrategia no presupone la union
de los potenciales receptores con moléculas conocidas ni homologia con

otras familias génicas, sin0 que se basa en un ensayo eminentemente



funcional, donde al agregar moléculas de membrana, con un anticuerpo, se
inducen los mecanismos de la citotoxicidad en el clon de células T. Ademas,
los receptores que pretendemos identificar no tienen que ser,
necesariamente, moléculas "nuevas" sin0o que pueden ser proteinas
previamente conocidas pero para las que no se ha reportado una capacidad
de transducir sefiales que desencadenen o inhiban la citotoxicidad
independiente de TCR en CTL. Una estrategia similar a la nuestra fue
utilizada recientemente para identificar tres nuevos receptores activadores en
células NK#549),

Por tanto, nuestra hipotesis de trabajo es la siguiente: "La aplicacion de la
tecnologia de los anticuerpos monoclonales, en combinacion con el ensayo
de lisis redirigida, permite la identificacion de moléculas de membrana que
regulen las funciones de los CTL y cuyo papel en este proceso no haya sido
descrito”. Para refutar o aceptar esta hipotesis nos planteamos los siguientes
objetivos:

1- Identificar moléculas en la membrana de un clon de linfocitos T citotoxicos
humanos capaces de desencadenar el mecanismo de la citotoxicidad de
forma independiente al TCR, asi como moléculas que inhiban esta
activacion.

2- Caracterizar los eventos que ocurren en la célula T luego de la agregacion
en la membrana de los receptores identificados.

Las tareas trazadas para dar cumplimiento a estos objetivos fueron:



1- Obtencion y cultivo de clones de linfocitos T humanos a partir de sangre
periférica de donantes sanos.

2- Inmunizacion de ratones con uno de estos clones y obtencion de
anticuerpos monoclonales que al unirse a moléculas en la membrana del clon
de células T desencadenen el mecanismo de la citotoxicidad.

3- Determinacion de la identidad de las moléculas que reconocen los
anticuerpos obtenidos, mediante ensayos de inmunoprecipitacion,
inmunofluorescencia y citometria de flujo.

4- Caracterizacion del efecto que tiene la union del anticuerpo a las
moléculas coestimuladoras identificadas para determinar si es capaz de
inducir los siguientes eventos en clones de células T: liberacién de Ca®*
intracitoplasmatico, induccién de la citotoxicidad, secrecion de TNF-a,
fosforilacién de proteinas, aumento en la expresion de CD25 e induccion de
la expresién de genes reporteros.

5- Evaluacion de la capacidad de las moléculas coestimuladoras identificadas
para transducir seflales cuando son agregadas por su ligando natural
expresado en la membrana de otra célula.

6- Evaluacion de la capacidad de diferentes anticuerpos monoclonales,
previamente conocidos, para inhibir la citotoxicidad que se genera luego de la
agregacion del CD94 en la membrana del clon K14B06.

7- Caracterizacion de los mecanismos involucrados en la inhibicion de la
citotoxicidad a partir de la agregacion de moléculas de membrana por los

anticuerpos inhibidores. Esta caracterizacibn pretende evaluar si la



agregacion, por un anticuerpo monoclonal, del receptor inhibidor en la
membrana del clon K14B06, induce eventos como la apoptosis o inhibicién
de la reorganizacion del citoesqueleto de dicho clon.

Este trabajo presenta los siguientes elementos de novedad: Se describe,
por primera vez, que el CD70, molécula considerada ligando natural de
CD27, es capaz de funcionar como receptor en clones de linfocitos T
citotéxicos af'CD8" y transmitir sefiales de activacion. La agregacion del
CD70 en varios clones de linfocitos T provocé induccién de la citotoxicidad,
secrecion de TNF-o, fosforilacién de proteinas y liberacion de Ca**
intracitoplasmatico. La capacidad del CD70 para transmitir sefiales no soélo se
observé cuando esta molécula fue agregado con anticuerpos sino también
cuando se unio a su ligando natural en la membrana de otra célula.

El otro elemento novedoso consistid6 en demostrar que al agregar, con un
anticuerpo monoclonal, las moléculas del MHC-I presentes en la membrana
de un clon de CTL, se produce una inhibicion de la citotoxicidad inespecifica
cuando esta se induce a partir de receptores no clonotipicos como CD94. Por
tanto, con este trabajo se aportan evidencias para considerar a CD70 y MHC-
I como receptores capaces de modular las funciones de los linfocitos T
citotoxicos en seres humanos y no solo como ligandos “pasivos” de CD27 y
TCR, respectivamente,.

La importancia tedrica de estos hallazgos radica en que se describen
nuevas formas para el control de las funciones de los CTL que pudieran tener

relevancia biolégica.



A pesar de ser este un trabajo de investigacion basica, podemos prever una
importancia practica potencial de nuestros resultados. Las moléculas
coestimuladoras tienen un papel relevante en la fisiologia de los linfocitos.
Estos receptores intervienen en la patogenia de varios problemas clinicos
como el rechazo a los injertos, las enfermedades autoinmunitarias, las
alergias, entre otros. Por tanto, el conocimiento de estas moléculas y de los
mecanismos a traves de los cuales realizan sus funciones de modulacion,
permite concebir nuevas drogas que actuen como agonistas 0 antagonistas
de la coestimulacién y comprobar su utilidad en el tratamiento de algunos de
los trastornos mencionados anteriormente.

El documento esta compuesto por los siguientes capitulos: Introduccion,
Revision Bibliografica, Materiales y Métodos, Resultados, Discusion,
Conclusiones, Recomendaciones y Referencias Bibliograficas. Ademas, un
indice, una Sintesis, las Abreviaturas y Acronimos, los Agradecimientos y la
Autobibliografia. Se incluyen 16 Figuras y una Tabla en el capitulo de
Resultados. El contenido de esta tesis ha sido recogido en tres publicaciones
en las revistas Inmunologia, Journal of Leukocyte Biology y European Journal
of Immunology. Estos resultados se han presentados en dos Eventos
Cientificos Nacionales

La investigacion se desarroll6 en el Departamento de Bioquimica e
Inmunologia, Faculta de Medicina, Universidad de Murcia, Espafia, y en la
Facultad de Ciencias Médicas de Sancti Spiritus, Cuba, durante el periodo de

1999 a 2005.
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2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1. Los Linfocitos T Citotéxicos

Los CTL estan capacitados para eliminar células propias infectadas con
virus y células tumorales™®’). También estan involucrados en el fenémeno
de rechazo a los transplantes®® y en la patogenia de las enfermedades
autoinmunitarias®®. Generalmente, los CTL son linfocitos T ap*CD8" con
una actividad restringida por las moléculas del MHC-1¢+®),

La respuesta de los CTL puede dividirse en dos etapas“®®. La primera
consiste en la activacion, proliferacion y diferenciacion de los precursores
de CTL (CTL-P) en CTL efectores. En un segundo momento, los CTL
efectores reconocen a las células diana apropiadas y provocan su muerte.
Posteriormente, la mayoria de los CTL mueren, en la llamada fase de
contraccion de la respuesta inmunitaria, mientras que algunos se
convierten en ceélulas de memoria. Estas etapas estan reguladas por
sefiales que reciben los linfocitos T a través de moléculas receptoras en
Su membrana.

Para la transformacién de CTL-P en CTL se requieren, basicamente, tres
tipos de sefiales™ ®. La primera sefial la brinda el receptor de antigenos
de las células T (TCR-CD3) al interactuar con el complejo péptidos-MHC-I
en la membrana de la célula presentadora de antigenos (APC). Esta sefial
garantiza la especificidad de la respuesta. La segunda sefial, también

[lamada coestimulacion, la brinda una serie de moléculas en la membrana
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del linfocito al interactuar con sus respectivos ligandos en la célula diana o
APC. La tercera sefial la ofrecen moléculas solubles, como la IL-2,
cuando se unen a su receptor en el linfocito T activado. Una vez que el
CTL-P se ha transformado en un CTL efector ya estad capacitado para
destruir a las células diana apropiadas.

Los experimentos in vivo han demostrado que luego de una infeccion
viral, el nimero de linfocitos T CD8" especificos para los antigenos virales
aumenta considerablemente®®5%.

Los mecanismos a través de los cuales un linfocito citotdéxico es capaz de
matar a las células diana han sido ampliamente estudiados,
principalmente con experimentos in vitro que utilizan clones de CTL®%%3),
Esta fase efectora requiere una secuencia de eventos que puede dividirse
en cuatro etapas: formacion del conjugado entre el CTL y la célula diana,
golpe mortal a la célula diana disparando un mecanismo de muerte celular
programada, disociacion del CTL y muerte de la célula diana. Para la
formacion del conjugado es importante la unién del TCR al complejo
MHC-I-péptidos y la interaccion entre moléculas de adhesion en la
membrana del CTL, como LFA-1, con su ligando, ICAM-1, en la
membrana de la diana. La sefial que recibe el CTL a través de TCR-CD3
hace que se descarguen los granulos de esta célula hacia la membrana

de la célula diana*5>%%

. El contenido de los granulos incluye proteinas
tales como las perforinas y las granzimas'”. Las perforinas, una vez en el
espacio extracelular, cambian su conformacion y se insertan y polimerizan

en la membrana de la célula diana. De esta forma, crean poros por donde

penetran las granzimas. Las granzimas son enzimas que inician una
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cascada de reacciones en el interior de la célula diana que culmina con la
fragmentacion del ADN caracteristica del proceso de apoptosis. Los
experimentos con animales que presentan mutaciones en los genes que
codifican para estas dos familias de proteinas han demostrado que tanto
las perforinas como las granzimas son importantes en el proceso de la
citotoxicidad. Otra via que utiliza el CTL para matar a la célula diana es a
través de la union FasL-Fas“*®?. Los CTL expresan FasL en su
membrana que, al interactuar con la proteina Fas en la membrana de la
diana, inicia el mecanismo de apoptosis en esta ultima célula. Los CTL
también pueden secretar citoquinas como TNF-a e interferon-y las cuales
participan en la eliminacién de los agentes patégenos®?.

Aunque los estudios iniciales de los CTL se realizaron con modelos in
vitro 0 ex vivo, ya existen abundantes datos que avalan la importancia
biolégica de estas células en la defensa contra agentes infecciosos®%°,
El mecanismo de citotoxicidad restringido por las moléculas del MHC-I
parece idoneo para los pardsitos intracelulares, especialmente los virus.
Sin embargo, la importancia de los CTL para los diferentes tipos de virus
no es homogénea. En algunos casos pueden ser muy importantes para
eliminar la infeccién, en otros no tanto y, en algunos, es posible que no
jueguen ningun papel. Varios estudios indican que el mecanismo de
defensa de los CTL es efectivo para los virus no citopéaticos pero que es
incapaz de eliminar la infeccién por virus citopaticos®>*%.

Muchos de los experimentos encaminados a determinar la importancia
biolégica de los CTL se han realizado con animales que presentan

mutaciones en los genes de perforinas y granzimas®®.
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Los CTL, al estar capacitados para matar células propias, también pueden
ocasionar dafio en el organismo. Se sabe que estan involucrados en la
patogenia de las enfermedades autoinmunitarias“®® y el rechazo de los
transplantes™>?. Es necesario un riguroso control para que los CTL dirijan
sus potentes “herramientas” de muerte celular hacia los blancos
adecuados y provoquen un dafio minimo a los tejidos propios. Por tal
motivo, las funciones de estas células estan controladas por sefiales que
transmiten moléculas en su membrana llamadas receptores. Estos
receptores interactuan, de forma especifica, con ligandos que estan en la
membrana de otras células. Las células que expresan los ligandos
pueden localizarse tanto en los oOrganos secundarios del sistema
inmunitario como en los diferentes tejidos y érganos por donde penetran y
se diseminan los agentes infecciosos. El estudio de estas moléculas
receptoras que regulan las funciones de los linfocitos T constituye una
prioridad para la inmunologia moderna.

2. 2. Moléculas coestimuladoras en los linfocitos T

Los linfocitos T necesitan dos tipos de sefales para su completa
activacion y ganancia de funciones efectoras®”. La primera (sefial 1) la
proporciona el complejo TCR-CD3 al interactuar con los péptidos
antigénicos unidos a las moléculas del MHC en la membrana de la APC.
La segunda sefal (sefial 2), también llamada coestimulacion, es
proporcionada por una variedad de receptores que estan en la membrana
del linfocito T y que interactian con sus respectivos ligandos presentes en
la membrana de otras células. No todas estas moléculas coestimuladoras

proporcionan una sefial “positiva” sino que algunas brindan una sefal
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“negativa” que tiende a frenar o terminar la respuesta inmunitaria del
linfocito. El balance entre las sefiales coestimuladoras positivas y
negativas permite que los linfocitos participen en la destruccién de los
antigenos extrafios con un dafio minimo a los tejidos y que se atenuen los
fenomenos de autoinmunidad.

En los dltimos afos, se han identificado varias moléculas coestimuladoras
que se expresan en los linfocitos T y participan en la regulacién de sus
funciones. Es muy posible que la lista de coestimuladores conocidos
aumente a medida que se identifican y caracterizan nuevas moléculas con
esta funcion. Los ligandos de los coestimuladores no sélo se expresan en
las APC sino también en células de los tejidos periféricos como endotelios
y epitelios. A continuacion ofrecemos un resumen del estado actual de los
conocimientos sobre las principales moléculas coestimuladoras que se
expresan en los linfocitos T.

2. 2. 1. Las vias coestimuladoras convencionales

Se llaman *“vias coestimuladoras convencionales” a aquellas que se
conocen desde hace mas de una década y sobre las que se tiene
abundante informacién. Ademas, es muy probable que estas tengan un
papel bioldgico mas relevante en la coestimulacion que otras vias
descritas mas recientemente. Analizaremos cada pareja receptor-ligando
por separado.

CD28/CTLA-4-B7: La via de coestimulacion CD28-B7 fue la primera que

se describié y es una de las mejor caracterizadas®*%¢9,

El receptor
CD28 se expresa en las células T y tiene dos ligandos conocidos, B7-1

(CD80) y B7-2 (CD86), que se expresan en las APC activadas como
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células dendriticas, macréfagos y linfocitos B. Cuando las células T son
activadas, aumentan la expresion de CTLA-4, una molécula que es
similar, estructuralmente, a CD28 y que se une también a B7-1 y B7-2.
Mientras que la interaccion de CD28 con sus ligandos brinda una sefal
positiva, que trae como resultado la activacion de los linfocitos T, su
expansion clonal y produccion de citoquinas, CTLA-4 transduce una sefial
negativa que trae como resultado la terminacion de la respuesta
inmunitaria de la célula T®%%. Una evidencia a favor de la importancia del
CTLA-4 en el control de la respuesta inmunitaria es el hecho de que los
ratones deficientes de este gen desarrollan un trastorno linfoproliferativo
con enfermedades autoinmunitarias en varios érganos que resulta fatal®V.
El descubrimiento de esta via de coestimulacion (CD28-B7) sirvio de
fundamento para la realizacion de estudios encaminados a comprobar si
el bloqueo de estas sefiales podia representar una opcion terapéutica en
enfermedades autoinmunitarias y en el rechazo de injertos.

Los resultados de los ensayos preclinicos con el fin de demostrar la
utilidad del bloqueo de la via CD28/B-7 han sido muy prometedores. Se
ha encontrado que la interrupcion de esta via previene la reaccion aguda
al transplante e induce tolerancia especifica en varios modelos
animales(®>%),

La creacion de animales que no expresan los genes para CD28 o B7-1y
B7-2 ha permitido establecer, con mas claridad, el papel de esta via de
coestimulacion. Los ratones doblemente deficientes de B7-1 y B7-2 no
rechazan los alotransplantes vascularizados mientras que los CD28" lo

hacen pero con cierto retraso®.
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La inhibicion de la via CD28-B7 también ha demostrado ser efectiva en el
tratamiento de enfermedades autoinmunitarias en varios modelos
animales. En un modelo de glomerulonefritis autoinmunitaria, los ratones
tratados con una molécula hibrida compuesta por la porcidon extracelular
de CTLA-4 unida a la region constante de las inmunoglobulinas (CTLA-4-
lg), mostraron una disminucién muy significativa de la enfermedad®®.
Este abordaje también ha mostrado su eficacia en modelos de
encefalomielitis  autoinmune®”,  diabetes®,  artritis®, tiroiditis"?,
miastenia gravis?, y algunos mas'’?.

Estos alentadores resultados han conducido a la realizaciéon de ensayos
clinicos con seres humanos en trastornos como la psoriasis’® y otras
enfermedades®.

CD154-CD40: CD154 (CD40L) se expresa en los linfocitos T activados y
CD40 en las APC incluyendo a los linfocitos B. Las interacciones entre los
miembros de esta pareja ligando-receptor proporcionan sefiales en ambas
direcciones y tienen una gran importancia en las interacciones B-T y en la
diferenciacion de CTL-P a CTL. Los linfocitos B expresan CD40 y las
sefales que este transduce luego de su interaccion con CD154 son
imprescindibles para el cambio de isotipo de las inmunoglobulinas y la
diferenciacion de los linfocitos B en células plasmaticas. Una de las
inmunodeficiencias humanas, el sindrome de hiper IgM ligada al
cromosoma X, tiene como base molecular la ausencia de CD154.

Cuando se bloquea esta via con un anticuerpo monoclonal anti-CD154, se
previene el rechazo agudo al transplante cardiaco en un modelo de

raton4.
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Varios estudios han mostrado que hay un sinergismo de la accién al
bloquear las vias CD154-CD40 y la CD28-B7 al mismo tiempo y, en
muchos modelos de transplantes, esto es suficiente para evitar el
rechazo™®.

En numerosas enfermedades autoinmunitarias se ha demostrado que el
bloqueo de la via CD154-CD40 es capaz de suprimir o disminuir la
enfermedad, principalmente en aquellas cuyo mecanismo patogénico
involucra una activacion de las células B como el lupus eritematoso
sistémico (LES) y la miastenia gravis, ya que esta via es muy importante
en la interaccién T-B. La administracion de un anticuerpo monoclonal anti-
CD154 retarda el desarrollo de LES en un modelo animal®. El bloqueo
de la sefal de CD40 impiden que se desarrolle la miastenia gravis en otro
modelo de esta enfermedad!”.

2. 2. 2. Otras vias de coestimulacion

La coestimulaciéon a través de las interacciones CD28-B7 y CD154-CD40
se conocen desde hace mas de una década y han sido estudiadas con
relativa profundidad. Como hemos planteado, cuando se bloquean estas
dos vias simultaneamente puede frenarse el rechazo al injerto y el
desarrollo de enfermedades autoinmunitarias en algunos modelos
animales. Sin embargo, en varios modelos de transplante, a pesar de
bloquear estas vias, los animales rechazan el injerto. Una posible
explicacion a este fendmeno es la existencia de otras vias de
coestimulacion que puedan funcionar cuando se bloquean las clasicas.
Recientemente, se han identificado nuevas moléculas involucradas en la

coestimulacion y se ha venido demostrando que estas “nuevas” vias de
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coestimulacion pueden ser igualmente importantes y constituir un
interesante blanco para ensayos terapéuticos.

2.2.2.1. Lafamilia CD28-B7

ICOS-B7RP-1: ICOS es una molécula coestimuladora de las células T,
homologa a CD28, descrita por vez primera en linfocitos T activados"®79.
ICOS humano presenta un 24% de homologia con CD28 y un 17% con
CTLA-479%9_Sin embargo, ICOS es incapaz de unirse a B7-1y B7-2 y su
ligando es otra molécula: B7RP-1. Las sefales que transduce ICOS traen
como resultado un aumento en la proliferacion y secrecion de citoquinas
por parte de las células T"®. Ademas, aumenta la expresiéon de CD154 lo
que permite una adecuada interaccion B-T. B7RP-1 se expresa en las
APC pero también en otras células parenquimatosas como la de los
tubulos renales y la glandula prostatica. Su expresion aumenta con la
inflamacion®?.

Los efectos que provoca la agregacion de ICOS han sido comprobados
mediante el uso de anticuerpos monoclonales anti-ICOS. Estos
anticuerpos causan un aumento de la proliferacion celular y secrecion de
citoquinas como IL-4, IL-5, IL-10, entre otras. Parece que ICOS juega un
importante papel en el desarrollo de una respuesta de tipo Th2. La
administracion ICOS-lg suprime la hiperreactividad bronquial que es
mediada por un mecanismo tipo Th2®. Aunque el bloqueo de ICOS tiene
un significativo efecto sobre el desarrollo de los linfocitos Th no sucede
asf con relacion a los CTL que parecen no afectarse en absoluto!®.

PD-1: PD-1 también pertenece a la familia de CD28. Es semejante a

CTLA-4 (23% de homologia) y al igual que este, tiene un solo dominio
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extracelular y una cola intracitoplasmatica con un motivo inhibidor basado
en tirosinas (ITIM). Se expresa en linfocitos T y B activados asi como en
células de la linea mieloide como los macrofagos. Tiene dos ligandos
conocidos, PDL1 y PDL2, que se presentan en APC profesionales como
las células dendriticas (DC) y los monocitos, pero se expresan ademas en
células parenquimatosas de pulmén, corazon y riiidn, asi como en
subpoblaciones de linfocitos Ty B®®. Al igual que CTLA-4, PD-1 transmite
sefales inhibitorias que conllevan a una disminucion de la proliferacion
celular y de la produccién de citoquinas®. La deficiencia de PD-1
provoca también fendmenos de autoinmunidad con esplenomegalia,
expansion de los linfocitos B, aumento de los anticuerpos en el suero,
glomerulonefritis tipo lupus, artritis y cardiomiopatia autoinmunitaria®®.
Por tanto, una vez activados, los linfocitos T comienzan a expresar CTLA4
y PD-1, que sirven para contener la magnitud de la respuesta inmunitaria
y ambas moléculas son importantes para mantener el estado de
tolerancia a ciertos antigenos.

2.2.2.2. Lavia TNF-TNFR

La interaccion entre CD154-CD40 constituye el prototipo de la via
coestimuladora de la familia TNF-TNFR. Recientemente, se han
identificado otras moléculas de esta familia que estan también
involucradas en la coestimulacién. La creciente lista de moléculas incluye
varios pares ligando-receptor entre los que se encuentran 4-1BB-4-1BBL,
CD30-CD30L, CD134-CD134L y CD70-CD27. Analizaremos cada uno de

ellos por separado.
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4-1BB-4-1BBL: CD137 (4-1BB) es miembro de la familia de TNFR y
puede presentarse como un monémero de 30 KD o un homodimero de 55
KD®". Su ligando (41-BBL) es miembro de la familia del TNF y se expresa
como un homodimero unido por puentes disulfuro®. El 4-1BB se expresa
en linfocitos T activados, tanto CD4" como CD8", asi como en células NK
activadas®? Su ligando (4-1BBL) se expresa en DC maduras, linfocitos
B activados y macréfagos®. Debido a la baja expresién de 4-1BB en los
linfocitos recién activados se ha sugerido que esta via no debe ser muy
importante para el inicio de la respuesta inmunitaria sino mas bien para
estadios mas avanzados de la activacion de los linfocitos, lo que
concuerda con el hecho de que los anticuerpos anti-4-1BB tienen un
mayor efecto sobre linfocitos T activados que sobre los linfocitos virgenes,
impidiendo que las células sufran la llamada muerte celular inducida por
activacion®?.

La estimulacion a través de 4-1BB induce mayor proliferacion en linfocitos
T CD8" que en los T CD4" y parece que esta sefial es muy importante

*2) | os ratones deficientes en 4-

para que sobrevivan las células CD8
1BB tienen disminuida su capacidad para generar una respuesta de CTL
contra el virus de la influenza®. Mientras que CD28 juega un papel
importante para iniciar la expansion de las células T luego de la activacion
por el TCR, la interaccion entre 4-1BB y 4-1BBL sirve mas bien para
mantener la proliferacion ya iniciada y las funciones efectoras de los
linfocitos®?.

El tratamiento con un anticuerpo monoclonal estimulador anti-4-1BB

aumenta el rechazo a transplantes de corazon y de piel en modelos de
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ratones®. Los ratones deficientes para CD28 o para 4-1BB son capaces
de desencadenar una respuesta de rechazo importante pero los ratones
que tienen inactivados los dos genes, muestran una mayor supervivencia
del injerto®?.

Las sefales coestimuladoras a través de 4-1BB no solo son importantes
en el rechazo a transplantes. Se ha comprobado que la transfeccion de
B7-1 o B7-2 en ciertas lineas celulares de linfomas no las hace mas
inmunogénicas pero cuando se les adiciona el gen de 4-1BBL si aumenta
notablemente su inmunogenicidad y los animales se protegen del reto con
las células tumorales no transfectadas®®. Ademas, las células tumorales
que expresan el ligando de 4-1BB son capaces de desencadenar una
respuesta de CTL tanto para las células tumorales transfectadas como
para las parentales, en ausencia de CD287,

En el cultivo mixto de linfocitos se observa una significativa reduccion de
la respuesta cuando se agregan al medio CTLA-4-1g o 4-1BB-Ilg, aunque

©8  En relacion con la

el mayor efecto se produce con CTLA-4-Ig
respuesta CTL, se ha observado que cuando a las células CD28" se les
bloquea la coestimulacion por 4-1BB-4-1BBL, la inhibicion de la
citotoxicidad no es muy significativa pero en células CD28" el bloqueo de
la via 4-1BB provoca una completa abolicion de la respuesta®. Esto
sugiere que CD28 y 4-1BB pueden tener funciones redundantes en la
respuesta CTL.

CD30-CD30L: CD30 fue descrito originalmente como un marcador para
las llamadas células de Reed-Stemberg de los linfomas Hodgkin y se

expresa en linfocitos Ty B activados pero no en los linfocitos virgenes®?.
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La expresion de CD30 en los linfocitos T es dependiente de las sefiales
coestimuladoras por CD28 y por IL-4. Su ligando, CD30L, es una proteina
transmembréanica que pertenece a la familia del TNF y se expresa en
linfocitos T y B, macrofagos, y una variedad de células hematopoyéticas y
tumorales®Y. CD30L se expresa, fundamentalmente, en los esplenocitos
CD4". En estas células, su expresion alcanza un maximo al segundo dia
de la estimulaciéon mientras que CD30 se expresa, preferentemente, en
linfocitos CD8", cinco dias después de haber sido estimuladas las células
del bazo™%?.

Aunque la funcion de las interacciones CD30-CD30L no es bien conocida,
los estudios in vitro han mostrado que tiene efectos tanto en la activacion
como en la muerte de las células®®®. La sefial que se origina a partir de
CD30 puede tener efectos coestimuladores o inducir apoptosis
independiente de Fas. La coestimulacion de células mononucleares con
un anticuerpo agonista anti-CD30 origina clones T preferentemente del
tipo Th2. En concordancia con esto, si se bloquea la interaccion CD30-
CD30L se obtienen clones de tipo Th1®®¥. Esto siguiere que la
coestimulacion de células T por APC que expresen CD30L favorece las
respuestas de tipo Th2.

La sefial que transduce CD30 inhibe la proliferacién de células CD8"
efectoras potencialmente autoreactivas y protege a los ratones de la
diabetes autoinmunitaria mediada por células T CD8'%. Los
alotransplantes de piel y de corazén se rechazan mas rapidamente en los

ratones deficientes de CD30 lo cual puede deberse a una disminucién de
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la apoptosis de los clones T aloreactivos o al desvio hacia una respuesta
inmunitaria de tipo Th1°®),

CD134-CD134: CD134 (OX40) fue identificado como un antigeno de
superficie en los linfocitos T CD4" de ratas. Luego se clonaron los genes
de CD134 de raton, rata y seres humanos y se comprobo que pertenecen
a la familia de los receptores de TNF®°”. El ligando de CD134 (OX40L) es
una proteina de membrana tipo Il que tiene cierta homologia con el TNF y

que se une y coestimula a las células CD134*(%®

. Cuando se agrega
CD134 con un anticuerpo monoclonal o con su ligando natural, se genera
una sefal coestimuladora que puede ser tan potente como la inducida por
CD28"%9. Las células efectoras estimuladas de esta forma aumentan su
vida media y la produccion de IL2.

El CD134 se expresa, fundamentalmente, en las células T activadas,
tanto en ratones como en seres humanos™*?. Mientras que el CD134L se
expresa en células dendriticas y endoteliales™***'?. La activacién de las
células T virgenes trae como resultado una expresion transitoria de
CD134 con un pico entre las 24 y 48 h®¥,

La via CD134-CD134L es importante para regular la expansion de los
clones de linfocitos CD4" en la respuesta primaria y el mantenimiento de
esta poblacion celular en el tiempo™®. Los ratones deficientes de CD134
producen menos linfocitos T CD4" especificos para los antigenos en la
fase tardia de la respuesta primaria y también es menor la supervivencia

de las células de memoria cuando se comparan con los ratones normales.

Estos ratones CD134  no solo tienen afectada la proliferacion de las
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células T sino también la produccion de citoquinas, tanto tipo Thl como
Th2t19),

La interaccion CD134-CD134L juega un papel en la autoinmunidad pues
la sefial de CD134 puede romper la tolerancia de las células T*!®). Este
concepto ha servido de base para realizar ensayos terapéuticos en
enfermedades autoinmunitarias con varios modelos. La administracion de
CD134-Ig a ratones con colitis mejora la evolucién de la enfermedad y
reduce el infiltrado inflamatorio y la secrecion de citoquinas en este
modelo™”. La administracién de anti-CD134L también ha sido efectiva en
el tratamiento de un modelo animal de esclerosis mltiple®®.

Es posible que la coestimulacion por CD28-B7 sea importante en los
primeros momentos de la respuesta inmunitaria conduciendo a la entrada
de las células en el ciclo celular y a la expansion inicial de células T
mientras que la interaccion CD134-CD134L promueva una proliferacion y
produccion de citoquinas mas sostenida. Por lo que el bloqueo de las dos
vias pudiera ser de interés terapéutico.

CD27-CD70: ElI CD27 es otro miembro de la superfamilia de receptores
del TNF y también esta implicado en la activacion de los linfocitos T y su
interaccion con los B. Su ligando, CD70, es una glicoproteina
transmembranica tipo Il perteneciente a la familia del TNF que se
encuentra en el epitelio del timo y cuya expresion se induce rapidamente
cuando se activan los linfocitos T y B. El desarrollo de ratones carentes
del gen de CD27 ha mostrado que esta molécula es importante para el
funcionamiento de los linfocitos T y B maduros y para la generacion de

CTL™®. Como CD70 se expresa en la mayoria de las células T virgenes
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y CD27 en los linfocitos T activados podria haber interacciones receptor-
ligando en la superficie de estas células. Esto se evita regulando
negativamente la expresion de CD27 en células que expresen CD70. Por
tanto, es dificil encontrar células T CD27°CD70".

Hay reportes que indican que, en células B activadas, CD70 y CD134L
brindan una sefial coestimuladora independiente de CD28"%°. Esta
interaccion CD27-CD70 también complementa la sefial de CD40 en las
células B y juegan un papel importante en la respuesta B dependiente de
linfocitos T*Y,

El tratamiento de ratones con un anti-CD70 previene el desarrollo de
encefalitis autoinmunitaria®®®. El bloqueo de esta via también es
importante para el tratamiento del rechazo a injertos™®.

2.2.2.3. Los inmunoreceptores de la familia SLAM

A esta familia de moléculas receptoras pertenecen SLAM (del inglés

signaling lymphocytes activation molecule), también conocido como

CD150, 2B4 (CD244), CD84, Ly-9, NTB-A (Ly-08) y CRACC (del inglés

CD2-like receptor activating cytotoxic cells). Todos los miembros de la

familia poseen una estructura similar que incluye una porcion extracelular
con dos o cuatro dominios similares a inmunoglobulinas, un segmento
transmembranico y otro intracitoplasmatico. Este ultimo presenta motivos
basados en tirosinas que juegan un papel importante en la transmision de
sefales. Estas moléculas se expresan, generalmente, en células del
sistema inmunitario. La expresion de SLAM aumenta luego de la
activacion de los linfocitos. El 2B4 se expresa en células NK, linfocitos T

CD8"y células Tys" y baséfilos*?®. Los demas miembros de la familia han
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sido menos estudiados y se expresan en linfocitos By T, células NK y en
células dendriticas™®?. Cuando se agregan con anticuerpos monoclonales
2B4 y NTB-A, en la superficie de células NK, se desencadenan los
mecanismos de citotoxicidad y la secrecién de interferén y*24.

La funcion bioldgica especifica de cada uno de los miembros de esta
familia de moléculas coestimuladoras no esta plenamente establecida
pero se sabe que participan en la modulacion de la respuesta inmunitaria
y regulan las funciones de varios tipos de células como los linfocitos T,
células NK y células dendriticas. Parece que son incapaces de estimular,
por si solas, a estas células y que necesitan la agregacion simultanea de
TCR u otros receptores activadores en la superficie de la célula. Su papel
no parece ser tan central o decisivo como el de CD28, ICOS o CD40, sino
que mas bien garantizan un “ajuste fino” de la respuesta inmunitaria*?%.
2.2.2.4. Receptores de células NK que se expresan en linfocitos T
CD8"

El término “receptores de células NK” se utiliza para designar un conjunto
de moléculas estimuladoras o inhibidoras que se expresan en la
membrana de células NK®*® pero que, en algunos casos, también
pueden expresarse en otros tipos celulares, entre los que se incluyen los
linfocitos T CD8".

Miembros de la familia KIR y Ly49: receptores especificos para
moléculas clasicas de MHC-I: Los genes de la familia de los receptores
de NK parecidos a las inmunoglobulinas, del inglés Kkiller-cell

immunoglobulin-like receptors (KIR), codifican una gran variedad de

receptores especificos para las diferentes variantes alélicas de las
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moléculas del MHC-I. Los Ly49 constituyen el equivalente a esta familia
génica en ratones'.

Como promedio, cada miembro individual de la familia de los KIR es
expresado por hasta el 5% de los linfocitos T CD8" en la sangre de los

seres humanos*?®

y se expresan tanto KIRs inhibidores como
estimuladores. Algo similar ocurre con la familia de los Ly49 en ratones
aunque aqui solo se han encontrado receptores inhibidores®?®.

Existen abundantes evidencias que indican que los KIR inhibitorios
pueden transmitir sefiales que inhiben las funciones efectoras que
desencadenan los antigenos en las células T como la citolisis y la
secrecion de citoquinas™®. Tanto KIR como Ly49 sélo se expresan en
células T con un fenotipo de memoria/efector y no en aquellos linfocitos
virgenes o no activados, lo que sugiere que su expresion se induce en
linfocitos T maduros luego que estos interactian con sus respectivos
antigenos.

Heterodimeros de CD94-NKG2: Tanto NKG2A como NKG2C y NKG2E
son receptores con gran parecido a las lectinas, y forman heterodimeros
con la molécula CD94. NKG2A es inhibitorio mientras que los otros dos
son estimuladores positivos. Estos receptores reconocen péptidos,
derivados de la secuencia lider de varias moléculas del MHC-I clasicos,
unidos a la molécula del MHC-lI no clasica HLA-E. Por tanto, los
receptores CD94-NKG2 verifican la expresion de MHC-I en las diferentes

células del cuerpo®”. Este heterodimero se expresa en menos del 5% de

los linfocitos T CD8**®),

28



En clones de CTL humanos se ha observado que CD94-NKG2A puede
inhibir las funciones efectoras de estas células. Al igual que ocurre con los
KIR, estos receptores comienzan a expresarse luego que las células T
son activadas por los antigenos a través de CD3*®).

NKG2D: Este es un receptor estimulador de células NK descrito mas
recientemente que, a pesar de su nombre, tiene poca homologia con los
otros receptores NKG2 y no forma heterodimeros con CD94"*. Los
ligandos de NKG2D incluyen multiples miembros de al menos dos familias
génicas y estan estructuralmente relacionadas, aunque no de forma muy
estrecha, con las moléculas del MHC-I. Sus ligandos descritos en ratones
(Rael y H60) raramente se expresan en células normales pero muestran
una alta expresiéon en muchas lineas de células tumorales®™**%. E| gen
equivalente en los cromosomas humanos codifica para ULBP que,
aungue no muestra una alta homologia con H60 y Rael, si es capaz de
unirse a NKG2D humano y muestra semejanza en los dominios de la
proteina**?.

Otros ligandos para NKG2D son MICA y MICB, que son moléculas cuyos
genes se localizan en la region del MHC. La proteina MICA se expresa
cuando las células son sometidas a estrés y se encuentra altamente
expresada en lineas tumorales y células infectadas con Citomegalovirus
(CMV)®3D por tanto, el patron de expresion de los ligandos de NKG2D
parece indicar que estos se inducen en células con transformacion
oncogeénica o con infecciones virales. La funcion de NKG2D en linfocitos T

CD8" ha sido investigada utilizando clones de células T humanas

especificos para péptidos derivados de CMV®? y se ha encontrado que
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cuando las células presentadoras de péptidos son transfectadas con el
ligando MICA, estas son capaces de aumentar las funciones en los CTL
NKG2D" como la citotoxicidad y secrecion de citoquinas. Sin embargo, las
células MICA" son incapaces de estimular a las células T si no presentan
el péptido anigénico al TCR por lo que se supone que la funcion de
NKG2D sea como molécula coestimuladora.

Se han considerado varias hipotesis para explicar el sentido biolégico que
tendria la expresion de receptores de NK en los linfocitos T CD8" pero la
mayoria giran alrededor del hecho de que no sustituyen a la sefial que
parte de la estimulacion del TCR sino que realizarian un ajuste fino de las
funciones de estas células en diferentes contextos®).

2.2.2.5. Las moléculas del MHC-I como receptores que modulan las
funciones de los linfocitos T

Desde hace varios afios se conoce el papel que juegan las moléculas del
MHC de clase | en la presentacion de péptidos antigénicos a las células T
CcD8'™?_ La interaccién entre el complejo MHC-péptido en las células
presentadoras de antigenos con el TCR en los linfocitos T virgenes aporta
la principal sefial de activacion que lleva a la proliferacion celular y al
desarrollo de las funciones efectoras. Este fenOmeno es esencial para
que se produzca la inmunidad especifica®®. También existe abundante
informacion sobre los requisitos estructurales que debe cumplir un péptido
para que pueda ser presentado por las moléculas del MHC-I, asi como
acerca de las vias de transduccion de sefales del complejo TCR/CD3 al
interior de la célula que conducen a la activacion, proliferacion y desarrollo

de funciones como citotoxicidad o secrecion de citoquinas por parte de los
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linfocitos T®32133) Por otra parte, estd bien establecido el papel que
juegan las moléculas del MHC-I como ligandos de los receptores
inhibidores para las células NK*?"*3%sin embargo, la nocién de que las
moléculas del MHC-I presentes en la membrana de los linfocitos T
puedan actuar como receptores que trasmitan sefiales activadoras o
inhibitorias es relativamente nueva y los datos experimentales
encaminados a caracterizar este fenémeno son escasos®%.

Las moléculas del MHC-I forman un heterodimero compuesto por una
cadena alfa de unos 45 KD, con tres dominios extracelulares, una porcion
transmembranica y una pequefia cola intracitoplasmatica. Los genes que
codifican estas moléculas muestran un alto grado de polimorfismo. Esta
cadena alfa se asocia, de forma no covalente, a una cadena invariante: la
2 microglobulina.

En 1988, TD Geppert y colaboradores™*® demostraron que anticuerpos
monoclonales dirigidos contra moléculas del MHC-I podian inducir
activacion en poblaciones de células T humanas in vitro. La union de los
anticuerpos a las moléculas del MHC-I aumenté la capacidad de
proliferacion de las células cuando estas se incubaron, al mismo tiempo,
con anticuerpos anti-CD3 u otros mitdgenos, o cuando se incubaron sélo
con los anti-MHC-I pero entrelazédndolos luego con un segundo anticuerpo
anti-IlgG de raton. Entre los eventos bioquimicos que se inducen a partir
de la agregacion de las moléculas de MHC-I en la membrana de los
linfocitos T CD4" esta la liberacién de Ca** intracitoplasmatico. Este
constituy6 uno de los primeros reportes acerca del papel de las moléculas

del MHC-I como receptores relacionados con la transduccién de sefiales
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activadoras en los linfocitos T. El mismo grupo demostré luego que este
efecto ocurria también en la linea celular Jurkat y en clones de linfocitos T
humanos. El efecto coestimulador de MHC-I depende de que se
mantenga intacta la funcion del CD3, pues células Jurkat con baja
expresion de CD3 no respondieron a la coestimulacion mediada por MHC-
|(237).

La capacidad de coestimulacion a través de MHC-I es dependiente de la
especificidad del anticuerpo, siendo los maximos estimuladores aquellos
dirigidos contra determinantes menos polimorficos en la cadena alfa. De
gran interés, por su posible aplicacion practica, es el hallazgo de que las
moléculas del MHC-I presentes en las membranas de células endoteliales
y musculares de los vasos sanguineos pueden transmitir sefialen que
induzcan proliferacion y este fenomeno pudiera estar relacionado con el
desarrollo de la arteriosclerosis que ocurre en el rechazo crénico al
injerto™®3®.

También se han estudiado las vias de sefales intracelulares que se
desencadenan una vez que se han agregado, con anticuerpos, las
moléculas del MHC-I. Ha sido posible demostrar, utilizando como modelo
a la linea Jurkat, que para que ocurra la liberacion intracitoplasmatica de
calcio es necesario que se activen las quinasas de tirosinas. Esto ocurre
unos 5 segundos después de la unidn del anticuerpo a las moléculas de
MHC-I en la membrana y siempre antes de la liberacion
intracitoplasmatica de calcio, que puede ocurrir unos 30 segundos

5(139)

despué Entre las tirosinas que se fosforilan estan las de la

fosfolipasa ¢ gamma-1®%. También se corrobord que para que ocurra
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este fendmeno es necesario que la célula T, en este caso la linea Jurkat,
exprese ademas el CD3 y el CD45 en su membrana™®. Para la
transmision de sefales a través de moléculas del MHC-I parece que no es
necesaria la porcion intracitoplasmatica de la cadena alfa pero si la
porcion transmembranica y la extracelular®3®141143),

Las sefiales que se transmiten luego de la agregacion de las moléculas
del MHC-I no siempre inducen la proliferacion de las células T sino que
pueden inducir apoptosis o inhibicién de la funcion®*®** Hay anticuerpos,
ya sean solubles o en la membrana de otras células, que al unirse a
moléculas de MHC-I en los linfocitos T, pueden inducir apoptosis o
anergia en estas células®*?.

En el sistema inmunitario existe un mecanismo para garantizar la
homeostasia de los linfocitos activados que consiste en inducir la
apoptosis por medio de receptores como el Fas (CD95) o el receptor del
factor de necrosis tumoral (TNF-R). Sin embargo, parece que las vias por
la que se induce la apoptosis a través de las moléculas del MHC-I pueden
ser ligeramente diferentes a las que se activan por la interaccion Fas-
FasL. Anticuerpos monoclonales que se unen al dominio alfa 1 de la
cadena pesada de MHC-I inducen apoptosis en células T activadas pero
no en las que estan en “reposo”. Otros anticuerpos dirigidos contra los
dominios alfa 2 6 3 son capaces de inhibir |la proliferacion pero no inducen
apoptosis en los linfocitos T4

En un modelo de raton se ha demostrado que puede ocurrir apoptosis en

los linfocitos T maduros si estos son estimulados, simultaneamente, a

través de CD3 y por el dominio alfa 3 del MHC-I, ya sea con un anticuerpo
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que reconozca un epitopo del dominio alfa 3 o por el CD8™ %) Este
puede ser un mecanismo de regulacion de la activacion de los linfocitos T.
La induccion de apoptosis en linfocitos a través de las moléculas de MHC-
I no se limita al linaje de los linfocitos T sino que también se ha
demostrado en las células B y en lineas promielociticas“*® lo cual sugiere
un mecanismo mas general y una mayor capacidad de aplicaciones
practicas para los anticuerpos anti-MHC-1 con funcion inhibitoria. Una de
estas aplicaciones pudiera ser el tratamiento de las leucemias sensibles a
la apoptosis inducida por el anticuerpo anti-MHC-14®.

Un grupo del Japén ha presentado interesantes resultados con un

anticuerpo monoclonal anti-MHC-I en rat6n®*”

. El anticuerpo, que tiene
especificidad por el dominio alfa 2, es capaz de inducir una muerte rapida
en linfocitos T activados. Esta muerte es independiente del complemento
Demostraron que el entrecruzamiento de MHC-I con el anticuerpo
también provoca agregacion de moléculas de integrinas y de actina, lo
que causa un desarreglo del citoesqueleto que lleva a la muerte celular.
Lo interesante de este fendmeno radica en que al necesitar una alta
expresion de MHC-I y de integrinas como LFA-1, el fenbmeno solo ocurre
en linfocitos activados y han demostrado que con este anticuerpo pueden
impedir el desarrollo de la hepatitis fulminante mediada por CTL que se
produce en un modelo de ratones estimulados con ConA“*”. De
confirmarse un fendmeno similar en seres humanos, los anticuerpos
dirigidos contra este epitope de MHC-I pueden ser utiles en el tratamiento

de rechazos a injertos o de enfermedades autoinmunitarias.

2.2.2.6. El papel coestimulador de CD70
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La molécula CD70 es un miembro de la familia del factor de Necrosis
Tumoral (TNF) y esta considerado el ligando natural de CD27(48154 E|
CD70 humano es una proteina transmembranica tipo Il cuyo gen se
localiza en 19p13. Se expresa, fundamentalmente, en linfocitos T y B

13 En lisados de

activados, células NK y en algunas células tumorales
células de Burkitt su patron de inmunoprecipitacion es complejo,
mostrando bandas predominantes de 29, 55, y 122-127 KDW149 E|
CD70 de ratén fue clonado en 1997®Y y es una proteina de 195
aminoacidos que muestra una homologia de un 65% con el CD70
humano.

La mayor parte de los estudios tratan a CD70 como ligando de CD27 vy,
por tanto, le asignan un papel pasivo en la transmision de sefales que
regulan las funciones de los linfocitos 3148154,

Aunque al CD70 no se le ha asignado un papel activo como proteina
capaz de transmitir sefiales al interior de los linfocitos T citotoxicos si se
ha comprobado que puede expresarse en la membrana de células
tumorales y funcionar como receptor®®*%®. También hay evidencias que
indican que otros miembros de la familia del TNF pueden funcionar como
correceptores capaces de transducir sefiales intracelulares. La agregacion
de CD40L en la membrana promueve la fosforilacion de tirosinas en
proteinas, entre las que se encuentra la fosfolipasa C-y y provoca
liberacién intracitoplasmatica de Ca®"**®. Otro miembro de la familia de
TNF considerado hasta hace poco como un ligando y al que se le atribuye
capacidad de transmitir seflales es CD30L. Wiley SR y colaboradores

encontraron que al promover la agregacién de CD30L con un anticuerpo
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monoclonal o con una proteina quimérica CD30-lg en neutrdéfilos recién
extraidos, estos incrementaban la secrecion de IL-8 y la explosion
oxidativa. También, células T de sangre periférica respondian a la
agregacion de CD30L con proliferacion y aumento en la secrecion de IL-6.
Los autores llamaron “sefalizacion reversa” a la capacidad de este
ligando para actuar como receptor, aunqgue como hemos visto, parece ser
este un fendmeno bastante generalizado en las familias de TNF vy
TNFR®7),

En cuanto a la capacidad de CD70, el otro miembro de la familia de TNF,
para actuar como receptor en linfocitos T y no s6lo como ligando de
CD27, esta el estudio realizado por Orengo y colaboradores™®® donde
muestran que en ensayos de lisis redirigida, CD70 puede funcionar como
receptor coestimulador, capaz de incrementar los magnitud de la
citotoxicidad en clones de células NK y de linfocitos T humanos y5" si
estos son estimulados, al mismo tiempo, a través de CD3 y de CD70, pero
nunca por CD70 solamente . Sin embargo, esta investigacion no incluye
un analisis del papel de CD70 como molécula receptora, como pudiera
ser el estudio de las vias de transmision de sefiales que se activan luego
de la agregacion de CD70. Tampoco muestra que la lisis redirigida a
través de CD70 puede ocurrir en clones CD8 ap* que es el fenotipo de los
CTL clasicos.

Por todo lo expuesto, parece evidente que los miembros de la familia de
TNF no soOlo pueden funcionar como ligandos sino también como
receptores que regulan las funciones de los linfocitos T. Esta funcion no

ha sido suficientemente estudiada para CD70.
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2.3. Citotoxicidad inespecifica (independiente de TCR) de los TCL
Como hemos comentado anteriormente, los clasicos CTL expresan en su
membrana un receptor de antigeno aff producto de un reordenamiento de
genes, que reconoce, de forma especifica, a péptidos unidos a las
moléculas del MHC-I. Tradicionalmente, se ha planteado que la actividad
citolitica de estas células es restringida por MHC-I. Esto implica que para
que el CTL efector pueda desencadenar los mecanismos de la citoxicidad
debe ser activado a través de su receptor de antigenos, el complejo TCR-
CD3. Otros receptores activadores expresados por estas células sélo
tendrian un papel coestimulador y podrian modular la sefial que transduce
el TCR-CD3, pero nunca activar al linfocito de forma independiente a su
receptor de antigeno especifico. Sin embargo, hay varios reportes que
indican que, en determinadas circunstancias, los CTL pueden
desencadenar la citoxicidad sin necesidad de recibir una sefal generada
a partir de su TCR. Esta activacién inespecifica es especialmente
relevante en algunas de las enfermedades autoinmunitarias y en el infarto
del miocardio, lo que la convierte en un atractivo blanco para
intervenciones terapéuticas.

Hace afios se conoce que si los linfocitos T CD8"af’ se cultivan en
presencia de altas concentraciones de IL-2 o IL-15, pueden convertirse en
las llamadas células citotoxicas activadas por linfoquinas o células LAK,

del inglés Linfokines-Activated-Killer cells, con capacidad para presentar

una actividad parecida a las NK ya que pueden matar células tumorales
independientes de TCR***®%) Estas observaciones entraban en conflicto

con el dogma de que la activacion especifica era la sefial que
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desencadenaba el mecanismo de lisis por los linfocitos T CD8". Sin
embargo, el hecho de contemplar a las células LAK como un artefacto del
cultivo in vitro en presencia de altas concentraciones de linfoquinas, le
resto atractivo al estudio de estas células por considerar poco probable su
existencia en condiciones fisioldgicas.

La capacidad citolitica de las células NK humanas y de raton puede ser
activada a través de su receptor NKG2D. Algunos linfocitos T CD8"af*
también expresan este receptor. Los CTL efectores que expresan NKG2D
pueden ser capacitados para que realicen una citoxicidad a través de esta
molécula si se cultivan en presencia de 11-15%%??_ Datos recientes han
mostrado que los linfocitos intraepiteliales (IEL) aislados de pacientes con
enfermedad celiaca se someten a la influencia de “un exceso” de IL-15 in
Vivo y, una vez en cultivo, son capaces de desencadenar la citotoxicidad a
través de NKG2D, independiente de TCR. Esta activacion ocurre tanto en
un ensayo de lisis redirigida con la linea P815 como cuando se enfrentan
con células que expresan los ligandos de NKG2D®". Estos hallazgos
pudieran explicar, no s6lo el mecanismo de generacion de células LAK
cuando se cultivan con IL-2 (posible sustituto de 1L-15), sino que pueden
tener implicaciones para la comprension y el tratamiento de
enfermedades autoinmunitarias ©%.

Uno de los ligandos descritos para NKG2D en ratones, Rae-1, se expresa
en los islotes pancreaticos de ratones NOD prediabéticos y los linfocitos T
CD8" que infiltran el pancreas expresan NKG2D. El tratamiento de estos
animales prediabéticos con un anticuerpo monoclonal bloqueador anti-

NKG2D, previene el desarrollo de la diabetes al inhibir la proliferacién y la
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funcién de los linfocitos T CD8*NKG2D**®? |o que indica que la activacion
de los linfocitos T CD8" a través de NKG2D, e independiente de TCR,
puede estar jugando un papel importante en la fase efectora del desarrollo
de la diabetes tipo 1. En esta enfermedad, la infiltracion del pancreas por
células T CD4" y la presencia de autoanticuerpos so6lo causan un estado
de prediabetes. Es necesaria la presencia de los linfocitos T CD8" para
provocar el dafio definitivo a las células beta de los islotes pancreaticos®.
En el caso de la enfermedad celiaca, la presencia de autoanticuerpos y de
células T CD4", en ausencia de activacion de los linfocitos T CD8", no es
suficiente para causar el dafio a la mucosa intestinal. También en este
trastorno, la fase efectora parece estar mediada por linfocitos T
CD8'(1%2183) | o5 anticuerpos anti-gluten y anti-transglutaminasa pueden
estar presente sin que existan alteraciones de la mucosa intestinal, estado
conocido como enfermedad celiaca latente*®®. Los pacientes con
enfermedad celiaca no tratada, se caracterizan por presentar una gran
densidad de linfocitos T af’CD8'NKG2D" infiltrando el epitelio de las
vellosidades intestinales. ElI numero de estas células disminuye
notablemente luego de someter a los pacientes a una dieta libre de
gluten®®?. Esto indica que pueden estar directamente relacionados con el
dafio a la mucosa intestinal. EI aumento de la expresion de NKG2D en
estos linfocitos puede favorecer la eliminacion, antigeno independiente,
de células epiteliales intestinales “estresadas” que expresan ligandos de
NKG2D como MIC®%?,

El aumento en la expresiéon de NKG2D parece estar mediado por la IL-15

gue se expresa en las células intestinales epiteliales de los pacientes con
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enfermedad celiaca®’. La IL-15 juega un importante papel en la
expansion de los IEL y en la induccion de moléculas MIC en los
enterocitos®®%9 El mecanismo que conduce a la expresién de IL-5 por
los enterocitos no es bien comprendido pero hay datos que muestran que,
en ausencia de una activacion de las células T, el péptido p31-43 de la a-
gliadina induce activacion de las MAP quinasas en los enterocitos Yy
aumentan la expresion de IL-151%%),

En la artritis reumatoide (RA), existe una correlacion entre la gravedad de
la inflamacion articular y la presencia de una subpoblacion de linfocitos T
CD4'CD28™ que apenas existen en los individuos normales pero que se
encuentran con relativa frecuencia en la sangre y en las articulaciones de
los pacientes con RA®Y. Estas células expresan el receptor activador
NKG2D vy presentan granulos con perforinas y granzimas en su
citoplasma que le confieren capacidad citotoxica. La expresion de NKG2D
se produce luego de la estimulacion con IL-15 y TNF-a, citoquinas que
abundan en las articulaciones inflamadas y en el suero de los pacientes
con RA. Las células sinoviales expresan, de forma aberrante, la proteina
MIC, ligando de NKG2D. La union entre esta subpoblacion de células T
CD4'CD28" y las células sinoviales MIC* provoca proliferacion, secrecion
de citoquinas y posiblemente respuesta citotdxica por las células T®¢®.
NKG2D no es el unico receptor activador de células NK que se expresa
en linfocitos T. Receptores de la familia de los KIR también se expresan
en la subpoblacién de linfocitos T CD4'CD28". El infiltrado inflamatorio de
la placa de ateroma presenta, entre otros tipos de células, macrofagos y

linfocitos T. Entre estos ultimos estan los linfocitos T CD4°'CD28  con
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capacidad citolitica que expresan un KIR activador, el CD158|. Estas
células T, a diferencia de la de individuos normales, también expresan la
molécula DAP12, que las capacita para realizar funcion citotoxica a traves
de CD158). Hay varios trabajos que muestran la posibilidad de que estas
células maten a las células endoteliales por un mecanismo independiente
de TCR y que este evento pueda ser un factor que contribuya a provocar

la rotura de la placa de ateroma que conduce al infarto del miocardio®®

30,166)'

Otro grupo de receptores activadores de células NK que pueden
expresarse en linfocitos T CD8" es el de la familia con similitud a las
lectinas, CD94/NKG2, cuyo ligando es la molécula no clasica del MHC,
HLA-E. En individuos normales, menos del 5% de los linfocitos T CD8"
expresan este receptor’®. Cuando se cultivan células 721.221,
transfectadas con HLA-E, en presencia de linfocitos T
CD8'CD94/NKG2C", se induce la expresion en estas Ultimas de CD25 y
se produce su proliferacion. La misma respuesta proliferativa ocurre
cuando se estimulan los linfocitos T CD8'CD94/NKG2C* con un
anticuerpo anti-CD94. Los clones de CTL CD94/NKG2C* expresan la
molécula KARA/DAP12, que es quien conecta al receptor con los
sistemas de transduccion de sefiales. El anticuerpo anti-CD94 co-precipita
a este receptor con la molécula KARA/DAP12 en estos clones de células
T. La agregacion de CD94/NKG2C en la membrana de estas células
provoca respuesta citotoxica, secrecion de citoquinas y proliferacion, de

una forma independiente al TCR®?.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Identificacion de receptores que desencadenen la citotoxicidad
inespecifica en un clon de linfocitos T citotoxicos humanos

3.1.1. Reactivos, citoquinas y anticuerpos monoclonales

El medio de cultivo utilizado fue el RPMI 1640 (Life Technologies
Laboratories, Grand Island, NY, USA), con L-glutamina 2 mM (Gibco, Life
Technologies Laboratories, Grand Island, NY USA), 10% v/v de suero
fetal bovino (Gibco, Life Technologies, Grad Island, NY, USA) y penicilina
estreptomicina al 1%. La IL-2 (donacién de Hoffmann-La Roche, Nutley,
NJ, USA) se usbé en un rango entre 10 y 50 U/mL. Se utilizaron los
siguientes anticuerpos monoclonales: Anti-CD25 de Becton Dickinson
(Mountain View, CA, USA); anti-CD16, KD1, gentilmente proporcionado
por el Dr. Alessandro Moretta (Universidad de Génova, Italia); anti-CD29
y anti-CD3 SpVT3b (T3b), gentilmente donados por el Dr. Francisco
Sanchez-Madrid (Hospital de la Princesa, Madrid, Espafia) y el anti-CD70
(QA32) y anti-CD26 (QA839), se obtuvieron en nuestro laboratorio como
se describe en esta Tesis. Los anticuerpos anti-quinasa extracelular
fosforilada (anti-P-ERK) fueron suministrados por Promega (Madison, WI,
USA) y el anticuerpo anti-pan-ERK por Zymed (San Francisco, CA, USA).
Los anti-pam-Akt y anti-fosfo-Akt fueron de Cell Signaling (Beverly,

MA,USA).Los anti-IgG de ratén y conejo conjugados con peroxidasa de
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Pierce (Rockford, IL, USA) y los F(ab")2 anti-IgG de raton en cabra de
Sigma Chemical Co. (St. Louis, USA).

3.1.2 Cultivo de lineas celulares y obtencion y cultivo de clones de
linfocitos T humanos

Se utilizaron las siguientes lineas celulares: Jurkat, que es una linea
celular leucémica de linfocitos T, las células COS-7, que es una linea
renal de monos verdes africanos, el mastocitoma de raton P815 que
expresa receptores Fc-y en su membrana, la linea linfoblastoidea humana
LG2 que son células B transformadas con el EBV. Todas se cultivaron en
medio RPMI 1640 con 10% v/v de suero fetal bovino, glutamina a 2 mM y
penicilina/estreptomicina al 1%. Las células Jurkat transfectadas se
cultivaron en presencia de G418 a 1 mg/mL (Calbiochem, La Jolla, CA,
USA). Las células mononucleares de sangre periférica (PBMC) se
aislaron a partir de sangre humana fresca, procedente de donantes
sanos, gue fue sometida a un gradiente de centrifugacién por densidad
con Ficoll-Hypaque (Pharmacia Fine Chemicals, Uppsala, Suecia). El
cultivo mixto de linfocitos y la obtencién de los clones de células T se

e3167)  se mezclaron

realizd6 conforme a métodos descritos previament
10° células mononucleares de sangre periférica con 5 x 10* células
linfoblastoideas LG2 irradiadas (6000 rads) y 10° células de bazo humano
irradiadas (4000 rads) como células estimuladoras. Diez dias después, las
células que respondieron a la estimulacién fueron clonadas por dilucién
limite y sembradas a concentraciones de 5; 2,5; 1,2; 0,6 y 0,3 células por

pocillo en placas Terasaki de fondo redondo que contenfan 2 x 10° células

linfoblastoideas irradiadas y 2 x 10° células de bazo irradiadas en
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presencia de IL-2 50 U/mL. Estos cultivos se dejaron crecer por 7 dias.
Luego se seleccionaron aquellos clones que crecieron en placas donde
habia menos de un 63% de pozos con células en crecimiento. Estos
clones se expandieron a una concentracién de 10° células por pocillo en
placas de 96 pocillos de fondo redondo que contenian células de bazo y
LG2 irradiadas como se indica arriba e IL-2 a una concentracion de 50
Ul/mL. En todos los experimentos, los clones fueron utilizados dos o tres
semanas después de la ultima restimulacion. El clon K14B06 se obtuvo a
partir de células mononucleares de sangre periférica de un donante sano.
Este clon tiene un fenotipo CD3*af"CD94" y sus caracteristicas han sido
descritas en otros trabajos“*®®. El clon K14B06 reconoce, a través de su
TCR, a la molécula HLA-E®®®).

3.1.3. Obtencion de anticuerpos monoclonales contra moléculas que
inducen la citotoxicidad independiente de TCR en linfocitos T
citotéxicos humanos

Se inmunizaron ratones hembras BALB/c con 10 células del clon K14B06
por via intraperitoneal en solucién salina tamponada con fosfato (PBS) y
en un volumen de 0,5 mL. Se administraron 3 dosis con un intervalo de 20
dias entre cada dosis. Veinte dias después de la dltima dosis, a cada
raton se le administré una inyeccion intravenosa en la vena de la cola con
5 x 10° células del mismo inmunégeno en PBS en un volumen de 0,2 mL.
En todos los casos las células se lavaron tres veces con PBS antes de ser
administradas. Los ratones se sacrificaron tres o cuatro dias después de
la inyeccidn intravenosa y se les extrajo el bazo en condiciones estériles.

Los esplenocitos se mezclaron con el mieloma P3X63 y polietilenglicol
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segun el método clasico para obtencion de anticuerpos monoclonales.
Los anticuerpos de interés se seleccionaron con el ensayo de lisis
redirigida que se describe a continuacion.

Ensayo de lisis redirigida: Es un tipico ensayo de liberacién de >'Cr
como se ha descrito anteriormente®®®. Se incubaron 5 x 10° células P815
marcadas con >'Cr, por 15 minutos, con el sobrenadante del cultivo de los
hibridomas o los anticuerpos controles como el anti-CD3, como control
positivo y varios controles negativos, entre ellos IgG de raton. A
continuacion, las células P815, con los AcM en su membrana, se
incubaron con células efectoras (clon K14B06) a una proporcion
efector:diana de 2:1 por 4 h a 37°C en un volumen total del50 uL en
placas de 96 pocillos de fondo en “V” (Costar, NY, USA). Luego se
centrifugaron las placas a 120 g por 5 minutos, se colecto6 el sobrenadante
y se midié la radiactividad en un contador gamma Packard Cobra Il
(Downers Grove, IL, USA). El porcentaje de lisis especifica (LE) se calculd
de la siguiente forma: LE= 100 x (E-C/T-C) donde E son las cuentas por
minutos (c.p.m.) donde estan las células diana y las efectoras con los
anticuerpos, C son las cuentas de pocillos con células diana pero con
medio solamente, T es la liberacién de >'Cr en los pocillos con células
diana y 100 ul de HCL 0,1 M que corresponde a la liberacion maxima de
>1Cr. El valor de C nunca fue superior al 33% del de T.

Se seleccionaron los hibridomas que producian anticuerpos capaces de
provocar una lisis especifica superior al 20%, estos fueron clonados y
reclonados por dilucion limite para estabilizar su capacidad de secretar y

garantizar la monoclonalidad.

45



Para determinar la identidad de la molécula a la que estos anticuerpos se
unian se utilizaron diferentes aproximaciones. Primeramente, se hizo un
analisis de la expresion del antigeno mediante la inmunofluorescencia
utilizando varias lineas celulares y clones de células T. De esta forma,
podiamos tener una sospecha de la molécula que reconocian los AcMs.
Luego se realizé la confirmacion de la especificidad del AcM a través de
ensayos de fluorescencia e inmunoprecipitacion y western blot con células
transfectadas con el gen del probable antigeno.

3.1.4. Estimulacion de las células, inmunoprecipitacién y ensayo de

Western blot

Las células COS-7, transfectadas de forma transitoria con el gen de CD70
humano, se lisaron en un tampon de lisis que contenia polioxietileno-10-
oleil éter (Brij-96) al 1% e inhibidores de fosfatasas y proteasas (Brij-96
1%, Tris—HCI 10 mM, pH 8.0, NaCl 150 mM, Na-vanadato 150 mM, EDTA
1 mM, PMSF 1 mM y yodoacetamida5 mM). El extracto celular se incub6
con el anticuerpo anti-CD70 (QA32) 10 ug/mL por 2 h a 4°C, los
inmunocomplejos formados se separaron con perlas de proteina G-
Sepharose (Pharmacia Biotech, Uppsala, Suecia). Para la estimulacién de
las células con anticuerpos, 1 x 10° células por muestra se incubaron a
37°C por diferentes intervalos de tiempo con los anticuerpos QA32, T3b o
IgG de ratdn (todos a una concentracion de 1 ug/mL) y luego se afadio el
anti-IlgG de raton 5 ug/mL para favorecer la agregacién, en cada caso se
ensayé ademas, como control, el anti-lgG de raton sin el primer
anticuerpo. El forbol 12-miristato 13-acetato (PMA) se us6 a 100 ng/mL.

Luego de diferentes intervalos de tiempo, las células se trataron con
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tampén de lisis que contenia Nonidet P-40 1% en presencia de
inhibidores de proteasas y de fosfatasas (Tris-HClI a 50 mM, pH 7.4,
Nonidet P-40 al 1%, NaVl a 137.5 mM, glycerol al 1%, 1 mM ortovanadato
de sodio ImM y 0,5 mM de EDTA, pH 8) Tanto los lisados celulares de las
células estimuladas con anticuerpos como los inmunoprecipitados con
anti-CD70 se analizaron en una electroforesis con un gel de poliacrilamida
en duodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE) al 10 % y luego se transfirieron
a una membrana de nitrocelulosa (Millipore, Bedford, MA).Las membranas
se bloquearon con leche desgrasada 5% en tampdén Tris/Tween 20
(TBST: Tris 10 mM, pH 7,8 NaCl 150 mM con Tween 20 0,05%) y se
incubaron toda la noche a 4°C con el anticuerpo indicado en TBST con
leche 5%. EIl revelado se realizdé con un anticuerpo anti-IgG de raton en
cabra conjugado con peroxidasa (Pierce, Rockford, IL, USA) y visualizado
con el kit de quimioluminiscencia (Pierce, Rockford, IL, USA).

3.1.5. Detecciéon de la movilizacién intracitoplasmatica de Ca**

La medicién de Ca®* se realizé en un citdmetro de flujo FACScan (Becton
Dickinson) y se utilizé el Fluo-3 (Molecular Probes, Eugene, OR, USA)
como sonda fluorescente sensible al calcio como se ha descrito en otra

publicacion®?

. Las células se resuspendieron en una solucién salina
balanceada de Hank (HBSS) a una concentracion de 3 x 10° células/mL
que contenia HEPES a 10 mM y entonces se afadieron 25 pL de Fluo-
3/AM 250 mM en dimetilsulféxido (DMSOQO) y se incubaron por 20 minutos
a 37°C. Luego se lavaron las células con HBSS Las células marcadas, 5 x

10°, se estimularon en un volumen final de 1,5 mL con F(ab’)2 de QA32

(40 pg/mL), T3b(10 pg/mL) o el control de IgG (10 ug/mL). En algunos
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casos se afadid anti-lgG de ratbn como segundo anticuerpo. La
concentracion intracelular de calcio se midié con un citbmetro de flujo
FACScan (Becton Dickinson, Mountain View, CA, USA) y el programa
CellQuest.

3.1.6. Inmunofluorescenciay analisis por citometria de flujo

Las células se incubaron a 4°C en medio de cultivo, con concentraciones
saturantes de los diferentes anticuerpos monoclonales o sobrenadantes
de cultivo, luego de lavarlas con PBS a 4°C se incubaron durante 20
minutos a 4°C con un anti-lgG-raton en cabra conjugado con isotiocinato
de fluoresceina, FITC (Dako-patts, Glostrup, Dinamarca). Las muestras se
analizaron en un citometro de flujo FACScan (Becton Dickinson Mountain
View, CA, USA) con el programa Cell Quest.

3.1.7. Deteccién de la secreciéon de TNF-a

Se cultivaron 2,5 x 10° células por pozo del clon K14B06 con 10° células
P815 por 18 horas en una placa de 96 pocillos en presencia o ausencia
de anti-CD3, anti-CD70, anti-CD29 o IgGl como control a una
concentracion final de 2 pg/mL. Luego se recolectaron los sobrenadantes
y se midi6 la concentracion de TNF-a. humano con un inmunoensayo tipo
EISA utilizando el kit OptEIA (PharMingen, San Diego, CA, USA).

3.1.8. Plasmidios y transfecciones

La secuencia del gen de CD70 humano con un epitope FLAG en el
extremo C-terminal fue subclonada en el plasmidio pCDNAS3 (Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA). EIl plasmidio pCDM8-CD27 fue donado por el Dr.
Brian Seed (Massachusetts General Hospital y Harvard Medical School,

Boston, MA, USA). La generacion del plasmidio pJFEE14-CD94 ha sido
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descrita anteriormente®®. El vector PCDMS8 fue adquirido de Invitrogen (
Carlsbad, CA, USA). La linea COS-7 fue transfectada de forma transitoria
por electroporacién. Se le administré un pulso de 975 puF y 200 V en un
electroporador Bio-rad a 3 x 10° células en 0,2 mL de medio completo.
Luego de la electroporacion, las células se sacaron y resuspendieron en
10 mL y se cultivaron con medio completo. La transfeccion de la linea
Jurkat con el vector pCDA3-CD70/FLAG o con un vector sin la secuencia
de CD70 (pCDA3) también se realizé por electroporacion. Se administrd
un pulso de 1200 puF y 280 V en presencia de 15 ug de ADN plasmidico.
Las células transfectadas de forma estable fueron seleccionadas en
medio con 1 mg/mL de G418 (Calbiochem, La Jolla, CA, USA). Los clones
CD70/FLAG se obtuvieron haciendo cultivos en diluciéon limite y luego se
seleccionaron por inmunofluorescencia y citometria de flujo.

3.1.9. Ensayos con genes reporteros

Las células Jurkat y Jurkat-CD70FLAG se electroporaron (950 p F, 260 V)
con un plasmidio reportero de la luciferasa (Luc) (0.5 ng/10° células) que
contenian tres copias consecutivas del sitio del promotor de IL-2, Factor
Nuclear de Células T Activadas (3X NFTA-Luc) o el promotor del TNF-a
humano®® y con el plasmidio de expresién de la Renilla luciferasa para
la normalizacién de la eficiencia de transfeccion®. Veinticuatro horas
mas tarde se estimularon las células con diferentes anticuerpos
monoclonales en presencia de la linea P815 o de células COS-7
transfectadas de forma transitoria con el plasmidio pCDM8-CD27. Luego
de 8 horas de estimulacion, las células se lisaron en un tampon de lisis 5X

(Promega) y se ensayaron utilizando el kit dual reportero de luciferasa.
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(Promega). La actividad de luciferasa se leyé en un luminémetro y es
expresada como unidades de luz relativa por segundo (RLU/s).

3.2. Identificacion de receptores que inhiben la citotoxicidad
inespecifica en el clon de linfocitos T citotéxicos humanos K14B06
Como el clon K14B06 es capaz de desencadenar la citotoxicidad a traves
de CD94 y CD70, independiente de TCR, decidimos buscar moléculas en
su membrana capaces de generar sefales que inhibieran esta
citotoxicidad inespecifica. Con este proposito, se ensayaron varios
anticuerpos monoclonales que se unian a moléculas de membrana de
linfocitos T humanos expresadas por el clon K14B06. El objetivo era
comprobar si al afadir uno de estos anticuerpos en el ensayo de lisis
redirigida, conjuntamente con un anticuerpo estimulador anti-CD94, se
producia una inhibicion de la lisis generada por este Ultimo. Los
anticuerpos ensayados, conjuntamente con el anti-CD94, fueron los
siguientes: anti-CD2 (TS2/18) anti-CD7 (3A1) obtenidos de la American

Type Culture Collection ,ATCC, (Manassas, VA, USA); el anti-CD28 (9.3)

fue gentilmente donado por Brystol-Myers (Seattle, WA, USA); anti-CD43
(TP 1/36), anti-CD44 (4HP2/9), anti-CD45 (D3/9), anti-CD50 (HP2/19),
anti-CD54 (D3/9), anti-CD11a (TP1/40) anti-MHC-I (HP-1F1, IgG1) y anti-
CD69 (TP 55.3), donacion del Dr. F. Sanchez-Madrid (Hospital de la
Princesa, Madrid, Espafia); anti-CD48 (I0L48) y anti-CD54 (I0L54) fueron
de Immunotech (Luminy, Francia). Todos se utlizaron a una
concentracion final de 1,7 ug/mL conjuntamente con el anti-CD94, a la
misma concentracién en un ensayo de lisis redirigida similar al que se

describe en la seccion 3.1.1 y se seleccionaron, para una posterior
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caracterizacion, aquellos que inhibian en mas de un 80% la lisis
desencadenada por anti-CD94.

Otros anticuerpos utilizados fueron el W6732 (IgG2a anti-MHC-I), que
reconoce un determinante monomorfico de las moléculas del MHC-1 y ME-
1 (anti-HLA-B27) de ATCC; el anti-H2D® (anti-MHC-I de ratén) de BD
(San Diego, CA, USA), Los anti-CD16 y anti-lg de raton conjugado con
FITC y PE de Caltag (Burlingame, CA, USA); el 3B1 (IgG2a anti-CD94),
descrito anteriormente®’?, y el Hp1F7 (IgG1 anti-MHC-I), fueron donados
por el Dr. Miguel Lopez-Botet (Unidad de Inmunologia Molecular, DCEXS,
Universitat Pompeu Fabra, Barcelona, Espafa). Los controles de isotipo
de inmunoglobulinas fueron de Sigma-Aldrich (St Louis, USA).

3.2.1. Inhibicion de la citotoxicidad inespecifica por anticuerpos
monoclonales

Este ensayo es similar al de lisis redirigida descrito en la seccion 3.1.3.
con la excepcion que las células diana, marcadas con °'Cr, fueron
incubadas con el anticuerpo anti-CD94 y los diferentes anticuerpos
monoclonales mencionados en la seccidén anterior (a una concentracion
final de 1,7ug/mL) por 30 minutos, antes de afiadir el clon K14B06 a una
relacion efector:diana de 2:1.

3.2.2. Estimulacién de las células con anticuerpos

Para inmovilizar los anticuerpos estimuladores se recubrieron placas de
fondo plano con un anti-lg de raton en oveja (7,5 pg/mL en Tris-HCL 0,1
M, pH 8,2; Sigma. St. Louis, MO, USA), 40 ulL/pocillo y se incubaron
durante toda la noche a 4°C. La placa se lavdé con PBS y luego se

afadieron 50 uL del anticuerpo en forma de sobrenadante de cultivo o
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anticuerpos purificados, a 5 ug/mL. Estos anticuerpos se incubaron por
una hora a temperatura ambiente y después la placa se lavo tres veces
con PBS. Una vez que la placa estaba revestida del anticuerpo
estimulador se afiadieron 10’ células del clon K14B06 en cada pozo con
medio que contenia IL-2 (10 U/mL).

3.2.3. Ensayo de inhibicién con dianas “frias”

La inhibicién con “dianas frias” (células P815 sin marcar con >*Cr) se llevé
a cabo de forma similar al ensayo de liberaciéon de *'Cr descrito en la
seccion 3.1.2, excepto que se incubaron diferentes cantidades de células
(linea P815) no marcadas, con células efectoras (K14B06) durante cuatro
horas en presencia de diferentes anticuerpos monoclonales. Luego se
afiadieron las células diana (LG2) marcadas con **Cry a las cuatro horas
se midi6 la radiactividad en el contador gamma. El objetivo de este
experimento es evaluar si la unién previa del clon K14B06 con las células
P815 y el anticuerpo anti-MHC-I provoca apoptosis en el K14B06 de
modo que el clon de células T no pueda luego lisar a las células de la
linea LG2 marcadas con >*Cr.

3.2.4. Ensayo de reordenamiento del centro organizador de
microtubulos (MTOC)

El objetivo de este experimento es comprobar si la agregacién, con un
anticuerpo monoclonal, de las moléculas de MHC-I en la membrana del
clon K14B06 inhibe el reordenamiento del MTOC. Este ensayo fue
realizado por el Dr. David Sancho en el Laboratorio del Dr. Francisco
Sanchez-Madrid del Hospital de la Princesa de Madrid de forma similar a

(174).

la descrita®’®. Se incubaron 10’ perlas de poliestireno (Sigma), de un
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diametro de 6,4 um, a temperatura ambiente con los anticuerpos anti-
CD3, anti-MHC-I o anti-CD94 (todos a 10 upg/mL), en rotacion continua.
Luego se saturaron las perlas con albumina bovina al 1% en PBS, se
lavaron y guardaron a 4°C hasta su uso. Para el ensayo de conjugacion
perlas-células se mezclaron las perlas recubiertas de anticuerpos y el clon
K14B06 en una proporcion 1:1 en medio de cultivo y se dejaron
interactuar por 15 minutos. Luego, los conjugados perlas-células se
resuspendieron suavemente y se colocaron sobre un portaobjetos
recubierto con poli-L-lisina, donde se incubaron durante 15 minutos a
37°C. Para fijar las células y hacerlas permeables, estas se incubaron
durante 5 minutos en una mezcla de formaldehido al 2% -Triton X-100 al
0,5 % en PBS y luego se tifieron con un anticuerpo anti-alfa-tubulina
(Sigma, diluciéon 1:3000) para su observacion en el microscopio de
fluorescencia. Se considero que el centro organizador de los microtubulos
estaba reorientado cuando se localizo en la proximidad de la perla entre el
nacleo y la membrana del clon de células T. Se contaron, al menos, 200
conjugados en cada experimento.

3.3. Analisis estadistico

El analisis estadistico utilizado para examinar las diferencias en la
inhibicion de la citotoxicidad representados en las Figuras 11 y 14 fue el
test de rangos con signos de Wilcoxon para muestras pareadas. El
examen de las diferencias de las medias de porcentajes de lisis especifica
y secrecion de TNF representados en las Figuras 3 y 4 fue realizado con
un analisis de varianza (ANOVA) completamente aleatorio y se

compararon las medias mediante el test de Student-Newman-Keuls.
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4. RESULTADOS

4.1. lIdentificaciobn de receptores que desencadenen la citoxicidad
independiente de TCR en un clon de linfocitos T citotoxicos humanos
4.1.1. Obtencion de anticuerpos monoclonales contra receptores que
desencadenen la citoxicidad independiente de TCR en un clon de
linfocitos T citotoxicos humanos

Se inmunizaron 15 ratones con el clon K14B06. Se extrajeron los bazos y los
esplenocitos fueron inmortalizados mediante la fusion con la linea de mieloma
P3X63. Cada bazo tenia, aproximadamente, 10’ esplenocitos, por lo que se
sembraron en total unos 15 000 pocillos. Los pocillos con crecimiento de
hibridomas fueron ensayados para determinar si contenian anticuerpos capaces
de inducir lisis redirigida con la linea P815 y el clon K14B06. En nueve de los 13
500 pozos ensayados se encontraron anticuerpos capaces de inducir una lisis
especifica superior al 20%. En la Tabla 1 se muestran algunas de las
caracteristicas de los anticuerpos obtenidos.

Luego de clonar los hibridomas por dilucién limite para estabilizar su capacidad
de secrecion, procedimos a determinar la identidad de la molécula que
reconocian los anticuerpos.

Los ensayos de inmunofluorescencia con diferentes lineas y clones celulares

nos permitieron comprobar que tres de los anticuerpos estaban dirigidos contra
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determinantes de TCR especificos del clon K14B06, pues sélo tefilan a este
clon y no a otros clones de linfocitos T humanos CD4" o CD8" ni a células
mononucleares de sangre periférica de donantes sanos.

Tabla 1. Caracteristicas de los anticuerpos monoclonales obtenidos

Anticuerpo Isotipo % de lisis  Antigeno

especifica*
OA106 l0G1 95 TCR
QA790 laG1 98 TCR
QA219 laG2a 97 TCR
QA839 l0G1 33 CD26
7-A9 ND 30 CD26
QA32 laG1 61 CD70
QA371 l0G1 52 CD70
8B10 ND** 36 CD94
2H7 ND 40 CD94

* El porcentaje de lisis especifica que se muestra proviene de un experimento de 7 con resultados
similares. La relacién efector:diana fue 2:1.
** ND significa que no se determing el isotipo del anticuerpo.

Ademas, como se observa en la Tabla 1, la citotoxicidad que desencadenaron
estos anticuerpos en el ensayo de lisis redirigida fue superior al 90% de lisis
especifica, similar a la que se obtiene con los anticuerpos controles anti-CD3.
Estos anticuerpos fueron caracterizados con mayor profundidad por otros
miembros del grupo®®.

Dos anticuerpos fueron especificos para CD94, otros dos para CD26 y los dos
restantes se unian a CD70. Los anticuerpos anti-CD94 pueden reconocer al
heterodimero CD94/NKG2C o a un heterodimero activador CD94/NKG2H
expresado por el clon K14B06 y descrito previamente por otros miembros del
grupo™®. Para determinar la especificidad de los anticuerpos anti-CD26 se

realiz6 una inmunofluorescencia con células Jurkat transfectadas con un vector

gue contenia el gen de CD26 humano y otras transfectadas con el vector vacio.
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Los anticuerpos 838 y 7-A9 solo reconocieron a las células Jurkat transfectadas
con CD26.

Debido a que el papel de TCR y CD26 como receptores activadores y
coestimuladoras, respectivamente, ha sido ampliamente estudiado, y la
capacidad de CD94 para desencadenar la lisis independiente de TCR en el clon
K14B06 fue reportada recientemente?, los anticuerpos dirigidos contra estas
moléculas no fueron sometidos a una posterior caracterizacion. Sin embargo, el
hecho que dos de los anticuerpos obtenidos se unieran a CD70 nos hizo
sospechar en una posible funcién de esta molécula como receptor activador. La
principal funcion asignada a CD70 ha sido como ligando de CD27, por tal
motivo, nuestro estudio se dirigidé hacia una caracterizacion mas profunda del
papel de CD70 como molécula de membrana capaz de transmitir sefiales al
interior de los linfocitos T citotoxicos. Para este fin utilizamos uno de los dos
anticuerpos obtenidos: el QA32.

4.1.2. El anticuerpo QA32 es especifico para CD70 humano

Los ensayos de inmunofluorescencia con la linea celular COS-7 transfectada
con un plasmidio que codificaba para CD70 humano mostraron que el
anticuerpo QA32 tefiia, especificamente, a estas células y no a su contraparte
sin transfectar o a las transfectadas con el vector vacio (Figura 1).

La especificidad de QA32 para CD70 humano también se comprobd6 con los
resultados del experimento de inmunoprecipitacion donde se observa (Figura.
2) que este anticuerpo es capaz de inmunoprecipitar al CD70 a partir de un

lisado de células COS-7 transfectadas con el gen que codifica para esta
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molécula. El patron de bandas que se obtiene se corresponde con lo
. .. (148-150)

previamente descrito . Se observa una banda de unos 29 KD en lo que

corresponde a monomeros de CD70 y otras bandas adicionales de mayor peso

molecular, posiblemente producto de la formacion de dimeros o trimeros.

Control QA32

<5%0 <5%

pCDNA3

PCDNA3-
CD70/FLAG

ndmero de células

log intensidad de fluorescencia

Figura 1. El anticuerpo monoclonal QA32 reconoce especificamente a CD70 humano. Las células
COS-7 fueron transfectadas con el vector vacio pPCDNAS3 o con el vector pCDND3-CD70/FLAG. La
inmunofluorescencia indirecta se realizo 48 horas después con al anticuerpo QA32 o el sobrenadante del
mieloma P3X63 (Control) como control negativo. Se muestran los resultados de un experimento de 5 con
resultados similares.
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Figura 2. El anticuerpo QA32 precipita a la molécula CD70 expresada transitoriamente en la linea
COS-7. Un lisado de las células transfectadas de forma transitoria con el vector vacio (Columna 1) o con
el vector pPCDNA-CD70/FLAG (Columna 2) fueron inmunoprecipitados con el anticuerpo QA32, después
sometidos a una electroforesis en gel de poliacrilamida al 10 % en condiciones de no reduccion y
transferidos a una membrana de nitrocelulosa. La deteccion de CD70 en la membrana se realiz con un
anticuerpo anti-FLAG M2. Se muestra un experimento de dos con resultados similares.
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4.1.3. El anticuerpo anti-CD70 (QA32) desencadena la lisis redirigida en
varios clones de células T humanas

Debido a las caracteristicas especiales del clon K14B06, pudiera pensarse que
la lisis inespecifica que se produce luego de la agregacion del CD70 en su
membrana es un fendmeno exclusivo de este clon. Por tal motivo, decidimos
evaluar si la activacion de la citotoxicidad a partir de la agregacion de CD70
podia ocurrir en otros clones de linfocitos T. Para ello seleccionamos varios
clones, obtenidos en el laboratorio de acuerdo a lo indicado en Materiales y
Métodos, con la premisa de que expresaran CD70 en su membrana. Esto ultimo
se determind por inmunofluorescencia indirecta con al anticuerpo QA32. Unos
clones tenian fenotipo CD3"y5", otros CD3"af"CD4" y otros CD3"aff"CD8". Con
cada uno de ellos se realizé el ensayo de lisis redirigida similar al que se hizo
con el clon K14BO06.

Tanto los clones T CD3"CD8 o’ como los CD3"y8" desencadenaron una lisis
especifica superior al 20% con el anticuerpo anti-CD70. La magnitud de la lisis,
aungue variable en los distintos clones de células T, fue menor que la que
provoco el anti-CD3 (p=0.01) pero superior al control negativo de anti-lgG de
ratén (p=0.01) que nunca sobrepaso el 4% (Figura. 3). Sin embargo, los clones
T CD3+CD4'ap’, apenas respondieron al anti-CD70 mientras continuaban
produciendo lisis cuando eran activados con un anti-CD3- (Figura. 3). La media
del porcentaje de lisis especifica en los diferentes clones CD3*CD4"af",
estimulados con anti-CD70, no fue diferente al control negativo de IgG de ratén

pero si fue superior (p=0.01) cuando se estimularon con el anti-CD3.
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Figura 3. El anticuerpo anti-CD70 (QA32) desencadena la lisis redirigida en varios clones de células
T humanas. Se mezclaron diferentes clones de linfocitos T humanos (A- Clones CD70%y8" (A) y B-
Clones CD70"CD8%af* (0) 6 CD70"CD4*aB* (s) ) con la linea celular P815 marcada con *'Cr en
presencia del anticuerpo anti-CD70 (QA32), anti-CD3 (T3b) o IgG de ratén a una concentracién final de
1.8 pg/mL y se incubaron por cuatro horas a 37°C. Luego se extrajo el sobrenadante, se midié la
radiactividad y se calculo la lisis especifica. La relacion efector:diana fue 2:1. La lisis especifica en
presencia de IgG de ratdn fue siempre menor que 4%. Las lineas que unen los simbolos se usan para
parear los resultados de cada clon con el anti-CD70 o el anti-CD3. Se muestran los resultados de un
experimento de cinco con similares resultados.

4.1.4. La activacion de clones de linfocitos T mediante la agregacion de
CD70 con QA32 es capaz de provocar secrecién de citoquinas como el
TNF-a. y aumentar la expresion de CD25

Una vez demostrado que la agregacion de CD70 con el anticuerpo QA32 puede
activar los mecanismos de lisis inespecifica en clones de linfocitos T citotoxicos
pasamos a comprobar si esta sefial era capaz de generar otros procesos
relacionados con la activacion celular como la secrecion de TNF-a y el aumento
en la expresion de CD25. Cuando el anticuerpo anti-CD70 se inmovilizo en la
superficie del plastico en una placa de 96 pocillos, y luego se afadieron los
clones de linfocitos T, no se observo ni aumento en la secrecion de TNF-a ni en

la expresion de CD25, contrariamente a lo que ocurrid con otros receptores
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activadores como CD3 o CD16. Sin embargo, cuando la estimulacién de los
clones de células T se realizdé con el anti-CD70 unido a la membrana de las
células P815, de forma similar al experimento de citotoxicidad reversa, si se
observé un aumento en la secrecion de TNF-a.(Figura 4) y en la expresion de

CD25 (Figura 5).
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Figura 4. La union del anticuerpo anti-CD70 (QA32) a clones de linfocitos T humanos induce la
secrecion de TNF-a.. Se incubaron diferentes clones de células T, CD70°CD4*(0) 6 CD70"CD8"(e) a una
concentracion final de 250 000 células/pocillo con células P815 (100 000 células/pocillo) por 18 horas a
37°C en presencia de anti-CD3 (T3b), anti-CD70 (QA32), anti-CD29 (TS1/16) 6 IgG de ratén a una
concentracion final de 2 pg/mL. Luego se recolect6 el sobrenadante y se midi6 la concentracion de TNF-a
mediante un inmunoensayo tipo ELISA con el Kit OptEIA de PharMigen. Se muestran los resultados de
un experimento de tres con resultados similares.

La secrecion de TNF-a en clones de linfocitos T, luego de la estimulacion a
través de CD70, fue significativamente menor (p=0.01) que la que se produjo
después de la estimulacion a partir de CD3 pero mayor que el control negativo
(p=0.01) representado por un anticuerpo no relacionado contra otra molécula
de membrana (anti-CD29). Bajo estas mismas condiciones de experimentacion,

también aumento la expresion de CD25 luego de la estimulacion de algunos

60



clones de linfocitos T, incluyendo al K14B06, con el anticuerpo anti-CD70

(Figura 5).
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Figura 5. La estimulacion de clones de linfocitos T con el anticuerpo anti-CD70 (QA32) provoca un
aumento en la expresion de CD25. Se mezclaron 250 000 células de cada clon de linfocitos T (K14,
AH9 o0 K17) con 100 000 células de la linea P815 en placas de 96 pocillos en medio de cultivo y se
incubaron a 37°C por 24 h en presencia de los anticuerpos que se indican (anti-CD3, anti-CD70 o anti-
CD29 como control negativo). Luego se lavaron las células y se tifieron por inmunodeficiencia indirecta
con un anti-CD25. Se muestran resultados de un experimento de cinco con datos similares.
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415. La agregacion de CD70 provoca movilizacion de Ca*
intracitoplasmaético

Entre los eventos tempranos que ocurren luego de la estimulacién de los
linfocitos a través de receptores activadores como TCR-CD3 estan la
movilizacién de Ca?" intracitoplasmatico. Pudimos comprobar que la agregacion

de las moléculas de CD70 con el anticuerpo monoclonal QA32 provoco la
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liberacién de Ca®" en el clon T K14B06 (Figura 6). Sin embargo, para que el
anticuerpo QA32 indujera la movilizacién de Ca*® fue necesario aumentar la
agregacion afiadiendo un segundo anticuerpo anti-lgG de raton mientras que el
anticuerpo anti-CD3 (T3b) no necesité del segundo anticuerpo para producir el

mismo efecto.
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Figura 6. La agregacion de CD70 en la superficie del clon K14B06 con el anticuerpo QA32 provoca
movilizacién de Ca?* intracitoplasmatico. En el panel superior se muestra la expresién de CD70 y CD3
en el clon K14B06 tal como se determin6 por inmunofluorescencia indirecta con los anticuerpos anti-CD3
(T3b), anti-CD70 (QA32) o el sobrenadante del mieloma P3X63 como control negativo. El segundo
anticuerpo fue anti-ly de raton-FITC. En el panel inferior mostramos la liberacion de Ca*
intracitoplasmatico del clon K14B06 luego que estas células fueron marcadas con Fluo-3AM vy
estimuladas con los anticuerpos anti-CD70 (QA32), anti-CD3 (T3b) o IgG de ratén. Luego se afiadié un
segundo anticuerpo anti-lIgG de ratén (SAM) para aumentar el entrelace. Las flechas indican el momento
en que se afiadio el anticuerpo. El eje de las “Y” representa la intensidad relativa de la fluorescencia. Se
muestra un experimento de cuatro con resultados similares.

4.1.6. La sefnalizacion a través de CD70 involucra activacion de las

guinasas MAP
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Se ha propuesto que la via de las quinasas MAP esta involucrada en el
mecanismo de la citotoxicidad. Con el objetivo de evaluar si esta via se activa
luego de la agregacion de CD70 realizamos un experimento con el clon
K14BO06. Al afiadir el anticuerpo anti-CD70 y un segundo anticuerpo (anti-IgG de
raton) para aumentar la capacidad de agregacion, observamos una fosforilacion
temprana de ERK, en concordancia con la activacion de la via de las quinasas

MAP (Figura 7).
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Figura 7. Las sefiales que se transmiten a partir de la agregacién de CD70 involucran activacién de
las quinasas MAP. El clon K14B06 fue estimulado con el anticuerpo anti-CD70 (QA32) como se
describe en Materiales y Métodos y luego de lisar las células se afiadi6 un lisado de 10° células por carril
en una electroforesis en gel de poliacrilamida al 10% en condiciones de no-reduccion; se transfirié a una
membrana de nitrocelulosa y se realiz6 el inmunoblot con anticuerpos que reconocen, especificamente, a
la ERK fosforilada en tirosinas (anti-P-ERK1/2). Como control se reveld, en el panel inferior, con una
anticuerpo anti-pan-ERK para comprobar que se afiadieron cantidades similares en cada columna. XL
significa que se afiadié un segundo anticuerpo anti-lg de ratén para aumentar la agregacién; PMA que se
estimularon las células con forbol 12-miristato 13-acetato y SAM es el control negativo en el que se
estimularon las células con anti-IgG de raton sin afadir previamente un primer anticuerpo. Las células
fueron lisadas en diferentes momentos después de la estimulacién como se muestra encima de cada carril
(" minutos). El tiempo para SAM y PMA fue de 10 minutos. Se muestra un experimento de tres con
resultados semejantes.

4.1.7. La transduccion de senales a través de CD70 también se observa en

células Jurkat transfectadas con CD70 humano
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Para precisar el papel de CD70 como receptor capaz de transmitir sefiales
activadoras al interior de las células T, utilizamos células Jurkat CD70°CD27" y
las transfectamos de forma estable con un vector que contenia el gen de CD70
humano. De esta forma, nos aseguramos que estas células no expresaran
CD27 o CD70 endogeno y entonces podiamos comprobar que la expresion del
CD70 transferido, era la condicién necesaria para desarrollar cualquier funcién
luego de agregar el CD70 en su membrana con un anticuerpo. El clon de
células Jurkat—-CD70 que seleccionamos y clonamos era uno que tenia un nivel
de expresion de CD70 comparable al clon K14B06. Con estas células Jurkat
transfectadas, se observé que el anti-CD70 inducia fosforilaciéon de ERK (Figura
8).

También detectamos fosforilacion de Akt (Figura 8), lo que sugiere que la
enzima PI-3K puede estar involucrada en las sefiales mediadas por CD70. En
este modelo celular la estimulacion a través de CD70 también provoco
liberacién intracitoplasmatica de Ca** (Figura 9).

4.1.8. La agregacion del CD70 por su ligando natural, CD27, provoca una
induccion de la transcripcion en células CD70"

Los anticuerpos monoclonales contra receptores activadores que se conectan a
las vias de proteinas quinasas de tirosinas, como el TCR-CD3, pueden
funcionar como “sustitutos” del ligando natural. Sin embargo, la agregacion de
un receptor provocada por un anticuerpo puede ser diferente a la que produce
su ligando fisiolégico. Con la intencion de comprobar si CD70 era capaz de

transducir sefiales cuando se une a su ligando natural y no so6lo cuando es
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agregado por un anticuerpo monoclonal, realizamos un experimento en el que
mezclamos células CD27" con células CD70" para comprobar si en estas

ultimas se producia una induccién de la transcripcion de genes reporteros.
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Figura 8. La agregacion de CD70 con el anticuerpo QA32 induce fosforilacion de las quinasas MAP
(ERK) y Akt en las células Jurkat transfectadas con CD70/FLAG. Las células Jurkat-CD70/FLAG
fueron estimuladas igual que en el experimento representado en la Figura 7. El lisado de células se analizd
en una electroforesis con gel de poliacrilamida y SDS al 10% bajo condiciones de no reduccion. En el
Western blot se revelé con A) un anticuerpo especifico para fosfo-p42/44 ERK (anti-P-ERK1/2) y B) un
anticuerpo anti-fosfo-Akt (anti-p-Akt) serina 473. Las membranas también fueron reveladas con un
anticuerpo anti-pan ERK o anti-pan Akt para comprobar que se aplicaron cantidades comparables en el
gel. XL QA32 significa que se afiadio un segundo anticuerpo anti-lIg de raton para aumentar la agregacion
de CD70; PMA que se estimularon las células con forbol 12-miristato 13-acetato, QA32 que se
estimularon las células con el anticuerpo QA32 sin afadir el anti-IgG de ratén, XL IgG que se afiadio el
control negativo de 1gG de ratén y el segundo anticuerpo anti-1gG de raton; y SAM es el control negativo
en el que se estimularon las células con anti-lgG de raton sin afiadir previamente un primer anticuerpo.
Tanto SAM como QA32 y PMA se afiadieron a los 10 minutos. Se muestra un experimento de tres con
similares resultados.
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Figura 9. El anticuerpo anti-CD70 (QA32) induce la movilizacién de Ca*" intracitoplasmatico en
células Jurkat transfectadas con CD70/FLAG. En el panel de arriba se muestra el resultado de la
tincion por inmunofluorescencia indirecta para determinar la expresion de CD70 en las células Jurkat
antes y después de ser transfectadas con el vector que codifica para CD70 humano. Debajo se muestra la
liberacion de Ca?* en estas células, marcadas con Fluo/3AM, luego de ser estimuladas con los anticuerpos
anti-CD70 (QA32) y anti-CD3 (T3b). Las células se analizaron con el citdmetro de flujo y se representa
las unidades de fluorescencia relativa (eje “Y”) contra el tiempo (eje “X”). El procedimiento es similar al
que se muestra en la Figura 6. Este es un experimento representativo de tres con similares resultados.
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Figura 10. La agregacion de CD70 por un anticuerpo monoclonal o por su ligando, CD27, induce la
activacion de la transcripcion en células Jurkat CD70". Panel superior: Las células Jurkat-
CD70/FLAG transfectadas temporalmente con dos plasmidios diferentes que contienen el gen reportero de
la luciferasa bajo el control del promotor de TNF-alfa humano o de la secuencia que se une a NFAT, se
mezclaron con células P815 y uno de los siguientes anticuerpos: anti-CD70, anti-CD3 o IgG. de rat6n
como control. A las 8 h se midi6 la actividad de luciferasa que se expresa, en el eje de las “Y”, en
unidades de luz relativa por segundo. Panel inferior: Las mismas células representadas en el panel
superior se mezclaron con células COS-7 transfectadas de forma temporal con un vector que contiene el
gen de CD27 (pCDMB8-CD27), con el vector vacio (pCDM8) o un vector que contiene el gen de CD94
(pJFE1-CD94) como control. Se presentan los resultados de un experimento de tres con datos similares.

Las células Jurkat y Jurkat-CD70/FLAG fueron electroporadas con un plasmidio
gue contenia el gen reportero de la luciferasa bajo promotores de IL2 y de TNF
segun se explica en los Materiales y Métodos. Estas células se mezclaron con
otras transfectadas de forma transitoria con el gen del CD27. En la Figura 10 se
muestra que el gen de la luciferasa se expreso tanto cuando las células fueron

estimuladas con el anticuerpo monoclonal como cuando se estimularon con las
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células CD27". El fendmeno no ocurri6 en las células Jurkat CD70". Por tanto, la
transduccion de sefiales que ocurre cuando el CD70 es agregado tanto por
anticuerpos como por su ligando natural, CD27, conduce la expresion de
nuevos genes en las células CD70".

4.2. ldentificacion de moléculas que inhiben la citotoxicidad inespecifica
generada a partir de receptores no clonotipicos en linfocitos T humanos

Si la citotoxicidad puede ser inducida independiente de TCR por receptores con
distribucion no clonotipica como CD94 y CD70 en determinados clones de
linfocitos T, es probable que estas células expresen moléculas en su membrana
encargadas de generar sefiales inhibitorias para evitar fendmenos de
autoinmunidad. Por tanto, otro objetivo de nuestro trabajo fue identificar
moléculas de membrana en linfocitos T capaces de desencadenar sefales
intracelulares que inhibieran la citotoxicidad inespecifica (independiente del
TCR).

El clon K14B06 desencadena una lisis especifica superior al 60% cuando es
activado con un anticuerpo anti-CD94 en los ensayos de lisis redirigida con la
linea P815“?. Para buscar moléculas de membrana capaces de inhibir la
citotoxicidad inespecifica realizamos un experimento tipico de lisis redirigida con
el clon K14B06 y la linea P815 (marcada con °'Cr), en presencia de anti-CD94.
A esta mezcla se le afadié anticuerpos monoclonales dirigidos contra
moléculas de membrana expresadas por el clon K14B06 con el fin de

comprobar si inhibian la lisis mediada por anti-CD94.
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De los anticuerpos ensayados, solo aquellos dirigidos contra moléculas del
MHC-1 provocaron una inhibicién superior al 70%. Como esta capacidad de
inhibir la citotoxicidad inespecifica no ha sido descrita para las moléculas del
MHC-I, nuestro trabajo se dirigié a caracterizar la inhibicion que provocan los
anticuerpos anti-MHC-1 en la lisis independiente de TCR mediada por anti-
CD94.

4.2.1. La lisis redirigida a través del CD94 es inhibida por los anticuerpos

anti-MHC-I
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Figura 11. La lisis redirigida inducida a través de CD94 es inhibida por un anticuerpo anti-MHC-I.
La linea P815 marcada con *'Cr se incub6 con un anticuerpo monoclonal anti-CD3 (T3b, IgG2a), anti-
CD9Y%4 (3B1, 1gG2a) o anti-CD26 (QA839, 1gG1) por 30 minutos en ausencia (barras oscuras) o presencia
(barras claras) del anti-MHC-1 (Hp-1F7, 1gG1). Cada anticuerpo se utilizo a una concentracion final de 1,7
ug/mL Luego se afiadid el clon T K14B06 a una relacion efector:diana de 2:1 y a las 4 h se extrajo el
sobrenadante para determinar el porcentaje de lisis especifica. La PHA (fitohemaglutinina) se utilizé a una
concentracion de 1/500 v/v. Los datos representan la media de 22 experimentos (anti-CD94), 6
experimentos (anti-CD3) o cinco experimentos (anti-CD26 y PHA) El procedimiento estadistico utilizado
para examinar la diferencia en muestras pareadas fue la prueba no paramétrica de Wilcoxon.

* p<0.001.
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Como se muestra en la Figura 11, la adicion de un anticuerpo anti-MHC-I (1F7),
inhibe la lisis redirigida mediada por CD94 pero no afecta la lisis que se induce

a través de CD3 ni de CD26. La citotoxicidad inducida por lectinas en este tipo
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de ensayos mostré una disminucién cuando se agregaron simultdneamente las
moléculas de MHC-I, pero esta inhibicion no fue significativa estadisticamente
(Figura 11).

4.2.2. Se requiere una amplia agregaciéon de las moléculas del MHC-I en la
membrana del clon K14B06 para provocar el efecto de inhibicion de la
citotoxicidad inespecifica inducida por CD94

Obtuvimos fragmentos F(ab’)2 a partir de los dos anticuerpos anti-MHC-I (1F7 y
W6/32) con la intencidn de comprobar si para que se produjera la inhibicion era
necesario una amplia agregacion de las moléculas de MHC-I en la membrana
del clon K14B06 o, por el contrario, bastaba con la simple union bivalente de

una molécula de anticuerpo.
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Figura 12. Se necesita una amplia agregacién de las moléculas de MHC-I para que ocurra la
inhibicion de la lisis redirigida a través de CD94. Las células P815 marcadas con *'Cr se incubaron con
anti-CD94 (3B1, 1gG2a) a 1,7 pg/mL por 30 minutos en presencia de diferentes concentraciones de los
anticuerpos anti-CD29 (CD29), anti-MHC-I (1F7), anti-MHC-I (W6/32) o los respectivos fragmentos
F(ab”), de estos anticuerpos anti-MHC-I como se muestra en la leyenda. Luego se afiadi6 el clon K14B06
a una relacion efector:diana 2:1 y se midio la lisis a las 4 h. Este experimento representa uno de cuatro con
resultados similares.

Como se muestra en la Figura 12, los fragmentos F(ab’)2 fueron incapaces de

provocar la inhibicion, sélo las moléculas completas de anticuerpos, que se
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unen a la membrana de la linea P815 por su fragmento Fc, lo podian hacer y de
una forma dependiente de la dosis. Este resultado sugiere que para producir la
inhibicion es necesaria una amplia agregacion de las moléculas de MHC-I y que
no basta con que se entrecrucen dos moléculas a partir de un anticuerpo
bivalente.

4.2.3. La inhibicion de la lisis redirigida del anti-CD94 es producto de la
agregacion de las moléculas de MHC-1 en la membrana del clon K14B06 y
no depende de receptores para Fc presentes en la membrana del clon de
linfocitos T

Los anticuerpos anti-MHC-I (1F7 y W6/32) se unen también a las moléculas de
MHC-I presentes en la membrana de la linea P815 pues muestran cierta
reactivada cruzada con las moléculas del MHC-I de ratén. Por tanto, se podria
pensar que el efecto inhibitorio esta relacionado con la presencia de receptores
Fc en la superficie del clon K14B06. Para descartar esta posibilidad
aprovechamos la circunstancia de que el clon K14B06 expresa en su

membrana HLA-B7(*3168)

, molécula que no expresa la linea P815. Como se
muestra en la Figura 13, la inhibicién también se produjo cuando utilizamos un
anticuerpo anti-MHC-| especifico para HLA-B7 (ME-1) que no se une a la
superficie de P815.

Para mayor confirmacion de este fendbmeno encontramos que un anticuerpo
anti-H2DY (anticuerpo contra las moléculas del MHC-I que expresa la linea

P815) no tiene ningun efecto sobre la lisis redirigida a través de CD94. De esta

forma, se excluye la posibilidad de que las moléculas receptoras de Fc
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presentes en la superficie del clon T K14B06 jueguen algun papel en esta
inhibicion.
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Figura 13. La inhibicién de la lisis es consecuencia de la agregacion de las moléculas de MHC-1 en la
membrana del clon K14B06 y no de la unién de los anticuerpos a los receptores Fc en la membrana
de este clon, Las células de la linea P815 se incubaron por 30 minutos con anti-CD94 (3B1, 1gG2a) en
ausencia o presencia de un anti-HLA B7/B27 (MEL, IgG2a) ) o un anti-H-2D® (H2Dd). Luego se afiadi6 el
clon K14B06 a una relacion efector:diana 2:1 y se midio la lisis especifica a las 4 horas. Cada anticuerpo
se utiliz6 a una concentracidn final de 1,7 ug/mL Los datos representan la media de 18 experimentos para
anti-CD94 + ME1 y cinco experimentos para anti-CD94 + anti-H2D". El procedimiento estadistico
utilizado para examinar la diferencia en muestras pareadas fue la prueba no paramétrica de Wilcoxon.

% p<0.001.

4.2.4. La inhibicién de la lisis redirigida que causa MHC-I no es debido a la
induccion de apoptosis a paralisis en el clon K14B06

Se ha descrito que la agregacion, con anticuerpos monoclonales, de las
moléculas del MHC-I presentes en la membrana de los linfocitos induce
apoptosis en las células T*?. Para comprobar si la apoptosis es el mecanismo
a traveés del cual ocurre esta inhibicién de la lisis redirigida inducida por MHC-I,
aprovechamos el hecho de que el clon K14B06 mata, a través de su TCR, a la
linea linfoblastica LG2%®. Se disefié un experimento encaminado a evaluar si
el contacto del clon K14B06 con células P815 cargadas con un anticuerpo anti-
MHC-I provocaba una disminucion de la lisis de las células LG2. Esto seria una
expresion de que el contacto previo con el anti-MHC-I provoca apoptosis 0

paralisis en el clon K14BO06.
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El clon K14B06 se mezclé con P815 “frias” en presencia de diferentes
anticuerpos monoclonales (anticuerpo control, anti-CD94 y anti-HLA-B7). Cuatro
horas después, se afiadieron células de la linea LG2 marcadas con *'Cry a las

cuatro horas se analiz6 la lisis especifica (Figura 14).
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Figura 14. La inhibicion, mediada por MHC-I, de la lisis redirigida inducida por anti-CD94 no es
debido a la induccion de apoptosis en el clon de células T. Las células P815 “frias” (sin marcar con
*1Cr) se incubaron con un anticuerpo anti-CD94 (3B1) en presencia o ausencia del anticuerpo anti-HLA
B7/B27 (MEZ1) por 30 minutos. Se afiadié 1gG1 de raton (IgG1) como control en los casos que se indica en
la leyenda. Cada anticuerpo se utiliz6 a una concentracion final de 1,7 pg/mL Como control del
experimento se incubo la linea P815 con el anticuerpo anti-MHC-I (ME1) pero en ausencia del anti-CD94.
Luego se afiadio el clon K14B06 y se incubaron por 4 h. Pasado este tiempo se afiadieron las células de la
linea LG2 marcadas con *'Cr. La lisis especifica se midi6 4 horas mas tarde. El eje “X” indica la relacion
efector:diana. Se muestran los datos de un experimento de tres con resultados similares.

La pre-incubacién de las células de la linea P815, cargadas con un anti-MHC-I,
con el clon K14B06 no provoco una disminucion de la lisis de las células LG2
marcadas con >'Cr. Esto concuerda con el hecho de que el contacto entre anti-

MHC-1 y K14B06 no provocé apoptosis o pardlisis en este clon. Por otra parte,
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esta pre-incubacién inhibié parcialmente la lisis de LG2 en presencia de anti-

CD94.
4.2.5. La agregacion de MHC-I con anticuerpos monoclonales inhibe la

movilizacion del centro organizador de los microtiubulos (MTOC) que
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Figura 15. Los anticuerpos anti-MHC-I inhiben el reordenamiento del MTOC inducido por las
perlas recubiertas con anti-CD94. a) Se formaron conjugados entre el clon K14B06 y perlas de
poliestireno recubiertas con anti-CD94 (3B1) o anti-CD94 + anti-MHC-I (1F7). En la imagen de la
izquierda (DIC, differential interference contrast) se muestran conjugados representativos y en la de la
derecha la inmunofluorescencia luego de una tincién con un anticuerpo anti-a-tubulina. La imagen de
fluorescencia en forma de “medias lunas” indica reorientacion del MTOC en la zona de contacto
célula:perla. b) Andlisis estadistico de la reorientacion del MTOC que mostraron los conjugados
formados entre el clon K14B06 y las perlas recubiertas con los anticuerpos. Los anticuerpos que contenian
las perlas se indican en el eje “X”; las barras oscuras indican presencia y las claras ausencia del anticuerpo
anti-MHC-I (10 pg/mL). Se contaron 200 conjugados por experimento. % p<0.005 con respecto al mismo
anticuerpo en ausencia del anti-MHC-I

anti-CD94

anti-CD94
+

anti-MHC-l

% Translocacién MTOC

Una de las consecuencias de la activacion celular a partir de TCR-CD3 es la
modificacion del citoesqueleto que se manifiesta por una reorientacién del
MTOC del linfocito hacia la vecindad del contacto célula:célula. Lo mismo
ocurre con las células NK cuando son activadas a través de sus receptores

activadores. Por tal motivo, tratamos de comprobar si la inhibicion inducida por
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anti-MHC-I se acompafaba de una disminucién en el reordenamiento del
MTOC en el clon K14B06. Para evaluar este fendbmeno, se mezclaron perlas
recubiertas con anticuerpos anti-CD3, anti-CD94, y anti-MHC-I, con el clon
K14B06, se permitio la formacion de conjugados células:perlas y luego se
analizaron con el microscopio confocal. Cuando el clon K14B06 se mezcl6é con
perlas recubiertas con anti-CD94, anti-CD3, o anti-CD3+anti-MHC-I, ocurrié una
reorientacion del MTOC hacia la zona de contacto célula-perla. Por el contrario,
en los conjugados formados entre K14B06 y las perlas recubiertas con anti-
CD94+anti-MHC-I, donde tanto el CD94 como MHC-I son simultaneamente
agregadas, se observo una significativa reduccion del reordenamiento del
MTOC (Figura 15).

4.2.6. Los anticuerpos anti-MHC-I no inhiben el aumento en la expresion
de CD25 causada por el anti-CD94

La inhibiciébn causada por los anticuerpos anti-MHC-I a la citotoxicidad inducida
a través de CD94 pudiera ser solo un componente de una modulacion mas
amplia a las funciones del clon de CTL. Otros cambios que ocurren en la célula
producto de la activacion también pudieran estar siendo inhibidos. Por tal
motivo, quisimos evaluar si el aumento en la expresion de CD25 que induce el
anti-CD94 en este clon de células T es inhibida por los anti-MHC-I. Con este
propésito, recubrimos placas de 96 pocillos con anticuerpos monoclonales anti-
CD94 y anti-MHC-I. Como se muestra en la Figura 16, la agregacion simultanea
de MHC-I y CD94 no modifica la expresion de CD25 inducida por anti-CD94

bajo estas condiciones.
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Figura 15. El aumento de la expresion de CD25 inducido por anti-CD94 no es inhibido por un anti-
MHC-I. Se recubrieron placas con diferentes concentraciones de anti-CD3 (panel superior) y anti-CD94
(panel inferior) y 2 ng/ml de anti-MHC-1 (1F7) o anti-CD45. Como control una mezcla de 1gG1 e 1gG2a
de raton (mezcla de 1gG). Luego se afiadieron las células K14B06 e IL2r (5 U/mL). A las 48 h se
determind la expresion de CD25 por inmunofluorescencia y citometria de flujo. Cada punto representa la
media de tres pocillos. Se muestra un experimento de tres con resultados similares.
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5. DISCUSION
La tecnologia de los anticuerpos monoclonales y el ensayo de lisis redirigida
como método de seleccion han sido utilizados con éxito para identificar

receptores activadores en células NK®#549174

. Siguiendo una estrategia
similar, hemos tratado de identificar moléculas de membrana capaces de
desencadenar la citotoxicidad independiente de TCR en CTL humanos, asi
como receptores inhibidores que puedan regular esta funcion.

Para la inmunizacion de los ratones utilizamos un clon de células T humanas
(K14B06) con fenotipo CD3'af"CD8"CD94" en el que se habia reportado la
capacidad para desencadenar la lisis inespecifica a través de CD94“%. La
alta capacidad proliferativa de este clon nos permitié inmunizar 15 ratones y
ensayar 13 500 hibridomas en busca de aquellos productores de anticuerpos
que se unian a receptores activadores. Del total de hibridomas ensayados,
s6lo nueve secretaban anticuerpos capaces de inducir una lisis especifica
superior al 20%. Estos nueve anticuerpos estaban dirigidos contra cuatro
antigenos diferentes: TCR, CD26, CD94 y CD70. Tanto TCR como CD26 son
moléculas cuyo papel como receptor estimulador y coestimulador,
respectivamente, estd bien establecido. Otro de los antigenos contra el que
obtuvimos anticuerpos fue CD94. El clon K14B06 expresa un heterodimero

(43)

activador CD94/NKG2H descrito recientemente™ por otros miembros del
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grupo. Por otra parte, CD70, a pesar de ser una molécula previamente
conocida, no ha sido contemplada como receptor capaz de transducir
sefiales en los CTL CD8"ap" sino que es considerado el ligando natural de
CD27.

Teniendo en cuenta estos resultados, consideramos que el empleo de la
tecnologia de los anticuerpos monoclonales y el ensayo de lisis redirigida
como método de seleccion, resultan adecuados para identificar receptores
activadores en CTL humanos pero es un abordaje que presenta limitaciones
importantes.

Con nuestra estrategia no fuimos capaces de detectar ninguna “nueva”
molécula activadora en CTL. Los cuatro antigenos contra los que obtuvimos
anticuerpos eran ya conocidos. No obstante, con esta metodologia se
pueden detectar funciones “nuevas” en moléculas previamente conocidas,
como fueron los casos de CD70 y MHC-I reportados en este trabajo.

Hay otro aspecto que debemos tener en cuenta cuando se adopta una
estrategia similar a la empleada por nosotros para identificar receptores que
modulen las funciones de los CTL. Utilizamos anticuerpos monoclonales para
agregar el supuesto receptor en la membrana, asumiendo que esta
agregacion es similar a la que provoca la union con el ligando fisiolégico de
ese receptor. Sin embargo, la agregacion provocada por el anticuerpo puede
ser cuantitativa o cualitativamente diferente a la que realiza el ligando natural.
Esto implica que este abordaje solo pretenda “llamar la atencién” sobre una

molécula con capacidad potencial para transducir sefiales pero que es
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imprescindible que se realicen estudios con ligandos naturales y otros que
contemplen una situacién mas fisiologica para poder establecer la relevancia
bioldgica de la nueva funcién asignada a la molécula en cuestion.

Una alternativa para encontrar “nuevos receptores” en CTL podria consistir
en inmunizar otras especies, diferentes al raton, para generar los hibridomas,
pues es probable que la mayoria de las moléculas de membranas en
linfocitos T humanos, con alta inmunogenicidad para ratones, ya hayan sido
descritas. El uso de otras especies tendria el inconveniente de no contar con
buenos parentales de fusién y de no funcionar con la misma eficacia que lo
hace la tecnologia de los anticuerpos monoclonales en ratones

El hecho que dos de los anticuerpos obtenidos reconocieran al CD70 sugiere
que esta molécula puede tener un importante papel como receptor activador
en linfocitos T citotoxicos. EI CD70 es un miembro de la familia del factor de
necrosis tumoral (TNF) que ha sido identificado en roedores y en seres

7148154 Hasta donde

humanos y se considero el ligando natural de CD2
sabemos, existe un antecedente que reporta la funcion de CD70 como
receptor agonista de linfocitos T citotéxicos™™®, pero en el citado estudio sélo
se reporta que clones de células T y§* desencadenan la citotoxicidad cuando
se afiade un anticuerpo anti-CD70 en el ensayo de lisis redirigida con la linea
P815 y no se encuentra este efecto en clones T ap’CD8" (fenotipo de los
clasicos CTL) ni se analizan los eventos intracelulares que pueden ocurrir

tras la agregacion del CD70 en la membrana del linfocito T. Con nuestro

trabajo ampliamos la informacién concerniente al papel de CD70 como
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receptor en linfocitos T pues se realiza una caracterizacion de los eventos
bioquimicos que ocurren luego de la agregacion de CD70 en la membrana
celular.

Los datos que presentamos muestran que la agregacion de CD70, con
anticuerpos monoclonales, en el clon K14B06, provoca los siguientes
efectos: induccién de la citotoxicidad, secrecién de TNF-a, liberacién de Ca?*,
aumento en la expresion de CD25 y fosforilacion de proteinas de las vias de
las quinasas MAP. Todos estos eventos también ocurren luego de la
activacion de los CTL a través del receptor de antigeno especifico TCR-CD3
Como el clon K14B06 tiene algunas caracteristicas especiales®1®
decidimos evaluar la capacidad de CD70 para funcionar como receptor en
otros modelos celulares En este sentido, comprobamos que funciones tales
como la induccion de la citotoxicidad, el aumento en la expresion de CD25 y
la secrecion de TNF-a, ocurrian en otros clones de células T. Ademas, la
transfeccion del CD70 humano en células de la linea Jurkat CD70°CD27, le
confirio a estas células la capacidad para desarrollar varios de los eventos
intracelulares observados en el clon K14B06 luego de la agregacion de
CD70. Todo esto nos induce a suponer que la capacidad de CD70 para
transducir sefiales, luego de ser agregado con un anticuerpo monoclonal, no
es exclusiva del clon K14B06 sino que es un fendmeno que puede ocurrir en
otras células T y tal vez en todos los CTL que expresen esta molécula en su

membrana.
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La capacidad para mediar efectos agonistas luego de la agregacion con
anticuerpos monoclonales es compartida por muchos receptores que se
acoplan a las vias controladas por proteinas quinasas de tirosinas (PTK). El
ejemplo mas notable es el TCR. Estos receptores, generalmente, tienen una
porcion intracitoplasmatica o transmembranica que les permite asociarse con
otras proteinas que lo conectan a las cascadas enzimaticas intracelulares.
Sin embargo, CD70, al igual que otras moléculas de esta familia del TNF, es
una proteina transmembranica de tipo Il que carece de dominios o
aminoacidos cargados capaces de asociarse a dichas moléculas. Por tanto,
no esta claro como esta familia de moléculas puede transmitir las sefales.
Algunos han sugerido que un motivo caseina cinasa | puede estar
involucrado en esta funcion®’®. Las predicciones de motivos en la molécula

CD70 realizadas con el programa scansie (http://scansite.mit.edu/),

demuestran que la serina 9 puede ser forforilada por diferentes serina
treonina quinasas (caseina quinasa 1, quinasa cdk5 y PKC). La valina 18, las
leucinas 19 y 26 y la isoleucina 32 son sitios de union a ERK, lo que abre un
campo de investigacion para los mecanismos de transmision de sefiales a
través de CD70.

Otros estudios indican que la agregacion de las moléculas de la familia del
TNF, como CD40L y CD30L, puede contribuir a la activacion de quinasas de
tirosinas tipo Src y asi promover eventos bioquimicos posteriores reguladores
de la citotoxicidad y la secrecion de citocinas. En uno de estos trabajos se

reportd una activacion de p56ick a través de CD40L"™).
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Puede que existan importantes diferencias en la forma que transduce la
sefial un receptor como TCR-CD3 y otro como CD70. En nuestros
experimentos, el anticuerpo anti-CD70 no fue capaz de desencadenar
ninguna funcién cuando se utilizd6 unido al plastico en las placas de 96
pocillos mientras que el anti-CD3 si lo hacia. En los experimentos de
liberacién de Ca®' intracitoplasmatico fue necesario afadir un segundo
anticuerpo (anti-IlgG de raton) para aumentar la agregacion con anti-CD70
mientras el anti-CD3 provoco el mismo efecto sin necesidad del segundo
anticuerpo. Esto sugiere que un requisito imprescindible para que se
produzca la transduccion de sefales podria ser la amplia movilidad lateral de
CD70 en la membrana, tal vez posibilitando su oligomerizacion y la activacion
de PTK. De todas formas, el mecanismo de transduccion de sefales a través
de CD70 no queda definido en nuestro trabajo y sera necesario un detallado
estudio estructura-funcién del par CD70-CD27 para ganar en claridad al
respecto.

Cuando mezclamos el clon K14B06 con células Daudi CD27* marcadas con
>1Cr, no fuimos capaces de detectar lisis (datos no mostrados), esto nos hace
suponer que la agregacion provocada por el anticuerpo puede ser diferente a
la que realiza su ligando natural, CD27. Por tanto, es poco probable que en
condiciones fisiologicas la union de linfocitos T CD70" con otros linfocitos
CD27" provoque la muerte de estos Ultimos y sea este un mecanismo
importante de control de la respuesta inmunitaria a través de la “muerte

fratricida” de linfocitos T activados. Mas bien pudiera ser que ambas células
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se induzcan sefiales relacionadas con la supervivencia y regulacion de otras
funciones como la secrecion de citoquinas y respuestas a estimulos que
podrian ser suboptimos sin la sefial de CD70. La fosforilacion de enzimas
como ERK y Akt sugiere que la sefal que genera CD70 puede tener relacion
con la supervivencia de la célula®’”.‘Esto no excluye la posibilidad que, bajo
ciertas condiciones, como un desbalance de citoquinas, los linfocitos CD70"
puedan provocar la lisis de células CD27" o de que exista otro ligando para
CD70 aun no descrito.

Los anticuerpos monoclonales han sido ampliamente usados como sustitutos
de los ligandos naturales para estimular células a través de sus receptores
de membrana y, en muchos casos, los efectos que provoca el anticuerpo son
similares a los que produce el ligando natural. Sin embargo, como hemos
apuntado, la interaccion del anticuerpo puede ser diferente a la que ocurre
cuando un receptor es agregado por su ligando natural. Por tal motivo, el
hecho de que un anticuerpo contra CD70 sea capaz de activar al linfocito no
nos permite concluir que, en condiciones fisiologicas, este receptor pueda
transmitir sefales de activacion cuando se une a su ligando natural, CD27.
Para profundizar en este aspecto realizamos un experimento encaminado a
comprobar si las células CD27" eran capaces de unirse a células CD70" y
modular las funciones de estas ultimas a través de CD70. Se transfectaron
células Jurkat CD70" de formara alternativa con dos vectores que codificaban
para el gen reportero de la luciferasa bajo el control del promotor de TNF o

de NFAT-AP. Estas células se incubaron con células COS-7 transfectadas de
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forma transitoria con CD27. Como se observa en la Figura 10 B, la
interaccion entre estos dos tipos de células provoco la expresion del gen de
la luciferasa en las células CD70", lo cual indica que la union de CD70 con su
ligando natural, CD27, desencadena la transduccion de sefiales a partir de
CD70 que culminan con la induccién de la expresion de genes. Esto datos
sugieren que, en condiciones fisiologicas, CD70 puede ser capaz de
transmitir sefiales cuando se une a su ligando natural aunque, de manera
aislada, no sea capaz de generar citotoxicidad.

La capacidad de CD70 para funcionar como receptor, ademas de como
ligando para CD27, no es un hallazgo sorprendente pues ya se habia
observado que otros miembros de la familia del TNF, como CD40L y
CD30L*"17® pueden transmitir sefiales al interior de la célula. Sin embargo,
esta funcidbn no habia sido estudiada para CD70 en clones de CTL. La
capacidad de CD70 para transducir seflales también ha sido observada,
recientemente, en células B tumorales®®®.

La importancia de las interacciones entre los miembros del par CD27/CD70
en el sistema inmunitario esta avalada por varias observaciones. En los
linfocitos aislados de pacientes que sufren inmunodeficiencia variable comun
se han detectado defectos en la expresién o funcién de CD27"® o cD70"7?,
y se ha propuesto que estas alteraciones pueden contribuir notablemente a
la patogenia de la enfermedad. Recientemente, se ha observado que la
interaccion entre CD70 y CD27 juega un papel importante en el rechazo a

transplante independiente de la estimulacién por CD28™%. Es dificil
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determinar si estos fendmenos se deben a la falta de sefial a partir de CD27
porque falta su ligando, CD70, o que la ausencia de CD70 priva a las células
de una sefal importante que podria transducir esta molécula.

La importancia biolégica del CD70 como receptor coestimulador en linfocitos
T puede ser dificil de precisar ya que hay otros receptores, pertenecientes a
esta misma familia del TNF, que tienen funcion similar. Esta redundancia de
funciones, por demas frecuente en el sistema inmunitario, podria provocar
que la ausencia de CD70 no manifieste grandes cambios en un animal CD70
pues su carencia seria suplida por otras moléculas con similar funcion. No
obstante, en condiciones patologicas, en determinadas etapas de la
respuesta inmunitaria o0 en subpoblaciones celulares especificas, puede que
un mal funcionamiento de CD70 como receptor activador cause dafios
apreciables. Por tal motivo y a pesar de lo planteado anteriormente, la
obtencion de animales con el gen de CD70 inactivado podria brindar
informacion util para aclarar el papel de CD70 en la biologia del sistema
inmunitario y brindar un modelo adecuado para profundizar en el papel de
esta molécula como receptor.

También resulta de interés evaluar si hay polimorfismo genético o diferencias
de expresion de esta molécula en los seres humanos y si esto tiene relacion
con el desarrollo de enfermedades autoinmunitarias o con una particular
sensibilidad a las infecciones. Esta relacion se ha encontrado en las
disfunciones de otras moléculas coestimuladoras (activadoras o inhibidoras)

de linfocitos®?39,
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La manipulacién terapéutica de la interaccibn entre receptores
coestimuladores y sus ligandos ha demostrado ser una estrategia viable en
varios modelos de enfermedades autoinmunitarias e infecciosas®®639-42:,
rechazo a transplantes, inmunoterapia de tumores y otros campos como el
desarrollo de nuevas vacunas®®3?).

Si moléculas como CD70 o CD94 transmiten sefiales que pueden
desencadenar el mecanismo de la citotoxicidad en los linfocitos T efectores
que se encuentran en los tejidos periféricos, sin necesidad de un
reconocimiento de antigenos heterdlogos por parte de TCR-CD3, podemos
pensar que deben existir receptores que inhiban estos estimulos
“inespecificos” y eviten fendmenos de autoinmunidad en un determinado
contexto como seria la inflamacién cronica. Ello es mas importante si
consideramos que los ligandos de estos receptores son moléculas propias
(CD27 y HLA-E) expresadas por varios tejidos. De aqui nuestro interés en
buscar receptores que inhiban los mecanismos de citotoxicidad inespecifica
en clones de linfocitos T. Para este fin resultd de gran utilidad el hecho de
que el clon K14B06 expresa el CD94, receptor capaz de desencadenar la
citotoxicidad independiente de TCR cuando se une a un anticuerpo
monoclonal como se ha demostrado en esta Tesis y en otro trabajo®?.
Ensayamos varios anticuerpos monoclonales, previamente reportados,
contra moléculas que se expresaran en la membrana del clon K14B06 para

determinar si eran capaces de inhibir la citoxicidad que se genera a partir de

CD94. De todos los anticuerpos ensayados, soOlo aquellos dirigidos contra
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moléculas del MHC-I produjeron una amplia (80%) inhibicibn de la
citotoxicidad independiente de TCR. Como esta funcion no ha sido reportada
para las moléculas del MHC-I, decidimos estudiar mas a fondo este
fendomeno.

Nuestros datos muestran que la agregacion de las moléculas del MHC-I en la
membrana del clon K14B06 puede modular la capacidad citolitica de estas
células cuando las mismas son activadas a través de un receptor no
clonotipico como es CD94. Por tanto, existe la posibilidad que las moléculas
del MHC-I no funcionen solamente como ligandos de los linfocitos T sino
también, como un receptor capaz de inhibir la citotoxicidad inespecifica bajo
ciertas condiciones.

La transduccién de sefales en los linfocitos T a partir de la agregacion de las
moléculas del MHC-I en su membrana es un hecho previamente conocido y
ha sido observado tanto en cultivos primarios como en clones de células T o

en la linea Jurkat*3%14%)

. Sin embargo, su papel en la modulacion de la
citotoxicidad inespecifica no habia sido estudiado.

Los estudios encaminados a determinar los mecanismos por los cuales las
moléculas del MHC-I pueden participar en la transduccion de sefales indican
que la porcion intracitoplasméatica de la molécula no es imprescindible para
tal fin pero si las regiones extracelulares y transmembranicas®**14318_ Eg
posible que la capacidad de las moléculas del MHC-I para involucrarse en la

transmision de sefiales esté dada por su asociacion a otras proteinas que si

estén dotadas para esta actividad®®?.
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En nuestro estudio se detectdé una inhibicidbn especifica de las sefales
transmitidas a través de CD94 y no de las generadas por otras moléculas
estimuladoras como CD3 6 CD26. (Figura 11).

La inhibicion de la citoxicidad que encontramos en nuestros experimentos
s6lo se produce si se garantiza una amplia agregacion de las moléculas del
MHC-I en la membrana del clon K14B06 pues los anticuerpos anti-MHC-I
solubles, como son los fragmentos F(ab’)2, privados de la facultad de unirse
por su porcion Fc a la membrana de la célula diana, son incapaces de
generar la inhibiciéon (Figura 12).

El mecanismo por el cual ocurre esta inhibicion lo desconocemos. Se ha
descrito que la agregacion, por medio de anticuerpos, de moléculas del
MHC-I, ademas de activacion puede inducir apoptosis 0 muerte en las
células T4, Nuestros datos indican que no debe ser este el mecanismo
involucrado en la inhibicion de la lisis. En el experimento donde utilizamos a
la linea P815 como “diana fria” cargada con anti-MHC-I en su membrana, la
union del clon K14B06 a la superficie de las células P815 no inhibié la lisis
posterior de la linea linfoblastica LG2 (Figura 13), lo cual indica que esa
union previa a través del MHC-I no provoco apoptosis o paralisis en la célula
efectora. En este mismo experimento, la union simultanea del clon K14B06 a
la P815 a través de CD94, y a LG2 a través de su receptor de antigeno
(TCR-CD3), mostr6é una ligera disminucion de la lisis de LG2 (Figura 13). A
manera de explicacion para esta observacion experimental puede

argumentarse que el clon de linfocitos T esta también matando a las células
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P815 por medio de CD94,ocurriendo a su vez una menor relaciéon
efector:diana pero esta lisis no es cuantificable por no estar las células P815
marcadas con >*Cr. En células NK se ha observado que una célula citotdxica
puede unirse simultdneamente a dos dianas y, mientras recibe una sefal
inhibitoria de una diana puede, por otra parte de la célula, matar a la diana
que no le brinde sefiales inhibitorias“®®. De igual forma, la inhibicién que se
produce a traves de las moléculas del MHC-I, pudiera tener un caracter local
y circunscribirse solo al sitio de la sinapsis inmunolégica donde se orientan el
CD94 y las moléculas del MHC-I. Esto concuerda con el hecho de que,
cualquiera que sea la sefal que se trasmite tras la agregacion de MHC-I,
impide la correcta reorganizacion del citoesqueleto hacia la zona de contacto
con la célula diana pero solo en la region donde estaria interactuando CD94
con su ligando ya que no sucede cuando la activacion es a través de CD3.
Nuestros experimentos con las perlas recubiertas de anticuerpos apoyan
esta hipotesis (Figura 14). Sin embargo, somos conscientes que dicho
estudio no reproduce fielmente lo que ocurre en una sinapsis inmunologica
con contacto célula-célula por lo que un experimento que contemple esta
situacion puede brindar datos mas confiables.

La inhibicion que detectamos a través de MHC-I es especifica por varias
razones. Primero, solo se inhibe la citotoxicidad que es inducida a traves de
CD94 y no la que desencadenan otros receptores activadores como CD3 y
CD26 y; segundo, no se inhiben otros fendmenos que indican activacion del

linfocito, como el aumento en la expresion de CD25. Generalmente, una
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sefial de activaciéon puede despertar varios mecanismos efectores como
secrecion de citoquinas o induccion de la citotoxicidad pero reportes
recientes han revelado que una determinada sefal de activacion en células
NK y linfocitos T, pude generar una respuesta exclusivamente citotoxica o de
secrecion de citocinas y no ambas a la vez y que esta dicotomia no esta
relacionada con la intensidad de la sefial*®* 18,

Desconocemos si este fendmeno de inhibicion de la citoxicidad inespecifica
por medio de MHC-I, encontrado en nuestros experimentos, puede ocurrir en
condiciones fisiologicas o si tiene un papel biolégico importante. La
caracterizacion que hemos hecho de este mecanismo es muy preliminar
pues no sabemos si el evento ocurre con ligandos naturales ni conocemos
otros detalles relacionados con la forma en que moléculas del MHC-I puede
inhibir la citotoxicidad. A pesar de esta limitacion, podemos ganar claridad
sobre el significado biolégico de nuestros hallazgos confrontandolos con los
resultados obtenidos por otros autores. Miembros de nuestro laboratorio en la
Universidad de Murcia han realizado estudios similares en células NK y sus
resultados pudieran complementar los nuestros. Ellos han encontrado que
las moléculas del MHC-I presentan un alto grado de localizaciéon en los “rafts”

de lipidos en la membrana&®

. La localizacion constitutiva de las proteinas
del MHC-I en los rafts sugiere un importante papel de estas moléculas en las
funciones de las células NK, donde podrian interactuar con otras proteinas

involucradas en la transduccion de sefales. En estos microdominios de la

membrana, las moléculas del MHC-I pudieran ejercer un efecto estabilizador
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al interactuar con proteinas del citoesqueleto®®”

y con otros receptores.
Varias moléculas han sido encontradas asociadas a MHC-I como IL2Ra,
CD48 e ICAM-1(CD51)*88.189)

Estudios con microscopio confocal de los conjugados que se forman entre
una linea de células NK como la NKL y su diana, la K562, han mostrado que
cuando se agregan las proteinas del MHC-I con anticuerpos monoclonales
estas se excluyen de los rafts en la sinapsis inmunolégica'*®® lo que pudiera
privar a la célula NK de sefiales activadoras a partir de moléculas
involucradas en la transduccién y que estén ligadas a las del MHC-I. Otra
alternativa seria que las moléculas del MHC-I puedan producir sefales
inhibidoras de la citotoxicidad independientemente del lugar donde se
encuentren (fuera o dentro de los rafts). En el modelo de la linea NKL se
observé fosforilacion de tirosinas luego de la agregacion de las moléculas de
MHC-I con un anticuerpo monoclonal8®),

Las células NK secretan citoquinas o matan a las células “estresadas” y lo
hacen cuando sus receptores activadores interactdan con ligandos, que son
proteinas propias expresadas por las células sometidas a condiciones de
estrés. Supuestamente, en el caso de los CTL, las moléculas
coestimuladoras serian incapaces de activar, por si solas, a los linfocitos T y
soélo servirian para amplificar una sefial originada a partir del TCR-CD3. Sin
embargo, puede que bajo ciertas condiciones, como un desbalance de

citoquinas, los CTL efectores que estan en la periferia pudieran ser activados

sin necesidad que el TCR-CD3 reconozca péptidos extrafios unidos a MHC-
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|(20-24.190.191) " En otras palabras, que el término coestimulador, seria, tal vez,
mas adecuado para la interaccion de los linfocitos virgenes con las células
presentadoras de antigeno pero que a medida que el linfocito se transforma
en célula efectora o de memoria, esta division de receptor y coestimulador se
torna mas borrosa. Esto nos conduce a especular que el papel biolégico de la
inhibicion a partir de MHC-I sea evitar fenbmenos de autoinmunidad
contrarrestando las sefales que se originan en receptores coestimuladores
como CD94 o CD70. A continuacion analizaremos en qué contextos esto
pudiera tener lugar.

Las proteinas codificadas por el MHC-I que se expresan en la membrana de
los CTL y las células NK, podrian modular la lisis inespecifica de células
hematopoyéticas propias como las dendriticas (DC). Las DC pueden
activarse por sefiales de estrés a través de sus receptores TLR que la
inducen a expresar moléculas coestimuladoras que pudieran despertar los
mecanismos de citotoxicidad inespecifica en CTL y NK. De esta forma, las
DC se tornarian susceptibles a la muerte por NK y CTL. Aunque la
destruccion de DC es un fenOmeno que puede servir para amortiguar la
respuesta inmunitaria frente a determinados antigenos®? estas células
también tienen que presentar antigenos a las células T virgenes y de
memoria y deben desarrollar estrategias para sobrevivir en un ambiente de
estrés™®? Por tanto, estas DC pueden expresar ligandos para MHC-I como

LIR1(CD85j) y LIR2 (CD85d) que tendrian una nueva funcién: proteger a las
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DC de la lisis independiente de TCR por los CTL o por células NK en
situaciones de estrés o inflamacion.

En trastornos como la enfermedad celiaca®®?"%621% |3 artritis

reumatoide®*?®, la diabetes tipo 1® y el sindrome coronario agudo®®-3%16®),
se han observado subpoblaciones de linfocitos T citotoxicos que pueden
desencadenar la citotoxicidad a traves de receptores diferentes de TCR y es
posible que este fendmeno tenga relevancia en la patogenia de las
enfermedades mencionadas. Estas  subpoblaciones se activan,
principalmente, a través de receptores no clonotipicos de células NK,
presentes en sus membranas como NKG2D y KIR activadores. Todo indica
que la citotoxicidad independiente de TCR no es un fenémeno tan raro y que
puede constituir un blanco atractivo para intervenciones terapéuticas.

En varios trastornos autoinmunitarios se ha observado un aumento en la
expresion de moléculas coestimuladoras como son los ICOS en la
enfermedad inflamatoria intestinal*®® o una baja expresién de moléculas
inhibitorias como CTLA-4®%Y, esto indica que en el desarrollo de estas
enfermedades puede estar jugando un importante papel el inadecuado
balance de las sefiales coestimuladoras o inhibitorias.

No sabemos qué lugar ocupan en este necesario balance de sefiales la
inhibicion mediada por MHC-I o la activacion desencadenada a partir de
CD70 encontradas en nuestro trabajo y pensamos que puede ser objeto de

futuros estudios. En el caso de CD70, es posible que los linfocitos T CD27*

interacttien con otros linfocitos T CD27" y se transmitan sefiales en ambas
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direcciones que estén relacionadas con la supervivencia celular o regulacion
de funciones efectoras. Para confirmar la posible funcion de las moléculas
del MHC-I como receptor capaz de inhibir la citotoxicidad inespecifica seria
necesario realizar varios estudios pues sdlo hemos demostrado este efecto
en el clon K14B06 y con anticuerpos monoclonales como sustitutos de
ligandos fisiologicos. Algunos experimentos podrian estar encaminados a
determinar como se modifica la expresion de genes luego de la agregacion
de moléculas del MHC-I o CD70, utilizando la potente e informativa
tecnologia de los microarrays® o a evaluar cuales son las vias de sefiales
que se activan o frenan tras la agregacion de moléculas del MHC-I en la
superficie de los linfocitos T. También seria de gran interés conocer la
naturaleza de los posibles ligandos fisiologicos que interactian con las
moléculas del MHC-I de los CTL en los tejidos periféricos. Pudieran
estudiarse moléculas con conocida capacidad de unirse a MHC-1 y que se
expresan en células dendriticas como los ILTs"%) y asi ganar informacién
sobre el posible papel biolégico de la inhibicion de la citoxicidad a través de

MHC-I reportada en este trabajo.
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6. CONCLUSIONES

1-

La tecnologia de los anticuerpos monoclonales y el ensayo de lisis
redirigida con la linea P815 nos permitié detectar nuevas funciones para
las moléculas del MHC-1 y el CD70 presentes en la membrana de un clon
de linfocitos T citotéxicos humanos.

La agregacion del CD70 en la membrana de clones de linfocitos T
provocd eventos caracteristicos de la activacién celular, tales como
movilizacién de Ca®" intracitoplasmatico, secrecion de TNF-a, incremento
en la expresion de CD25, induccion de la citotoxicidad y fosforilacion de
proteinas.

La interaccién entre células CD27" y células CD70" indujo, en estas
dltimas, la expresion de nuevos genes, lo cual demuestra que CD70 es
capaz de transducir sefiales cuando es agregado por su ligando natural.
La agregacion, con anticuerpos monoclonales, de las moléculas del MHC-
| en la membrana de un clon de linfocitos T humanos, af*CD8"'CD94",
provocd una inhibicién de la lisis redirigida inducida por CD94. Por tanto,
las proteinas del MHC-I podrian ser contempladas como moléculas
capaces de transmitir sefiales que inhiben la citoxicidad inespecifica en

determinados contextos.
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5- La agregacion de las moléculas del MHC-I en la membrana de un clon de
linfocitos T citotoxicos humanos inhibid la reorientacion del citoesqueleto
en la zona de la sinapsis inmunoldgica. Este fenomeno puede estar
involucrado en la inhibicion de la citotoxicidad inespecifica que ocurre
luego de la agregacion de las moléculas de MHC-I en la membrana del

CTL.
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7. RECOMENDACIONES

1

Obtener ratones que tengan inactivado el gen de CD70 y estudiar su
fenotipo para profundizar en la importancia de CD70 en el funcionamiento
del sistema inmunitario.

Estudiar el poliformismo del gen de CD70 en los seres humanos y
comprobar si las diferentes variantes tienen relacion con el desarrollo de
enfermedades autoinmunitarias o sensibilidad a infecciones.

Profundizar en el estudio de las sefiales que se activan tras la agregacion
de las moléculas del MHC-I en los linfocitos T citotoxicos humanos y en
los mecanismos por los cuales estas moléculas pueden ejercer su efecto
inhibitorio.

Comprobar si la inhibiciébn de la citotoxicidad inespecifica, luego de la
agregacion de moléculas del MHC-I, ocurre en condiciones mas
fisioldgicas y con ligandos naturales.

Mutar la regién intracelular de CD70 y estudiar los efectos de estas
mutaciones en la transmision de sefales tras la agregacion de CD70 en

células Jurkat transfectadas con CD70 humano.
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