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l. INTRODUCCION



Introduccion

La homeostasis ceiular en el sistema linfoide esta regulada por la tasa de
proliferacion, diferenciacion y muerte celular. El conocimiento de los mecanismos que
conducen a la muerte celular es relevante para entender la etiopatogenia de las
enfermedades autoinmunes. La apoptosis es una forma de muerte celular que permite
la eliminacion de células senescentes, en exceso o que pueden ser potencialmente
nocivas para el organismo sin perjuicio del microambiente celular '. La apoptosis tiene
una funcion crucial en el desarrollo y funcionamiento de un sistema inmune eficaz. Las
células del sistema inmune estan probablemente programadas para morir si no son

reclutadas en una respuesta inmuns.

La apoptosis esté regulada por genes que promueven la muerte celular, como
CD95/Fas/APO-1, y genes que la previenen. La proteina Fas se expresa
predominantemente en la superficie celular de linfocitos inmaduros y en linfocitos
maduros activados > *. La union del receptor Fas a su ligando desencadena la muerte

celular del linfocito por apoptosis .

Las enfermedades autoinmunes se clasifican en oOrgano-especificas o
multisistémicas, la enfermedad prototipo de estas Ultimas seria el lupus eritematoso
sistémico (LES). Mientras el origen de las enfermedades 6rgano-especificas podria

deberse a un mecanismo de mimetismo molecular, parece mas probable que las



Introduccion

multisistémicas, caracterizadas por la presencia de autoanticuerpos dirigidos contra una
gran variedad de antigenos celulares, se deban a un defecto en los mecanismos de la
tolerancia inmunologica. Los estudios genéticos han revelado que el LES, tanto en
humanos como en modelos animales, es una enfermedad poligénica condicionada por
factores ambientales. No se han identificado los genes ¢ mecanismos moleculares que

conllevan a un defecto de la tolerancia en el LES en humanos.

La importancia de la apoptosis en el LES ha despertado un reciente interés tras
el descubrimiento de tres mutaciones independientes que afectan al gen del receptor
CD95/Fas/APO-1 o su ligando en tres cepas murinas diferentes (MRL/lpr, CBA/pr® y
C3H/gld) que fenotipicamente desarrollan manifestaciones autoinmunes similares al LES
humano. En estas cepas murinas se ha demostrade que existe una prolongada
supervivencia de los linfocitos en relacion a las mutaciones del gen del receptor Fas o
su ligando lo que conduce a un defecto en la tolerancia inmunolégica y en consecuencia

al desarrollo de autoinmunidad > ©.

El reconocimiento de la importancia de la apoptosis, los genes involucrados en |a
misma y sus mecanismos reguladores en la patogenia de las enfermedades autoinmunes
suponen un campo de investigacion que abre un fértil horizonte hacia nuevas

posibilidades terapéuticas de las enfermedades autoinmunes.



Introduccion

En el presente trabajo nos proponemos estudiar a expresion y funcionalidad del
receptor Fas y su ligando en modelos murinos de LES que presentan mutaciones para
estas proteinas y en cepas murinas normales. Asimismo, analizaremos la expresion y
funcionalidad del receptor APO-1 en el LES humano e individuos sanos. Finalmente,
proponemos en la discusién el posible papel dei Fas en la tolerancia inmunolégica y su

implicaciéon en el desarrollo de la autoinmunidad.
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Objetivos

Objetivo general: profundizar en el conocimiento de la patogenia del LES. Estudiar

el papel que los mecanismos de control de la supervivencia y muerte celular pueden

tener en el desarrollo de los fallos de la tolerancia inmunolégica que favorezcan la

aparicion de las enfermedades autoinmunes.

Objetivos especificos:
Describir y comparar la distribucion de la proteina FasR en drganos linfoides y no
linfoides de ratones normales y de ratones que desarrollan espontaneamente

manifestaciones autoinmunes similares al LES humano.

Analizar los cambios en la expresion de la proteina FasR en linfocitos de organos
linfoides de ratones normales y ratones autoinmunes en situacion basal y tras
activacién "in vitro" y determinar si la expresion del FasR se modifica en relacion

a la edad del ratén y al desarrollo de las manifestaciones autoinmunes.

Analizar la expresidén del ARNm del FasL en dérganos linfoides de ratones

normales y mutantes.

Estudio de la funcionalidad del FasL en linfocitos de ganglios linfaticos de ratones

mutantes.



Objetivos

Estudiar la expresion basal del FasR en células mononucleares de sangre
periférica y poblaciones linfocitarias de pacientes con LES y determinar si la

expresion del FasR se correlaciona con la actividad de la enfermedad.

Analizar si existe un cambio en la expresion del FasR en células mononucleares

de sangre periférica activadas "in vitro" en pacientes con LES y controles sanos.

Realizar estudios funcionales del FasR en células mononucleares de sangre

periférica en pacientes con LES y controles sanos.
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Introduccién bibliografica

*1. APOPTOSIS

Esta generalmente aceptado que las células tienen mecanismos internos que
dictaminan su division, pero no es hasta la década de los 80 cuando se evidencia que
en las celulas tambien existen mecanismos internos capaces de desencadenar su
muerte. Dos son los mecanismos principales de muerte celular en las células nucleadas
eucariotas, cada uno de caracteristicas morfologicas y bioquimicas distintas: necrosis y

apoptosis ’.

El primer mecanismo descrito histéricamente es la necrosis, que ocurre cuando
cualquier célula es expuesta a un dafio patologico como hipoxia, isquemia, lesién de la
membrana mediada por el complemento, hipertermia, traumatismo fisico 0 quimico. El
organo diana celular es en este caso la mitocondria, que experimenta fenémenos
inflamatorios con formacion de precipitados en su interior, lo que la hace incapaz de
continuar con la produccion energética que mantiene las bombas ionicas celulares. Se
produce por tanto un aumento de |la permeabilidad de la membrana celular, la célula
aumenta de tamano y finalmente la membrana y todas las organelas citoplasmaticas se
desintegran vertiéndose el contenido celular en el espacio intercelular. Se desencadena
entonces una respuesta inflamatoria tisular que tiene por objeto la eliminacion de los
restos celulares 7. En el proceso de la necrosis celular no se requiere la sintesis de

proteinas. La necrosis es en realidad el resultado de la incapacidad de la célula para

11
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controlar una agresion subita y extensa que procede del exterior celular.

En 1972, Kerr et al " acunaron el término apoptosis, que procede del griego y
hace referencia a la caida de las hojas de los arboles en otofio. Aunque olvidado por
algun tiempo, se ha convertido en un vocablo extensamente usado entre los
investigadores de esta década. El reciente progreso en el conocimiento de su
funcionamiento ha sido una gran revelacion en los mecanismos del comportamiento
celular. Apoptosis es sinénimo de muerte celular programada, pero hay que matizar que
no todas las células que mueren por apoptosis estan desde siempre programadas a
morir, s mas apropiado considerar que la célula tiene la capacidad de poner en marcha
en cualquier momento un programa de muerte suicida en respuesta a determinadas

circunstancias.

Morfologicamente, la apoptosis se caracteriza porque el érgano diana es el
nucleo celular, existe una condensacion de la cromatina con marginacion de la misma
alrededor de la membrana nuclear. La célula globalmente se encoge, pierde contacto con
las membranas celulares en vecindad y desaparecen elementos especializados de la
superficie celular como microvilli 0 uniones intercelulares 2. L.a mitocondria y el resto de
organelas citoplasmaticas permanecen intactas. La membrana nuclear desarrolla
invaginaciones que segmentan el nacleo. La membrana celular también se invagina

formando vesiculas, proceso que se conoce como zeiosis en referencia al burbujeo de

12
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la levadura en una tinaja de cerveza. Como resultado se originan segmentos celulares
rodeados por membrana celular que contienen organelas intactas, los llamados cuerpos
apoptdticos °. Estos son reconocidos y fagocitados por macréfagos fundamentaimente,
aunque cualquier célula puede hacerlo; asi, es posible ver células epiteliales o tumorales
fagocitando a sus vecinas. Vitronectina, CD ("cluster of differentiation”, grupos de
diferenciacion) 36 y tombospondina son algunas moléculas de los fagocitos que
reconocen la fosfatidilserina expuesta en la superficie de las células apoptéticas *°. Es
importante destacar que no existe liberacion del contenido celular ni de enzimas
proteoliticos al medio extracelular, de modo que no se produce una respuesta
inflamatoria. Tampoco existe dafio de las células vecinas, la apoptosis es un proceso

selectivo de muerte de una célula en el seno de un tejido vivo .

A nivel molecular destaca un hecho caracteristico. En la necrosis el acido
desoxirribonucleico (ADN} se degrada aleatoriamente. En |a apoptosis la ruptura del ADN
sigue un patron preciso. Primero aparecen fragmentos muy grandes de entre 300 a 50
kilopares de bases '*. Posteriormente el ADN es degradado por endonucleasas
endogenas en fragmentos de 180-200 pares de bases 0 multiplos que correspanden al
tamano de un nucieosoma, este patron obedece a la mayor vulnerabilidad del ADN entre
los nucleosomas. Esto origina el caracteristico patrén "en escalera" que se observa en

1

los geles de agarosa ". No se conocen los enzimas responsables de la primera

fragmentacién. Se han descrito algunas endonucleasas endogenas con actividad

13
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nucieosomal dependientes de calcio y magnesio e inhibidas por zinc ™. En timocitos y
ganglios linfaticos de rata se ha observado una actividad endonucleasa funcional y
antigénicamente indistinguible de la desoxirribonucleasa | (ADNasa !) *°, lo que sugiere

que ésta sea una endonucleasa responsable de la apoptosis en mamiferos.

La apoptosis es un proceso de muerte fisioldgica cuya funcion primordial es
eliminar células que han cumplido su cometido y que ya no son necesarias o que
funcionan anormalmente pudiendo ser incluso dafiinas para el organismo. La maquinaria
que controla la apoptosis debe estar adecuadamente regulada, un defecto en dicha

regulacion puede traducirse en patologia, tanto por la inhibicién como por un exceso **'7.

La apoptosis es un proceso fisiologico filogénicamente conservado desde los
animales invertebrados hasta los mamiferos durante la metamorfosis y el desarrollo
embriolégico '°. En mamiferos se ha observado durante la diferenciacién del sistema
nervioso, tubo digestivo, cartilago y huesos, tambien participa la apoptosis en la
involucion de ia membranas interdigitales y de los conductos de Muller que determinan

el sexo.

En los tejidos adultos normales, la apoptosis interviene en la homeostasis y
recambio celular de una forma coordinada sin que se produzca una ruptura en la

arquitectura global. Asi, las células epiteliales superficiales del tubo digestivo, que estan

14
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expuestas a los carcindgenos de la dieta, mueren por apoptosis. Lo mismo sucede en
las células epiteliales de la piel expuestas a las radiaciones ultravioleta (UV) 7. Otros
ejemplos son las celulas dependientes de hormonas tréficas como endometrio, mama,

foliculos ovaricos y tlbulos seminiferos .

En el sistema inmune, dada la masiva produccién diaria de linfocitos en la
medula ésea y su expansion clonal en la periferia, debe de existir una tasa equivalente
de muerte celular que se produce tanto en el timo como en la periferia por apoptosis. Los
principios basicos que determinan el destino de un linfocito estan expresados en la figura
1. Los linfocitos autorreactivos y los que no tienen ninguna funcién porgue no son
capaces de reconocer el sistema mayor de histocompatibilidad son eliminados por
apoptosis en el timo " (tolerancia central). Los linfocitos maduros que no son reciutados
en una respuesta inmune mueren por apoptosis *° y los linfocitos que desarrollan una
respuesta frente a antigenos externos sobreviven hasta que cumplen su funcién y luego

se suicidan (tolerancia periférica).

15
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TOLERANCIA CENTRAL D
o>

(TIMO)
TOLERANCIA PERIFERICA
C%? O
ii%D * Antigeno
- = E ion clonal
Muerte de celulas *g Xpansion clona
no activadas QCD OO
CDO OC) ..
Expansion de Muerte de celulas
celulas no re-estimuladas

re-estimuladas
< Linfocitos vivos e Linfocitos muertos * Antigeno

Figura1. Regulacion de la supervivencia de linfocitos.
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Se han tratado de implicar defectos de apoptosis en la patogenia de las
enfermedades autoinmunes ?'. En el sistema inmune hay muchos ejemplos de muerte
celular programada *. Cuando los timocitos inmaduros y los linfocitos maduros activados
son estimulados con anticuerpos monoclonales anti-CD3 o anti-TCR (receptor de la
célula T) mueren por apoptosis, mientras que por el contrario los linfocitos maduros en
reposo desarrollan una respuesta proliferativa ante el mismo estimulo 22°, Murphy et al
?® demostraron que se producia apoptosis en los timocitos CD4+CD8+TCR" de ratones
transgénicos para un TCR que reconoce un péptido de ovoalbumina en el contexto del
complejo mayor de histocompatibilidad (CMH) de clase Il cuando se les inyecta
intraperitonealmente dicho péptido. La deleccién clonal de timocitos y células B
autorreactivas ocurre por un proceso de apoptosis *. En las células T maduras se ha
demostrado que el pretratamiento con anticuerpos anti-CD4 y posterior union del TCR
induce apoptosis ?’. También se produce apoptosis en las céluias diana de los linfocitos
citotéxicos o los linfocitos "natural killer" (asesinos naturales) %, Algunos hibridomas de
células T mueren por apoptosis tras activacién via TCR #. Lineas celulares dependientes
de factores de crecimiento mueren por apoptosis cuando son deprivadas de estos
factores *°. El tratamiento "in vitro" con glucocorticoides induce muerte por apoptosis en

timocitos 33",

Estudios "in vitro" previos han sugerido que ante los estimulos adecuados, los

timocitos pasan directamente de ser morfolégicamente normales a apoptéticos. Cohen

17
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et al ** identificaron una poblacién transicional de timocitos preapoptoéticos de tamaro y
densidad intermedios entre timocitos normales y apoptaticos y que ademas presentan
una expresion menor de CD4 y CD8 cuando se comparan con timocitos normales. A
nivel ultraestructural, presentan grumos de cromatina condensada contiguos a la
membrana nuclear. Asi, consideraron que estas células se encontraban en un estadio
temprano de apoptosis porque presentaban cambios morfolégicos y bioquimicos de
apoptosis pero sin rotura internucleosomal del ADN, cambio que aparecia posteriomente
en el tiempo. Posteriormente, estos mismos autores * observafon que en la poblacion
de timocitos preapoptéticos se forman inicialmente grandes fragmentos de ADN de 30-50
Kilopares de base con un incrementc maximo a la hora de ensayo, apareciendo entre
las 2-4 horas los fragmentos internucleosomales. Concluyeron que estos grandes

fragmentos de ADN serian el evento mas precoz e irreversible de apoptosis.

En las neoplasias existiria una ruptura en la homeostasis en el sentido de una
proliferacion inapropiada. Probablemente una primera alteracion se produciria a nivel de

los genes que controlan la muerte celular programada. Esto induciria una supervivencia
celular prolongada que aumentaria las posibilidades de adquirir defectos genéticos
adicionales bien en los genes que controlan el crecimiento y la proliferacion o bien en los

genes de supresion tumoral *,

Por otra parte, un exceso de apoptosis también ha sido implicado en situaciones

18
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patoldgicas. Algunos procesos degenerativos del sistema nervioso central como la
enfermedad de Alzheimer o la enfermedad de Parkinson se han asociado a una muerte

¥ También se ha observado un incremento de

neuronal prematura por apoptosis
apoptosis en sindromes mielodisplasicos, en algunas formas de anemia aplasica *, en

el rechazo de transplantes y en la pérdida de tejido renal en la poliquistosis renal *.

La apoptosis también esta involucrada en los mecanismos de muerte ceiular de
los linfocitos CD4 en el sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA). Groux et al
% observaron que selectivamente los linfocitos CD4 de pacientes asintomaticos con el
virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) mueren por apoptosis tras estimulacion con
superantigenos o mitdégeno "pockeweed" (PWM). Meyaard et al > demostraron que los
linfocitos T CD4 y CD8 de pacientes asintomaticos infectados con el VIH mueren por
apoptosis tras activacion en cultivo con anticuerpos anti-CD3, aungue no encontraron
correlacidn entre el porcentaje de células apoptéticas y el estadio clinico de la infeccion
VIH *. Finkel et al ** observaron que en ganglios linfaticos de nifios infectados con VIH,
la apoptosis se produce en células no infectadas y no se produce en las células
infectadas, probablemente porque el VIH codifica para una proteina que inhibe la muerte
de la célula huésped lo que obviamente es ventajoso para el virus. Muro-Cacho et al “°
observaron que el grado de apoptosis en ganglios linfaticos de individuos infectados con
el VIH era 3-4 veces superior al de los controles no infectados y no se correlacionaba

|41

con el estadio clinico de la infeccién por VIH. Li et al *' encontraron que la proteina

19
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transactivadora Tat del VIH-1 induce la apoptosis de la linea celular T Jurkat y de células

mononucleares de sangre periférica de donantes sanos.

Un mejor conocimiento de los mecanismos a nivel genético de la apoptosis podria
tener consecuencias terapeuticas beneficiosas. Se podrian desarrollar agentes
terapéuticos que actuaran selectivamente estimulando la apoptosis de ¢élulas tumorales

0 linfocitos autorreactivos o inhibiéndola en el caso de los linfocitos infectados por el VIH.

20
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*2. GENES INVOLUCRADOS EN LA APOPTOSIS

La apoptosis es un proceso activo. Tras la llegada de una sefal al genoma, se
induce la expresion de nuevos genes y sintesis de proteinas **, aunque algunas células
pueden sufrir apoptosis en presencia de inhibidores de |a sintesis de acido ribonucleico
(ARN) y proteinas “*. Se han descrito varios productos génicos involucrados en la

apoptosis entre los que caben destacar los siguientes.

El oncogen Bcel-2 ("B cell ymphoma associated break point 2", linfoma de células
B asociado al punto de ruptura 2) es un supresor de muerte celular o anti-apoptosis. Fue
descrito en la translocacion t{14;18) (q32;921) en la que el gen Bcl-2 situado en la banda
q21.3 del cromosoma 18 es translocado junto al locus de las cadenas pesadas de
inmunoglobulinas en el cromosoma 14, de forma que se transcriben grandes cantidades
de Bel-2 *. La t(14;18) es el marcador citogenético del 80% de los linfomas foliculares
y del 20% de los difusos *°. Bcl-2 es capaz de inhibir apoptosis “in vitro" ante diversos
estimulos: radiacién, hipertermia, deprivacion de factores de crecimiento, glucocorticoides
y drogas quimioterapicas *°. El gen Bcl-2 codifica para un proteina citoplasmatica de 25
kilodaltones (kd) asociada inicialmente a la membrana mitocondrial interna *.

Posteriormente se ha localizado también en la membrana mitocondrial externa,

membrana nuclear y reticulo endoplasmico ¥'. Precisamente en estas localizaciones
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celulares tiene lugar el transporte electrénico y es donde se generan radicales libres de
oxigeno. Esto llevo a Hockenbery et al * a indagar sobre la generacion de radicales
libres de oxigeno durante la apoptosis y el posible papel de Bcl-2 como antioxidante.
Usando células de estirpe linfoide, demostraron que tras una sefial apoptética, las células
sufrian una progresiva peroxidacion de los lipidos de la membrana y que la
hiperexpresién de Bcl-2 suprimia completamente esta peroxidacion. Kane etal *® llegaron
a la misma conclusion utilizando una linea celular hipotalamica. Esta accion antioxidante
de Bcl-2 esta avalada por experimentos realizados con ratones deficientes en Bcl-2 .
En estos ratones el desarrollo embriclégico es normal pero existe un retraso del
crecimiento, una mortalidad temprana por dafio renal por rifiones poliquisticos y una
masiva involucion apoptdtica de bazo y timo. Ademas, el pelo de estos ratones se vuelve
gris en el segundo ciclo del foliculo piloso. Estos hallazgos son explicados por Veis et
al * como el resultado de la pérdida de la funcion antioxidante de Bcl-2, necesaria para
el mantenimiento del sistema inmune pero no para su desarrollo. Sin embargo, Jacobson

‘52

y Raff > y Shimizu et a observaron con posterioridad que los radicales libres de
oxigeno no son una parte esencial de la apoptosis y que Bcl-2 protege también de la
muerte celular programada en condiciones anaerobias. Jacobson et al ¥ también
demostraron que lineas celulares mutantes hurmanas que carecen de ADN mitocondrial
y por tanto no tienen una cadena respiratoria funcional pueden sufrir apoptosis y ésta

puede ser inhibida por Bcl-2, lo gue sugiere que ni la apoptosis ni el efecto protector de

Bcl-2 dependen de la respiracién mitocondrial. También Jacobson et al *® mostraron en
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un estudio ulterior que citoplastos carentes de nucleo celular pueden sufrir apoptosis de
la cual pueden ser protegidos por Bcl-2, lo que indica que en algunos casos el nucleo
celular no es necesario en la apoptosis ni en la acccion de Bel-2. En este dltimo trabajo
se propone que la apoptosis debe estar controlada por un regulador citoplasmatico con
multiples 6rganos diana intracelulares. Sin embargo, se han observado caracteristicas
morfoldgicas de apoptosis en nucleos aislados en un sistema libre de células en
presencia de fragmentos de organelas, siendo esta apoptosis inhibida en presencia de

Bcl-2 %4,

La proteina codificada por Bcl-2 presenta una distribucion topografica restringida
a tejidos donde existe muerte por apoptosis, como los centros germinales de los ganglios
linfaticos y la médula timica *°. Esto sugiere que el Bcl-2 tiene un papel en la
supervivencia de [0s linfocitos. Sentman et al *° crearon ratones transgénicos que
expresaban Bcl-2 en los timocitos corticales, 1o que protegid a estos timocitos de
estimulos inductores de apoptosis como corticoides, radiaciones o anticuerpos anti-CD3
a los que habitualmente son vulnerables, pero no modificod los procesos de seleccion

negativa. Strasser et al *’

obtuvieron resultados similares en ratones transgeénicos que
expresaban Bcl-2 en los linfocitos T. Strasser et al *® también demostraron que ratones
que expresaban el transgen Bcl-2 en linfocitos B desarrollaban manifestaciones

autoinmunes similares al lupus eritematoso sistémico (LES), lo que no sucedia en los

transgénicos para Bcl-2 en células T.
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Un modelo "in vivo" de la accién de Bcl-2 es el nematodo Caenorhabditis
Elegans. De las 1090 células somaticas que se forman en el desarrollo del gusano
adulto, 131 mueren por apoptosis. La expresion del Bel-2 humano en los embriones de
los gusanos produce una disminucién significativa del nimero de células apoptoticas *°.
Como normalmente la apoptosis en el Caenorhabditis Elegans esta controlada por el
gen ced-9 (ced, por "cell death", muerte celular), el hecho de que el Bcl-2 prevenga la
muerte programada sugiere que ced-8 y Bcl-2 son homalogos. En el Caenorhabditis
Elegans, los genes ced-3 y ced-4 promueven apoptosis mientras que ced-9 antagoniza
esta accion. El gen ced-3 codifica para una proteasa y comparte una funcién y secuencia
homologas con el enzima convertidor de interleuquina 1 (ICE) humano ®. Hasta hoy no

se ha encontrado un homodlogo humano del gen ced-4.

Diversos autores han encontrado separadamente genes relacionados con Bel-2°".
Boise et al ** clonaron el gen Bcl-x, el cual esta altamente conservado en la evolucion
de los vertebrados. Bcl-x codifica para dos proteinas distintas por una division alternativa
de su ARN mensajero (ARNm). El producto del ARNm mas largo, Bcel-x,, es simitar en
tamafio y estructura a Bcl-2 e inhibe muchas formas de apoptosis. Bei-xg, el producto
mas corto, actlia por el contrario inhibiendo al Bel-2 y Bel-x,. Se ha encontrado Bcl-xg en
timocitos inmaduros, 1o que explicaria la incapacidad de Bcl-2 para inhibir la muerte por
seleccion negativa de estas células. Bel-x, se expresa constitutivamente en neuronas

maduras, contribuyendo a su viabilidad a largo plazo y su resistencia a la muerte por
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apoptosis. Oltvai et al *

identificaron una proteina de 25 kd que tiene una gran
homologia en la secuencia de aminoacidos con Bcl-2 a la que llamaron Bax. Bax forma
homodimeros y heterodimeros con Bcl-2 "in vivo" y ambos guardan una interaccion
dindmica de forma que cuando predomina Bax se produce apoptosis y se contrarresta
la accion de Bcl-2 y cuando predomina Bcl-2 sucede lo contrario. Tres grupaos de autores
describieron independientemente un nuevo gen llamado Bak (por Bcl-2 homdlogo
antagonista / "killer", asesino) que es homdlogo a Bcl-2 y Bel-x_ y es un inductor de
apoptosis °***. BAG-1 (por Bcl-2-asociado athanogen 1) es un gen anti-apoptosis no
homdlogo a Bcl-2 descrito por Takayama et al ¥. La co-expresion de BAG-1 y Bcl-2

aumenta la proteccion celular a la apoptosis inducida por varios estimulos, incluyendo

anticuerpos contra el receptor Fas, que su expresion por separado %

El proto-oncogen c-myc actia como factor de transcripcion normalmente asociado
a induccién de la proliferacidn celular, pero también se asocia a algunas formas de
apoptosis. Asi, fibroblastos que hiperexpresan c-myc son més proclives a sufrir apoptosis
tras deprivacion de suero de ternera fetal en el medio de cultivo ®. El c-myc induce
apoptosis tras la activacion celular cuando forma heterodimeros con la proteina
intracelular Max ®. El c-myc ejerce su funcion controlado por otros genes como Bcl-2.

El gen Bcl-2 bloquea la apoptosis inducida por c-myc pero no la proliferacion celular 7",
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El gen p53 actua como supresor tumoral evitando el crecimiento celular mediante
mecanismos transitorios y permanentes. De forma transitoria y reversible, detiene el ciclo
celular de una ceélula danada en la fase G1 ("gap 1" o intervalo 1 es la fase celular
quiescente entre las fases de mitosis y sintesis de ADN) mientras el dafo es reparado.
Mutaciones del p53 pueden promover cancer permitiendo que células dafiadas contintien
su replicacion antes de que el dafio sea reparado. Se han encontrado mutaciones de p53
en una gran variedad de tumores malignos tales como los de mama, pulmén y colon. En
otros casos, la hiperexpresion de p53 normal desencadena irreversiblemente la apoptosis
"2 como sucede en lineas celulares mieloides y epiteliales. Clarke et al ™ y Lowe et al
" demostraron independientemente que los timocitos murinos requieren expresion del
p53 para la induccion de apoptosis mediada por radiacion ionizante o etopdsido
(estabiliza el complejo topoisomerasa HI-ADN durante el proceso de rotura-union en la
sintesis del ADN, con lo que se forman fragmentos de ADN que no se sellan) pero no
para la mediada por forbol miristato acetato (PMA) / ionomicina (mimetiza la unidn al
receptor de 1a célula T) o glucocorticoides. Estos hallazgos tienen una gran trascendencia

terapéutica. Lowe et al

observaron que la presencia de mutaciones de p53 en células
tumorales se correlacionaba con una respuesta pobre al tratamiento con radiacion o
quimioterapia. Posteriomente Strasser et al " observaron que Bcl-2 blogueaba la

apoptosis inducida por p53 y que en algunos tumores la mala respuesta al tratamiento

dependia mas de una elevada expresion de Bcl-2 que de una pérdida de p53.
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El Nur77 es un miembro de la familia de receptores para hormonas
esteroideasftiroideas que incluye a los receptores de glucocorticoides,
minerafocorticoides, hormonas sexuales, acido retinoico, hormona tiroidea y vitamina D
! Fue descrito por Christy et al en 1988 ® como un gen que es rapida y transitoriamente
activado en células estimuladas y que codifica para una proteina con tres anillos de zinc
tipica de los factores de transcripcién. El Nur77 transmite apoptosis mediada
especificamente por unién al TCR / CDC3 en hibridomas de células T y en células T
inmaduras pero no en células T en crecimiento o activadas "*2°. Ademas de su induccidn
durante fa muerte celular, el Nur77 también es inducido durante la activacién. Sin
embargo, el ARNm del Nur77 inducido tras la activacion celular carece de la cola de poli-
adenosina que si presenta cuando es inducido tras la muerte celular, lo que puede dar

lugar a cambios en la transcripcién de la proteina ®'.

El enzima convertidor de la interleuquina 13 (ICE, "interleukin 1p converting
enzyme") es una proteasa que contiene cisteina y que activa la interleuquina 1 (iL1), un
importante mediador de ia inflamacion, al convertir pro-IL1p en su forma biclégicamente
activa IL1p rompiendo residuos de aspartato. La hiperexpresion del ICE causa apoptosis
en fibroblastos de rata que es inhibida por el Bcl-2 %2, Recientemente se ha demostrado

que anticuerpos contra el receptor Fas %

, Y mas lentamente el factor de necrosis
tumoral (FNT) ®, presentan actividad citotéxica sobre fibroblastos de rata que expresan

el receptor Fas. Esta actividad puede ser inhibida si las células expresan el crmA, un gen
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modificador de la respuesta de citoquinas codificado por el virus vacuna que
especificamente inhibe al ICE *. Estos hallazgos sugieren que el ICE es una proteasa

involucrada en la muerte celular mediada por el receptor Fas y por el FNT.

Estudios realizados en Drosophila Melanogaster llevaron al aislamiento del gen
"reaper" que es capaz de integrar informacién de diferentes vias para activar la
apoptosis. White et al * encontraron que una deleccion en el gen "reaper" bloquea todos
los procesos de muerte celular programada que normalmente suceden durante la
embriogénesis de Drosophila provaocando que el embrién muera antes de nacer, lo que
sugiere que la muerte celular es necesaria para el desarrollo de un animal normal. El gen
"reaper" codifica para un péptido de 65 aminoacidos que no es homdlogo a ninguna
proteina conocida y su ARNm se expresa en células destinadas a sufrir apoptosis 1-2
horas antes de que comience el proceso. En mamiferos no se ha encontrado todavia

ningun homaologo del gen "reaper".

Por altimo, nos centraremos en una pareja de moléculas inductoras de apoptosis

objetivo del presente estudio, el receptor Fas (FasR) y su ligando (FasL).
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+3. EL RECEPTOR FAS Y SU LIGANDO

El receptor Fas/Apo-1/CD95 es una proteina de superficie celular descrito
originaimente en células humanas en 1989 por dos grupos de investigadores de manera
independiente. Yonehara et al %, interesados en los receptores del FNT, encontraron un
receptor que inicialmente pensaron se trataba de un subtipo de receptor del FNT en una
linea celular fibrobléstica diploide humana llamada FS-7. De esta forma describieron un
anticuerpo monoclonal murino inmunoglobulina (lg) M dirigido contra un componente de
superficie de células humanas que llamaron anticuerpo anti-Fas (por fibroblastoc-asociado)
con actividad citolitica indistinguible de la realizada por el FNT y sugirieron que la
actividad citolitica del FNT estaba mediada por el antigeno de superficie celuiar Fas. Con
el fin de caracterizar moléculas de superficie celular implicadas en el control del
crecimiento de linfocitos malignos, Trauth et al ? crearon anticuerpos monoclonales contra
la linea celular linfobtdstica B humana SKW6.4. Descubrieron asi un anticuerpo
monoclonal murino 19G3 que ilamaron anti-APO-1 (por apoptosis 1) que reaccionaba
contra un antigeno de 52 kd de linfocitos T y B activados humanos, lineas celulares
linfoides T y B malignas humanas y algunas células leucémicas y que producia la
apoptosis de las mismas. Dhein et al *” compararon la eficacia para inducir la apoptosis
de distintos isotipos (1gG3, 19G1, 19G2a, 1gG2h, IgA) de anti-APO-1 y observaron que

IgG3 era el mas efectivo y que el fragmento F(ab'), era inefectivo. Ademas el anticuerpo
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anti-APO-1 requeria el entrecruzamiento de moléculas de APQO-1 en la superficie celular
con un anticuerpo secundario anti-ratén para inducir apoptosis *. Ninguno de estos dos
anticuerpos, anti-Fas y anti-APO-1, requieren de la actividad del compilemento para

producir la lisis celular.

Al clonar el ADN complemetario (ADNc) del FasR y APO-1, se demostré que su
secuencia era idéntica y que se trataba de una glicoproteina de superficie de 48 kd. Itoh

et al 88

aislaron el ADNc que codifica para el antigeno Fas humano de la linea celular de
linfoma T humano KT-3. La secuencia prevista de nucleétidos de ADNc del FasR
demostré6 que era un polipéptido de 319 aminodacidos con un unico dominio
transmembrana, siendo la parte amino-terminal extracelular y la carboxi-terminal
intracelular. Posteriomente Oehm et al * aislaron el ADNc del antigeno FasR humano

de la linea celular linfoblastica B SKW6 .4, demostrando que la secuencia prevista de

aminoacidos era idéntica a la del antigeno Fas.

Esta estructura del FasR/APO-1 es caracteristica de las proteinas de membrana
tipo | y es comun en muchos receptores de factores de crecimiento. EI dominio
extracelular es rico en residuos de cisteina y muestra una gran similitud con la familia
de receptores FNT / FCN {Factor de Crecimiento Nervioso) . La homologia media
con otros miembros de la familia es de un 24-30%. Entre los miembros de esta familia

se han descrito 12 receptores y 8 ligandos (Figura 2). Los receptores descritos de esta
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familia son: FNT-R1 (65 kd), FNT-R2 (75 kd) (ambos encontrados en una gran variedad
de células e involucrados en diversas acciones como la inflamacion y la muerte de
celulas tumorales), FCN de baja afinidad (expresado en neuronas e implicado en su
diferenciacion y supervivencia), CD40 (antigeno expresado en células B humanas
activadas), OX40 (expresado en células T CD4 activadas de rata), CD27 (expresado en
células T y en una subpoblacion de células B activadas), CD30 (expresado en células
de linfoma Hodgkin) *', 4-1BB (codifica una proteina de funcién desconocida encontrada
en clones de células T), PV-T2 y PV-A53R (ambos productos del genoma de poxvirus
gue codifican formas solubles de receptores de FNT). Varios miembros de esta familia
funcionan como promotores bien de supervivencia celular ¢ bien de apoptosis
dependiendo del tipo y estadio de maduracion celular y de otros posibles factores
ambientales °" % Asi, la unién al CD40 tiene una accién mitdgénica en células B

activadas * y previene la apoptosis “in vitro" de células B de los centros germinales *.

itoh y Nagata * identificaron un dominio en la region intracitoplasmatica del FasR
necesario para inducir apoptosis, con una secuencia de 68 aminoacidos
significativamente similar a la region citoplasmatica del receptor FNT tipo |, que también
provoca apoptosis. A este dominio lo llamaron "dominio de la muerte”. Ademas estos
autores observaron que la deleccién de 15 amincacidos de la region carboxi-terminal del
FasR incrementaba su capacidad apoptética, probablemente porque esta region ejerce

una accidn reguladora sobre el resto de la porcion intracitoplasmatica.

31



Introduccidn bibliografica

Posteriormente fue identificado el homologo murino del FasR * a partir de la linea
celular macrofagica murina BAM3 activada con lipopolisacarido (LPS). El antigeno FasR
murino es una proteina de 306 aminoacidos con un peso molecular de 35 kd que
contiene un Unico dominio transmembrana que divide la proteina en una region
extracelular de 148 aminoacidos y una citoplasmatica de 141 aminoacidos. La secuencia
de nucledtidos y la secuencia prevista de aminodcidos del antigeno FasR murino es
identica en un 58.5% y un 49.3% respectivamente a la del FasR humano. Se encontrd
una distribucion tisular de ARNm del FasR murino en timo, higado, ovario y corazén pero

no se detectd en bazo, cerebro, médula dsea, testiculo y Utero °.

Ademas de presentarse como un receptor de membrana, el FasR también puede

presentarse en forma soluble desprovisto de la regién transmembrana % 7.

El gen del FasR/APO-1 humano se localiza en el brazo largo del cromosoma 10

.99 v el de ratdn en el extremo distal del cromosoma 19 °.

La caracteristica mas resefable del FasR es que transmite una sefial de muerte
celular cuando se une a su ligando natural o a anticuerpos agonistas como anti-FasR o
anti-APO-1 ', La muerte celular mediada por el FasR presenta las caracteristicas
morfologicas de apoptosis. El FasR se expresa en la superficie de varias lineas celulares

Ty B?y en linfocitos T y B activados .
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Los mecanismos intracelulares que acontecen desde la union al FasR en la
membrana hasta que se produce la muerte celular son poco conocidos. La porcién
intracelular del FasR y el FNTR1 (receptor de FNT tipo 1) presentan una homologia de
un 28% en un dominio de 65 kd que es responsable de la transmision de la sefial
apoptdtica en ambos receptores * %, Dada esta similitud, y como la sefal transmitida
por el FNTR1T estd mejor caracterizada que la del FasR, se especuld que ambos
receptores utilizaban vias comunes para transmitir apoptosis, sin embargo se demostré
posteriormente que esta hipdtesis era falsa ' "% La sefnal del FNTR1 esta acoplada a
diferentes fosfolipasas entre las que se encuentra esfingomielinasa. La esfingomielinasa
cataliza la hidrolisis de esfingomielina originando fosforiicolina y ceramida. La ceramida
libre actia como un mensajero intracelular que activa serina/treonina tirosin-kinasas. Se
ha demostrado mediante estudios de manipulacion farmacolégica que el aumento en la
disponibilidad de ceramida libre intracelular induce la fragmentacion del ADN y la muerte
celular por apoptosis '® aunque también estimula la proliferacion celular '°. Cifone et al
%7y Gill et al " demostraron separadamente que !a unién de un anticuerpo anti-FasR
al FasR induce la activacion de una esfingomielinasa acidica en lineas tumorales
humanas que expresan el FasR, lo que origina la formacion de ceramida. Eischen et al
'% también demostraron que la interaccidn con e! FasR induce una rapida fosforilacién

de varias tirosin-proteinas. Sato et al ''°

identificaron una tirosin-kinasa a la que llamaron
FAP-1 ("Fas associated phosphatase", fosfatasa asociada a Fas) que interacciona con

el dominio intracelular del FasR inhibiendo la transmision de apoptosis inducida por el
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FasR en una linea celular T. Estas observaciones en la transmision de la sefal del FasR
explicarian porque unas células son mas suceptibles al FasR que otras y porqué el FasR

en ciertas condiciones puede inducir activacion celular .

Rouvier et al "'? habian demostrado que la linea celular T citotoxica PC60-d10S,
era capaz de producir la lisis de timocitos procedentes de ratones normales, ratones de
las cepas MRL/++ y C57B1/6J-gld y lineas celulares que expresaban el FasR, pero no
provocaba la lisis de timocitos de ratones MRL/Ipr o de aquellas lineas celulares en las
que no se expresaba el FasR. Ademas, esta actividad citotdxica era independiente de
calcio, Concluyeron que la citotoxicidad mediada por PC60-d10S depende de la
expresion del FasR en la célula diana, lo que sugiere que estas células efectoras
deberian de expresar el ligando del Fas. Basandose en estos datos, Suda y Nagata '
detectaron expresion del FasL en estas células PC60 usando una forma soluble del FasR
construida mediante una proteina de fusion entre la fraccién constante (Fc) de la IgG1
humana y la parte extracelular del FasR murino. El FaslL fue clonado posteriormente a
partir de ADNc de estas células . PC60 es un hibridoma generado por la fusion entre
una linea celular citotdxica murina y otra procedente de linfoma de rata; se demostrd que
el ADNc clonado se originaba del genoma de rata. La proteina FasL tiene 278
aminoacidos y un peso motecular de 40 kd. Mediante la técnica de "northern blot" se
demostré que el ARNm del FasL se detectaba en esplenocitos de rata activados y en

menor grado en timocitos activados. En érganos no linfoides se expresaba en testiculo
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y con menor intensidad en intestino delgado, rifién y pulmén de rata *. Sin embargo, el
FasL no se expresaba en testiculo humano . Ademaés, el FasL no sblo se detectaba
en la superficie celular de células transfectadas con el FasL sino que puede existir como

una forma soluble también capaz de inducir apoptosis '*.

La secuencia de aminoacidos del FasL demuesira que es una proteina
transmembrana tipo Il con una regién extracelular carboxi-terminal y una intracelular
amino-terminal. El FasL tiene una regién de 150 aminoacidos en el dominio extraceluiar
homologo a la familia de ligandos FNTo, FNTR, LTB, CD27L, CD30L, CD40L, 4-1BBL,

con una mayor similitud a los tres primeros * (Figura 2).

Posteriormente Takahashi et al ® caracterizaron la secuencia del FasL murino, que
presentaba una homologia del 90.6% y del 91.4% en la secuencia de nucleétidos y
aminoacidos respectivamente con respecto al FasL de rata. El FasL murino y €l humano
presentan una homologia en la secuencia de aminoacidos del 76.9% y carecen de
especificidad de especie "'°. El gen del FasL murino y humano esta localizado en la

region distal del cromosoma 1 '®,

Dhein et al "*®, Brunner et al """ y Ju et al ""® describieron separadamente que la
activacion de células T mediante unién al TCR, inducia la co-expresion del FasR y el

FasL. La interaccion del FasR y su ligando en la misma célula inducia ia muerte celular
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de forma "suicida”. Aiderson et al ''° describieron que el FasL se expresaba en clones
celulares T humanos activados con un incremento maximo de expresién 1 hora tras

estimulacion y que estos clones activados presentaban actividad citotdoxica frente a

células que expresaban el FasR.

PV-T2 by As3R C
0X-40

FNTR |
FNTR Il FCN-R

| | | |
LTa CD40L CD30L CD27L

FNTa
FASL 4-1BBL

Figura 2. Familia FNT / FCN de receptores (arriba) y ligandos (abajo).
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*4. MODELOS MURINOS DE LES. MUTACIONES Ipr, glid y Ipr.

Existen diferentes cepas murinas endogamicas que desarrollan espontaneamente
manifestaciones autoinmunes similares al LES humano '*°. Desde un punto de vista
experimental, la disponibilidad de estas cepas murinas ha servido como modelo para la
realizacion de estudios de patologia, inmunologia y biologia molecular de gran ayuda
para elucidar la naturaleza de esta enfermedad. El conocimiento de la etiopatogenia del
lupus murino conlleva una mejor comprension de esta enfermedad en humanos asi como
de los mecanismos de autoinmunidad e inmunorregulacién en general. La identificacion
de las mutaciones genéticas murinas Ipr y gld constituyen una buena ilustracion de la

utilidad de estos modelos.

Ipr y gld son mutaciones espontaneas murinas no alélicas autosomicas recesivas
situadas en distintos locus que inducen la aparicién de fenotipos clinicamente similares
con manifestaciones autoinmunes (Figura 3). Ambas fueron identificadas originalmente
en los Laboratorios Jackson. Estos dos modelos animales representan las primeras
enfermedades autoinmunes en las que se conocen anormalidades genéticas

subyacenties.

La mutacién lpr (linfoproliferacion) se desarrollo espontaneamente en la cepa
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murina MRL. La cepa MRL (H-2k) se origind tras entrecruzamiento de varias cepas
murinas endogamicas procediendo su genoma de las siguientes cepas: 75% LG/J, 12.6%
AKR/J, 12.1% C3H/Diy 0.3% C57BL/6J. Tras varias generaciones de endogamia, se vid
que algunos ratones desarrollaban adenopatias masivas que posteriormente se
identificaron ligadas a la presencia de una mutacion llamada Ipr, estos ratones se
denominaron MRL/Ipr. La cepa original sin la mutacién se denominé MRL/++ "°. La
mutacion Ipr esta situada en la porcion distal del cromosoma 19 entre los genes Ly44
("lymphocyte differentiation antigen 44", antigeno de diferenciacion de linfocitos 44 ) y Tdt

("terminal deoxynucleotidyl transferase”, transferasa deoxinucledtido terminal) "',

Los ratones homocigotos MRL/Ipr desarrollan a edad temprana glomerulonefritis
masiva por inmunocomplejos, atrofia timica, arteritis coronaria, artritis erosiva con factor
reumatoide positivo, esplenomegalia masiva e infiltrados mononucleares en glandulas
salivares y lacrimales. Lo mas caracteristico es la presencia de una linfadenopatia
generalizada que comienza aproximadamente a las 8 semanas de edad y que es masiva
alas 16-18 semanas. Serolégicamente se caracterizan por una hipergammagtobulinemia
policlonal, titulos elevados de anticuerpos antinucleares {(incluyendo anti-ADN nativo, anti-
Smith, anti-histonas, anti-P), hipocomplementemia, crioglobulinas en suero y factor
reumatoide. Todas estas manifestaciones convierten a esta cepa murina en un modelo
ideal para el estudio de la artritis reumatoide, el sindrome de Sjégren y sobre todo el

LES. Esta cepa tiene una tasa de mortalidad del 50% a los 5 meses de edad debido al
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fallo de la funcién renal 2% 122,

En contraste, los ratones MRL/++ presentan manifestaciones autoinmunes mas
tardias y leves sin linfoadenopatia masiva y una supervivencia mas prolongada (50% de

mortalidad a los 18 meses de edad).

En el aftlo 1984, Roths et al *** publicaron ia aparicién de una nueva mutacion
espontanea en la cepa murina endogamica C3H/HedJ a la que llamaron gld (por
"generalized lymphoproliferative disease", enfermedad linfoproliferativa generalizada). La
mutacién gld esta situada en la porcién distal del cromosoma 1 prdxima al gen de
antitrombina-3 '*°. Las manifestaciones clinicas consisten en linfadenopatia generalizada,
esplenomegalia y neumonitis intersticial. Sin embargo esta cepa raramente desarrolla
nefritis, vasculitis, infiltracion de glandulas salivares o atrofia timica. Serolégicamente se
caracterizan por presentar leucocitosis, hipergammaglobulinemia y anticuerpos
antinucleares incluyendo anti-ADN nativo. La supervivencia es superior que en la cepa

con la mutacion lpr, alrededor de un afio 2

Matsuzawa et al '*® publicaron en 1990 un nuevo alelo de Ipr que descubrieron
tras observar que una parte de la descendencia de la cepa CBA/K1J desarrollaba
linfadenopatia masiva. A esta nueva mutacién la denominaron 1pr® (por lpr

complementando gld) debido a que interaccionaba con la mutacion gld para inducir
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linfadenopatia, esto es, los ratones dobles heterocigotos Ipr/+ gld/+ eran normales
mientras que los ratones Ipr*/+ gld/+ presentaban linfoproliferacion y manifestaciones
autoinmunes de grado leve. Las manifestaciones clinicas consisten en esplenomegalia
y linfadenopatia masiva que respeta parcialmente a los ganglios mesentéricos. Sin
embargo, no se produce nefritis, vasculitis o neumonitis intersticial. L.as manifestaciones
serologicas son las mismas que las descritas para las mutaciones Ipr y gld. La

supervivencia es aproximadamente de un 50% al afio de edad.

MRL/lpr C3H/gld MRL/Ipre
N Muerte (meses) 6 12 12
Nefritis 4+ 1+ 0
Vasculitis 3+ 0 0
Neumonitis 1+ 3+ 0
Hiperyglobulinemia | 4+ 2+ 2+
| Anti-ADN nativo 4+ 2+ 2+

Figura 3. Manifestaciones clinicas de LES en cepas murinas.

Uno de los hallazgos mas caracteristicos de estas tres mutaciones murinas es que
presentan una infiltracion progresiva en ganglios linfaticos y en menor grado en bazo por

linfocitos con un fenotipo inusual Thy1.2+ HSA+ CD4- CD8- CD3+ TCRaf+ receptor IL-2-
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B220+ CD44+ CD2- CD28+. En ratones adultos con el cuadro autoinmune establecido
estos linfocitos pueden llegar a constituir el 90% de la poblacién total linfocitaria. Estos
linfocitos son célutas T anormales que no expresan CD4 o CD8 (ceélulas dobles
negativas) '**. Presentan marcadores de células T como Thy1.2 (marcador de timocitos
y células T maduras en el raton), HSA ("heat stable antigen”, antigeno estable al calor,
marcador de células T inmaduras), 0 CD69 (antigeno de activacion muy temprana) "
sin embargo expresan bajos niveles de los receptores CD5, CD3 y TCR y no expresan
el receptor de IL-2 o CD2. Pero también expresan marcadores de células B como B220
pero no Ig de superficie '¥. Estas células parecen ser de origen T como lo confirma el
hecho de que la timectomia neonatal en los ratones mutantes previene su acumulacion.
Ademas estas células dobles negativas responden pobremente a estimulacién con
mitégenos, antigenos y anticuerpos anti-TCR, con una deficiente proliferacion,
adquisicion del receptor de IL-2 y produccion de IL-2. Sin embargo se ha visto que
pueden proliferar en cultivo con anticuerpos anti-TCR/ofs, PMA y anti-CD28 '®. Es
posible que procedan de células CD4+CD8- o CD4-CD8+ maduras que han perdido la
expresion de CD4 o CD8, aungue no se puede excluir que procedan de timocitos dobles
positivos que simultdneamente hayan perdido la expresion de CD4 y CD8 '°. Basandose
en el hecho de que el gen de CD8 se desmetila progresivamente a medida que los
timocitos maduran y por tanto es un indicador de la expresion previa de CD8, Landolfi

et al "*° examinaron el estado de metilacion del gen de CD8 en las células CD4-CD8- de

los ganglios linfaticos de ratones Ipr. Observaron que las células dobles negativas de los

41



Introduccién bibliografica

ratones Ipr presentaban un gen de CD8 desmetilado. Ademas, encontraron que la
subpoblacion doble positiva de timo de ratones lpr contenia un elevado porcentaje de
células atipicas B220+ CD44+ CD2+. Concluyeron gue las células CD4-CD8-CD2- de los

ganglios linfaticos de ratones Ipr procedian de céluias de timo CD4+CD8+CD2+.

Diversos tratamientos han demostrado aminorar la linfoproliferaciéon y reducir el
numero de células dobles negativas en bazo y ganglios linfaticos de los ratones Ipr y gld.
Estos incluyen la timectomia neonatal y el tratamiento crénico con anticuerpos

monoclonales especificos para CD4 '*° o CD8 ™'

Las mutaciones lpry gld han sido transferidas a otras cepas murinas como AKR/J,
Balb/c, C3H/Hed, C57BL/6J, C57BL/10 ™% '™ Todas estas cepas desarrollan
linfadenopatia, esplenomegalia y produccién de autoanticuerpos pero no artritis o nefritis.
Los ratones MRL +/+ también desarrollan manifestaciones autoinmunes mas debiles y
mas tardias, y los ratones MRL Ipr/+ heterocigotos desarrollan manifestaciones
intermedias entre 10s no mutantes y los homocigotos ™*. Estos hallazgos sugieren que
las mutaciones Ipr y gld no inducen la enfermedad autcinmune sino que mas bien

aceleran la predisposicion a desarrollarla.

Watanabe et al ® encontraron que el gen del FasR murino estaba localizado en el
g g

cromosoma 19 en una region préxima a ia mutacién lpr, lo que les llevo a suponer que
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la mutacién Ipr podria afectar la expresion del FasR. Encontraron que la expresion del
ARNm del FasR es nula o casi ausente en higado y timo de ratones con la mutacién Ipr.
Mediante el analisis de los fragmentos polimorficos de restriccién observaron que el
ADNc del FasR en ratones Ipr presenta patrones anormales y por tanto esta reordenado
®. Concluyeron que la mutacion Ipr codifica para el gen estructural del FasR. Ademas
encontraron que los ratones con la mutaciéon Ipr°® expresan niveles normales del FasR,
pero debido a que presentan una mutacién puntual de timidina a adenina en el
nucledtido 786 se produce un reemplazamiento de asparragina por isoleucina en la
region citoplasmatica del FasR que anula la capacidad del FasR para inducir apoptosis

S (Figuras 4 y 5).

Adachi et al **°, Chu et al *® y Wu et al ' demostraron independientemente que
la alteracién del FasR en la mutacion Ipr se debia a la insercion del retrotransposon
ETn ("early transposable element", elemento temprano transponible) en el segundo intrdén
del gen del FasR. El retrotransposon funciona como un retrovirus enddgeno, esta
constituido por ARN viral con capacidad de insertarse en el ADN gendmico de otros
organismos tras la retrotranscripcion de su ARN y como puede introducirse en distintos
puntos del genoma se denomina retrotransposon o elemento movil en el genoma. Este
retrotransposon ETn origina una terminacion prematura en ia transcripcion del ARNm del
FasR antes del tercer exon y en consecuencia se reduce la expresion de la proteina.

Adachi et al "** ademas sugieren que la inserciéon de ETn no abole completamente la
g q
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expresion del FasR y que una pequefia proporcidn puede ser transcrita a través del ETn.
Kobayashi et al '*® demostraron la presencia de ARNm completo del FasR, aunque a
bajos niveles, en timo e higado de ratones Ipr, lo que indica que existe "filtraciéon" del

FasR.

La alteracion del FasR produce defectos en la tolerancia de las células T y B lo
que origina el sindrome autoinmune linfoproliferativo *. Wu et al " crearon ratones
MRL/lpr transgénicos inyectando en los embriones ADNc completo del FasR murino bajo
la regulacion dei promotor especifico de células T CD2. Consiguieron expresioén del FasR
en los linfocitos T de los ratones transgénicos pero no en los linfocitos B. La restauracion
del FasR en las células T produjo una correccion de las manifestaciones autoinmunes:
elimind la glomerulonefritis, la linfadenopatia masiva y las células T CD4- CD8- B220+,
se normalizaron los niveles de inmunoglobulinas y desaparecieron los autoanticuerpos
del isotipo IgG2a y disminuyeron aunque sin desaparecer los 1IgG1. Esto demuestra que
la correccidn temprana del FasR en las células T es suficiente para eliminar la
enfermedad autoinmune acelerada incluso en presencia de células B con defectos en el

FasR. Estos hallazgos son concordantes con los encontrados por Sobel et al ™'

que
demostraron "in vivo" que las células T de ratones Ipr eran esenciales para la produccion
de autoanticuerpos. Sin embargo, Sobel et al "*? también demostraron que las células B
de los ratones Ipr presentaban un defecto intrinseco por lo que producian

autoanticuerpos y no eran recipientes pasivos de sefales transmitidas por células T
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anomalas. El papel de las células B fue corraborado por Shlomchik et al " creando
mediante cruzamiento ratones homocigotos para las mutaciones lpr y "Jh knockout”, los
cuales carecen de células B desde el nacimiento. Los ratones sin células B no
desarrollaron glomerulonefritis ni vasculitis ni nefritis intersticial pero si presentaron
linfadenopatia y esplenomegalia aunque de menor magnitud que los ratones con células

B.

Takahashi et al ® encontraron que el gen del FasL murino estaba situado en la
region distal del cromosoma 1 en la misma localizacion donde habia sido descrita la
mutacidn gid. No encontraron recrdenamiento en el gen del FasL ni tampoco que la
expresion del ARNm del FaslL estuviera disminuida en ratones gld. Sin embargo,
demostraron que el ADNc del FasL en ratones gld presentaba un cambio de timidina
a citosina lo que originaba un reemplazamiento de leucina por fenilalanina en el
aminoacido 273 que corresponde a la region extracitoplasmética del FasL. Esta
mutacion puntual da lugar a unos niveles de expresién del FasL normales pero con una
capacidad para inducir apoptosis abolida °. Esto explicaria por qué la transferencia de
células de meédula 6ésea de ratones ++ a ratones gld produce una correccion de las

manifestaciones autoinmunes al suplir el defecto del FasL " (Figuras 4 y 5).
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Normal MRL/pr CBA/lpree C3H/gld

;

S

FasR | > FaslL O Mutacion

Figura 4. Expresion dei Fas en modelos murinos de LES.
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EXT ™ CYT

|

{

Lys Lys Phe Ala Arg Glu Asn Asn Asn Lys Glu Gly Lys Ile Asp Glu Ile Met
mFAScg ARA AAA TTT GCT CGA GAA AAT AAC AAC AAG GAG GGC AAG ATA GAT GAG ATC ATG
mFAS  AAA AAA TTT GCT CGA GAA AAT AAC ATC AAG GAG GGC AAG ATA GAT GAG ATC ATG

ILysl Lys'Phe Ala Argl Glu Asn Asnm Lys]EIl Gly LyslIle AsplGlulIleIHet

CYT ™ EXT

| N |

270 ' 279

Ile Asn Phe Glu Glu Ser Lys Thr Leu Phe Gly Leu Tyr Lys Leu ***

mFasLigld] ATC AAT TTT GAG GAA TCT AAG ACC CTT TTC GGC TTG TAT AAG CTT TAA
mFasL ATC AAT TTT GAG GAA TCT AAG ACC TTT TTC GGC TTG TAT AAG CTT TAA
[Ile]|Asn PhelGlu Flul SerlLys Thr Phe Phe Gly Leu|Tyr Lys|Leu f***

Figura 5. Mutaciones en los genes del FasR y el FasL en ratones Ipr® y gid
respectivamente. A) La parte superior muestra la estructura del FasR. El dominio de
muerte celular se muestra en area sombreada. La parte inferior muestra la secuencia de
nucledtidos y la secuencia prevista de aminoacidos del FasR murino normal (mFas) y del
FasR con la mutacion Ipr*® (mFascg). La flecha indica la posicidon de la mutacion del
FasR en ratones Ipr*Y, B} La parte superior muestra la estructura del FasL. La parte
inferior muestra la secuencia de nucleotidos y la secuencia prevista de aminoacidos del
Fasl murino normal (mFasL) y del FasR con la mutacidn gld (mFasL gld). La flecha
indica la posicidn de la mutacién del FasL en ratones gld. S, secuencia sefal; EXT,

region extracelular; TM, regidn transmembrana; CYT, region citoplasmatica.
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5. MUERTE LINFOCITARIA MEDIADA POR FAS

Se ha estimado que la médula 6sea produce aproximadamente 10" precursores
linfoides al dia. Debe existir un mecanismo de control de muerte celular que elimine las
células que no son reclutadas en una respuesta inmune y que evite la acumulacion de
estas células con el consiguiente riesgo de desarrollar un linfoma o una enfermedad

145

autoinmune Estos mecanismos de control no suceden aleatoriamente sino en

estadios especificos de la maduracion linfoide.

El desarrollo de las células T comienza por la migracion de sus precursores al
timo desde donde salen posteriomente como células maduras a la periferia. Durante el
proceso de maduracion, las células que expresan un TCR que interacciona con el CMH
expresado en el epitelio timico son seleccionadas positivamente y las que no, mueren
por apoptosis. Ademas las células que interaccionan con autoantigenos presentados en
el contexto del CMH son seleccionadas negativamente y también mueren por apoptosis.
El resultado es que sblo un 5% de los precursores T que emigran al timo salen a la
periferia '°. En la periferia, también existe un mecanismo de seleccion de forma que las
células T que reconocen autoantigenos primero son activadas y posteriormente mueren

por apoptosis '%.
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Las células B sufren un proceso de seleccion en los centros germinales de los
ganglios linfaticos antes de convertirse en células plasmaticas o en células B memoria
7. Tras encontrar a un antigeno presentado por las células foliculares dendriticas, las
células B nativas migran a los foliculos primarios, proliferan hasta formar los centros
germinales y sufren mutaciones somaticas en los genes de las cadenas pesadas y
ligeras de las immunoglobulinas. Las células B que expresan receptores de aita afinidad
son seleccionadas y aquellas que presentan receptores de baja afinidad mueren por
apoptosis. En este proceso de mutacion tambien se pueden crear células B reactivas
contra antigenos propios que mueren por apoptosis .

Inicialmente, algunos autores como Matsumoto et al "*° o Zhou et al **°

sugirieron
que en los ratones lpr existia un defecto en la seleccién negativa de las células T
autorreactivas en el timo. Singer et al "' habian comprobado previamente que los
ratones Ipr y gld deleccionaban normalmente en el timo los linfocitos que expresaban un
TCR VP autorreactivo. Estudios posteriores lo han confirmado. Sidman et al '
encontraron que Jlos mecanismos de seleccion negativa y positiva en ratones

| "% sugirieron

homacigotos lpr y gld transgénicos para el TCR eran normales. Herron et a
que las células dobles negativas de ratones Ipr eran seleccionadas positivamente en el
contexto del CMH de clase I} como sucede con las células CD8+ y posteriormente se

expanden anormalmente en la periferia.
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Otros autores han demostrado que los mecanismos de tolerancia periférica son
anormales en ratones Ipr. Russell et al * % habian demostrado que las células T
maduras en reposo eran resistentes a la induccion de muerte celular tras activacioén por
unién al TCR, pero las células T CD4+ y CD8+ activadas eran sensibles. También
encontraron que las células T maduras CD4+ o CD8+ activadas de los ratones lpr,
aunque mostraban una proliferacion y una produccidn de citoquinas similar a {os ratones
no mutantes, presentaban un defecto en la induccidn de muerte celular tras estimulacién
"in vitro” con enterotoxina estafilocdcica A o anticuerpos anti-CD3 en presencia de células
presentadoras de antigeno '*. Scott et al **° demostraron que tras administracion “in
vivo" del superantigeno enterotoxina B estafilocdcica, los ratones lpr presentaban
alteraciones en la deleccion periferica y anergia de células T a diferencia de otras cepas
murinas que desarrollan LES o cepas normales. Wang et al '*® demostraron que la
apoptosis inducida por anticuerpos anti-CD4 en células T de ratones normales no se
producia en células T de ratones con la mutacién Ipr los cuales no expresan el FasR, lo

que implica al FasR en esta forma de apoptosis.

Todos estos hallazgos sugieren una funcion de la via Fas en los mecanismos
de tolerancia periférica. Elkon '’ Nagata y Suda " y Vignaux y Golstein ™ han
propuesto la siguiente hipdtesis (Figura 6). Las células presentadoras de antigeno
presentarian el péptido autorreactivo en el contexto del CMH al TCR de los linfocitos

autorreactivos. Estos linfocitos T inicialmente estarian en reposo y expresarian poco el
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FasR y poco o nada el FasL. Al reconocer al antigeno, el linfocito se activaria y se
induciria la expresion del FasR y el Fasl. Varios dias después de la activacion, el FasR
seria funcional y la celula moriria por apoptosis. La muerte seria bien por suicidio (la
misma celula expresa el FasR y el Fasl) o por fraticidio (una poblacién celular expresa
el receptor y la otra el ligando). En ratones con |las mutaciones Ipr o gid, debido a que
son deficientes bien en el FasR o en el FasL, estas células T autorreactivas no moririan
sino que se acumularian y colaborarian con células B autorreactivas que producirian
autoanticuerpos ', Sin embargo, otros mecanismos también deben contribuir a la
eliminacion de linfocitos activados, y estos otros mecanismos pueden predominar en
ratones jévenes, mientras que aquellos mediados por el Fas podrian ser esenciales en

ratones adultos "

Activacion

Y

Apoptosis de celulas T autorreactivas

Figura 6. Modelo de deleccion clonal periférica mediada por Fas.

CPA: célula presentadora de antigeno.
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El Fas también es trascendente en los mecanismos de citotoxicidad mediada
por células T. Esta actividad citolitica puede ser realizada por linfocitos CD4, CD8 y
linfocitos "natural killer". Desde el punto de vista molecular existen dos mecanismos
complementarios de induccion de citotoxicidad mediada por células T cuyo resultado es
la apoptosis de la célula diana. Uno es mediado por una proteina dependiente de caicio
conocida como perforina o proteina formadora de poro '*'. La perforina es liberada por
exocitosis por granulos citoplasmaticos, se une e inserta en la membrana de la célula
diana y forma un canal a través del cual circulan otros contenidos de los granulos como
serin-esterasas, FNT, granzima A y B "% g iones como el calcio '®. Este mecanismo es
funcionaimente similar al desencadenado por el complemento C9. El otro mecanismo
esta mediado por ia interaccién entre el FasL en la célula efectora y el FasR en la célula
diana y es independiente de calcio. Entre las celulas T CD4, las Tht ("T helper 1", son
celulas T cooperadoras de la inmunidad celular) pueden expresar el FasL y lisar por la
via del Fas con mayor eficacia que las Th2 ("T helper 2", células T cooperadoras de la
produccion de anticuerpos). Las células CD4 no inducen lisis a través del sistema de la
perforina. Las células CD8, gue son los linfocitos citotdxicos profesionales, pueden lisar
a través de ambas vias, la del Fas y la de la perforina "*®. Se ha demostrado la expresion
del FasL en esplenocitos activados "'* % y en lineas celulares T citotoxicas CD8+ "y
CD4+ % Kagi et al " observaron que, aunque en ratones deficientes para el gen que
codifica la perforina existia un deterioro de la aclividad citotdxica, esta no era

i 165

completamente abolida. Posteriomente, Kagi et al '* y Lowin et al '® demostraron que
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la actividad citotdxica residual era mediada por el Fas. Ademas, las células y los ratones
deficientes en perforina eran incapaces de producis lisis de células deficientes en el
FasR como los timocitos de ratones Ipr. Hanabuchi et al '®” demostraron que una linea
celular T CD4+ citotoxica murina estimulada con anticuerpos anti-CD3 expresaba el FasL
en su superficie y era capaz de lisar células que expresaban el FasR por una via
especificamente mediada por Fas. Los linfocitos T citotdxicos pueden ejercer su actividad
citotoxica a través de las vias del Fas o de la perforina eficientemente en células diana
sin nucleo '®. Ademas de ios finfocitos T activados, los linfocitos "natural killer” también
expresan basalmente el FasL presentando aclividad citotoxica mediada por Fas frente

a células diana que expresan el FasR .

El Fas también esta implicado en la muerte celular fuera del sistema linfoide.
Ogasawara et al '™ crearon un anticuerpo monoclonal hamster anti-ratén anti-FasR (Jo-2)
con actividad citolitica contra células que expresaban el FasR. La administracion
intraperitoneal de este anticuerpo produjo la muerte en 6 horas de ratones normales o
no mutantes pero no de ratones Ipr o Ipr®. La observacién de una elevacion de los
enzimas de necrosis hepatica y mediante estudios histoldgicos, concluyeron que el
responsable de la muerte era un falio hepatico fulminante, aungue no excluyeron la

posibilidad de dafio fetal en corazén o pulmaén '7°.
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=6, LES HUMANO Y APOPTOSIS

Los ratones con las mutaciones Ipr y gld presentan manifestaciones autoinmunes
que mimetizan el LES humano, aunque en éste no es tipica la presencia de
linfadenopatia masiva ni la acumulacion de células dobles negativas. Shivakumar et al
"' observaron en individuos con LES activo la existencia una pobiacién de células T
CD4- CD8- TCR/afp+, distintas de las CD4- CD8- TCR/vd, implicadas en la génesis de
anticuerpos anti-ADN asociados a nefritis IGpica. Sneller et al '’? describieron dos
pacientes con hipergammaglobulinemia, linfocitosis, hepatoesplenomegalia,
linfadenopatia y una elevada proporcién de células dobles negativas, todo ello de
caracteristicas similares al cuadro que desarrollan los ratones mutantes. Posteriormente
Fisher et al ' describieron el sindrome linfoproliferativo autoinmune en cinco nifios
pertenecientes a familias distintas, uno de los cuales habia sido incluido en el trabajo de

| "%, y que desarrollaron el mismo cuadro clinico ya descrito por estos

Sneller et a
autores. Demostraron que en este sindrome los linfocitos T, tanto CD4 como CD8,
mostraban una capacidad de apoptosis defectuosa asociada a distintas mutaciones
heterocigotas del gen del FasR. Rieux-Laucat et al '"* también estudiaron tres pacientes
con hepatoesplenomegalia y linfadenopatia y una gran proporcion de células TCR

positivas y dobles negativas. Uno de estos fres pacientes presentaba una expresion

reducida del FasR y los tres presentaban defectos de apoptosis mediada por el Fas "in
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vitro". Mediante analisis def cDNA del FasR en estos pacientes, demostraron que todos
ellos presentaban delecciones en la secuencia de nucledtidos del dominio citoplasmatico
del FasR que anulaban la capacidad para inducir apoptosis del receptor. Estos hallazgos
sugieren una participacion del Fas en la tolerancia inmunolégica en humanos y podrian
aportar bases geneticas para explicar la patogenia de algunas enfermedades

autoinmunes.

LLos pacientes con LES presentan linfocitos B circulantes activados que
producen grandes cantidades de inmunoglobulinas y autoanticuerpos. Esta situacion
hiperproliferativa ha sido implicada en la patogenia del LES. Se ha descrito una elevada
actividad transcripcional de oncogenes como c-myc y ¢c-myb en ceélulas mononucleares
de sangre periférica en pacientes con LES '®. La activacién policlonal B que se ha
demostrado en el LES puede ser explicada a través de distintas hipotesis '®. 1) Por un
aumento de la actividad T colaboradora de la cual serian responsables los linfocitos T
colaboradores o incluso los T supresores '’". 2) Por defecto de la actividad T supresora,
en este sentido cabe destacar que se ha observado una respuesta deficiente a
concanavalina A '"® y al virus de Epstein-Barr '"°, ambos inductores de respuesta T
supresora. 3) Por ultimo, por un defecto intrinseco de los linfocitos como sucederia si

fallaran los mecanismos de apoptosis.

Los hallazgos en ratones Ipr han estimulado ia investigacion en el LES humano.
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Emlen et al '°

encaontraron que las células mononucleares de sangre periférica en
pacientes con LES presentaban una tasa de apoptosis "in vitro" mas acelerada que las
células de pacientes con artritis reumatoide o de sujetos sanos utilizados como control,
hallazgo similar al descrito en las células dobles negativas de ratones Ipr *'. Esta
apoptosis acelerada no mostraba relacién con tratamiento con corticoides o con farmacos
citotoxicos. Ademas, estos autores demostraron que los linfocitos de pacientes con LES
liberaban una mayor concentracién de nucleosomas en el sobrenadante, que era
proporcional a la tasa de apoptosis. El resultado prodria ser gran liberacidn de antigenos

nucleares que en ultimo término desencadenaria una respuesta autoinmune con

formacion de inmunocomplejos.

En el LES se producen autoanticuerpos contra gran variedad de
autoantigenos de localizacion celular diversa, entre ellos destacan ADN nativo de doble
cadena e histonas. La estructura formada por un nucleo de ocho moléculas de histonas
rodeado de 160 pares de base de ADN forma un nucleosoma. La presencia de
inmunocomplejos que contienen ADN nativo durante las fases de actividad del LES,
sugiere que probablemente los nucleosomas endoégenos son uno de los antigenos contra
los que se dirige la respuesta inmune '®. Una fuente potencial de antigenos es la
abundante formacién de nucleosomas procedentes de células que sufren apoptosis, ya
gue en esta forma de muerte celular existe una division internucleosomal del ADN. En

este sentido, Rumore y Steinman '*® demostraron que el ADN en pacientes con LES no
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existia en forma de moléculas de ADN fragmentadas aleatoriamente sino en estructuras
similares a fos oligonucleosomas. Amoura et al '® encontraron que en ratones MRL/lpr
y MRI/++ los anticuerpos antinucleosomas se detectaban antes que los anticuerpos anti-
ADN nativo o anti-histonas, io que condicionaba una respuesta mas temprana en los
ratones lpr. Estos ultimos autores consiguieron también obtener por elucion anticuerpos
anti-nucleaosomas de rifilones en ratanes Ipr con proteinuria. Es posible, como propone
Savill '®, que un fallo en la fagocitosis de los cuerpos apoptéticos pudiera ser el
responsable de la presencia de nucleosomas circulantes en el LES e incluso que este

fallo perpetuara la inflamacion articular en la artritis reumatoide.

Por otra parte, es conocido que la exposicién a la uz UV en pacientes con LES
induce la aparicion de lesiones en |a piel y puede provocar una exacerbacién sistémica
de la enfermedad por mecanismos no esclarecidos. Golan et al '* observaron que los
gueratinacitos de pacientes con LES, al compararlos con los de sujetos sanos,
presentaban un aumenio en la expresidn de antigenos solubles intracetutares en ia

membrana celular tras irradiacion UV B "in vitro". Posteriormente, Casciola-Rosen et al
%" demostraron que la irradiacién UV B era capaz de inducir apoptosis en cultivos de
queratinocitos, existiendo ademas una redistribucion de los autoantigenos del LES en
dos tipos de vesiculas localizadas en la superficie de las células apoptéticas. Las
vesiculas mas pequefas contenian ribosomas, riboproteinas SS-A/Ro y fragmentos de

reticulo endoplasmico y las mas grandes contenian nucleasomas. Dado que la infeccion
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| % examinaron la distribucion de los

por el virus Sindbis induce apoptosis, Rosen et a
componentes virales en las vesiculas apoptéticas, encontrando que en las vesiculas de
menor tamafo co-existian autoantigenos con antigenos virales y viriones. Estos estudios

despiertan interés en los fragmentos apoptéticos como posibles inmundgenos en la

patogenia del LES,

Otros autores han analizado la expresion del Bcl-2 en el LES describiendo
resultados contradictorios. Kumagai et al '* describieron una expresion disminuida del
Bcl-2 en células Ty aumentada en céiulas B de pacientes con LES. Graninger et al ',
sin embargo encontraron una elevada expresion del Bel-2 en los linfocitos T tanto en
pacientes con LES como en pacientes con septicemia y con leucemia linfocitica cronica.
Posteriormente, Aringer et al '°' demostraron que las células T pero no las células B de
pacientes con LES presentaban niveles elevados del B¢l-2. Estos autores postularon que
un aumento en los niveles del Bcl-2 podria representar un intento de equilibrar la aita
tasa de apoptosis que muestran los linfocitos en el LES. En contraposicion a estos
hallazgos, Rose et al '* no encontraron diferencias en la expresién de la proteina Bcl-2

en pacientes con LES al compararlos con controles sanos y con pacientes con ofras

enfermedades autoinmunes,

La apoptosis estd determinada por el balance entre las sefales inductoras e

inhibidoras de muerte que recibe una célula. Tanto el FasR como el Bcl-2 se expresan
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en linfocitos, por lo que debe existir una interaccion entre ambos que determine
finaimente el destino de la célula. Itoh et al **° transfectaron una linea celular linfoma T
y otra linea leucémica mieloide murinas con el FasR y el Bcl-2 humanos para analizar
dicha interaccion. La hiperexpresién del Bcl-2 produjo una inhibicién parcial de la muerte
celular inducida por un anticuerpo anti-FasR y por el FNT, lo que sugiere que el Bc¢l-2
interfiere en la transmision de apoptosis mediada por el FasR y el FNT. La apoptosis fue

inhibida completamente por la coexpresién de los genes Bcl-2 y BAG-1 %
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Material y métodos

1. 1 ESTUDIOS EN RATONES

1. 1. 1 RATONES

Los ratones Balb/c (Balb/c/cJ), MRL/pr (MRL/Mpj-Ipr/ipr), MRL/++ (MRL/Mp-+/+),
C3H (C3H/HeSnJ), C3H/gld (C3H/gld/gld), CBA/++ (CBA/K1Jms), CBA/lpr®
(CBA/K1Jms/ipre®/ipr®) fueron obtenidos originaimente de los Laboratorios Jackson (Bar
Harbor, ME) y posteriormente criados en el Hospital for Special Surgery (Nueva York,

EEUU).

1. 1. 2 PREPARACION DE SUSPENSIONES CELULARES

Se realizaron en condiciones estériles en una campana de flujo laminar (SterilGard
Hood. Class |l. Type A/B3, The Baxter Company, Inc. modelo 66-600, Sanford ME). Los
timos, bazos y ganglios linfaticos fueron extraidos y macerados asépticamente con
tapones de goma esterilizados en medio RPMI (Roswell Park Memorial Institute) 1640
(JRH Biosciences #56-509-001, Lenexa KS} en placas de cultivo de 80x15 mm (Falcon
Labware #3002, Becton Dickinson, Lincoln Park NJ). Las suspensiones celulares fueron
lavadas tres veces en medio RPMI| 1640 en tubos de 15 ml (Falcon #2009) mediante
centrifugacion (Beckman Instruments, modelo TJ-6, Palo Alto CA) a 1200 revoluciones
por minuto (rpm) durante 5 minutos cada vez a temperatura ambiente (TA). Las células

fueron contadas en camara de Neubauer (Improved Neubauer 0.1 mm deep
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Hematocytometer, American Optical Corporation, Bufalo NY) en un microscopio Laborlux
(Kleitz Wetzlar, Alemania). A continuacion fueron resuspendidas en medio de cultivo en
cantidades adecuadas. Para el bazo, 10s hematies fueron lisados mediante incubacion
durante 5 minutos en hielo en 0.17 M (molar) cloruro de amonio (Fisher Scientific #A661,
Fair Lawn NJ) y 20 mM (milimolar) Tris (Trizma base, Sigma #T-1503) diluidos en agua

destilada pH 7.6.

1. 1. 3 CULTIVO CELULAR Y ACTIVACION "IN VITRO"

Se cultivaron las suspensiones celulares de bazo y ganglios linfaticos a una
densidad de 1x10° células/ml en placas de cultivo de 24 pocillos (Falcon #3047). Como
medio de cultivo se utilizd RPMI 1640 suplementado con 10% de suero de ternera fetal,
2 mM L-glutamina, antibidticos (Penicilina 100 U/ml, Streptomicina 100 ug/mly Fungizona
0.25 ug/ml) ( todos los anteriores de JRH Biosciences #12-10378P, #59202-77P vy
#59606-77P respectivamente, Lenexa KS) y 50 yM 2-mercaptoetanol (Sigma #M-6250,
St Louis, MQ). El cultivo se realizd en una incubadora con atmosfera humidificada con
5% CO, a 37°C (Water Jacketed Incubator, Forma Scientific, Inc., modelo 3326 S/N

32186-3675, Marieta, OH).

Los mitdgenos utilizados para estudiar la induccion de la expresion del FasR en
bazo y ganglios linfaticos fueron:

-para células T: Concanavalina A (Sigma #C2010) 2 ug/ml, anti-CD3 (hibridoma 145-
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2C11) dilucién 1:5000 de liquido ascitico, IL-2 humana recombinante (Hoffmann-
LaRoche, Nutley, NJ} 10 U/ml.

-para celulas B: Lipopaolisacarido (LPS) W.S. typhosa 0901 (DIFCQO Laboratories # 3124-
25-6, Detroit, MI) 10 pg/ml e IgM cabra anti-ratdén cadena p especifico (Jackson

Immunoresearch #115-005-020, West Grove, PA) 10 pg/mi.

Para inducir la expresion del ligando del Fas, las células T de bazo fueron
incubadas con concanavalina A e IL-2 durante 2 dias al cabo de los cuales volvieron a
ser estimuladas con PMA (forbol 12-miristato 13-acetato) 10 ng/ml e ionomicina 500
ng/ml durante 4 horas (Los dos ultimos de Sigma Chemical Co. # P-8139 y 1-0634

respectivamente, St. Louis, MO) .

La viabilidad de las células tras el cultivo fue superior al 80% determinada
mediante exclusion por tripan azul (Trypan blue 0.4% solution in saline, JKH Biosciences

# 59-41077P, Lenexa, KS).

1. 1. 4 AISLAMIENTO DE LAS POBLACIONES DE GANGLIOS LINFATICOS
Se obtuvieron ganglios linfaticos aumentados de tamafo de ratones MRL/lpr de
4-5 meses de edad para analizar la expresion del ligando del Fas en las distintas

subpoblaciones.
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Los linfocitos dobles negativos se obtuvieron cultivando la suspension celular total
con anticuerpos anti-CD4 (clon GK1.5) y anti-CD8 {clon 3.168) durante 45 minutos a 4°C
en rotacion continua (Fisher, modelo 346, #14-059-346). Se afadié anti-CD4 como
sobrenadante de cultivo a una dilucién de 1 mi/107 células y anti-CD8 como liquido
ascitico a una dilucién final de 1/100. Sin lavar, se sigui¢ de incubacién con complemento
de cobaya (Low-Tox-M guinea pig complement, Cederlane Laboratories #CL4051,
Hornby, Ontario) diluide 1/10 en RPMI con 3% ASB (alblmina sérica bovina, pH 7.0,
pureza 98%, ICN Biochemicals # 160069, Cleveland, Ohio), 20 mM bufer Hepes (Acido
N-2-hidroxietilpiperazina-N'-2-etanesulfonico, JRH Biosciences #59-20577P) y 30 ug/ml
de ADNsa ("DNase | RNase free from bovine pancreas", Boehringer Mannheim #776785)
durante 1 hora a 37°C. A continuacion se examino la viabilidad mediante tripan azul y se
lavaron las células. Se eliminaron las células muertas y las células residuales no lisadas
tras complemento mediante bolas magnéticas (Dynabeads M-450 #110.08,Dynal, Oslo,
Noruega) cubiertas con IgG oveja anti-rata en una proporcion 8 (bolas) / 1 (células vivas

residuates) durante 1 hora a 4°C.

Las céluias positivas para CD4 o CD8 se obtuvieron depleccionando las celulas
dobies negativas y B mediante incubacién de la poblacidn total con anti-B220 (clon 14.8)
afadido como liquido ascitico a una dilucion final 1/100 durante una hora a 4°C en
rotacion continua. L.as células fueron lavadas y resuspendidas en RPMI sin bicarbonato

sadico con 10% suero de ternera fetal y 20 mM Hepes. Las células cubiertas con anti-
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B220 fueron eliminadas mediante adherencia en placas de cultivo de 100x20 mm de
poliestireno (Falcon #3003) precubiertas con IgG (H+L) cabra anti-rata (Jackson #112-
005-003) en tres ocasiones a 4°C, 30 minutos cada una. Los placas de cuitivo para
adherencia fueron tratadas cubriéndolas durante una noche a 4°C con el anticuerpo
diluido a 100 pg/ml en BSF (bufer salino fosfato) seguido de 5 lavados con BSF (BSF
pH 7.4, composicion para 1 litro: 8 g NaCl, Sigma #S5-9625; 0.2 g KCI, Sigma #P-4504;
1.44 g Na,HPQ, Mallinckrodt Chemical Works #7917, NY; 0.24 g KH,PO, Fisher #P285).
Se recogieron las celulas no adherentes y las células residuales cubiertas con el
anticuerpo fueron eliminadas mediante bolas magnéticas como se describid

anteriormente.

La pureza de la poblacion fue examinada mediante citometria de flujo con los
siguientes anticuerpos: RA3-3A1/6.1, GK1.5 PE (ficoeritrina) conjugado, IgM F(ab'), cabra
anti-ratdn cadena p especifico FITC (isotiocianato de fluoresceina) conjugado (Jackson
#115-096-075) y 53-6.72. Para ambas poblaciones se consiguié una pureza superior al

95%.

1. 1. 5 LINEAS CELULARES
Una iinea celular T TSST-1 reactiva (>99% CD4+) aislada de células T de bazo
de ratones MRL/++ fue donada por el Dr. S. Friedman y J. Tumang del Hospital for

Special Surgery.
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Las lineas celulares B A20, 1881 y 2PK3 fueron obtenidas de American Type
Culture Collection (ATCC), Rockville, MD. A20 (TIB 208) es una linea celular B madura
derivada de linfoma de ratones Balb/c, que expresa IgG de superficie, pero no expresa
IgM o IgA '**'®° 1881 es una linea celular pre-B derivada de médula 6sea de ratones
Balb/c transformada con el retrovirus A-MuLV ("Abelson murine leukemia virus", virus
Abelson de la leucemia murina). 1881 presenta cadenas p reordenadas en su citopiasma
pero no secreta ni expresa en superficie cadenas p o ligeras '*>'*’. 2PK3 es una linea

celular B madura derivada de linfoma de ratones Balb/c que expresa IgG de superficie'™.

1. 1. 6 ANTICUERPOS

Anti-FasR, 1gG fragmento F(ab), conejo anti-ratdon, es un anticuerpo policlonai
monoespecifico producido en el laboratorio del Hospital for Special Surgery ' a partir
de suero obtenido de conejos inmunizados con con un péptido sintético correspondiente

a los aminoacidos 5-23 de la secuencia de la proteina FasR murina.

Jo-2 "® (anticuerpo monoclonal anti-FasR, IgG hamster anti-ratén), CD54 (ICAM-1,
"intercelular adhesion molecule", molecula de adhesién intercelular; 1IgG hamster anti-
ratén) y CD69 FITC-conjugado (antigeno de activacion muy temprana, IgG hamster anti-
ratdn) fueron suministrados por Pharmigen (San Diego, CA) #15400D, 1541D y 01504D

respectivamente,
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Se obtuvieron de ATCC los hibridomas especificos para los siguientes marcadores

de superficie celular;

-Thy1.2, HO-13-4 (TIB 99), IgM ratén anti-ratén.
-CD4, GK 1.5 (TIB 207), IgG rata anti-raton.
-CD8, 116-13.1 (HB 129), 1gG ratén anti-ratén.
-CD8, 53-6.72 (T1B 105), I1gG rata anti-raton.
-CD8, 3.168, IgM rata anti-ratén.

-8220, RA3-3A1/6.1 (TIB 146), IgM rata anti-raton.
-B220, 14.8 (TIB 164), IgG rata anti-raton.

-CD3, 145-2C11, I1gG hamster anti-raton.

-HSA, J11d.2 (TIB 183), IgM rata anti-ratdn.

-Feyll receptor, 2.4G2 (HB 197), IgG rata anti-raton.

-IL-2 receptor, 7D4 (CRL 1698), IgM rata anti-ratén.
--AY, BP107.2.2 (TIB 154), 1gG ratén anti-ratén.

-1-A¥, 10-2.16 (TIB 93), IgG ratén anti-ratén.

Todos ellos fueron cultivados en el laboratorio del Hospital for Special Surgery en

las condiciones recomendadas por los creadores. Tras centrifugacion de las células, se

utilizaron los sobrenadantes sin diluir.
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Los siguientes anticuerpos secundarios fueron suministrados por Jackson
ImmunoResearch, West Grove, PA.:
-IgM F(ab'), cabra anti-ratén cadena u especifico FITC conjugado #115-096-075.
-lgG (H+L) F(ab"), cabra anti-ratén FITC conjugado #115-096-062.
-lgG (H+L) F(ab"), burrc anti-conejo PE conjugado #711-106-152.
-IgG F(ab'), oveja anti-raton fragmento Fc (fraccidn constante) especifico FITC conjugado
#515-096-071.
-IgG (H+L) F(ab'), cabra anti-hamster FITC conjugado #107-095-142.
-IlgG F(ab'), ratdn anti-rata fragmento Fc especifico FITC conjugado #212-096-103.
-IgG (H+L) F(ab'), burro anti-rata FITC conjugado #712-096-153.

-Streptavidina conjugada a FITC #016-090-084.

Como confrol se utilizaron BSF o los siguientes anticuerpos:
-IgG F(ab'), de conejo no inmunizado (Miles Laboratories Inc. #82-455-1, Naperville IL).
-Gamma globulina de raton (Jackson #015-000-002).
-Gamma globulina de hamster (Jackson #007-000-002).

-Gamma globulina de rata (Miles Laboratories Inc. #82-504, Kankakee IL).

1. 1. 7 ANALISIS DE CITOMETRIA DE FLUJO
Las tinciones se realizaron en placas de cultivo de 96 pocillos (Falcon #3077).

Para tincidon de un solo color se incubaron 2x10° células. Para tincion de dos colores, se
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incubaron 4x10° células en diferentes pasos con anticuerpos secundarios FITC o PE
conjugados. Cada anticuerpo se incubé durante 30 minutos a 4°C en un volumen final
de 10-20 pl, seguido de tres lavados con 1% ASB / 0.1% azida sodica (Fisher #35227-
500, Fair Lawn, NJ) / BSF centrifugando a 1200 rpm durante 3 minutos a 4°C. Cuando
se considers apropiado, se realizd bloqueo con suero normal del animal con el que habia
sido inmunizado el segundo anticuerpo: conejo (Pel-Freez #31119-5, Rogers ARK)} o
cabra (Pel-Freez #32119). Las células B y macrdéfagos de bazo y ganglios linfaticos

fueron prebloqueados con anti-FcRyll (hibridoma 2.4G2) para evitar tincion inespecifica.

Las muestras fueron analizadas en un citofluorégrafo 1s50H (Ortho Diagnostic
Systems Inc., Westwood, MA). Para cuantificar la expresion del anticuerpo en estudio,
se analizaron al menos 5000 células por cada muestra usando el histograma obtenido
con el anticuerpo control isotipo para definir el valor negativo. Las células muertas y los
detritus fueron excluidos mediante seleccion basada en dispersidn en angulo anterior y
derecho. Los datos fueron mostrados en una escala logaritmica de intensidad creciente

de fluorescencia verde o roja.

1. 1. 8 ESTUDIOS DE CITOTOXICIDAD
Se usaron como efectoras células no fraccionadas de ganglios linfaticos de
ratones MRL/pr™® y C3H/gld de 4 meses de edad y como dianas las lineas ceiulares B

A20 y 1881. Estas lineas celulares B fueron utilizadas porque previamente habiamos
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descrito en el laboratorio del Hospital for Special Surgery que la expresion del FasR era
muy baja o ausente (menor al 2%) en lineas celulares pro- y pre- B (como 1881), se
expresaba en lineas tempranas B y su expresion era muy alta (superior al 90%) en la

linea madura de linfoma B A20 2%°,

1x10° células diana resuspendidas en medio DMEM (Dulbeccos Minimum
Essential Medium, JRH Biosciences #56-499-001) suplementado (suero de ternera fetal,
L-glutamina, antibioticos y 2-mercaptoetanol en las concentraciones ya descritas) fueron
marcadas con cromo 51 (NEN Products #NEZ-030, Dupont de Nemours and Co., Boston,
MA) durante 2 horas a 37°C y 10% COQO,. Se incubaron células de ganglios linfaticos
recién aisladas con 1x10* células diana marcadas con cromo 51 en una proporcion
efector . diana de 80, 40, 20 y 10:1 en triplicado en microplacas de 96 pocitlos (Falcon)
a 37°C. Tras 4-6 horas de cultivo, las células fueron centrifugadas (1200 rpm durante 5
minutos), se recogid el sobrenadante y se conté la radioactividad en una y-cadmara
(Packard Instruments Co., Downers Grove IL). La liberaciéon de cromo 51 fue calculada
mediante la férmula: 100 x (liberacion muestra-liberacién espontanea) / (liberacion

maxima-liberacion espontanea).

1. 1. 9 EXTRACCION DE ARN
El ARN total fue extraido mediante el método de fenol-acido guanidico **'. Las

células fueron previamente lavadas con BSF frio estéril centrifugando (Eppendorf, modelo
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5415, Hamburgo, Alemania} a 6000 rpm durante 5 minutos a 4°C en tubos de 1.5 mi
(Sarstedt #72.690.051, Numbrecht, Alemania). Para drganos linfoides, se afadio al pellet
1 ml de RNA-STAT-60 (Tel-Test "B" Inc. #CS-110, Friendswood, TX) por cada 10x10°
células, se pipeteo la mezcla vigorosamente y se agité en vortex (Fisher Vortex Genie
2 #12-812) durante 1 minuto. Para érganos parenquimatosos, se utilizdé 1 ml de RNA-
STAT-60 para homogeneizar cada 100 mg de tejido. Los drganos fueron previamente
cortados en piezas menores de 0.5 cm? y sometidos a la accién de ultrasonidos (Sonifier
Cell Disruptor, modelo W185, Heal Systems-Ultrasonics Inc., Plainview, NY) en hielo 3
veces 15 segundos cada una para evitar que |a temperatura del tejido fuera demasiado
elevada. EI ARN fue extraido con 0.2 volumen de cloroformo (Fisher #8574-1, Fair Lawn,
NJ) 7 alcohol isoamilico (Fisher #A393-500) en una proporcion 24/1, se agité en vortex
y se coloco en hielo durante 10 minutos. Se centrifugd a 14000 rpm durante 20 minutos
a 4°C. Se recogi6 cuidadosamente la fase superior acuosa que contenia el ARN y fue
precipitada en isopropanolol (Fisher #A-416) a volimenes iguales a -20°C durante al
menos 2 horas. El ARN fue centrifugado a 14000 rpm a 4°C durante 30 minutos. El pellet
de ARN fue lavado con etanol (Pharmco #64-17-5, Bayonne, NJ) al 80% a volumenes
iguales centrifugando a 14000 rpm a 4°C durante 6 minutos. El pellet de ARN fue secado
durante 8 minutos en bomba de vacio {(SpeedVac Water Jet, Savant Instruments Inc.,
Farmingdale, NY) y disuelto en 40 pl de agua destilada tratada con dietilpirocarbonato
0.1% (DEPC, Sigma #D-5758). Para facilitar la disolucion, el ARN fue calentado en un

bafio de agua (Reacti-therm heating module, modelo #18870, Pierce) a 62-70°C durante
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10 minutos. Se agitd en vortex y se centrifugdé brevemente. La cantidad de! ARN fue
medida en un espectrofotometro (Beckman DU-64, Fullerton, CA) a una densidad 6ptica

de 260 nm, la media obtenida fue de 1 ug por cada 1x10° células.

La calidad del ARN fue comprobada en un gel de agarosa (Gibco BRL #5510UB,
Gaithersburg, MD) al 1.2% (4 mm de grosor). El gel fue preparado disolviendo la agarosa
en agua destilada en microondas, enfriando a 60°C y afadiendo 5x bufer MOPS y
formaldehido (37% en solucidén acuosa, Fisher #F79) a una concentracién final de 1x y
2.2 mM respectivamente. El bufer MOPS contenia: 0.1 M 3-(N-morpholino) acido
propanesuifénico (Sigma #M-8899), 40 mM acetato sédico (Fisher #209) y 5 mM EDTA
(acido etilen-diamino tetra-acético, Sigma #E5134) en agua DEPC. Se afadié a la
muestra de ARN, 7 pi de bufer coctel (5x bufer MOPS, formaldehido, formamida (Sigma
#7508) y 0.5 pg/pl bromuro de etidio (Sigma #E-8751)) en un volumen final de
aproximadamente 10 ul. Se calentd a 62-70°C durante 10 minutos. Se anadio 1.6 pl de
bufer de carga, que contenia: 50% glicerol (Sigma #G5516), 1 mM EDTA, 0.256%
bromofenol azul (Sigma #B5525) y 0.25% cianol xileno FF (Bio-Rad #161-0423) en agua
DEPC. Se cargd la muestra en el gel sumergido en 1x bufer MOPS y se corrié a 3-4
Viem (cm entre |os electrodos). Se usaron cubetas de electroforesis Bio-Rad (Richmond,

CA).
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1. 1. 10 TRANSCRIPTASA INVERSA

El ADNc fue sintetizado a partir de 1 ug del ARN total con 200 U de transcriptasa
inversa de virus Moloney de la leucemia murina (Bethesda Research Laboratories
#80255A, Gaithersburg, MD) y 100 pmol de oligodT (pd(T)12-18, Pharmacia #27-7858-
01, Uppsala, Suecia) en presencia de 1 mM dNTFs (deoxinucledtidos trifosfato)
(Pharmacia #27-2035-01), 20 U inhibidores de ARNasas de placenta humana (Boehringer
Mannheim #799017), 4 ul de 5x bufer de amplificacién (BRL #Y00146) y agua destilada
esterilizada hasta completar un volumen final de reaccién de 20 pl. Los cebadores y el
ARN fueron alineados a 72°C durante 5 minutos y posteriormente enfriados gradualmente
hasta 10°C durante 30 minutos. A continuacién se afadio la transcriptasa inversa y la
reaccion se dejé proceder durante 60 minutos a 372C antes de desnaturalizar a 95°C

durante 7.5 minutos "¢

1.1. 11 REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (RCP).
SECUENCIACION DE ADN
El ADNc fue amplificado mediante RCP en un termociclador (480, Perkin Eimer
Cetus, Norwalk, CT) con Taq polimerasa (Boehringer Mannheim #1435094 dU/ul). Los
cebadores usados para amplificacién (todos en orientacion 5'—3') del FasR, ligando del
Fas y gliceraldehido fosfato deshidrogenasa (GAPDH) estan descritos en la siguiente

tabla.
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Sentido Antisentido
GAPDH
CCATCACCATCTTCCAGGAG CCTGCTTCACCACCTTCTTG

FASL

Rata CAACTCTTTCATCTACAGAAGGAACT AAGCTTATATAAGCCAAAAAAGG

Raton CATGCAGCAGCCCATGAATTAC CCATGGACCTCGAGAAAATGAAGG

FASR

Raton ATGCTGTGGATCTGGGCTGT TCTCCTCTCTTCATGGCTGG

Los cebadores fueron sintetizados en la Seccién de Biologia Molecular del
Hospital for Special Surgery. El bufer de reaccidn, con un volumen final de 25 ul en tubos
de 0.5 ml (GeneAmp Reaction tubes #N801-0180), contenia: Taq polimerasa 0.625 U
(0.5 Iy, dNTFs 5 mM cada uno (0.5 pl), cebadores 5'y 3' 12.5 pmol en 5 I, 2.5 pl de
10x Taq bufer+magnesio (Boehringer Mannheim #1271318)}, 5 ul del ADNc en dilucion
apropiada y agua destilada autoclavada hasta completar un volumen final de 25 ul. Antes
de iniciar la RCP, se cubrié el contenido de los tubos con aceite mineral (Sigma #M-
5904), se centrifugd 30 segundos a 10000 rpm y se calento a 94°C durante 1 minuto

para desnaturalizar el ADN. Mediante estudios preliminares observamos que la
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cuantificacion optima se obtenia con 30 ciclos de amplificacién y una dilucién del ADNc
del FasR y del ligando del Fas 1/5 y de GAPDH 1/320. Como control negativo se usé
una muestra que contenia todos los ingredientes del bufer de reaccion excepto el ADNc.
Se emplearon las siguientes condiciones para amplificacion: desnaturalizacion a 94°C
durante 1 minuto, alineamiento a 5°C por debajo del Tm (“temperature melting"”,
temperatura de disociacion de las cadenas del ADN) durante 1 minuto y extensidén a 72°C
durante 1 minuto. Tras la RCP, 10 ul de ADN de cada muestra fueron corridos en un gel
de poliacrilamida (BDH Laboratory Supplies #44299, Poole, Inglaterra) al 5% con 1 pg/m|
de bromuro de etidio en bufer TBE (0.045 M Tris-borato (Sigma #B-7901) 0.001 M
EDTA). El bufer de electroforesis usado fue TBE con 0.5 ug/m! de bromuro de etidio. Los
geles fueron expuestos a un transiluminador de luz ultravioleta (UvP INc., modelo TS-15,
San Gabriel, CA) y se fotografiaron con un video (American Scientific Inc., Pleasanton,
CA) en modo inverso de forma que el ADN tefido aparecia como bandas de color negro.
La cantidad relativa del ADN amplificado se cuantificé mediante densitometria de laser

{(Molecular Dynamics, Sunnyvale, CA).

L.os productos de RCP fueron subclonados en pGEM3 (Promega Biotec, Madison,
WI) y secuenciados por el método de terminacion de cadena por dideoxinucledtidos %
usando ADN polimerasa T7 modificada. Todos los componentes se obtuvieron del equipo
Sequenase version 2.0 ADN Sequencing Kit (United States Biochemical #70770,

Cleveland, OH) y la reacciéon fue realizada amablemente por JL Chu segln las
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recomendaciones del fabricante.

1. 1. 12 SONDAS DE ADNc
Se obtuvo una sonda de ADNc de 1kilobase que codificaba para el receptor del

Fas de ratén, de timo de MRL/++ "¢,

Las sondas de ADNc que codificaban para el ligando del Fas de rata y ratén
fueron obtenidas respectivamente de céiulas de bazo de rata Sprague-Dawley activadas
con concanavalina A 2 pg/ml durante 24 horas a 37°C * y células no manipuladas de

ganglios linfaticos de raton MRL/pr ©.

1. 1. 13 "NORTHERN BLOT"

El peliet de 10 ug de ARN fue secado en bomba de vacio, se afiadid bufer céctel
hasta un volumen final de 18 pl, se calentd, y se corrid en un gel de agarosa al 1.2% en
condiciones desnaturalizantes. Se realizd el mismo procedimiento ya descrito para

analisis del ARN, salvo por el bufer céctel que no contenia bromuro de etidio.

A continuacidon el ARN fue transferido por capilaridad a membranas de nylon (Zeta
Probe blotting membranes #162-0156, Bio-Rad, Richmond, CA). Sobre un soporte
sumergido en una cubeta rellena de 10x SSC se colocaron sucesivamente: 3 hojas de

papel Whatman (Whatman International Ltd #1001 917, Maidstone, Inglaterra), el gel
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invertido, Parafilm (American National Can, Greenwich, CT) alrededor del gel sin cubrirlo,
membrana de nylon, 2 hojas de papel Whatman, 15 cm de serviiletas y un peso de 1 kg
para hacer presion. El bufer de transferencia 10x SSC contenia: 3 M NacCl, 0.3 M acetato
trisédico (Fisher #5-279). Tras realizar la transferencia durante una noche, se lavd la

membrana con 2x SSC y se dejé secar a TA.

La membrana fue sellada en un bolsa de plastico. La prehibridacion, hibridacion
y lavados fueron llevados a cabo segun las instrucciones del fabricante de la membrana.
La prehibridacion se realizé en 1 mM EDTA, 0.5 M NaH,PO, pH 7.2 (Fisher #5-369) y
7% SDS (sodio dodecil sulfato, BDH Laboratory Supplies #44244, Poole, Inglaterra) a
65°C durante 5 minutos. La hibridacién fue llevada a cabo en la misma solucién
conteniendo la sonda de ADNc a 65°C durante 24 horas. El volumen final de la solucion
de pre e hibridacion fue de 150 pl/cm? de membrana. La sonda de ADNc marcada con
P ([o**P] ACTP, NEN Products, Dupont de Nemours and Co., Boston, MA) fue anadida
a una concentracién de 1x10° cuentas por minuto (cpm) por ml de solucion de
hibridacion. La membrana fue sucesivamente hibridada con sondas de ADNc que
codificaban para el receptor del Fas, el ligando del Fas y el ADN control GAPDH. La
membrana fue lavada entre cada sonda. Tras la hibridacion, se realizaron dos lavados
con 1 mM EDTA, 40 mM NaHPQO, pH 7.2 y 5% SDS y dos lavados con 1 mM EDTA, 40
mMM NaHPO, pH 7.2 y 1% SDS. Todos los lavados se realizaron a 65°C durante 60

minutos cada uno en un volumen final de 350 ulfcm?’ de membrana. En el caso del ADNc
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del ligando del Fas de rata, que tiene una homologia del 91% con el del raton °, el
lavado se hizo a 50°C en lugar de a 65°C. La pre e hibridacién fueron realizadas en una
incubadora Robbins Scientific modelo 310 (Sunnyvale, CA) y los lavados en un bafio

Stovall (The belly dancer, Life Science Inc., Greenshoro, NC).

Las membranas fueron fijadas por radiaciones ultravioleta (GS Gene linker UV
chamber #165-5031 Bio-Rad, Richmond, CA) y expuestas a autorradiografias (Eastman
Kodak Co., X-OMAT #165 1512, Rochester, NY) durante una noche a -70°C (Revco
Scientific Inc., modelo ULT1775-7-AUB, Asheville, NC). Los niveles de expresion de
ARNmMm fueron cuantificados mediante analisis de las autorradiografias con densitometria
de laser (Molecular Dynamics, Sunnyvale, CA) y fueron expresados como el cociente Fas

receptor o ligando / GAPDH x100.
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1. 1. 14 PROCESAMIENTO DEL TEJIDO PARA HISTOLOGIA

Se extrajeron de ratones Balb/c y MRL/Ipr los siguientes 6rganos: cerebro, timo,
corazon, pulmon, higado, rifion, bazo, intestino delgado, colon, ovarios y ganglios
linfaticos. Tras su extraccion, los érganos fueron inmediatamente inmersos en OCT
(Tissue-Tek O.C.T. Compound, Miles Inc. #4583, Elkhart, IN) en moldes de polivinilo
(disPo Base Mold, Baxter Healthcare Corporation #M7307-4, Scientific Products Division,
Mc Graw Park, IL), congelados en nitrégeno liquido (T.W.Smith Corp., Brookiyn, NY) y
guardados a -70°C. Se cortaron secciones congeladas de 1 cm? y 3 um de grosor en un
microtomo Micron (modelo HMS505M, Belair Instruments Co., Fanwood, NJ). Las
secciones fueron colocadas en porta-objetos pretratados (Superfrost Plus microscope
slides, Fisher Scientific #12-550-15, Pittsburg, PA), secadas a TA durante 6-8 horas y
guardadas a -70°C. Antes de realizar |a tincidn, las secciones fueron de nuevo secadas
a TA durante 30 minutos y fijadas en acetona (Fisher #A18-4, Fair Lawn, NJ) y metanol
(Fisher #A412-20) frios en una proporcion 3:1 durante 1 minuto a 4°C, seguido de tres

lavados con BSF.

1. 1. 15 TINCION CON INMUNOPEROXIDASA

Los porta-objetos fueron colocados en 2% ASB / BSF durante 1 hora a TA,
seguido de preincubacion con 5% suero de cabra supresor (Cappel #55984, Durham,
NC) en 2% ASB / BSF durante 30 minutos a TA. Las secciones de higado y rifion fueron

pretratadas con avidina seguida de biotina (Vector Laboratories #5P-2001, Burlingame,
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CA), cada paso durante 15 minutos a TA para bloquear la biotina endégena de estos
tejidos. Posteriormente se aplicé el anticuerpo policlonal monoespecifico FasR 1gG F(ab'),
conejo anti-ratén '*° en una concentracién de 25 pg/ml durante una noche a TA. Tras
lavar con BSF, las secciones fueron incubadas con IgG biotinilada cabra anti-conejo
(Vector #BA-1000) diluida 1:2000 en 0.5% ASB / BSF durate 10 minutos a TA, seguido
de 1% perdxido de hidrogeno (Fisher #4325-100) en BSF durante 5 minutos con objeto
de bloguear la peroxidasa enddgena. Tras lavar con BSF, fueron incubadas con
peroxidasa conjugada a streptavidina (Boehringer-Mannheim #1089 153, Alemania)
diluida 1:1000 en 0.5% ASB / BSF durante 5 minutos a TA. Como sustrato cromoégeno
para el enzima se uso diaminobencidina (Sigma #D8001) 0.06% / 0.005% perdxido de
hidrégeno diluida en 0.5% Triton (Sigma #X-100) / BSF durante 5-10 minutos a TA **.
La reaccion con la peroxidasa resultd en un precipitado marrén. Los porta-objetos fueron
contratenidos ligeramente en hematoxilina de Harris (Fisher #SH26-500), seguido de
hidroxido de amonio (Fisher #A669-500) en agua, deshidratados en etanoles al 95% y
100% sucesivamente, aclarados en xileno (Fisher #X4-4), montados en Permount (Fisher
#SP15-100) y cubijertos. Las secciones fueron evaluadas en un microscopio Olympus,

Japon.

Se realizaron en paralelo controles negativos, bien omitiendo el anticuerpo
primario o sustituyéndolo por IgG F(ab'}, de conejo no immune irrelevante. No se observo

tincién en estos casos.
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Como tincidn histoldgica de rutina se utilizé hematoxilina-eosina (Fisher #E-511).

1. 1. 16 INMUNOMICROSCOPIA ELECTRONICA

Se utilizé un método de preinmersion, y todo el proceso antes de la fijacion se
realizé en condiciones estériles para evitar contaminacion. Se extrajeron timos de ratones
Balb/c y MRL/lpr y se obtuvo una suspensién celular como ya se describié. Se
preincubaron 5x10° células con 5% suero de cabra en BSF durante 30 minutos a TA. Se
afadio el anticuerpo anti-FasR IgG F(ab'), conejo anti-ratén '*° en una concentracion de
90 pg/ml diluido en 5% ASB / BSF durante 1 hora a TA. A continuacién se lavaron las
celulas tres veces con 1% ASB / 1% azida sddica / BSF centrifugando a 1000 rpm 10
minutos cada vez y se incubaron con IgG (H+L) cabra anti-conejo conjugada con
particulas de oro de 10 nm (TedPella Inc. #15726, Redding, CA) diluida 1:10 en bufer
Tris pH 8.2 durante 1 hora a TA. El bufer Tris contenia l0s siguientes ingredientes: 20
mM Tris, 20 mM NaN;, 225 mM NaCl, 0.1 g ASB, pH 8.2. Tras tres lavados como se
describio anteriormente, las células fueron fijadas en un pellet con glutaraldehido /
formaldehido al 3% cada uno en 0.1 M BSF (Electron Microscopy Sciences, PA) durante
una noche a 4°C. Posteriormente el fijativo fue extraido y reemplazado con 0.09 M BSF
dos veces, cada una 15 minutos. El pellet fue fijado posteriormente con 2% tetroxido de
osmio (Stevens Metallurgical Corp., NY) en 0.09 M BSF durante 45 minutos a TA y a
continuacion lavado tres veces con agua destilada 5 minutos cada uno. Se siguid de

deshidratacion en etanoles sucesivamente al 25, 50, 70, 95 y 100% durante 15 minutos
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cada uno. Los pellet fueron inmersos sucesivamente en 0xido de propileno (Eastman
Kodak Co., #75-56-9, Rochester, NY) durante 15 minutos, 6xido de propileno y mezcla
epoXy en una proporcion 1/1 durante 45 minutos a TA y dos cambios de ia mezcla epoxy
durante 1 hora cada uno a TA. La mezcla epoxy contenia: 72% Maraglas 655 (Electron
Microscopy Sciences, Port Washington, PA), 16% epi-res 502 (Fisher), 10% dibutil
phthalato (Fisher #D30-500), 2% benzildimetilamina (Ladd Research Industries #412,
Burlington, VT). Finalmente fueron polimerizados a 58°C (Precision Scientific Group
#31578, Chicago, IL) durante una noche **. Las secciones fueron cortadas a 900 nm de
grosor en un ultramicrotomo Reichert (Leica, Alemania) y recogidas en rejillas de cobre
(Ladd, Inglaterra). Se tifieron con acetato de uranil (Reichert-Jung #2168-200) durante
42 minutos a 40°C y citrato de plomo (Leica #70 55 30) durante 16 minutos a 20°C
(Ultrostainer Carisberg System). Fueron examinadas en un microscapio electrénico Zeiss

EM 109, Alemania.

Los controles negativos se realizaron del mismo modo que ya se describid para

la inmunohistoquimica; no se encontré tincién en ellos.
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1. 2 ESTUDIOS EN HUMANOS

1. 2. 1 PACIENTES

Se estudiaron 23 pacientes con LES, 9 pacientes con artritis reumatoide (AR), 6
pacientes con sindrome de Sjdgren primario (SSP), y un control sano por cada paciente.
Todos los pacientes con LES y AR reunian los criterios de la Sociedad Americana de
Reumatologia »** *® Los pacientes con SSP presentaban queratoconjuntivitis seca,
xerostomia y una biopsia labial diagnéstica en ausencia de otra enfermedad autocinmune
conocida **’. Los pacientes fueron seleccionados aleatoriamente en el Hospital for
Special Surgery de forma consecutiva no randomizada. Los pacientes en tratamiento con
citotoxicos 0 una dosis de prednisona superior a 10 mg / dia fueron excluidos del
estudio. La actividad del LES fue evaluada mediante el indice de actividad del LES
(SLEDAI) ?%. Para no introducir errores de variacidn, las muestras de sangre de los
pacienies y los controles sanos fueron pareadas y analizadas el mismo dia y en las

mismas condiciones.

1. 2. 2 PREPARACION DE LA SUSPENSION CELULAR
Se aislaron células mononucleares de sangre periférica (CMSP) mediante
centrifugacion en Ficoll-Hypaque (Pharmacia LKB #17-0840-03, Uppsala, Suecia) **. Se

diluyd la sangre heparinizada a partes iguales con medio RPMI 1640, y lentamente se
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decantaron 25 ml de la dilucidn en tubos de 50 ml (Falcon #2070) previamente rellenos
con 15 ml de Ficoll, se centrifugd a 1500 rpm sin freno durante 30 minutos a TA. Las
células mononucleares de la interfase Ficoll-plasma fueron transferidas cuidadosamente
a un nuevo tubo de 50 mi, se afiadié 3 volimenes de nuevo medio y se lavaron tres
veces centrifugando a 1000 rpm 15 minutos a 4°C. Las células fueron contadas en una
camara de Neubauer. Se obtuvieron aproximadamente 1x10° células por cada 1 ml de

sangre.

1. 2. 3 ANTICUERPOS

Se usaron los siguientes anticuerpos monoclonales:
-anti-APO-1 (APO-1/FasR) raton anti-humano, IgG1 para citometria de flujo e 19G3 para
ensayo de apoptosis, cedidos por el Dr. P. Krammaer, German Cancer Research Center,
Heidelberg, Alemania 2,
-OKT3 (CRL 8001), anti-CD3, IgG2 ratdn anti-humano, hibridoma de ATCC *'°.
-2H4-RD1, anti-CD45RA, IgG1 cadenas pesadas y Kappa ligera raton anti-humano PE
conjugado (Coulter Immunology #6603181, Hialeah, FL) 2"
-4B4-RD1, anti-CDw29, 1gG1 cadenas pesadas y Kappa ligera raton anti-humano PE
conjugado (Coulter Immunology #6603177, Hialeah, FL) ?'%.
-B4-RD1, anti-CD19, IgG1 cadenas pesadas y Kappa ligera ratén anti-humano PE
213

conjugado (Coulter Immunology #6603024, Hialeah, FL)

-Anti-Leu-3a, anti-CD4, igG1 cadenas pesadas y ligeras raton anti-humano (Becton
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Dickinson #6320, Mountain View, CA) 2"
-Anti-Leu-2a, anti-CD8, IgG1 cadenas ligeras y pesadas raton anti-humano (Becton

Dickinson #6310, Mountain View, CA) 2"

L.os anticuerpos control isotipo fueron: IgG1 y IgG3, ambos de ratdn y obtenidos

de Sigma Chemical Co (#M5284 y M5659 respectivamente), St Louis, MO.

Los anticuerpos secundarios fueron:
-lgG (H+L) F(ab'), cabra anti-ratén (preadsorbido para evitar reactividad con IgG humana)
FITC conjugado (Jackson #115-096-062).
-IgM burro anti-humano PE conjugado (Jackson).
-IgM fragmento Fc cabra anti-humano FITC conjugado (Jackson #109-095-043).

-IgG (H+L) cabra anti-raton PE conjugado (Caltag #M30004-1).

1. 2. 4 ANALISIS DE CITOMETRIA DE FLUJO
La tincion y el anélisis de las muestras se realizé en las mismas condiciones ya

descritas para los estudios en ratones.

1. 2. 5 CULTIVO CELULAR Y ACTIVACION "IN VITRO"
Se cultivaron 2x10° CMSP/m! en medio RPMI 1640 suplementado (suero de

ternera fetal, L-glutamina y antibidticos en las concentraciones ya descritas en los
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estudios en ratones) en placas de cuitivo de 24 pocillos (Falcon).

Se usaron como activadores;
-para células T: anti-CD3 (OKT3) 1/5000 dilucién de liquido ascitico e IL-2 recombinante
humana 100 U/ml (Hoffmann-LaRoche, Nutley, NJ).
-Para células B: Estafilococo Aureus Cowan cepa 1 (SAC) muerto (Calbiochem-Nova
biochem, La Jolla, CA) a una concentracién final de 0.02% e IL-2 100 U/ml. Se usaron
estos estimuladores porque previamente se habia demostrado que aumentaban la

expresion de APO-1 %',

lLa viabilidad celular se determind mediante exclusién con tripan azul.

1. 2. 6 AISLAMIENTO DE CELULAS B

Las células B fueron seleccionadas mediante seleccién negativa #'®. Las células
T fueron depleccionadas mediante formacién de rosetas con hematies de carnero
(Beckton Dickinson #11943) pretratados con neuraminidasa (neuraminidasa de
Clostridium perfringens, Sigma #N-02876). Se lavaron 25 mi de hematies de carnero con
25 ml de medio Hanks (HBSS, Gibco Laboratories #450-1250EA, Grand Island, NY) en
tubos de 50 ml centrifugando 3 veces a 2000 rpm 10 minutos a TA. A 1 ml del pellet de
hematies de carnero se anadio 1 ml de neuraminidasa 1 U/mien BSF y se incubd 1 hora

a 37°C. Se lavé 2 veces con medio Hanks centrifugando como antes y se resuspendié
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el pellet final en 49 ml de RPMI suplementado (concentracién al 2%). A la solucion de
células mononucleares resuspendidas a una concentracion de 1x107 células/m| se anadié
medio volumen de fos hematies de carnero tratados con neuraminidasa al 2%. Se incubé
10 minutos a 37°C, se centrifugd 10 minutos a 500 rpm a TA y se incub¢ durante una
noche a 4°C. Se resuspendié en 10 ml de medio Hanks y se decant6 cuidadosamente
para no mezclarse en un tubo con 10 ml de Ficoll. Se centrifugd 30 minutos a 1500 rpm
a TA, se recogieron las células B de la interfase y se lavaron 3 veces con medio Hanks.
Las células residuales fueron eliminadas mediante incubacién con bolas magnéticas
(Dynal #14003) cubiertas con anti-CD3 (OKT3). La poblacién B resultante mostrd una

pureza superior al 95% mediante citometria de flujo usando anti-CD19 y anti-CD3.

1. 2. 7 ENSAYO DE PROLIFERACION

Se realizd mediante incorporacion de timidina tritiada. Se cultivaron 10x10* CMSP
en un volumen de 200 ul de medio de cultivo en placas de 96 pociilos (Falcon #3077).
Ocho horas antes de ser recogidas, se afladio a cada pocillo 1 uCi (micro-curio) de
timidina tritiada (NEN Products #NET-027A, Dupont de Nemours and Co., Boston, MA).
[Las células fueron aspiradas en filtros de fibra de vidrio en un PHD (ambos de Whittaker
M.A. Bioproducts, Walkersville, MD). La incorporacién de radioactividad fue medida en
un contador B (Packard Instruments Co., Downers Grove, IL}). Todas las muestras se

midieron por triplicado.
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1. 2. 8 INDUCCION Y ENSAYO DE APOPTQOSIS

Inmediatamente tras aislamiento de las CMSP frescas o en diferentes tiempos de
cultivo, se cultivaron 2x10° células con 1 pg/ml de 1gG3 anti-APO-1 o el anticuerpo
control isotipo, junto con 0.8 pg/ml de 1gG fragmento Fc conejo anti-ratén (Jackson #315-
006-046) para optimizar el entrecruzamiento ®. Después de 12 horas, se determind la
viabilidad celular mediante exclusién con fripan azul y la proliferacion mediante
incorporacién de timidina tritiada como ya se ha descrito previamente. El analisis
cualitativo de apoptosis se realizd mediante una modificacion del ensayo de
fragmentacion de ADN " E| pellet de 2x10° células fue lisado incubandolo durante una
noche a 37°C en un bufer que contenia 10 mM Tris pH 7.4, 5 mM EDTA, 0.5% sarkosil
(N-Lauroylsarcosine, Sigma #L.9150) y 0.5 mg/ml proteinasa K (Boehringer Mannheim
#745 723). A continuacion se incubd 90 minutos a 50°C con 0.1 mg/m! de ARNasa libre
de ADNasa (Boehringer Mannheim #109 169). Los lisados celulares fueron centrifugados.
El ADN del sobrenadante fue extraido a volumenes iguales con fenol (Sigma #P-1037)
/ cloroformo y a continuacidén con cloroformo / alcohol isoamilico. Posteriormente el ADN
se precipité a -70°C durante 30 minutos con 0.1 volumen de acetato sédico 3 My 2
volumenes de etanol al 96%. Se centrifugd y lavd con etanol al 70%, se secd al vacio
y se resuspendio en 10 mM Tris 1 mM EDTA. El ADN fue analizado mediante
electroforesis en un gel de agarosa al 2% y 1 pg/ml de bromuro de etidio y fotografiado

con un video .
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Material y métodos

1. 2. 9 SEROLOGIA

Fue realizada en el laboratorio de analisis clinicos del Hospital for Special Surgery.
La velocidad de sedimentacién (VSG) fue determinada por el método de Westergren *'".
Los anticuerpos antinucleares (ANA) fueron cuantificados en tiras cubiertas con Hep-2
(BiowWhittaker Inc., Walkersville, MD) usando un fluorimetro (International Diagnostic
Technologies, Santa Clara, CA) '®. Los anticuerpos anti-ADN nativo fueron cuantificados

219

en porta-objetos cubiertos con Crithidia Lucilae “™ (Wampole Laboratories, Cranbury, NJ)

y fueron medidos en una escala visual de 0 a 4.

1. 2. 10 ANALISIS ESTADISTICO

La significacidn estadistica se comprobé mediante comparacién de medias segun
t de Student para datos no paramétricos y el test de Mann-Whitney rank sum para datos
no parameétricos. Los niveles de significacion elegidos fueron: p <0.05, significativo y

p <0.01, muy significativo.
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IV. 2 RESULTADOS



Resultados

2.1 ESTUDIOS DEL FASR EN RATONES

2. 1. 1 ANALISIS CITOMETRICO DEL FASR EN RATONES

2. 1. 1.1 EXPRESION DEL FASR EN LA POBLACION TOTAL DE TIMO

Se analizo la expresion del FasR en células frescas de timo de 4-6 ratones por
cada cepa de 4-6 semanas de edad mediante citometria de flujo utilizando el fragmento
F(ab"), del anticuerpo anti-FasR conejo anti-ratén **°. Los timocitos frescos de ratones
Balb/c y MRL/++ expresaban el antigeno FasR en un 85% (media + desviacién standar
(DE) = 84+ 9%). Por el contrario, menos del 2% de los timocitos de MRL/Ipr expresaban
el FasR. Este bajo nivel de expresion era equiparable al obtenido con el anticuerpo

control IgG fragmento F(ab'), de conejo no inmunizado (Figura 1).
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Figura 1. Expresion del FasR (B, D, F) o del anticuerpa control (A, C, E) en la poblacion
total de timo de ratones Balb/c (A, B), MRL/++ (C, D} y MRU/lpr (E, F) mediante
citometria de flujo como se describié en métodos. Se muestran los resultados del timo
de un ratdn representativo por cada cepa estudiada. En las ordenadas se representa el
numero de células y en las abcisas la intensidad de fluorescencia expresada en escala
logaritmica. La proteina FasR se detectd en un 85% de los timocitos de las cepas Balb/c

y MRL/++ (B, D) y en menos del 2% de los timocitos de la cepa MRL/Ipr (F).
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2. 1. 1. 2 EXPRESION DEL FASR EN LAS SUBPOBLACIONES DE TIMO

TIMOCITOS CD4+CD8+. Como la mayoria de los timocitos (~80%) son
CD4+CD8+ (dobles positivos) y un 85% de la poblacidn total de timacitos expresa el
FasR, se puede deducir que la mayoria de los timocitos dobles positivos expresan el
FasR. Para confirmarlo, se realizd doble tincién para el FasR y HSA. HSA se expresa
en un gran porcentaje de los timocitos dobles positivos y dobles negativos. Se encontré
que aproximadamente un 75% de los timocitos de ratones Balb/c que expresaban HSA
a una alta intensidad expresaban también el FasR (Figura 2A).

TIMOCITOS CD4+CD8- y CD4-CD8+. Para determinar el nivel de expresion en
la poblacién mas madura se realizé doble tincidén para el FasR y anti-CD3. CD3 de alta
intensidad se expresa preferentemenie en células CD4+CD8- o CD4-CD8+. Se
seleccion6 un area de modo gue sélo la poblacion CD3+ de alta intensidad, pero no la
CD3+ de intensidad intermedia o baja, fuera incluida como positiva. Se encontrd que
aproximadamente un 15% de las células CD3+ de alta intensidad expresaban el FasR
(Figura 2B).

TIMOCITOS CD4-CD8-. Estas células s6lo comprenden un 5% de la poblacion
total de timocitos. Se realizd doble tincion para el FasR y anti-CD4 o anti-CD8. Se
encontrd que un 33% de las células que no teflian para CD4 o para CD8 expresaban el

FasR (Figura 2C y D).
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Figura 2. Expresion del FasR (eje y) en las subpoblaciones (eje x) de células HSA+ (A),
CD3+ (B), CD4+ (C) o CD8+ (D) de timo de ratones Balb/c de 6 semanas de edad
mediante doble tincidn con citometria de flujo. Se muestran los resultados del timo de un
ratén Balb/c representativo. Un 75% de los timocitos de ratones Balb/c co-expresaban
el FasR y HSA (A). Un 15% de los timocitos co-expresaban el FasR y CD3 de aita
intensidad (B). Como un 85% de los timocitos co-expresaban el FasR y CD4 (C) y un
60% co-expresaban el FasR y CD8 (D), deduciendo estas cifras del total de timocitos que
expresaban el FasR (89%), se obtuvo que un 33% de los timocitos que no expresaban

CD4 o CD8 expresaban el FasR.
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2. 1. 1. 3 EXPRESION DEL FASR EN CELULAS DE BAZO EN REPOSO

Se analizd la expresidon del FasR en células frescas de bazo de 4-6 ratones por
cada cepa estudiada de 4-6 semanas de edad mediante citometria de flujo utilizando el
fragmento F(ab'), del anticuerpo anti-FasR conejo anti-ratén **°. Se detectd el FasR en
un 12% (mediaxtDE = 12+ 4%) de la poblacion total de bazo de ratones Balb/cy MRL/++.
Enratones MRL/Ipr la expresion fue de un 2%, valor equivalente al del anticuerpo control

IgG fragmento F(ab'), de conejo no inmunizado (Figura 3).
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Figura 3. Expresion del FasR (B, D, F) o del anticuerpo control (A, C, E) en células
frescas de bazo de ratones Balb/c (A, B), MRL/++ (C, D) y MRU/lpr (E, F) mediante
citometria de flujo como se describié en la figura 1. Se muestran los resultados del bazo
de un raton representativo por cada cepa estudiada. La proteina FasR se detectd en un
12% de las células de bazo de las cepas Balb/c y MRL/++ (B, D) y en un 2% en |a cepa

MRL/pr (F).
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Se realizo doble tincidn para el FasR y CD3, HO, CD4, CD8, IgM de superficie o
B220, para analizar [a expresion en células T CD3+, CD4+, CD8+ o B respectivamente
en ratones Balb/c y MRL/++ de 4-6 semanas de edad. Se detectd que la expresion del

FasR se debia fundamentalmente a las células CD4+ (Figura 4).
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Figura 4. Expresion dei FasR en las subpoblaciones de ceéluias frescas de bazo
mediante doble tincidn con citometria de flujo. Se muestra la media de los resultados de
la expresion del FasR de 4-6 ratones por cada cepa estudiada sustraido el valor del
anticuerpo control. Se obtuvo la maxima expresion del FasR en las células con

marcadores T (CD3 y Thy 1.2), y dentro de éstas en ia subpoblacion CD4.
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2. 1. 1. 4 EXPRESION DEL FASR EN CELULAS DE BAZO ESTIMULADAS

Para analizar si la expresion del FasR en células de bazo en reposo cambiaba al
ser estimuladas, se incubaron las células de ratones Balb/c y MRL/++ con mitdégenos
para celulas B (LPS o IgM cabra anti-raton) y para células T (concanavalina A o anti-CD3
en combinacidén con IL-2). Se analizé la expresion del FasR a las 40 horas de cultivo

objetivindose en todos los casos un aumento de expresion (Figura 5).
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Figura 5. Expresion del FasR mediante citometria de flujo en células de bazo a las 40
horas de cultivo en presencia de anti-IlgM (10 pg/ml) o LPS (10 ug/ml), o bien Con A (2
pg/ml) o anti-CD3 (dilucion 1:5000 de liquido ascitico) en combinacion con IL-2 (10 U/ml).
Se muestra la media de los resultados de la expresion del FasR de 4-6 ratones por cada
cepa sustraido el valor del anticuerpo control. Se estudiaron ratones Balb/c y MRL/++
jévenes (2 meses de edad para ambas cepas) y viejos (5 meses de edad para MRL/++
y 18 meses para Balb/c). En todos los casos se indujo un aumento en la expresion del

FasR.
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En todos los casos se comprobd que las células de bazo se encontraban
activadas analizando mediante citometria de flujo la expresidon del receptor de IL-2
(sobrenadante del hibridoma 7D4) y CD69 en el caso de estimulacién con concanavalina
Ay anti-CD3 e [L-2. Y analizando la expresion del CMH de clase 1l € ICAM-1 en el caso
de estimulacién con LPS o anti-igM. Para analizar el CMH de clase |l se usaron los
sobrenadantes de los hibridomas BP 107 (clase d) para Balb/c y TIB 93 (clase K) para

MRL/++ (Tabla 1).

Balb/c MRL/MA+
Jovenes Vigjos Jovenes Viejos
| Basal CMA 1l 18+7 3312 01 120
ICAM-1 120 010 141 2+1
IL-2R 412 412 010 010
CD69 0+1 10 11 111
Anti-IgM CMH I 62112 89112 50410 65114
ICAM-1 2745 3548 3015 3113
LPS CMH 11 72115 7516 65110 6717
ICAM-1 3614 3745 3513 3412
ConA IL-2R | 57411 39120 A1114 32112
CD69 70112 68117 425 3210
Anti-CD3 IL-2R 4812 3818 36115 45112
CD69 41215 59120 22120 19420

Tabla 1. Expresién de marcadores de activacion de células T y B en células de bazo
activadas con mitégenos mediante citometria de flujo. Se muestra la media de los
resultados de la expresiéon de 4-6 ratones por cada cepa y grupo de edad sustraido el

valor del anticuerpo control. En todos los casos se encontré activacion celular.
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2. 1. 1. 5 EXPRESION DEL FASR EN CELULAS DE GANGLIOS LINFATICOS EN

REPOSO

Se analizo la expresion del FasR en células frescas de ganglios linfaticos de 4-6
ratones por cada cepa estudiada de 4-6 semanas de edad mediante citometria de flujo
utilizando el fragmento F(ab'), del anticuerpo anti-FasR conejo anti-ratén *°. Se detectd
el FasR en un 17% de la poblacién total de ganglios linfaticos de ratones Balb/c y
MRL/++. En ratones MRL/lpr la expresion fue de un 2%, valor equivalente al del

anticuerpo control IgG fragmento F(ab'), de conejo no inmunizado (Figura 6).
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Figura 6. Expresion del FasR (B, D, F) o del anticuerpo control (A, C, E) en células
frescas de ganglios linfaticos de ratones Balb/c (A, B), MRL/++ (C, D) y MRL/pr (E, F)
mediante citometria de flujo como se describid en la figura 1. Se muestran los resultados
de ganglios linfaticos de un ratdn representativo por cada cepa estudiada. La proteina
FasR se detectd en un 17% de las células de ganglios linfaticos de las cepas Baib/c y

MRL/++ (B, D) y en un 2% en la cepa MRLApr (F).
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Se realizé doble tincién para el FasR y CD3, HO, CD4, CD8, IgM de superficie o
B220, para analizar la expresion en células T CD3+, CD4+, CD8+ o B respectivamente
en ratones Balb/c y MRL/++ de 4-6 semanas de edad. Se detectd que la expresion del

FasR se debia fundamentalmente a las células CD4+ (Figura 7).
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Figura 7. Expresion del FasR en las subpoblaciones de células frescas de ganglios
linfaticos mediante doble tincion con citometria de flujo. Se muestra la media de los
resultados de la expresion del FasR de 4-6 ratones por cada cepa estudiada sustraido
el valor del anticuerpo control. Se obtuvo la méxima expresion del FasR en las células

con marcadores T (CD3 y Thy 1.2), y dentro de éstas en la subpoblacion CD4.
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2. 1. 1. 6 EXPRESION DEL FASR EN CELULAS DE GANGLIOS LINFATICOS

ESTIMULADAS

Para analizar si la expresion del FasR en células de ganglios linfaticos en reposo
cambiaba al ser estimuladas, se incubaron las celulas de ratones Balb/c y MRL/++ con
los mismos mitégenos descritos en las células de bazo. Se observd un aumento de

expresion del FasR a las 40 horas de cultivo en todos los casos (Figura 8).
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Figura 8. Expresién del FasR mediante citometria de flujo en células de ganglios
linfaticos a las 40 horas de cultivo en presencia de anti-IgM (10 ug/ml} o LPS (10 pg/ml},
0 bien Con A (2 yg/ml) o anti-CD3 (dilucion 1:5000 de liquido ascitico) en combinacion
con IL-2 (10 U/ml). Se muestra la media de los resultados de la expresién del FasR de
4-6 ratones por cada cepa y grupo de edad estudiados sustraido el valor del anticuerpo

control. En todos los casos se indujo un aumento en la expresion del FasR.
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Se comprobd que las células de ganglios linfaticos se encontraban activadas

analizando mediante citometria de flujo los marcadores de activacion ya descritos en |los

experimentos en bazo (Tabia 2).

Balb/c MRL/++
Jovenes Viejos Jovenes Viejos
Basai CMH I 511 81 112 13
ICAM-1 110 01 010 110
IL-2R 710 611 242 1+2
CD69 211 141 141 141
Anti-IgM CMH II 5913 6515 6014 6214
ICAM-1 812 1642 (1041 1542
LPS CMH Il 6712 5512 6515 6218
ICAM-1 1216 36110 1514 16110
ConA IL-2R 5319 63+11 2110 24110
CD69 78115 84120 4815 4615
Anti-CD3 IL-2R 4216 5413 1710 241410
CD69 5316 69112 17+10 35110

Tabla 2. Expresidon de marcadores de activacion de células T y B en células de ganglios

linfaticos activadas con mitégenos mediante citometria de flujo. Se muestra la media de

los resultados de la expresion de 4-6 ratones por cada cepa y grupo de edad estudiados

sustraido el valor del anticuerpo control. En todos los casos se encontrd activacion

celular.
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2.1.1. 7 ESTUDIOS COMPARATIVOS DE LA EXPRESION DEL FASR A DISTINTAS

EDADES

Se analizo si existian diferencias en la expresion del FasR entre cepas murinas
normales y autoinmunes. También se analizd si existian diferencias en la expresion del
FasR en relacién a la edad entre ratones jovenes antes del desarrolio del cuadro
autoinmune y ratones viejos a una edad en la que el cuadro autoinmune ya estuviera
instaurado. Para ello, se estudio la expresion del FasR mediante citometria de flujo en
ratones Balb/c y MRL/++ a la edad de 2 meses para ambas cepas y a los 5 meses en
MRL/++y 18 meses en Balb/c. Se estudiaron células frescas procedentes de timo, bazo
y ganglios linfaticos. Ademas, las células de bazo y ganglios linfaticos fueron analizadas
tras estimulacion con anti-lgM cabra anti-ratén, LPS, concanavalina A y anti-CD3 + IL-2

a las 40 horas de cuftivo. Se estudiaron 4 ratones por cada cepa y grupo de edad.

No se encontrd ninguna diferencia significativa en cuanto a la expresion del FasR
al analizar células frescas de los distintos érganos linfoides en relacion a la edad del
ratén o la cepa murina (Figura 9). Cuando se analizaron celulas activadas con mitdgenos
a las 40 horas de cultivo, tampoco se encontré ninguna diferencia significativa al analizar
los parametros anteriores o entre los distintos mitégenos (Figuras 5 y 8). Se comprobd
que las células se encontraban activadas analizando distintos marcadores de activacion

para celulas T y B mediante citometria de flujo (Tablas 1 y 2).
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Figura 9. Expresion del FasR en células frescas de 6rganos linfoides mediante citometria
de flujo. Se muestra la media de los resultados de la expresion del FasR de 4 ratones
por cada cepa y grupo de edad estudiados sustraido el valor del anticuerpo control. La
expresion del FasR no mostré una diferencia significativa en relacion a la edad del ratén

0 la cepa murina estudiada.
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2. 1. 2 ESTUDIOS HISTOLOGICOS DEL FASR EN RATONES

2.1. 2. 1 EXPRESION DEL FASR MEDIANTE INMUNOHISTOQUIMICA

Para examinar la distribucidn topografica del FasR en tejidos murinos, realizamos
analisis inmunohistoquimico en drganes linfoides y no linfoides en ratones Balb/c y
MRL/lpr con el mismo anticuerpo anti-FasR '*° usado para los estudios de citometria de
flujo.

En ratones Balb/c, se detectd el FasR solo en érganos linfoides con un patron de
tincién en la membrana citoplasmatica. A nivel de timo, el FasR se expresaba con una
alta intensidad en casi todos los timocitos corticales y cdrtico-medulares y en células
aisladas de la médula (Figura 10). En el bazo, el FasR se expresaba con una baja
intensidad en escasas células alrededor del manguito periarteriolar, respetando los
foliculos y Ia puipa roja (Figura 11). En los ganglios linfaticos, se encontré una expresion
del FasR con una alta intensidad en los foliculos y el manto (Figura 12).

No se pudo objetivar una clara expresion del FasR comparado con el anticuerpo
control en los 6rganos no linfoides estudiados de ratones Balb/c. cerebro, corazén,
pulmén, higado, rifidn, intestino delgado, colon y ovarios.

Mediante IHC, el FasR no fue detectado en ningune de los organos estudiados

en ratones MRL/Ipr (Figura 10 D).
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Figura 10. Expresién del FasR en timo. Los timos fueron obtenidos de ratones
Balb/c (A, B, D) o MRLUApr (C) de 6 semanas de edad y procesados mediante
inmunoperoxidasa como se describié en métodos. Se usd como primer anticuerpo un
anticuerpo policional conejo anti-ratén anti-FasR en A, B y C, mientras que se usé como
control IgG normal de conejo no inmunizado en D. Todos los campos (x100) mostrados
pertenecen a la corteza timica, excepto B que muestra la unién cortico-medular.

M



Resultados




ke

113



Resultados

Figura 11. Expresién del FasR en bazo. Se analizd la expresion del FasR en el
bazo de ratones Balb/c mediante inmunoperoxidasa como se describié en la figura 10.
Se observaron bajos niveles de expresidn del FasR sdlo en células situadas alrededor

del manguito periarteriolar. (x100).
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Figura 12. Expresidn del FasR en ganglios linfaticos. Se analizd la expresion de
FasR en ganglios linfaticos de ratones Balb/c mediante inmunoperoxidasa como se
describid en la figura 10. La figura muestra linfocitos tefiidos para el FasR en los foliculos

y manto. (x100).
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2.1.2. 2ZEXPRESION DEL FASR MEDIANTE INMUNO-MICROSCOPIA ELECTRONICA

Los estudios de IME a nivel del timo de ratones Balb/c y MRL/++ con el mismo
anticuerpo anti-FasR **® usado para los estudios anteriores permitieron caracterizar mejor
la distribucién del FasR a nivel celular.

El FasR fue objetivado a nivel de la membrana celular de los timocitos. Se detecto
una baja densidad de particulas de oro en ratones Balb/c. En ratones MRL/lpr también
se ohservg alguna particula de oro aislada en la membrana celular a una densidad de
una particula por cada 20 células, densidad considerablemente mas baja que la
observada en ratones Balb/c. En ambos casos la tincion se considerd especifica puesto
que no se observd ninguna particula de oro en las muestras incubadas con el anticuerpo
control o sin anticuerpo primario (Figura 13).

Curiosamente, los timocitos que expresaban el FasR mediante IME mostraban
condensacion cromatinica, hallazgo considerado como un marcador morfolégico de

apoptosis.
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Figura 13. Expresion ultrastructural del FasR en timo. Los timocitos fueron
obtenidos de ratones Balb/c (A y B) o MRL/lpr (C y D). Las muestras se procesaron para
inmuno-microscopia electronica como se describid en métodos y en todas las figuras se
ulilizé el anticuerpo anti-FasR. B y D son magnificaciones de un detalle de las figuras A
y C respectivamente. Las flechas indican particulas de oro en la superficie de la
membrana celular. Magnificaciones: 3A, x44000; 3B, x66000; 3C, x48000; 3D, x72000.
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2. 1. 2. 3 ANALISIS DEL ARNm DEL FASR EN CORAZON E HIGADO DE BALB/C

Se analiz6 la expresion del ADNc del FasR en corazon e higado de ratones Balb/c
para descartar que la no deteccion del FasR mediante IHC en dichos érganos fuera
debida a la posible existencia de formas truncadas del FasR. Se extrajo ARNm de dichos
érganos y a partir de éste se obtuvo ADNc mediante transcriptasa inversa-RCP. No se
encontrd ninguna diferencia cuando se analizaron paralelamente muestras procedentes
de corazon, bazo o higado de ratones Balb/c, sin embargo si se observé diferencia
comparando con la linea celular 2PK3 en la cual se ha detectado una forma truncada del
FasR ?*. De esto se dedujo que no era una forma truncada del FasR |a responsable de
que éste no fuera detectado mediante IHC en corazén e higado de ratones Balb/c (Figura

14).
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Figura 14, Expresion del ADNc del FasR en corazdn e higado de ratones Balbic
mediante transcriptasa inversa-RCP como se describié en métodos. Se observa que el
ADNc de corazén e higado de ratones Balb/c de 2 meses de edad (bandas 1 y 2) migra
en la misma banda que el ADNc de bazo de ratones Balb/c de 4-5 meses (banda 3),
mientras que la linea celular 2PK3 expresa un ADNc de menor peso molecular (banda

4). Los marcadores de peso molecular se muestran en la banda M.

121



Resultados

2. 2 ESTUDIOS DEL FASL EN RATONES

2. 2. 1 ANALISIS DE LA EXPRESION DEL ARNm DEL FASL EN ORGANOS

LINFOIDES

Se analizo la expresién del ARNm del FasL en timo y bazo de ratones normales
C3H de 4-5 meses de edad mediante "northern blot” con sondas para el FasL de rata.
Se encontrd que la expresion del FasL era escasa o ausente, como ya habia sido
descrito previamente ° (Figura 15). Estos resultados difieren de los encontrados para el
FasR, cuyos niveles de expresion son modulados segin el estado de maduracion de los
linfocitos, esto es, el FasR se expresa en un elevado porcentaje de células inmaduras

(timo) pero su expresion es muy escasa en células maduras (bazo o ganglios linfaticos).
Por el contrario, se encontré una masiva expresion del FasL en timo, ganglios

linfaticos y en menor grado en bazo de cepas de ratones con las mutaciones Ipr (MRL/Ipr

y CBA/Ipr®) asi como gld (C3H/gld) de 4-5 meses de edad (Figuras 15 y 16).

122



Resuitados

Previamente habia sido descrito que la expresion del ARNm del FasL era escasa
en celulas frescas de bazo de rata y de ratén y que su expresidon era inducida tras
activacion con concanavalina A e IL-2 o PMA e ionomicina *°. Ademas, el ADNc dei
FasL fue clonado a partir de células de bazo de ratén incubadas con concanavalina A
e IL-2 durante 2 dias seguido de PMA e ionomicina en las Ultimas 4 horas de cultivo °.
Se analizd la expresion del ARNm del FasL mediante "northern blot" en células de bazo
de ratones normales C3H de 4-5 meses cultivadas con concanavalina A e IL-2 durante
2 dias asi como de ratones CBA/++ de 3 meses cultivadas con concanavalina A e 1L.-2
durante 2 dias al cabo de los cuales fueron re-estimuladas con PMA e ionomicina
durante 4 horas. Se encontrd que los niveles de expresion del ARNm del FasL eran 20
veces inferiores que 1os encontrados en los ratones con las mutaciones lpr y gld como

se describid anteriormente (Figura 16).

También se analizé la expresion del ARNm del FasL en una linea celular T
TSST-1 reactiva >99% CD4+ obtenida de bazo de ratones MRL/++. La extraccion del
ARN se hizo en células que habian sido estimuladas 7 dias antes con el superantigenc
TSST-1 o 4 horas antes con PMA e iocnomicina o TSST-1 en presencia de células
irradiadas presentadoras de antigeno obtenidas de bazo. Se encontrd que |0s niveles de
expresion del FasL eran aproximadamente dos veces inferiores a los encontrados en los

ganglios linfaticos de los ratones mutantes (Figura 17).
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Figura 156. Expresion del ARNm del FasL y el FasR en timo, bazo y ganglios
linfaticos de ratones C3H y ratones con las mutaciones lpr, Ipr™ y gid de 4-5 meses de
edad mediante "northern blot" como se describié en métodos. Las membranas fueron
sucasivamente hibridadas con sondas de ADNc de GAPDH, FasL de rata (RFasL), FasL
de ratén (MFasL) y FasR de ratdn (MFasR). Se observd una masiva expresidn del FasL
en timo y ganglios linfaticos y en menor grado en bazo de ratones mutantes. No se
detectd expresidn del FasL en timo ni en células de bazo frescas o estimuladas con
concanavalina A (Con A) de ratones normales. La intensidad de expresion fue superior
con la sonda del FasL de rata que con la de raton porque la hibridacion con la de rata

fue previa a la de raton. No se observd expresion del FasR en ratones lpr.
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Figura 16. Expresion del ARNm del FasL a diferentes edades y en diferentes
poblaciones celulares como se describid en la figura 15. La expresion del FasL en timo
de ratones lpr y lpr® de 4 semanas fue casi indetectable comparada con la de timo de
ratones gld de 4 meses. La expresion del FasL de células totales de ganglios linfaticos
de ratones |pr de 4 meses fue muy superior a la de la subpoblacién T CD4+ y CD8+ (SP)
aislada de éstos. Se obtuvo ARNm de células de bazo de ratones normales (CBA) de
3 meses cullivadas con Con A + |L-2 durante 2 dias seguido de re-astimulacion con PMA
@ ionomicina en las Gltimas 4 horas de cultivo (Con A + P + ). La expresion del FasL fue

casi indetectable comparada con la obtenida de ganglios linfaticos de ratones lpr.
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Figura 17. Expresion del ARNm del FasL en diferentes tipos celulares. Se obtuvo
ARNm de una linea celular CD4+ TSST-1 reactiva obtenida de bazo de ratones MRL/++
como se& describid en la figura 15. Las células hablan sido estimuladas 7 dias antes con
TSST-1 (CTL) o 4 horas antes con PMA e ionomicina (CTL + P + 1) o TSST-1 (CTL +
sAg). La expresion del FaslL fue considerablemente inferior a la observada en ganglios
linfaticos (LN) de ratones lpr de 4 meses. La expresion del FasL de células totales de
ganglios linfaticos (LN) de ratones Ipr de 4 meses fue similar a la de la subpoblacion T

doble negativa (LN DN T) aislada de éstos.
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2. 2. 2 ANALISIS DE LA EXPRESION DEL ARNm DEL FASL EN GANGLIOS

LINFATICOS

Los ratones adultos (4-5 meses) de las cepas con las mutaciones Ipr y gld
presentan un considerable aumento de tamafo de los ganglios linfaticos, ocupados en
un 90% por células con el fenotipo de dobles negativas (CD4-CD8-). Como habiamos
encontrado una hiperexpresion del Fasl en los ganglios linfaticos de estas cepas y las
células dobles negativas (DN) son la poblacion predominante, se analizd separadamente
la expresion en células DN y positivas sdlo para CD4 o CD8 (SP) de ratones MRL/ipr de

4 meses de edad.

Tras separacion de las células DN y SP mediante seleccidn negativa, la pureza

de la poblacidn mediante citometria de flujo fue de un 80-96%.

Se realizé "northern blot" con la sonda del Fasl de rata en poblacionas celulares
DN o SP con una pureza superior al 95%. Se encontré que la expresion del FasL
comparada con la de la poblacion total era similar y la mitad en las poblaciones DN y SP

respectivamente (Figuras 16 y 17).
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2. 2. 3 ANALISIS DE LA REGULACION DE LA EXPRESION DEL ARNm DEL FASL'Y

EL FASR

Se ha postulado que el FasR y el FasL son una pareja de moléculas que se
regulan reciprocamente %, Este modelo de regulacion es compatible con la elevada
expresion del FaslL observada en los ratones MRL/lpr, ya que éstos expresan escasa o
ninguna proteina FasR. Por este motivo sospechabamos que la expresion del FaslL
estaria elevada no sélo en los ratones ipr viejos como habiamos observado, sino también
en los jovenes. Para ello se realizé "northern blot" con la sonda del FasL de rata en timo
de ratones MRL/ipr y CBA/lpr® de 4 semanas de edad. Se observé una expresion casi

indetectable (Figura 16).

Por ofra parte, como ya se ha descrito, la elevada expresion del FasL fue similar

en ratones de 4 meses con las mutaciones ipr y gld, éstos ultimos expresaban el FasR

y un FasL mutado °.
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Para analizar si existia una correiacion entre la expresion del FasR y el FasL, se
rehibridaron las membranas con la sonda del FasR. Como esperabamos, la expresion
del ARNm del FasR en MRUlpr fue muy escasa. A diferencia de la elevada expresion
del FaslL observada en los organos linfoides de ratones Ipr y gid viejos, no se observo
un incremento en la expresidn del FasR en los ratones viejos. Ademas, la expresion del
FasR en C3H/gld no fue superior a la observada en ratones normales C3H o MRL/lpr®.
Estos datos sugieren que el FasR y el FastL no siguen un patron de regulacion reciproca

en ratones ipr y gld (Figura 18).
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Figura 18. Niveles de expresion del ARNm del FasR. Se obtuvo ARNm de timo,
bazo y ganglios linfaticos de ratones de 4-5 meses de edad como se describid en
métodos. Los niveles de expresion fueron expresados como FasR/GAPDH x 100. No se
observo expresion del FasR en ratones Ipr. La expresion del FasR de ratones gid no fue

superior a la observada en ratones lpr® y ratones normales.
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2.2. 4 CITOTOXICIDAD DE CELULAS DE GANGLIOS LINFATICOS DE RATONES lpr

Como habiamos observado que las células de ganglios linfaticos de ratones Ipr
hiperexpresaban el FasL, se realizé un estudio funcional de liberacion de cromo 51 para
determinar si tenian la capacidad de matar células que expresaban un alto porcentaje
del FasR. Como células efectoras, se utilizaron células totales frescas de ganglios
linfaticos de ratones MRL/lpr® y C3H/gld de 4 meses de edad. Como células diana se
usaron las lineas celulares A20 (FasR+) y 1881 (FasR-) *® marcadas con cromo 51. Tras
4-6 horas de co-incubacion, se observé que las células Ipr inducian la muerte de la linea
celular AZ0 pero no de la linea celular 1881 de forma dosis-dependiente. Por el contrario,
los ratones gld, que expresan un FasL mutado, no indujeron la muerte de la linea celular
A20 (Figura 19 A). Para inhibir 1a induccién de muerte celular, las células de ganglios
linfaticos de ratones ipr fueron preincubadas con una proteina de fusién producida entre
la fraccion constante de la IgG humana y la porcién extracitoplasmica del receptor det
FasR (cedida por el Dr. S-T Ju, Boston University, MA). Esta proteina simula a un FasR
soluble y por tanto ocupa los sitios de unién del FasL. Cuando se realizé esta
preincubacion no se observo induccion de muerte celular de ia linea celular A20 (Figura
19 A). Para confirmar nuestros resultados, se incubaron las lineas celulares con un
agonista del FasL, el anticuerpo anti-FasR Jo2 ', Se observd una induccion de muerte
celular selectiva y dosis-dependiente de la linea celular A20 pero no de la 1881. Estos
resuiltados sugieren que la induccion de muerte celular esta mediada exclusivamente a

traves del FasR (Figura 19 B).
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Figura 19. Actividad citotoxica de las células de ganglios linfaticos de ratones lpr
y gild. Se utilizaron como efectoras (E) celulas totales frescas de ganglios linfaticos de
ratones Ipr® y gld de 4 meses de edad. Como diana (D) se usaron las lineas celulares
B A20 (FasR +) y 1881 (FasR -) marcadas con cromo 51. Tras 4-6 horas de co-
incubacion, se observo que las células lpr inducian la muerte de la linea A20 pero no de
fa 1881 de forma dosis-dependiente. Las células gid no inducian la muerte de ninguna
de las dos lineas. La proteina de fusion IgG-FasR (PF), que simula a un FasR soluble
y bioquea al FasL, fue capaz de inhibir la capacidad citolitica de las células Ipr sobre la

linea A20. Un agonista del FasL, el anticuerpo anti-FasR Jo2, indujo la muerte selectiva

y dosis-dependiente de la linea A20 pero no de la linea 1881.
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2, 3 ESTUDIOS DEL RECEPTOR APO-1 EN HUMANOS

2. 3. 1 EXPRESION DE APO-1 EN CMSP FRESCAS

Se determiné la expresion de APO-1 en células mononucleares frescas de sangre
periférica de pacientes con LES, AR, SSP y controles sanos mediante citometria de flujo
utilizando anti-APO-1 IgG1 raton anti-humano % Cuando se compard directamente, el
porcentaje de células que expresaban APO-1 era superior en los pacientes con LES

{mediaxDE = 341+17%) en relacién a los controles sanos (25+13%) (p< 0.001).

Para minimizar variaciones en los resultados de citometria de flujo entre
experimentos realizados en distintos dias, se expresd el porcentaje de células que
expresaban APO-1 en la poblacidén de pacientes como un indice de sustraccion:
expresion de APO-1 en las células de tos pacienies - expresion de APO-1 en las células
de los controles sanos. Con este indice, se encontré que el porcentaje de células que
expresaban APQO-1 era significativamente superior en pacientes con LES (9111%)
comparado con los controles sanos (por definicidn Q) (p< 0.001). También se encontrd
una expresion de APO-1 mas elevada en pacientes con AR {(p< 0.01) y SSP (p= 0.05)
comparados con controles sanos, aungue la diferencia entre pacientes con SSP y
controles estaba en el limite, presumiblemente porque el tamafic muestral en este

subgrupo era escaso (Figura 20).
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Figura 20. Expresién de APO-1 en células mononucleares frescas de sangre
periférica. Se analizé mediante citometria de flujo la expresion de APO-1 en células de
pacientes con LES, SSP y AR. Los resultados estan expresados como el indice de
sustraccién = expresién de APO-1 en pacientes - expresién de APO-1 en controles
sanos. Los niveles de expresidbn de APO-1 en pacientes con LES y AR fue
significativamente superior (p< 0.001 y p< 0.01 respectivamente) y en los pacientes con

SSP estuvo en el limite (p< 0.05) al ser comparados con los controles sanos.
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2. 3. 2 CORRELACION ENTRE LA EXPRESION DE APO-1 CON MARCADORES

CLINICOS Y ANALITICOS DE ACTIVIDAD DEL LES

Como se habia demostrado que la expresion de APO-1 estaba incrementada en
linfocitos activados, se analizé la correlacion entre el porcentaje de expresion de APO-1
en pacientes con LES y parametros clinicos y seroldgicos de actividad de la enfermedad.
Se examiné el indice ciinico SLEDAI *® y los parametros serologicos de VSG, ANA y
anticuerpos anti-ADN nativo. No existia correlacion significativa entre la expresion de
APO-1y ninguno de los pardmetros clinicos o serologicos de actividad de la enfermedad

analizados (p> 0.05 en todos los casos) (Figura 21).
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Figura 21. Relacion entre la expresion de APO-1 y marcadores de actividad de

la enfermedad en el LES. Se correlacion¢ ia expresion de APO-1 en células de sangre

periférica de pacientes con LES con el indice SLEDAI (A), asi como con parametros

seroldgicos: VSG (B), ANA (C) y anti-ADN nativo (D). No se encontré una asociacion

significativa entre la expresion de APO-1 y ninguno de estos parametros (p> 0.05).
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2. 3. 3 EXPRESION DE APO-1 EN LAS SUBPOBLACIONES DE LINFOCITOS

Se analizé qué poblacidn de linfocitos era la responsable del aumento de ia
expresion de APO-1 en pacientes con LES mediante doble tincidén de citometria de flujo
para APQO-1 y anticuerpos monoclonales especificos para células T (anti-CD3} y células
B (anti-CD19). Mediante andlisis de estos anticuerpos, se encontré que la expresién de
APQO-1 en pacientes con LES era superior en células T (46+14%) comparado con células
B (22112%) (p< 0.05). También se encontré que el porcentaje de expresion de APO-1
en células T y B era significativamente mayor en pacientes con LES comparados con

controles sanos (28+7% para células Ty 10+3% para células B, p< 0.05) (Tabla 3).

2. 3. 4 EXPRESION DE APO-1 EN LAS SUBPOBLACIONES DE LINFOCITOS T

Se analizd qué subpoblacion de linfocitos T era la responsable del aumento de la
expresion de APO-1 en pacientes con LES mediante doble tincion de citometria de flujo
para APQO-1 y anticuerpos monoclonales especificos para los receptores de superficie
CD4 o CD8. Mediante analisis de estos anticuerpos, se encontré que APO-1 se
expresaba en mayor porcentaje tanto en linfocitos T CD4+ (57+18%) como CD8+
(54+22%) de pacientes con LES comparados con controles sanos (38x8% para CD4+
y 2417% para CD8+). También se observd que la expresion de APO-1 era relativamente
superior en la subpoblacidn de linfocitos T CD8+ comparados con los CD4+ (2.2 veces

mayor en los pacientes con LES y 1.5 veces mayor en 10s controles).
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Se realizd doble tincién de citometria de flujo para APQO-1 y anticuerpos
monoclonales especificos para los receptores de superficie CD29 y CD45RA para
analizar si la poblacion de linfocitos T que expresaban APO-1 presentaban un fenotipo
de células activadas o nativas respectivamente. Se encontré que la mayoria de las
células T de pacientes con LES que expresaban APO-1 también expresaban el marcador

de activacion celular CD29 (88+10% para CD29 y 21+10% para CD45RA) (Tabla 3).

CcD3 CD19 CD4 CDs8 CD29 CD45RA
Normal 28+7* 10+3* 3848* 2447% 72421 26421
n 5 7 8 8 7 7
LES 46+14* 22+12* 57+18* 54422% 88+10 21x10
n 11 7 8 8 5 5

*pc 0.05 *pc 0.01

Tabla 3. Distribuciéon de APO-1 en las poblaciones linfocitarias obtenidas de
pacientes con LES. APO-1 se expresd predominantemente en celulas T de sangre
periférica y dentro de éstas, en la subpoblacién CD8+. Casi todas las células T que
expresaban APO-1 mostraron un fenotipo de células activadas mostrando exprasion de

CD29.
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2. 3. 5 EXPRESION DE APO-1 EN LINFOCITOS ACTIVADOS "IN VITRQ"

Se estudiaron los cambios en la expresion de APQ-1 tras la activacion "in vitro”
de los linfocitos de pacientes con LES y controles sanos. Se incubaron las céiulas
mononucleares de sangre periférica con anti-CD3 e IL-2 para inducir activacion de
células T. Se aislaron células B de sangre periférica y se cultivaron con SAC e [L-2 para
inducir activacion de células B *°. Se analizd la expresidn de APO-1 en células T
mediante doble tincién de citometria de flujo para APO-1y anti-CD3 en los dias 0, 4 y
5 de cultivo. Y en celulas B mediante doble tincion para APO-1y anti-CD19 en los dias
0, 2, 3y 4. Alos 4 dias de cultivo se observd un incremento superior al 90% en la
expresion de APO-1 tanto en células T como B y tanto en pacientes con LES como en
controles sanos. No se encontraron diferencias significativas entre fos pacientes con LES
y los controles en el porcentaje de expresion, en la intensidad de expresion o en la
cinética de incremento de APO-1 tras induccion de activacion tanto en células T como

B (Figura 22).
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Figura 22. Expresién de APQO-1 en linfocitos activados "in vitra". (A) Se cultivaron
2x10° células mononucleares de sangre periférica en presencia de anti-CD3 e IL-2
durante 5 dias. Se analizd la expresion de APO-1 en células T mediante doble tincion
de citometria de flujo a los dias 0, 4 y 5. Se muestra la media de los resultados de 5
pacientes con LES y 5 controles sanos. (B) Se cultivaron células B aisladas de sangre
periférica y se cultivaron con 0.02% SAC e IL-2 durante 4 dias. Se analizd la expresion
de APO-1 en células B mediante doble tincion de citometria de flujo a los dias 0, 2, 3y

4. Los resultados reflejan |la media de 4 pacientes con LES y 4 controles sanos.
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2. 3. 6 ENSAYO DE INDUCCION DE APOPTOSIS EN LINFOCITOS ACTIVADOS

Se estudio si el incremento de la expresion de APO-1 de células T de sangre
periférica activadas "in vitro" de pacientes con LES era funcional y por tanto eran
susceptibles de sufrir apoptosis. Se incubaron células mononucleares de sangre
periférica de pacientes con LES o controles sanos con anti-CD3 e IL-2 para inducir
activacion de las células T. A los 5 dias de cultivo, se afiadié al cultivo de 2x10° células
1 pa/ml de 1gG3 anti-APO-1 ratén anti-humano o el anticuerpo control isotipo junto con
0.8 ug/mi del anticuerpo 1gG conejo anti-ratdn para optimizar el entrecruzamiento ¥. Al
anadir al cultivo anti-APO-1, éste se fija al receptor de superficie celular APO-1y se crea
una situacion que mimetiza el encuentro entre el receptor y su ligando mediante la cual
se desencadena la muerte celular por apoptosis. Doce horas después del cultivo con
anti-APO-1 o el anticuerpo control isotipo, se determind la viabilidad celular mediante
tripan azul, la proliferacion celutar mediante incorporacén de timidina tritiada y se realizd

un analisis cualitativo de apoptosis mediante el examen del ADN celular.
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Mediante tripan azul, se encontrd que a los 5 dias de cuitivo, momento en el que
mas del 90% de las células expresaban APO-1, el porcentaje de muerte celular de las
células en cultivo expuestas a los anticuerpos anti-APQ-1 y de entrecruzamiento, era del
74+5% para los pacientes con LES. Este porcentaje no mostrd una diferencia significativa
cuando se compard con el cbservado en las células de los controles sanos (79+6%)
(p>0.05). No se observo muerte celular en los cultivos celulares expuestos al anticuerpo

control isotipo o at anticuerpo de entrecruzamiento solo (Figura 23).
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Figura 23. Induccion de apoptosis "in vitro" de linfocitos T de pacientes con LES.
Las celulas mononucteares de sangre periférica fueron incubadas con anti-CD3 e IL-2
durante 5 dias. A continuacidn se incubaron 2x10° células con 1 ug/ml del anticuerpo
control (Con) o anti-APO-1 {APQ), ambos con 0.8 ug/mi de 1gG conejo anti-ratén para
facilitar el entrecruzamiento. A las 12 horas se determind el porcentaje de viabilidad

celular con tripan azul. La linea horizontal muestra la media en cada grupo.
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Estos hallazgos fueron confirmados mediante estudio de proliferacion midiendo la
incorporacon de timidina tritiada. Se observd proliferacién en las células expuestas al
anticuerpo control isotipo: 31612+11814 cuentas por minuto (cpm) para pacientes con
LES y 56246121490 cpm para controles sanos. En cambio, no se observd proliferacion
en los cultivos expuestas a los anticuerpos anti-APQ-1 y de entrecruzamiento: 23681826
cpm para pacientes con LES y 278311549 cpm para los controles sanos. No se

encontraron diferencias entre los pacientes con LES y los controles.

Para comprobar si la muerte celular se debia especificamente a apoptosis, se
analizé el ADN liberado del nucleo celular mediante el ensayo de fragmentacion de ADN.
Este método permite estudiar cualitativamente si existe apoptosis y revela las
caracteristicas bandas de 200 pares de base al analizar el ADN extraido de células
muertas por apoptosis en un gel de agarosa. Se encontraron estas bandas de 200 pares
de base en los cultivos celulares expuestos al anticuerpo anti-APO-1 junto con el
anticuerpo de entrecruzamiento tanto de los pacientes con LES como de los controles.
Sin embargo, no se observaron en los cultivos con el anticuerpo control isotipo junto con

el anticuerpo de entrecruzamiento (Figura 24).
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M 1 2 3 45 6

Figura 24. Induccién de apoptosis mediante APO-1 de células T de pacientes con
LES. Se indujo la apoptosis de células T activadas como se describid en la figura 23. Se
aislo el ADN liberado mediante extraccidn en fenol/cloroformo. Se realizé electroforesis
del ADN en un gel de agarosa al 2%, se 1ifid con bromuro de etidio y se fotografié con
una camara de video. Se muestra el ADN liberado obtenido de linfocitos incubados con
&l anticuerpo control (lineas 1, 3 y 4) y anti-APO-1 (lineas 2, 5 y 6) de un paciente
representativo con LES (lineas 3 y 5) y dos controles sanos (lineas 1, 2, 4 y B). Los
marcadores de peso molecular se muestran en la linea M. Las bandas tefiidas aparecen

de color negro porque la imagen fue obtenida en modo inverso.
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2. 3. 7 ENSAYO DE INDUCCION DE APOPTQSIS EN CELULAS FRESCAS

Como el porcentaje de expresion de APO-1 en células frescas de sangre periférica
de pacientes con LES estaba elevado, se estudid el efecto que producia la exposicion
al anticuerpo anti-APQO-1 de células mononucleares totales y células B aisladas de
sangre periferica. Las células frescas fueron cultivadas en las mismas condiciones ya
descritas para las célutas culivadas con mitégenos durante 16 horas al cabo de las
cuales se determind el porcentaje de viabilidad celular mediante tripan azul. No se
produjo muerte celular y no se encontraron diferencias en la viabilidad celular entre las
células expuestas a anti-APQ-1 o al anticuerpo control isotipo. Tampoco se encontraron
diferencias entre los pacientes con LES o los controles sanos o entre las células

mononucleares totales o las células B aisladas (Tabla 4).

No se pudo determinar la induccién de apoptosis en células B activadas “in vitro"

debido al escaso nimero de células B en pacientes con LES recuperadas a los 5 dias

de cultivo.
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Células mononucleares Células B
Anti-APQO-1 Control Anti-APO-1 Control
LES 9417 9114 9612 9414
Normal 90+9 9116 9019 93+10

Tabla 4. Porcentaje de viabilidad de células mononucleares totales y células B
frescas de sangre periférica de pacientes con LES y controles sanos tras exposicion a
anti-APQO-1. Se incubaron 2x10° células frescas con 1 ug/m! del anticuerpo control o anti-
APQO-1 junto con 0.8 pg/ml de IgG conejo anti-ratdn durante 16 horas a 37°C. Se analizé

la viabilidad celular mediante tripan azul.
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3.1 ESTUDIOS DEL FASR EN RATONES

Los resultados obtenidos en este trabajo al describir Ia distribucion de fa proteina
FasR en timocitos y en linfocitos maduros de bazo y ganglios linfaticos murinos usando
un anticuerpo policlonat anti-FasR mediante citometria de flujo, mostraron una expresion
del FasR en la mayoria de los timocitos procedentes de ratones normales Balb/c y de
la cepa con manifestaciones autoinmunes MRL/A++ pero no de la cepa autoinmune
MRL/pr (Figura 1). Estos hallazgos fueron coherentes con los demostrados previamente

mediante "northern blot" >, RCP cuantitativa *® y citometria de flujo '*°.

El desarrolio de las células T en ei timo es un procesc complejo y no
completamente esclarecido a través del cual las células T en desarrolio experimentan
una serie de cambios fenotipicos y funcionales **'. Se pueden distinguir tres estadios
principales en e! desarroiio de ios timocitos. Los precursores intratimicos de tas células
T comprenden una pequefia poblacién ceiular que representa el 2-3% del total de los
timocitos en el ratén adulto. Estas células no expresan CD4 ni CD8, son por tanto células
dobles negativas, ni tampoco expresan el TCR/af. La gran mayoria de ios timocitos,
aproximadamente el 80%, se encuentran en un estadio intermedio del desarroilo
caracterizado por la expresion de CD4 y CD8, son las células dobles posifivas. Estos

timocitos dobles positivos se diferencian segun su nivel de expresion medio o bajo del
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TCR/af y CD3 en células en un estadio mas o menos avanzado de maduracion
respectivamente. Las células dobles positivas muestran ademas niveles elevados de
expresion de HSA. Tanto la seleccion positiva de aquellas célutas que pueden reconocer
las moléeculas propias del CMH como la seleccion negativa (el proceso de eliminacion
clonal de los timocitos autorreactivos) transcurren en este estadio de desarrollo *°. Las
células que no son seleccionadas positivamente o aquellas que son seleccionadas
negativamente mueren por un proceso de apoptosis 2> . Las céiulas en estadios mas
avanzados de maduracion emigran desde la corteza a la medula del timo, donde pierden
la expresion de CD4 o CD8, son las células Unicas pasitivas. Estas células presentan
una expresién elevada del TCR/uff y CD3 y expresan poco o nada HSA. Este estadio
mas avanzado de maduracion sélo es alcanzado por unas pocas células, ambas
poblaciones de céluilas unicas positivas CD4+CD8- o CD4-CD8+ representan
conjuntamente el 15% de la poblacion total del timo en ratones adultos. Aunque la
seleccion negativa se produce predominantemente en las células dobles positivas, una
proporcidon de células unicas positivas permanecen sensibles a la apoptosis inducida por
activacion *#. Surh y Sprent **° demostraron, mediante una técnica que detecta céiulas
con fragmentos de ADN conocida comoe TUNEL ("TdT-mediated d-UTP biotin nick end-
labeiling", marcaje con d-UTP en las terminaciones de los fragmentos de ADN}, apoptosis
dispersa en células de ia corteza y muy escasa en la méduta del timo. Estos autores,
utilizando secciones de timo de ratones deficientes en el CMH de clases | y i,

observaron una tasa de apoptosis en a corteza y medula similar a los ratones normales,
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lo que implica que la apoptosis observada no obedece a una seleccion negativa mediada
por el CMH. En ratones transgénicos para el V@5, en los cuales se produce una
deleccion de las células T VB5+ en un contexto del CMH de clase |, observaron una
elevada concentracion de células apoptdticas en la médula. Sugirieron que
probablemente la mayoria de los timocitos sufre apoptosis en la corteza por faita de

seleccidn positiva y en menor proporcion en la médula por un mecanismo de seleccion

negativa *%.

En este trabajo encontramos que la mayoria de los timocitos totales expresaban
el FasR (Figura 1), aunque la expresidn fue distinta segun el estadio de desarrollo
(Figura 2). Aproximadamente el 30% de los timocitos dobles negativos de ratones
normales adulios expresapan el FasR. Estas células dobles negativas constituyen una
poblacion heterogénea en distintos estadios de maduracién . Andjelic et al *** analizaron
detalladamente la expresion del FasR en esta poblacidn doble negativa y encontraron
que la maxima expresion se debia a las células CD44+ CD25-. Estas células
comprenden los precursores T en un estadio mas precoz de desarrollo y algunas células

no T incluyendo células B y células de estirpe mieloide asi como unas pocas células

dobles negativas HSA+ TCR+ 25228

Asimismo, en el timo encontramas la maxima expresién del FasR en las células

dobies positivas mientras que las unicas positivas presentaban una menor expresion del
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FasR (Figura 2). Andjelic et al *** encontraron gue entre las células Gnicas positivas, la-
expresion del FasR era mayor en la poblacion CD4+ que en la CD8+. Se sabe que al
menos el 95% de los timocitos muere por apoptosis antes de emigrar a la periferia.
Como los procesos de seleccion negativa y pasitiva ocurren probablemente en el estadio
de maduracion correspondiente a las células dobles positivas "° y como el FasR induce
apoptosis en los timocitos dobles positivos 7, la elevada expresidon del FasR en las
células dobles positivas sugeriria que el FasR esta involucrado en los mecanismos de
seleccion timica °. No se ha evidenciado sin embargo que exista defecto alguno en la
seleccion negativa en ratones lpr, deficientes en la proteina FasR ">, Ademas, como la
mayoria de las células T periféricas no expresan el FasR, se podria hipotetizar que los
timocitos en un estadio mas avanzado de desarrolio disminuyen la expresion del FasR
a medida gue maduran y emigran del timo a la periferia. Alternativamente, y teniendo en
cuenta que los timocitos Gnicos positivos conservan la susceptibilidad a la induccion de
muerte celutar tras activacion, es posible gue los timocitos unicos positivos FasR

positivos mueran inmediatamente antes de salir a la periferia.

Sin embargo, l0os resultados de {a expresion def FasR en timo humano son
discordantes. Debatin et al **® encontraron mediante citometria de flujo que APO-1 se
expresaba en la mayaria de los timocitos humanos. La expresiéon de APO-1 decrece a
medida que las células maduran y adqguieren la expresion del TCR, ademas estas células

maduras expresan Bcl-2. Encontraron la maxima expresion de APO-1 en timocitos
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humanos con un nivel de expresion del TCR intermedio, células que presentan un
fenotipo transicional CD4-CD8-, CD4+CD8"° y CD4+CD8-. Ademas esta poblacién con
la maxima expresion de APO-1 e intermedia del TCR presentaba un alto porcentaje de
ceélulas muertas, 10 que sugiere que pudieran haber sufrido apoptosis inducida por
activacion y que probablemente el FasR desempefase algin papel en la delecciéon de
estas células *** Por el contrario, Leithauser et al ?® no encontraron expresion de APO-1

en los linfocitos de timo humano.

En este trabajo **° también analizamos la distribucion topografica del FasR en
distintos 6rganos murinos mediante IHC e IME usando el mismo anticuerpo policlonali
monoespecifico conejo anti-ratén anti-FasR ya descrito en los estudios de citometria de
flujo (Figuras 10 a 13). Los resultados fueron coherentes. Se encontré un patrén de
tincion de membrana en los 6rganos linfoides de ratones normates Balb/c. En et timo se
observo tincion para el FasR en la corteza y unidn cortico-medular, area anatémica
donde se localizan los timocitos dobles positivos CD4+CD8+. En [a médula timica se
observé tincion menaos intensa en una poblacidn celular escasa correspandiente a las
células CD4+CD8B- 0 CD4-CD8+, fa pobiacion en un estadio mas maduro (Figura 10).
Estos hallazgos son compatibles con una expresion del FasR proporcional a la tasa de
apoptosis observada por Surh y Sprent **® mediante la técnica TUNEL, que detectaron

el mayor porcentaje de apoptosis en la corteza timica.
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Aungue detectamos cierto grade de condensacion cromatinica en los timocitos con
tincion paositiva para el FasR mediante IME (Figura 13), la elevada tasa de apoptosis y
la presencia de condensacion cromatinica en los ratones MRL/lpr no demuestran que
exista una relacion funcional entre el FasR y la apoptosis en el timo ?*°. Por otra parte,
sdlo realizamos tincion para IME en células no fijadas y aunque ello podria afectar la
preservacion de la morfologia celular, no parece que el tiempo de duracién del
experimento (4-5 horas) fuera responsable de la condensacion cromatinica celular ya que
otros autores han observado que un retraso en la fijacion celular de hasta 48 horas no

incrementaba la tasa de apoptosis en el timo de ratas *'.

Nuestros resultados demostraron gue mediante analisis de citometria de flujo, en
contraste con la expresion del FasR en timo, la expresion era considerablemente inferior
en linfocitos maduros procedentes de bazo o gangiios linfaticos (Figuras 3 y 6), hallazgos
que han sido demostrados en otros estudios '*°. Entre los linfocitos periféricos FasR
positivos, la mayoria fueron células T CD4+ mientras que en los linfocitos B
encontramos muy escasa expresion del FasR (Figuras 4 y 7). Mediante IHC encontramos

una distribucién del FasR en el bazo alrededor del manguito periarteriolar pero no en |os

foliculos 2*°

, resultados coherentes con la distribucidn conocida de las céluias T y B
(Figura 11). Por otra parte, detectamos el FasR en los foliculos y manto de ganglios
linfaticos normales **° (Figura 12). Debido a que no realizamos [HC para dos anticuerpos,

no se pudo identificar a qué supoblacion linfocitaria correspondia la expresién del FasR.
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El FasR ha sido detectado en células B de los sinusoides de ganglios linfaticos en
humanos ?**. Como las células B mueren por apoptosis en los centros germinales 2,
serfa imeresante analizar la expresion del FasR en ganglios linfaticos de ratones
inmunizados. Estos resultados en ratones se correlacionan con los encontrados en
linfocitos de sangre periférica en humanos **, en los que se encontrd una escasa
expresion del FasR en células B y en céluias T nativas CD45R0O-, mientras que la
expresion era significativamente superior en célutas T memoria ?* CD45R0O+ "' (Tabla
3). En ratones no es posible estudiar si el FasR se expresa preferencialmente en células

T memoria ya que no se dispane de marcadores de las mismas.

Nishimura et al *°, usando ocho anticuerpos monocionales anti-FasR distintos,
encontraron una distribucion de la expresion del FasR en 6rganos linfoides de ratones
normales similar a la que se describe en este trabajo. Ademas, encontraron que el FasR
no se expresa en células de meédula dsea. Realizaron también un analisis funcional del
FasR en timocitos, encontrando que los timocitos CD4+CD8+ eran sensibles a la
apoptosis inducida por anti-FasR pero no o eran los timocitos dobles negativos o los
Unicos positivos. Las céiulas T del bazo mostraron una menor expresion del FasR
comparada con la de timo y no eran sensibles ai anti-FasR. Estos autores observaron
un mayor porcentaje de ceélulas FasR positivas en bazo probablemente por mayor
afinidad de sus anticuerpos. La administracion "in vivo" del superantigenc enterotoxina

B estafilocdcica a ratones normales indujo la expansion cional y posterior deleccion de
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celulas T VPB, especificamente reactivas al superantigeno. Las células T de estos.
mismos ratones también murieron "in vitro" al ser expuestas al anti-FasR. Estos
resultados no se obtuvieron en ratones ipr, lo que sugiere que la via Fas esta impiicada

en la deleccién de células autorreactivas activadas en la periferia >,

Utilizando el anticuerpo anti-FasR Jo2, Ogasawara et al **’ demostraron resultados
similares a los de Nishimura et al ®° Sin embargo, encontraron una poblacion de
timocitos CD4-CD8-CD3+ con una expresion del FasR similar a las células dobles
positivas y Unicas positivas, pero solo las dobles positivas fueron susceptibles a la
actividad citotdxica del anti-FasR. La inyeccion intraperitoneal del anti-FasR a ratones
normales induce su muerte en 3-7 horas probabiemente por fallo hepatico ''°. El analisis
de los timos a distintos intervalos tras la inyeccion del anti-FasR, permitié la observacion

de apoptosis desde las 3 horas. No detectaron apoptasis en los ratones lpr *7.

En este trabajo observamos que ia estimuiacién con mitégenos (concanavalina A
para células T y LPS para céiulas B) o la unién del receptor antigénico con anticuerpos
monocionales (anti-CD3 e IL-2 para células T y anti-igM para células B) incrementd la
expresion del FasR en linfocitos periféricos (Figuras 5 y 8). Estos resultados son
consistentes con los que observamos en las células mononucleares de sangre periférica
en humanos ** (Figura 22). Las células humanas presentan un aumento en la expresion

del FasR al ser cultivadas en presencia de IL-2 2, fitohemagiutinina > '"**’  interferén-y
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® 0 PWM *®*. Se ha especulado que la funcién del FasR en linfocitos periféricos seria la
transmision de sefiales de muerte celular tras activacion . La finalidad de esta funcion
biologica seria la terminacion de una proliferacion inducida antigénicamente #7. Aungque
estos hallazgos no demuestran un papel del FasR en estos mecanismos, la estrecha

asociacion entre activacion/proliferacion celular **® y la expresién del FasR apoyan esta

hipdtesis.

Miyawaki et al "' encontraron que la expresion del FasR, tanto en linfocitos T
como en linfocitos B procedentes de células mononucleares de sangre periférica humana,
se incrementaba en funcion de la edad desde el nacimiento hasta los adultos. Estos
estudios sugieren que existe una expansion en la poblacidn de linfocitos FasR positivos
tras el nacimiento en relacidn con un mayor estimulo antigénico "in vivo" y por tanto con
un mayor numero de células activadas. De los resultados obtenidos en el presente
estudio, se deduce que la expresion del FasR en érganos linfoides murinos no se
modifica en relacion con la edad del ratdn puesto que no se observaron diferencias
significativas al analizar comparativamente ratones jdvenes y aduitos mediante citometria
de flujo (Figura 9). Analizamos si en cepas murinas autoinmunes existiria un aumento
en la expresion del FasR en relacién con el comienzo de la actividad de la enfermedad
puesto que se ha observado un mayor numero de células activadas. Pero no objetivamos
diferencias en la expresion del FasR entre ratones normales y ratones con

manifestaciones autoinmunes. Por tanto, en las cepas murinas con LES no encontramos
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que fa expresion del FasR sufriera algin cambio en relacidon con el comienzo del

desarrolic de la enfermedad.

Por el contrario, Zhou et al *° al comparar ratones CD1 de 26 meses y 2 meses
de edad encontraran una expresion mas baja del FasR en timo y bazo en los ratones
mas adultos. En los ratones adultos observaron ademas que estaba disminuida la
capacidad de apoptosis inducida mediante el FasL y que existia una menor respuesta
proliferativa de las células T a anticuerpos anti-CD3. Esta respuesta a anti-CD3 originé

una mayor produccion de IL.-2 en ratones adultos y de interferén-y e iL-10 en ratones

jovenes.

L.a insercién del retrotransposon ETn en el segundo intrdn det gen del FasR en
los ratones MRL/Ipr induce una transcripcion del ARNm del FasR reducida al menos 10
veces asi como transcriptos anormales FasR-ETn *'*7. Se han detectado bajos niveles
de expresion del ARNm del FasR normal en ratones MRL/pr *****. Mediante citometria
de flujo, encontramos que los niveles de expresion del FasR en ratones MRL/lpr no
excedieron los valores del anticuerpo control, posiblemente porque la sensibilidad de la
citometria de flujo no es suficiente para detectar un numero muy bajo de receptores por

célula (Figuras 1, 3 y 6).

La seleccion negativa aparentemente normal que tiene lugar en el timo de los
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ratones MRL/lpr podria ser explicada porque, aunque escasa, existe alguna "filtracion”
en la expresion del FasR ", Para estudiario, analizamos la expresion histologica del
FasR en estos ratones *°. No encontramos expresion en timo mediante 1HC (Figura 10).
Sin embargo, mediante IME detectamaos particulas electrén-densas de oro en menor
namero y densidad en la superficie celular de los timocitos de ratones MRL/Apr
comparados con 1os ratones Balb/c. La frecuencia fue 1 de cada 20 células en ratones
MRL/Ipr comparado con 19 de cada 20 células en ratones Balb/c (Figura 13). Ademas,
fos experimenfos de induccion de apoptosis en timocitos dobles positivos de ratones
MRL/pr con un anticuerpo monocional agonista anti-FasR no han resultado satisfactorios
2 Estos hallazgos sugieren que la expresion del FasR en el timo de ratones MRLApr

es extremadamente escasa o no funcionante.

Como el FasR se expresa predominantemente en timocitos dobles positivos y en
linfocitos periféricos activados, se penso que la ausencia parcial o total del FasR en
ratones MRL/lpr implicaria un deterioro en los mecanismos de tolerancia central y
periférica. Esto conduciria al escape a la periferia de células potencialmente
autorreactivas asi como a la persistencia de células autorreactivas expandidas en la
periferia. De esta manera se explicarian las manifestaciones autoinmunes graduales y
fa acumulacion de células en {os ganglios linfaticos que se han observado en los ratones
con la mutacidén Ipr. Corroboran esta hipotesis varios estudios en los que se ha

demostrado que existe un defecto de la apoptosis en los timocitos dobles positivos TCR
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nulo de ratones lpr **' y en células T maduras de ratones lpr tratadas con anticuerpos:

anti-CD3 "% 242,

l.a ausencia del FasR no es sin embargo una caracteristica universal del LES
murino, ya que en otras cepas murinas que desarrollan LES no se han observado
anormalidades en la expresion del FasR ®*'* y en pacientes con LES se ha encontrado

un aumento mas que un defecto en la expresién del FasR **.

Mediante "northern-blot” se ha detectado expresion del ARNm del FasR en
drganos no linfoides como corazon, higado y ovario de ratones normales °. Ademas,
Leithauser et al**® observaron el FasR mediante IHC en érganos humanos como pulmén,
higado, rifidn, intestino delgado, colon y ovario. Por otra parte, se han encontrado formas
truncadas del FasR debido a una division alternativa del ARNm, como los observados
en higado de rata >* o en la linea celular B 2PK3 % En la linea celular 2PK3 se
investigd dicha posibilidad porque no se detectaba expresién de la proteina mediante
citometria de flujo y sin embargo expresaba ARNm del FasR aunque de menor tamafio.
Este hecho se explica porque en la linea celular 2PK3 existe una deleccion en la
secuencia de nucledtidos del FasR responsable de que su epitopo no sea reconocido por
el anticuerpo anti-FasR . Esta observacion nos llevé a descartar que la no deteccion
del FasR mediante IHC en dichos érganos fuera debida a la posible existencia de formas

truncadas del FasR. Sin embargo, mediante el andlisis de transcriptasa inversa-RCP
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demostramos que no existian diferencias entre el tamafo del ADNc¢ del FasR obtenido
de corazon e higado comparado con el de bazo procedente de ratones Batb/c (Figura
14). Una posible explicacién de estos resultados es que debe existir un nimero
relativamente bajo de receptores en estos 6rganos, lo que concuerda con los escasos

niveles de expresién del ARNm del FasR encontrados en drganos no linfoides

comparados con los de timo °.

Por el contrario, Leithauser et al ?° no encontraron expresion del FasR mediante
IHC en timocitos corticales y medulares humanos aunque si 1a encontraron en células
epiteliales de timo. Ademas, como se discutira posteriorments, encontramos que las
células mononucleares frescas de sangre periférica de pacientes LES presentan una
expresion del FasR significativamente mas elevada al compararlos con controles sanos
3 (Figura 20). Asi pues, aunque los ratones MRL/lpr desarrollan una enfermedad
clinicamente similar al LES, aparentemente el LES humano y el modeto animal no

comparten el mismo defecto del FasR. Queda por determinar si estas discrepancias se

deben a diferencias de especies 0 a factores técnicos.
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3.2 ESTUDIOS DEL FASL EN RATONES

Diversos autores han demostrado que la transferencia de células de médula 6sea
procedentes de ratones con la mutacién gld a ratones singénicos (perteneciente al mismo
linaje genético) ++ sin mutacién origina la aparicidn de un sindrome linfoproliferativo
similar al que desarrolian los ratones gld . Sin embargo, la transferencia de células de
meédula osea procedentes de ratones con [a mutacion {pr induce la aparicion de
manifestaciones similares a la enfermedad de injerto contra huésped y la muerte del
animal 2-4 meses después *“?*_Ettinger et al 2" demostraron que co-cultivos "in vitro"
de células T procedentes de ratones normales y ratones lpr, pero no de ratones normaies
y ratones gld, inducen una disminucién de la supervivencia de las células T de ratones
normales. Estos hallazgos podrian ser explicados por fa presencia de una molécuia
citotdxica en las células T de ratones Ipr ausente en ratones gld. Suda et al * observaron
que el FaslL tiene capacidad citotoxica y es capaz de inducir apoptosis en células que
expresan el FasR. Por otra parte, Hammond et al *** encontraron que las céiulas T
dobles negativas de ganglios linfaticos de ratones lpr, activadas a través del TCR/af3-CD3
asi como a través de algunas moléculas de adhesidén como CD44 o gp90™"** pueden
provocar la lisis de celulas que expresen receptores de Fc. Estos ultimos autores
concluyeron que las células dobles negativas de ratones lpr no son inertes 0 anérgicas

sino que son células T citotdxicas activadas. Estos hallazgos nos hicieron suponer gue
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probablemente los ratones Ipr, y méas concretamente sus atipicas células dobles
negativas, podrian expresar altos niveles del FasL. Por ello analizamos la expresién de

ARNmM del FasL en organos linfoides de ratones normales y mutantes.

En el presente trabajo **°, no encantramos expresion del FasL en érganaos linfoides
en ratones aduitos normales (Figura 15). Suda et al * ya habian detectado que la
expresion de ARNm del Fasl. en ratas normales era deébil en bazo y muy escasa o
ausente en timo. Estos resultados contrastan con {a expresion del FasR, que es alta en
timocitos pero muy escasa en linfocitos periféricos ya maduros ' **. Por tanto, en
ratones normales la expresidn del Fasl. no parece modificarse en refacion al estadio de

maduracion celular.

En ratones adultos con las mutaciones tpr y gid encontramos una hiperexpresion
del FasL en érganos linfoides, que fue mas elevada en timo y ganglios linfaticos (Figuras
15 y 16). Descartamos que esta hiperexpresion fuera debida a una activacion leve o
transitoria, ya que los niveles eran superiores a 10s observados en esplenocitos activados
"in vitro" procedentes de ratones adultos normales, en los que se habian demaostrado
niveles detectables del FasL *°. Asimismo, observamos que los niveles de expresion del
FasL en los ganglios linfaticos de los ratones ipry gld eran superiores a (os de una linea
celular T superantigeno-reactiva recién activada (Figura 17). Al asumir que la expresién

del FasL es uniforme en la linea celular recién activada, estos hallazgos sugieren que
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practicamente todas o la mayoria de fas células de los ganglios linfaticos hiperexpresan -
el FasL. Por otra parte, las células dobles negativas de los ratones lpr y gid parecen

estar crénicamente activadas ya que expresan marcadores de activacion como CD69 %

Inicialmente se publicod la secuencia del FasL de rata * y posteriormente la de
raton ®, demostrandose que ambas presentan una homologia en las secuencias de
nucleétides y aminoacidos del 90.6% y 91.4% respectivamente. Los resultados del
presente trabajo **° fueron obtenidos inicialmente con la sonda del Fasl de rata y
posteriormente con la de ratdn, lo que permite suponer que entre una hibridacion y la
siguiente las membranas fueron sometidas a un proceso de lavado. Por este motivo, la
sefal obtenida con la sonda de raton fue discretamente inferior a la obtenida con la

sonda de rata (Figura 15).

La poblacidn celular predominante en los ganglios linfaticos de ratones lpr y gld
esta constituida por células T dobles negativas de fenotipo poco usual y que comprenden
hasta un 90% del total. Analizamos la expresion del FasL en las poblaciones celulares
de ganglios linfaticos de ratones adultos Ipr y gid, seleccionando por un lado fas celulas
dobles negativas y por otro las células CD4+ junto con CD8+. Observamos que la
expresion del ARNm del FasL era superior en las células dobles negativas (Figuras 16
y 17). Recientemente se ha sugerido que las células dobles negativas de estos ratones

mutantes no son simplemente céiulas inmaduras CD4-CD8- que han sido liberadas del
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timo prematuramente. Herron et al " proponen que proceden de timocitos CD4+y CD8+
que han sufrido un proceso de seleccion positiva mediado por el CMH de clase | y que
posteriormente han perdido la expresion de CD4 o CDB8. Su hipotesis se basa en que es
una poblacién celular autorreactiva que debe ser deleccionada en la periferia, pero cuyo
mecanismo de apoptosis estd alterado debido al defecto en la via Fas, por ello deben
utilizar un mecanismo de controt secundario que seria la pérdida de estos receptores
CD4 o CD8 para prevenir el dafio. Sugieren que el defecto del Fas opera en la periferia
y no el timo, lo que permite la expansion de las células T dobles negativas. De los
resultados obtenidos en el presente trabajo **, se puede deducir que el aumento de
expresion del Fasl en las células dobles negativas de ratones mutantes es explicable
ya gue el Fasl se expresa tras estimulacién antigénica y estas células no pueden morir.
Asi, es posible que las células Unicas positivas de los ganglios linfaticos de ratones

mutantes que también hiperexpresan el FasL hayan recibido un estimulo antigénico y

estén destinadas a perder |la expresion de CD4 o CD8.

Por otra parte, el aumento de expresion del FasL en el timo de ratones aduitos Ipr
y gid podria ser explicado por ta infiltracién progresiva de céiulas T maduras procedentes

de la periferia que experimenta el timo de estos ratones 'Z.

Basandose en experimentos de transfarencia de células de médula ésea, Allen et

al *** fueron los primeros autores en sugerir que los fenotipos lpr y gld son el resultado
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de mutaciones en una pareja de moléculas que actuarian como un ligando y su receptor.
Asimismo, también propusieron que el receptor y su ligando estarian reciprocamente
regulados. El aumento de expresion del FasL en ratones MRL/pr es compatible con un
modeio de regulacion por retroalimentacion, ya que estos ratones expresan el FasR en
escasa o nula cantidad '*° debido a la insercion de un retrotransposén en el gen del
FasR "*'%7 Sin embargo, en este trabajo *° se demuestra que en ratones jévenes
MRL/lpr no existe una expresion aumentada del Fasl (Figura 18). Ademas la expresion
del FasL en ratones adultos lpr y gld de la misma edad presentaba niveles elevados
similares, a pesar de que i0s ratones gld expresan niveies normales del FasR. Por el
contrario, nc detectamos un incremento en la expresion del FasR en ratones adultos.
Esto es, no observamos un aumento de expresion del FasR en ratones gld, que
hiperexpresan un Fasl. no funcionante, al compararlos con ratones [pr®, que expresan
el FasR pero no es funcionante, o con ratones normales (Figura 18). Nuestros hallazgos
sugieren que el receptor y el ligando del Fas no estan reciprocamente regulados en los

ratones lpr y gid.

Por ofra parte, en las células T periféricas de ratones adultos con las mutaciones
Ipr y gid, existe una menor expresion de Bel-2 al compararios con ratones normales de
la misma edad debido fundamentalmente a las poblaciones de células dables negativas
y CD4 *° Esta diferencia no se observa en células de timo. Este hallazgo sugiere un

mecanismo compensatorio para regular la apoptosis de las células T periféricas de estos
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ratones mutantes, sin embargo no fue posible encontrar una correlacion entre la baja
expresion de Bcl-2 y la mayor susceptibilidad a apoptosis 2°.

En el presente trabajo **® se demostré que las células no fraccionadas de gangiios
linfaticos de ratones lpr, pero no de ratones gld, son capaces de inducir 1a lisis
especificamente via Fas en células diana que expresan el FasR como la linea celular
A20 2 Se detecté actividad citotoxica en las células de ganglios linfaticos de ratones
{pr sin que hubieran sido activadas, probablemente porque A20 expresa muy altos niveles
del FasR u otras moléculas de superficie que facilitan la citotoxicidad mediada via FasL..
Al igual que Ramsdell et al >*' observamos que las células de ganglios linfaticos de los
ratones gld carecen de la capacidad citotéxica que presentan las de los ratones ipr
(Figura 19). Asimismo, Hammond et al ** demostraron que las células T dobles
negativas de los ganglios linfaticos de ratones ipr muestran actividad citotoxica al ser
activadas mediante anticuerpos contra moléculas de adhesion expresados por dichas
ceélulas, siendo su capacidad litica escasa o nula en ausencia de dicha activacion.
Observaron que estas células dobles negativas expresan perforina, como sucede en 10s
linfocitos T citotdxicos profesionales o en los linfocitos "natural killer", por lo que sugieren
que la actividad citotdxica es mediada por perforina. Para confirmar la actividad citotoxica
de las células dobles negativas, utilizaron como diana algunas lineas celulares que

expresaban e} FasR como P815 o EL-4 '122°
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Nuestros resuitados de expresién del FasL en ratones mutantes ** concuerdan -
con los obtenidos por Watanabe et al 2 mediante "northern blot". Estos autores
encontraron una hiperexpresién del ARNm del FasL en ganglios linfaticos y bazo de
ratones adultos lpr, lpr® y gid y ausencia de expresién en higado. Mediante hibridacion
“Iin situ" e IHC observaron que la expresién del FasL correspondia a células CD4- CD8-
Thy1+ B220+ situadas en las zonas marginales del bazo. Ademas demostraron que los
linfocitos de bazo y ganglios linfaticos de ratones Ipr pero no de ratones gld presentaban
actividad citotdxica Fas-especifica frente a células que expresaban e! FasR pero no

frente a las que no expresaban este receptor **2.

El considerable aumento de expresion del ARNm dei FasL y la actividad citotoxica
mediada por el FasL de las células de ganglios linfaticos de ratones ipr, son hallazgos
que sugieren que la expresion del FasL es responsable de que estas células
desencadenen una enfermedad de injerto contra huésped al ser transferidas "in vivo" a
ratones ++ y gld, asi como que produzcan una reducida supervivencia de células
normates al ser co-cultivadas "in vitro". Estos hallazgos no descartan que estén
involucradas otras citoquinas secretadas por las células de ratones fpr *°. La enfermedad
de injerto contra huésped leve que se produce al transferir células de medula dsea de
ratones Ipr a ratones ++ podria ser explicado porque el Fasl se una al FasR defectuocso
de las células del donante, dejando escaso FasbL libre para dafar las células del

huésped. Si esto es asi, las células irradiadas de la médula dsea del huésped deberian
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de expresar el FasR.

Estudios de IHC en humanos ** pero no en ratones **® muestran que el FasR
(APO-1) se expresa en linfocitos y en células mesenquimales como piei, higado y tracto
gastrointestinal, 6rganos diana en ia enfermedad de injerto contra huésped. Estos
hallazgos sugieren que la transferencia de células de médula dsea de ratones Ipr podria
inducir el desarrollo de células T maduras lpr que al ser expuestas a autoantigenos
aumentarian la expresion del Fasl.. Como estas células hiperexpresan anormalmente el
FasL no podrian morir via Fas, persistiendo por tanto e induciendo apoptosis de las
células radiorresistentes del huésped. Estas celulas tambien podrian inducir la liberacion
de citoquinas como interferén-y que incrementarian la expresion del FasR en células
mesenquimales del huésped. Esto desencadenaria la apoptosis de células estromales
y otras céfulas mesenquimales del huésped necesarias para la supervivencia del sistema
inmune. La induccidn de apoptosis de células que expresarian el FasR como piel, higado

o fracto gastrointestinal desencadenaria fa enfermedad de injerto contra huésped.

En definitiva, los niveles de expresion del FasR y el FasL en ratones normaies y
mutantes sugieren que podria producirse ia siguiente secuencia de hechas. Cuando las
células T normales son activadas, expresan el FasR »'* %%y g| FasL *. Sin embargo,
como la induccidon de apoptosis del FasR no es funcionante hasta pasados

aproximadamente 6 dias tras la activacion *¥’, ias céiulas activadas sufririan un
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expansion clonal. A medida que el FasR comenzara a ser funcionante, el FasL iria
provocando la muerte de las células activadas. En el presente estudio **° demostramos
que ia expresion del FasL es claramente superior en una linea celular T CD4+ TSST-1
reactiva comparada con linfocitos totales de bazo de ratones normales estimulados con
mitégenos. Esto sugiere que la estimulacién repetitiva o la diferenciacion de las células
T hacia el subtipo Th1 induciria una elevada expresiéon del FasL ?**. Aunque cabria
esperar que la actividad citotdxica fuera en su mayor parte fraticida, no se descarta que
también sea suicida, ya que tanto el receptor como el ligando del Fas pueden ser
expresados en células T activadas. De esta forma, el Fas limitaria la expansién de

células activadas y seria un mecanismo trascendental para eliminar aqueilas células

potencialmente autorreactivas.

Estos hallazgos son compatibles con un papet de la via Fas en los mecanismos
de tolerancia periférica. Russell et al ' fueron los primeros en demostrar que la via Fas
es critica en los mecanismos de tolerancia periférica. Estos autores cultivaron células
CD4+ o CD8+ de ratones normales y ratones ipr en presencia de un superantigeno, lo
que origind una activacion y produccidon de citoguinas normalmente. Sin embargo, las
células de ratones Ipr presentaban un defecto cualitativa de apoptosis al ser re-

estimuladas con el superantigeno una vez activadas '**.

Por otra parte, Singer y Abbas **® cruzaron ratones lpr con ratones transgénicos
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para un TCR/af restringido por el CMH de clase il e injectaron "in vivo" el antigeno para
el que estas células eran reactivas. Se origind una deleccion similar de células CD4+
procedentes de timo tanto en los ratones transgénicos convencionales como en los
ratones lpr, pero séto se produjo una deleccion de células CD4+ periféricas en ratones
transgenicos convencionales y no en los ratones Ipr. Estos hallazgos sugieren que el Fas
juega un papel en la deleccion de celulas T periféricas maduras pero no en la de células
T timicas. Por fanto, en los ratones Ipr existe un defecto para la deleccién de células T
autorreactivas en la periferia. Estas células T autorreactivas desarrollarian una actividad
T cooperadora de células B especificas para autoantigenos lo que podria estimular la

produccion de autoanticuerpos.

La hipotesis de Singer y Abbas *° fue confirmada mediante las siguientes
observaciones. La expresion de CD4 durante la maduracion celular T en el timo no
requiere la expresion del CMH de clase il, pero la progresion de las células dobles
positivas a las Unicas positivas CD4+ si depende de la expresién de clase Il *°. En
ratones ipr deficientes en clase I, y por tanto deficientes en células CD4+, no se
producen nefritis autoinmune ni autoanticuerpos aunque si [a masiva linfadenopatia 2’
La autoinmunidad en estos ratones lpr es por tanto atribuible a células T cooperadoras
CD4+ autorreactivas y el mecanismo que permite ta acumulacion de las mismas obedece
probablemente a un fallo en la tolerancia periférica al no producirse muerte celular tras

activacién. Esto enfatiza la importancia de la deleccion clonal periférica en el
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mantenimiento de la autotolerancia y para evitar el desarrollo de autoinmunidad.

El papel propuesto para fa via Fas en la tolerancia periférica podria ser ef
siguiente. Las células T en reposo expresan muy bajos niveles del FasR y el Fasl. Al
reconocer un antigeno, aumentarian la expresion del receptor y del ligando del Fas.
Después de unos dias el receptor seria funcionante y las células tendrian (a capacidad
de inducir la muerte de unas a otras por apoptosis. En el ratdn deficiente en el Fas, ya
sea en el receptor o el ligando, estas células no moririan y por tanto se acumularian. Se
podria deducir que {a masiva expresidn del FasL en ratones ipr se debe a una repetida
exposicion a autoantigenos en células que no pueden morir y por tanto persisten
activadas. Estas células deben ser anergizadas para lo que probablemente desaparece

su expresion de CD4 y CD8.
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3.3 ESTUDIOS DEL RECEPTOR APG-1 EN HUMANOS

Los defectos genéticos en los componentes iniciales de la via del complemento
constituyen una de las pocas anomalias moleculares conocidas que pueden predisponer
al desarrollo del LES. Probablemente, a excepcién de la deficiencia de C1q, ias
mutaciones nulas de las proteinas del complemento no son suficientes para
desencadenar el LES. Deben pues existir otros mecanismos responsables del inicio de
la enfermedad. La mayoria de las investigaciones se han centrado en la busqueda de
anomalias humorales y celulares en el LES. Las manifestaciones serolégicas cardinales
del LES, presencia de hipergammaglobulinemia y autoanticuerpos, han sido expiicadas
como el resultado de una activacion polictonal de células B o un defecto en la actividad
supresora © colaboradora de las células T, pero no esta claro que estas alteraciones
sean el primer evento en el LES. Los autoanticuerpos en el LES van dirigidos contra
proteinas y nucleoprofeinas, cuya produccion se postula gque es desencadenada como
respuesta a un/os antigeno/s. El perfil de autoanticuerpos sugiere que una pérdida de

la tolerancia a muchos antigenos podria ser el defecto central en el LES #°.

Para determinar si los pacientes con LES presentan un defecto en la expresion,
regulacion o funcién del FasR/APO-1, cuantificamos estos parametros en pacientes con

LES y otras enfermedades autoinmunes sistémicas como AR y SSP en paralelo a
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controles sanos **. En contraste con los ratones MRL/lpr > ', los pacientes con LES:
presentaron un porcentaje de expresion de APQ-1 en células mononucleares de sangre
periférica significativamente superior al comparario con los controles sanos (Figura 20).
Este aumento de expresion se observo tanto en linfocitos T como B, siendo mas elevado
en las células T CD8+ (Tabla 3). Como la expresidon de APO-1 se incrementa tras
estimulacion de los linfocitos "in vitro" por mitégenos o por unidn del antigeno al receptor
21009 v como se ha observado un aumento en la expresion de APO-1 en otras
enfermedades autoinmunes sistémicas, probablemente este aumento de expresion en
pacientes con LES refleje una activacién de los linfocitos "in vive". Por ofra parte, las
células T tienen una vida media de meses a afos mientras que la de 1as células B es de
5 a 7 dias, a menos que reciban un estimulo y se conviertan en células memoria. Esto
explicaria la mayor expresidn de APQ-1 en la poblacion T comparada con la B como un

mecanismo de autocontrol.

En individuos normales, ios antigenos CD45RA y CD45R0O son marcadores de
células T nativas o memoria (previamente activadas) respectivamente ***. Aunque las
células T estan activadas en el LES, algunos marcadores de activacion T estan
aumentados (el CMH de clase il y fa -1 integrina CD29), mientras que otros no (receptor
de IL-2 y CD45R0) **°. Al igual que en individuos normales, en ios pacientes con LES
se detecté expresion de APQO-1 casi exclusivamente en células T CD29+, lo que confirma

que la expresion de APQO-1 refleja activacion celular (Tabla 3). Sin embargo, |a ausencia
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de una correlacion significativa con el indice de actividad clinica SLEDAI o con otros
parametros seroiogicos de actividad de la enfermedad, indica que la relacién entre la

expresion de APO-1 y la activacion linfocitaria es mas compleja (Figura 21).

Estudios previos han demostrado que en pacientes con LES activo existe un
aumento relativo de las células T CD4+, las cuales ademas expresan un mayor
porcentaje relativo de antigenos del CMH de clase || comparadas con las células CD8+
260.281 ' sin embargo, el aumento retativo de expresion de APO-1 en las células T de los
pacientes con LES estudiados fue mayor en la supoblacion CD8+ comparada con la
CD4+ (Tabla 3). El ligando de APO-1 ha sido involucrado en la citotoxicidad
independiente de calcio mediada por células T "'*. Este hecho hace pensar que el
aumento de expresion de APO-1 en las células CD8+ podria estar asociado a una
expresion del ligando de APO-1 y que por tanto las células T CD8+ APO-1+ promoverian
el dafo tisular en los pacientes con LES. Ademas, Linker-Israeli et al "7 demostraron que
en pacientes con LES, las celulas T CD8+ son necesarias para la produccion espontanea
"in vitro" de 1gG por parte de las celulas B y sugirieron que las células CD8+ del LES
pueden realizar una inusual funcion cooperadora debido a una produccion anormal de
citoquinas. En cualquier caso, es probable que el doble aumento de expresion de APO-1
de las células T CD8+ signifique que se trata de una poblacion funcionaimente
importante en la patogenia del LES. Sin embargo, hay que recordar que en los estudios

realizados en ratones la poblacion T que predominantemente expresaba el FasR era ia
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CD4+.

Dado que la mayoria de los pacientes con LES presentaban una expresion de
APQO-1 normal 0 aumentada, analizamos la capacidad de los linfocitos para incrementar
la expresion de APO-1 tras estimulacién y para inducir muerte cefular. Tras activacion
"in vitro" de los linfocitos de pacientes con LES con mitégenos o unidn al receptor, no fue
posible detectar ningun defecto al compararlas con los contrales normales (Figura 22).
Asimismo, los linfocitos T de pacientes con LES fueron inducidos a sufrir apoptosis tras
activacion y subsecuente exposicidn al anticuerpo anti-APQO-1, tal y como se observod en
los linfocitos de los controles sanos " #® (Figuras 23 y 24). No se analizé la induccién
de apoptosis en células B activadas "in vitro"” debido al escaso numero de las mismas
que se recuperaron a los 5 dias de cultivo en pacientes con LES. Otros autores han
demostrado apoptosis en células B humanas de individuos sanos activadas con PWM
durante 6 dias y expuestas a anti-APO-1 ?*®, Aungue estos hallazgos no excluyen un
papel del APO-1 en la etiopatogenia del LES, sugieren fa ausencia defectos en el
receptor o en la via de transmisién, ya que la apoptosis mediada por APO-1 permanecio
intacta en los pacientes estudiados. Estas observaciones no aclaran sin embargo la

existencia o no de un defecto en el ligando de APO-1 o en |a capacidad de éste para

inducir apoptosis.

Por ofra parte, hay que considerar también la posibilidad de que estimulos
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externos como radiacion, toxinas o virus 2% permitan que las celulas autorreactivas en
el LES sobrevivan y no induzcan apoptosis en las circunstancias apropiadas, tanto si es
una apoptosis mediada via APO-1 o no. Asi, Hashimoto et al ?*®* mostraron que lineas
celulares humanas que constitutivamente expresan la proteina del oncogen Eb1 del

adenovirus tipo 2 presentaban resistencia a la muerte celular mediada via Fas.

Los pacientes con LES, fundamentalmente l0s que presentan una enfermedad en
fase de actividad, presentan linfopenia que afecta a la poblacion T, tanto CD4 como CD8
% Aunque la linfopenia puede ser explicada en parte por {a presencia de
autoanticuerpos anti-linfocitos ***, se ha observado que puede existir una depleccion
parcial de linfocitos T en ausencia de anticuerpos anti-células T detectable. Se ha
demostrado que las células T tanto CD4 como CD8 de pacientes con SIDA son
anormalmente sensibles a la apoptosis inducida tras estimulacién, lo que sugiere que
este fenémeno pudiera ser en parte responsable de la linfopenia que se observa en el
SIDA **¥ Westendorp et al **° observaron que tinfocitos activados con anticuerpos anti-
CD3 (mimetiza la union al antigeno) o anti-CD4 (mimetiza la union con la proteina gp120
del ViH) en presencia de la proteina transactivadora Tat del ViH, aumentan la expresion
de ARNm del Fask lo que les hace méas suceptibles a sufrir apoptosis. Los linfocitos T
de individuos infectados con el VIH expresan niveles superiores del FasR comparados

con los de controles no infectados “°* %% Tras estimulacion "in vitro", los linfocitos T de

sangre periférica de individuos can el VIH sufren un mayor porcentaje de apoptosis al
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compararlos con los controles no infectados en presencia de un anticuerpo anti-FasR %%’ -
Ademas, el porcentaje de apoptosis es superior en los linfocitos de pacientes VIH
sintomaticos y se correlaciona inversamente con el nimero absoluto de linfocitos CD4
circulantes 2’ {.os linfocitos T activados "in vitro" de pacientes con LES parecen mostrar
una induccion de apoptosis via APO-1 intacta (Figura 23), pero es posible que la
expresion aumentada de APQO-1 en los finfocitos les predisponga a una mayor
susceptibilidad a sufrir apoptosis y en consecuencia se produzca linfopenia "in vivo". Sin
embargo, encontramos que las células mononucieares frescas de sangre periférica
aisladas de pacientes con LES no sufrieron un mayor porcentaje de apoptosis al ser
expuestas al anticuerpo anti-APQO-1 al compararlas con las células frescas aisladas de
los controles (Tabla 4). Esto permite suponer que si APO-1 es responsable de la
linfopenia en el LES, las células apoptéticas probablemente deben ser répidamente

eliminadas "in vivo".

Aderka et al **® describieron en pacientes con LES una forma soluble del receptor
FNT que se correlacionaba con la actividad de la enfermedad y que actuaba inhibiendo
la actividad del receptor FNT, lo que podria modificar la intensidad de las
manifestaciones del LES. Cheng et al *® observaron que en céiulas mononucierares de
sangre periférica humana, tanto de pacientes con LES como de controles sanos, existe
ademas del ARNm que codifica para et FasR, ofra forma de ARNm que codifica para una

proteina del FasR soluble. Esta variante carece del dominio transmembrana debido a una
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deleccion del exdn que codifica para esta regidén. Encontraron que la expresion de este
FasR soluble estaba aumentada aproximadamente al doble en un 60% de los pacientes
con LES al compararlos con controles sanos y pacientes con AR. Asimismo, demostraron
que el FasR soluble podia neutralizar "in vitro" la accién apoptotica del anticuerpo anti-
FasR sobre un cultivo de células estimuladas y que por tanto hiperexpresaban el FasR.
Concluyeron que la forma soluble del FasR puede bloquear la interaccion de! FasR con
el FasL y permite sobrevivir a las células autorreactivas *. Et significado de estas
observaciones estd por esclarecer, porque el numero de pacientes analizados era
relativamente bajo (n=10) y los niveles del FasR soluble eran solo el doble en los
pacientes con LES comparados con las valores de los controles. Ademas, Knipping et
al ¥ encontraron que la expresion de APO-1 soluble era mas eievada en suero de
pacientes con artritis reumatoide juvenil (n=10) al compararios con LES (n=27) y no
detectaron diferencias significativas entre pacientes con LES activo e inactivo en base
al indice de actividad SLEDAI. Pouiton et al **® encontraron que el cociente de ADNc del
FasR / FasR soluble estaba aumentado en pacientes con LES (n=18) comparado con

controles sanos (n=19).

Glebalmente, los estudios realizados hasta ahora indican que la patogenia del LES
humano no es el resuliado de un defecto cuatitativo o cuantitative del FasR ni una
alteracion medible de la apoptosis "in vitro". El mecanismo a travées del cual

autoanticuerpos, linfokinas o virus ** contribuyen al equilibrio entre la activacion,
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supervivencia o muerte de las pablaciones linfocitarias en pacientes con LES, asi como
el papel de otras moléculas involucradas en el proceso de la apoptosis ?’°, constituyen

aun areas en vias de investigacién.
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Conclusiones

La proteina FasR se expresa de forma similar sélo en los 6rganos linfoides de
ratones normales y ratones con manifestaciones autoinmunes, salvo en los
ratones MRL/lpr en 10s que la expresion esta significativamente disminuida. El
FasR se expresa predominantemente en timo, fundamentaimente a expensas de
las células dobles positivas, presentando una expresion inferior en bazo y ganglios

linfaticos.

La activacidn "in vitro" induce un aumento en la expresion de ia proteina FasR en
los linfocitos de drganos linfoides murinos. No existen diferencias en la expresidn
del FasR entre ratones jovenes y adultos, tanto en las cepas murinas normales

como en las cepas con manifestaciones autoinmunes.

EI ARNm det Fasl se hiperexpresa en timo y ganglios linfaticos de ratones aduitos
con las mutaciones lpr y gld, especialmente en las células dobles negativas de

ganglios linfaticos, ai compararlos con cepas murinas normales,

L.a funcién del Fask hiperexpresado en ganglios linfaticos de ratones adultos Ipr,

pero no el de ratones gid, estd conservada y por tanto tiene la capacidad de

provocar la lisis de células gue expresan el FasR.
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Las CMSP de pacientes con LES presentan una expresion basal del FasR
significativamente superior comparados con los controles sanos pero no con los
pacientes con AR o SSP. La expresion del FasR en pacientes con LES es
predominante en los linfocitos T. Los niveles de expresion del FasR en CMSP de

pacientes con LES no se correlacionan con los indices de actividad de la

enfermedad.

La activacion "in vitro" de las CMSP no presenta diferencias significativas en los

niveles y {a cinética de expresion del FasR entre los pacientes con LES y los

controles sanas.

No existen alteraciones funcionales en la capacidad de transmitir apoptosis entre
el FasR expresado en CMSP de pacientes con LES comparado con el de sujetos

5anos.

De estos resultados se infiere que existen alteraciones en la expresion y funcion
del FasR o ef FasL en los modelos murinos de LES con fas mutacicnes lpr y gid

pero no se han confirmado estos defectos en el LES humano.
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Abreviaturas

ABREVIATURAS

ADN
ADNasa
ADNc
ANA

AR

ARN
ARNasa
ARNm
ASB
BSF

CD

CMH
CMSP
Con A
cpm
CTL

DE

Acido desoxirribonucleico
Desoxirribonucleasa

ADN complementario
Anticuerpos antinucleares
Artritis reumatoide

Acido ribonucleico
Ribonucieasa

ARN mensajero
AlbUmina sérica bovina
Bufer salino fosfato
"Cluster of differentiation",

grupos de diferenciacion

Complejo mayor de histocompatibilidad

Células mononucleares de sangre periférica

Concanavalina A
Cuentas por minuto
Linfocitos T citotdxicos

Desviacion standar
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Abreviaturas

DEPC
DN
dNTF
EDTA
FasL
FasR
Fc
FCN

FITC

FNT

gld

HSA

{CE

IME

INF

Distilpirocarbonato

Dobles negativas

Deoxinucledtido trifosfato

Acido etilen-diamino tetra-acético
Ligando del receptor Fas

Receptor Fas

Fraccion constante

Factor de crecimiento nervioso
"Fluorescein-isothyocyanate",
isotiocianato de fluoresceina

Factor de necrosis tumoral

"Generalized lymphoproliferative disease",
enfermedad linfoproliferativa generalizada
"Heat stable antigen”, antigeno estable al calor
“Interleukin 1B converting enzyme",
enzima convertidor de interleuquina 14
inmunogiobulina

inmunohistoquimica

Interleuquina

inmunomicroscopia electrénica

Interferdn
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Abreviaturas

Kd

LES

Ipre®
LPS
PE
PMA
RCP
rpm
SAC
SDS
SIDA
sSSP
TA
TCR
uv

VIH

Kilodaiton

Lupus eritematoso sistémico
"Lymphoproliferation”, linfoproliferacion
"lpr complementing gid", lpr complementando gid
Lipopolisacarido

"Phycoerythrin”, Ficoeritrina

Forbol miristato acetato

Reaccidn en cadena de la polimerasa
Revoluciones por minuto

Estafilococo Aureus Cowan

Sodio dodecil sulfato

Sindrome de inmunodeficiencia adquirida
Sindrome Sjdgren primario

Temperatura ambiente

"“T cell receptor”, Receptor de la célula T
Ultravioleta

Virus de la inmunodeficiencia humana
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