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Silvia Fernandez Alvarez Introduccion

Los linfocitos T se han subdividido clasicamente en linfocitos T CD4" y
linfocitos T CD8". Mientras los ultimos son responsables de la destruccion de células
infectadas por agentes infecciosos intracelulares y células que presentan anomalias
de algin tipo en su membrana, como la expresion de determinados receptores o la
ausencia de expresion de otros, los linfocitos T CD4" desarrollan funciones diversas
de control y regulacion de los demas elementos del sistema inmune, dirigiendo asi la
respuesta adquirida frente a los antigenos por cada uno de esos elementos. Las células
T CD4" no representan, en términos funcionales una poblaciéon homogénea y tunica.
Antes al contrario, ya en la década de los 80 del pasado siglo pudo observarse que si
bien no difieren en aspectos morfologicos, existian al menos dos subpoblaciones de
células T CD4" que se distinguen por su capacidad para la produccion de diferentes
citoquinas. En efecto, en 1986 se demuestra por primera vez, empleando clonos de
células T CD4"* de raton, que su estimulacion “in vitro” con antigeno resultaba en
la produccién de diferentes citoquinas. Dos patrones diferentes de produccion de
citoquinas fueron descritos, afadiéndose la observacion de que dicha produccion es
mutuamente excluyente, esto es, las producidas por uno de los grupos no es producida
por el otro y viceversa. Se denominaron en consecuencia linfocitos Thl, cuyo patron
de produccion de citoquinas es IFNy e IL-2, y Th2 que producen IL-4, IL-5,IL-10
e IL-13, entre otras. Hoy conocemos esta division de subtipos de células T CD4" como
el “Paradigma Th1/Th2” [1].

El Paradigma Th1/Th2, presenta las propiedades funcionales, distintas,
que el patron de citoquinas confiere a cada subtipo celular permitiendo una mejor
comprension de los mecanismos implicados en la proteccion del individuo frente
a infecciones asi como en la patogénesis de diversas enfermedades. La secrecion
diferencial de citoquinas en cada uno de los subtipos celulares es la idea fundamental
que sustenta este modelo. El Paradigma Th1/Th2 asimismo evidencio la importancia
de los procesos y elementos celulares y moleculares responsables de su diferenciacion
desde linfocitos CD4" virgenes o naive (Th) [1].
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Introduccion Silvia Fernandez Alvarez

Asi en presencia de IL-12 las células T CD4" naive se diferencian a células Thl,
en un proceso donde STAT-4 y T-bet son los factores de transcripcion responsables. Por
otro lado, la IL-4 promueve el desarrollo de linfocitos T CD4" virgenes hacia células
Th2 mediante la activacion de los factores de transcripcion STAT6 y GATA3 [1-4]

El modelo de células Thl y Th2 como tnicos subgrupos de linfocitos T CD4*
se ha mantenido vigente durante 20 afios hasta el descubrimiento de una tercera
subpoblacion de células T CD4" efectoras a la que se ha designado como Th17 por su

capacidad de producir y secretar IL-17A [5, 6].

La subpoblacion celular Th17 se origina a partir de linfocitos T CD4" virgenes
en presencia de IL-6 y TGFP (Transforming growth factor beta) que mediante la
activacion de STAT3, los receptores nucleares de acido retinoico RORyt y RORa 'y
el factor 4 regulador del interferon IRF4 (Interferon-regulatory factor 4) [7-11] como

factores de transcripcion esenciales dan lugar a la sintesis y liberacion de IL-17A

Las células Th17 producen también otras citoquinas como IL-17A, IL-17F, IL-6,
IL-21 e IL-22 ademas de otros factores solubles, entre los que se encuentran algunas
quimioquinas [12, 13]. Las quimioquinas son un grupo de proteinas que estimulan el
movimiento de leucocitos y regulan su migracion. Su principal accidon biologica es
la atraccion de células hacia la zona de infeccion, regulando el trafico de linfocitos
y otros leucocitos a través de los tejidos linfaticos periféricos [14]. Las principales
quimioquinas producidas por los linfocitos T productores de IL-17A son CXCLI,
CXCL2, CXCL5 y CCL20, siendo esta ultima la quimioquina mas caracteristica de

todas las producidas por las células Th17.

La quimioquina conocida como MIP-3a (macrophage inflammatory protein-3a),
o como se la ha renombrado, CCL20, junto con su receptor CCR6 [15, 16] actian
en células Th17 atrayendo otro tipo de células como son linfocitos T de memoria
entre otros hacia los lugares donde se localiza la inflamacién [17]. Los receptores

de quimioquinas mads representativos expresados en la membrana de la subpoblacion
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Th17 son CCR6 y CCR4 [8, 18]. Todas las células Th17 efectoras y de memoria tanto

de sangre periférica como de tejidos inflamado expresan CCR6 [18].

Por otro lado, los receptores de IL-1 (IL-1R1) [19] e IL-23 (IL-23R) [8, 18] son
expresados en la superficie de las células Th17. La IL-1 es una citoquina pleiotropica
que actua sobre un gran numero de células, y la expresion de su receptor, [L-1R1 en
células dendriticas se ha documentado como una caracteristica importante en el inicio
de la miocarditis autoinmune [20], un desorden autoinmune mediado por células Th17
[21]. Asipues, en un principio, la IL-1 se describid como una citoquina importante en el
proceso de generacion de células Th17 “in vivo”. Ademads, en modelos experimentales
donde se utilizaron ratones que desarrollaban artritis de manera espontanea tras
someterlos a estrés, se observo una elevada expresion de IL-1R1 en células Th17 [22].
Ya en 2009, Chung et. al. demostraron que la expresion de IL-1R1 en células T CD4*
virgenes, y no en células dendriticas, era necesaria para una diferenciacion temprana
de células Th17 “in vitro” y para mantener la expresion del perfil de citoquinas en
células Th17 efectoras. Por otro lado, la capacidad de la IL-1 para diferenciar células T
CD4" virgenes hacia células Th17 tiene un efecto sinérgico con IL-6 y/o IL-23. Pero
la caracteristica mas importante de la IL-1 es su capacidad para aumentar los niveles
de expresion de los factores de transcripcion IRF4 y RORyt durante el proceso de

diferenciacion de células T CD4" virgenes a células Th17 [23].

Ademés, la IL-1 también interviene en el proceso de conversion de células T
Foxp3™ hacia células productoras de IL-17A. Sin embargo, la IL-1 no inhibe ni induce
la expresion de Foxp3 (forkhead box P3) en respuesta a TGFp, indicando de esta
manera que el mecanismo de expresion de IL-17A mediado por IL-1 es diferente al
mediado por IL-6 [23]

Por otro lado, la IL-23 es una citoquina no necesaria para la diferenciacion de
células T productoras de IL-17A, pero si indispensable para aumentar su crecimiento,
supervivencia y funciones efectoras [24, 25]. La IL-23, es un heterodimero compuesto

por las subunidades p40 y p19 [6]. La IL-12 es otro heterodimero formado también
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por dos subunidades, p40 y p35. Ambas comparten la subunidad p40. IL-12 e IL-23
son producidas, en su mayoria, por células del sistema inmune innato, como son las
células dendriticas y macrofagos [26]. Sus receptores son heterodimeros similares, ya
que la IL-12 esta integrada por las subunidades IL12RB1 y IL-12RpB2, y el receptor
de la IL-23 por IL-23R (p19) e IL-12RB1 [27]. Experimentos realizados con ratones
deficientes en la subunidad IL-12p40, mostraron una carencia tanto de IL-12 como
de IL-23 [5, 26], en cambio, ratones deficientes en IL-23p19 son susceptibles a
enfermedades autoinmunes [28]. De esta manera se demostré que la IL-23, pero
no la IL-12, posee un papel critico en el desarrollo de enfermedades autoinmunes
organo especificas [5, 27]. Estudios posteriores revelaron que los linfocitos T CD4*
estimulados con IL-23 producian IL-17A [5, 6], mientras que los estimulados con IL-

12 s6lo promovian una produccion residual de la misma [5].

Otra caracteristica fenotipica de las células Th17 humanas es el receptor de
tipo lectina CD161 (analogo de NKR-P1A en ratones) [9]. Este receptor se expresa
en la superficie de practicamente todas las células Natural Killer (NK) y sobre un
pequeiio porcentaje de células T CD4" y CD8", siendo todas ellas positivas para el
marcador de superficie CD45RO" (células de memoria) [29]. Este marcador, CD161,
se ha identificado en células productoras de IL-17A de diferentes enfermedades

inflamatorias cronicas, como Artritis y Esclerosis Multiple entre otras [22].

Ademas, los linfocitos T CD4"/CD161" secretan niveles mas altos de IFNy,
TNFa, IL-4, IL-5 e IL-10 que los CD4*/CD161", y los linfocitos T CD8*/CD161" no
presentan capacidad citotdxica, atin expresando perforina y granzima A [30]. Por otro
lado, las células T humanas de sangre periférica de individuos sanos que expresan
IL-17A (Th17) son CD1617, no s6lo en linfocitos T CD4"CD8 TCRaf* (las células
Th17 tipicamente caracterizadas) sino también en linfocitos T CD4 CD8*
TCRap*, CD4CD8 TCRof* y CD4CDS8TCRys" [31]. En 2009, Annunziato
et. al. sugieren en sus experimentos que las células Th17 se diferencian a partir de
linfocitos T CD4"/CD1617, detectables tanto en el cordon umbilical, como en el

timo. Mas concretamente, las células T virgenes CD47/CD161" podian diferenciarse
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hacia células Thl, Th2 6 Th17 dependiendo de las citoquinas presentes en el medio.
En cambio, las células T CD4"/CD161" s6lo podrian diferenciarse hacia células Thl 6
Th2, y no hacia Th17 [32]. Por el contrario, otros autores indican que la mayoria de
las células productoras de IL-17A procedentes de biopsias celiacas son CD161-[33].
Estas diferencias pueden deberse al tiempo de cultivo de las células hasta el analisis de
la expresion de CD161. Asi mismo, el hecho de que las células productoras de IL-17A
encontradas en 2010 por Monteleone et. al. también produjeran IFNy, es decir, que no
fueran células Th17 clasicas, puede explicar la reduccion en la expresion de CD161

por parte de la subpoblacion Th17.

IL-23R  IL-12R IL-23R  IL-12R IL-12R

Th17/Thl

Esquema 1.- Fenotipo, factores de transcripcion y receptores de células Thi7,
Thl17/Thl y Thl. El tamaiio de los receptores indica su grado de expresion. Annunzito.
F et al. Eur. J. Immunol. 2009.

La combinacion de citoquinas presentes en el medio es determinante para la
diferenciacion de células T CD4" virgenes hacia sus diferentes subtipos. No obstante la
diferencia fundamental existente entre la diferenciacion de las células Th17 de humanos
y de ratones radica en el papel que desempena el TGFB. TGFp es una proteina
homodimérica perteneciente a la superfamilia de factores de crecimiento. Es producida
por una gran variedad de células como plaquetas, células endoteliales, linfocitos y
macrofagos. Su funcion biologica mas estudiada es la inhibicion de la proliferacion y
diferenciacion de los linfocitos T, ademas de la activacion de los macrofagos. TGFf

también actua sobre otras células como neutréfilos y células endoteliales, en gran
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medida para contrarrestar los efectos de las citoquinas proinflamatorias presentes en
el medio. Mediante estas acciones, TGFf inhibe respuestas inflamatorias [14]. En
2007, nuevos estudios sugirieron que las células T CD4" virgenes humanas de sangre
periférica se polarizaban hacia Th17 a través de una activacion mediada por IL-1f3
e IL-6, 6 IL-1pB con IL-23 sin la necesidad de la presencia de TGFp, ya que éste en
realidad inhibia esta diferenciacion [7, 34-36]. En 2008, se evidencié el importante
papel que desempeiia el TGFP en la diferenciacion hacia Th17, de tal manera que
la combinacion de TGFp, IL-1B, IL-6 e IL-21 6 TGFp, IL-1p e IL-23 eran necesarias
y suficientes para inducir la diferenciacion a células Th17 a partir de células T CD4*

humanas de sangre de cordon umbilical [37].

Por otro lado, se observd que la asociacion de TGFp, IL-1p, IL-23 e IL-6 “in
vitro” induce la diferenciacion de células Th17 en humanos, indicando ademas que
esta combinacion modulaba la expresion de citoquinas producidas por los linfocitos
T IL-17A" [38]. Finalmente, y también en 2008, se demostré mediante ensayos “in
vitro” con células T humanas, que la presencia Uinica de TGFf e IL-21 bastaba para

diferenciar linfocitos T CD4" virgenes hacia células Th17 [39].

Posteriormente a estos estudios, ensayos en modelos murinos mostraron otra
funcion de TGFp relacionada también con la diferenciacion de linfocitos T CD4" navie
hacia la subpoblacion celular Th17. Estos experimentos se iniciaron a partir de células
T virgenes de raton CD4°CD161" procedentes de cordon o de timo, a las que se indujo
a diferenciarse a células Th1 o Th2 afiadiendo al medio IL-12 o IL-4 respectivamente.
Por otro lado también se polarizaron linfocitos T CD4°CD161- a Thl en presencia de
IL1pB, IL-23 6 IL-12 y hacia Th2 aportando al medio IL-4. Los resultados obtenidos de
los ensayos mostraron que las células T CD4"CD161* se activaban y diferenciaban a
linfocitos Th17 en condiciones libres de suero (para eliminar la presencia residual de
TGFp)y anadiendo al medio IL-1 e IL-23, pero no TGFp. Esta combinacion provocaba
el aumento de la expresion de RORyt, IL-23R, T-bet e IL-12R[2, provocando asi un
incremento en el desarrollo del nimero de células Thl, sugiriendo una relacion entre

células Th1 y Th17. La adiciéon de TGFf a un cultivo libre de suero que contiene IL-1§
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e IL-23 aumenta el nimero de células T CD161" que se diferencian a Th17 pero inhibe
la expresion de T-bet y en consecuencia el desarrollo de Thl. Este hecho sugiere que
Thl y Th17 se comportan de manera diferente con respecto a la habilidad supresora
de TGFp. En resumen, TGFp inhibe la diferenciacion de Thl y Th2, favoreciendo la
de Th17 indicando una diferente susceptibilidad a la capacidad anti-proliferativa del

TGFP [32, 40], tal y como se refleja en el Esquema 2.

IL-1B+IL-23 IL-1B+IL-23

‘ CD4+ CD4+ ‘
<« —
@ IL-4 cbiel+ cD161- IL-4 @

mz\ /L—lz

(o]

Esquema 2.- Vias de diferenciacion de células CD4*CD161" . Annunzito. F. et.
al. Eur. J. Immunol. 2009.

Ademas de las funciones anteriormente descritas de TGFP en relacion a la
diferenciacion de células Th17, la presencia de esta citoquina en el medio celular
puede inducir a células T CD4" naive a diferenciarse hacia otro subtipo celular, las
células T reguladoras (Treg). Esta subpoblacion actiia de manera esencial en el proceso
de tolerancia frente antigenos propios, ya que inhibe la activacion del sistema inmune

y mantiene su homeostasis [41].
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Las células T reguladoras expresan Foxp3 (forkhead box P3) como factor de
transcripcion fundamental para su desarrollo [10, 41-43] que se activa, como bien se
ha indicado més arriba, con la presencia de TGFp en el medio celular [44, 45], el cual,
en ausencia de IL-6 bloquea la actividad de RORa y RORyt ( 6 RORC en humanos),
conduciendo a las células T CD4" virgenes a diferenciarse a células T reguladoras
[45].

Las células Treg también pueden expresar citoquinas proinflamatorias como son
IFNy e IL-17A. Este hecho indica que las células Treg Foxp3* no son una subpoblacién
homogénea, ya que pueden o no coexpresar T-bet o STAT3 junto con Foxp3 para
controlar las diferentes subpoblaciones de células T CD4" efectoras [46-48], de tal
manera que podemos decir que existe una relacion entre células reguladoras Foxp3
y células efectoras Th17, o bien que comparten una etapa intermedia en su desarrollo
[49]. Actualmente sabemos que no s6lo el TGFp interviene en la relacion existente
entre linfocitos Treg y Th17, sino que otras citoquinas inflamatorias como la IL-6
e IL-21 inhiben la generacion de Treg cuando estan mediadas por TGFf [50-52],
es decir, que IL-6 e IL-21 tienen como una de sus funciones dirigir el desarrollo de
células Th17, y retener o mantener el de células Treg, interfiriendo en el balance entre
los factores de transcripcion RORC y Foxp3 [39, 41, 43, 53].

A su vez, el descubrimiento de células T humanas IL-17A*/RORyt"/Foxp3*
con actividad supresora aporta una nueva vision a la relacion entre estas dos
subpoblaciones, en la cual, podria conferirse a las células T productoras de IL-17A
una dualidad en sus funciones [54]. Una hipdtesis sobre esta dualidad funcional es que
las células diferenciadas via Th17 o Treg podian presentar funciones proinflamatorias
o supresoras dependiendo de los estimulos que les llegan. De igual forma, no se puede
excluir la posibilidad de que cada una de estas subpoblaciones de células T que
expresan una combinacion Unica de moléculas efectoras representa una subpoblacion,
pero esta plasticidad de los linfocitos T en su respuesta estd estrechamente relacionada
con la combinacion de citoquinas que se producen durante la respuesta adaptativa.

Probablemente, las células T productoras de IL-17A participen en todos los niveles (pro
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y antiinflamatorios), segun sea necesario, ya que parecen tener una fuerte disposicion
hacia programas de desarrollo particulares, produciéndose en las células productoras
de IL-17A gran nimero de cambios, entre los que destacan alteraciones en su capacidad
de proliferacion y activacion de la muerte celular inducida por activacion. No obstante
se ha sugerido que todos estos cambios que experimentan las células T podrian ser

debidos a causas epigenéticas [49].

IFNy, TNFa
[ ] Inmunidad celular
(bacterias intracelulares, virus)

IL-4,IL-5,IL-13
Inmunidad humoral
(parasitos extracelulares)

IL-17A, IL17F,IL-22
Inflamaciéon mediada por células
Enfermedades autoinmunes
(patégenos extracelulares, hongos)

TGF-B1R

TGFB,IL-10
[ ] Inmunoregulaciéon
(tolerancia periférica)

TGF-B1R IL-2R

Esquema 3.- Posibles vias de diferenciacion de células Thi, Th17 y Treg.

Desde un punto de vista diferente al de su diferenciacion, una caracteristica
importante a tener en cuenta sobre las células Th17 estudiadas en enfermedades
humanas, indica que un elevado porcentaje de esta subpoblacion celular es doblemente
positiva para IL-17A e IFNy, siendo la secrecion de esta ultima citoquina una propiedad
comun de todas las células Thl. A este grupo celular se le denomina células “Th17/
Th1” [8, 18, 55, 56]. Annunziato et. al. estudiaron la presencia de los receptores
de quimioquinas CCR6 (caracteristico de la subpoblacion celular Th17) y CXCR3

(que se expresa de manera caracteristica en linfocitos Thl) en linfocitos T CD4" de
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sangre periférica de individuos sanos. Tras sus ensayos concluyeron que los linfocitos
T CD4"'CCR6'CXCR3" son mayoritariamente Th17, mientras que las células T
CD4"CCR6'CXCR3* pertenecen a la subpoblacion Th1. Asi mismo, aquellos linfocitos
T CD4" que eran doblemente positivos para CCR6" y CXCR3" podian ser tanto
células Th17/Th1l como Thl [57]. La posible relacion entre ambas subpoblaciones en
términos de su origen comun, es relevante para de una mejor comprension de su papel

en la patogenia de enfermedades autoinmunes.

Si bien se ha generado un importante cuerpo de informacion sobre la
caracterizacion y funcion de las células Th17, muy poco es conocido ain sobre sus
homologas en la subpoblacion CD8" entre las que se ha identificado un subgrupo de

células productoras de IL-17A, conocidas con el nombre de Tc17 [58-60].

Como se ha indicado anteriormente, la mayoria de los datos disponibles sobre
células Tc17 proceden de modelos experimentales, aunque la presencia de estas células
en diferentes patologias humanas también se ha documentado [61-64]. Los estudios
realizados en los ultimos afios a cerca de los linfocitos T CD8" productores de
IL-17A han demostrado que la generacion de Tc17 tanto en ratones como en humanos
depende, al igual que la de Th17, de los factores de trascripcion STAT3, IRF4 y ROR
(RORyt en ratones y RORC en humanos) [11, 44, 53, 59, 65, 66].

Ensayos con ratones, a los cuales se les silencia el factor de trascripcion STAT3,
ven reducida su capacidad productora de IL-17A mediada por la combinacién de
IL-6, IL-21 y TGF en células Tc17. Por el contrario, bajo estas mismas condiciones
de silenciamiento, la expresion de granzima B e IFNy se ve aumentada, con lo que se

piensa que STAT3 puede estar implicado en la diferenciacion de Tcl7 [67, 68].

Con respecto a su diferenciacion, la combinacion de citoquinas necesarias para
que las células T CD8" naive se diferencien a Tc17 es la misma que para inducir hacia
células Th17, es decir, IL-6 mas TGFp, tanto en ratones como en humanos [66, 69-

71]. Asi mismo, estudios en humanos sobre la presencia de células T CD8" productoras
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de IL-17A en diferentes patologias ha puesto de manifiesto que todos los linfocitos
Tcl7 expresan CCR6", CD161°, CD103" e [L-23R", y no CD28" y CD45RA", esto es,
son linfocitos con fenotipo efector/memoria. El patron de citoquinas caracteristico de
las células Tc17 humanas y murinas es esencialmente el mismo que secretan al medio
su homologas CD4", es decir, IL-17A, IL-17F, IL-6, IL-21 e IL-22 [61, 62], siendo la
presencia de IL-23 necesaria, de igual manera que lo es para los linfocitos Th17, en el
proceso de maduracion de células Tc17, ademas de para todas sus funciones efectoras
[72].

Las células T productoras de IL-17A, CD4* (Th17) y CD8* (Tc17), tanto en
ratones como en humanos, se centran en la movilizacion, reclutamiento y activacion
de neutréfilos, ademas de inducir la produccion de quimioquinas y citoquinas
proinflamatorias en células epiteliales, endoteliales y macrofagos [73]. Estudios en
modelos murinos muestran como las células Th17 median en la proteccion contra
bacterias extracelulares y hongos [74, 75], ademas de en patologias inflamatorias

autoinmunes [76, 77].

En la proteccion frente a infecciones por hongos como Candida albicans y
Aspergillus fumigatus, la respuesta Th17, incrementada por la presencia de IL-23, actua
inhibiendo la respuesta Th1 [74], ya que la inmunopatogénesis de algunas infecciones
fingicas se ha asociado comtinmente a otro tipo de respuestas Thl, Th2 6 Treg [78,
79]. Por otro lado, y también en modelos murinos “in vivo”, Klebsiella pneumoniae
provoca una infeccion bacteriana en el pulmén que promueve una sobreexpresion de
IL-17A en el mismo. Esta IL-17A producida aumenta la produccion de TNFa, IL-18
y factor estimulador de colonias de granulocitos (G-CSF), generando mecanismos de
defensa mediante la movilizacion de leucocitos polimorfonucleares hacia el lugar de
la infeccion [80]. La IL-17A interviene en la formacion de abscesos intra-abdominales
y en el reclutamiento de neutréfilos en respuesta a bacterias gram-negativas, como por

ejemplo Bacteroides fragilis [81].
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Recientemente también se ha descubierto la presencia de linfocitos T CD8*
productores de IL-17A en tumores humanos, aunque la regulacion de los mismos
aun no se conoce en profundidad. Concretamente la IL-17A se encuentra en células
de carcinoma hepatocelular humano (HCC), donde promueve la progresion tumoral
induciendo procesos de angiogénesis. Los monocitos tumorales activados secretan
al medio IL-1pB, IL-6 e IL-23, que promueven la proliferacion de células Tcl7 que
constituyen una parte importante de los linfocitos T que infiltran estos tumores. Mas
del 80% de estos Tcl7 coexpresan IFNy, secretando gran cantidad de citoquinas
proinflamatorias como IL-17A, IL-2, IL-22 y TNFa, pero reduciendo la produccion
de granzima B y perforina, caracteristicas que desembocan en una importante accion

proinflamatoria [63].

La inflamacion es la caracteristica basica de enfermedades autoinmunes [28,
82]. La susceptibilidad para desarrollar una enfermedad autoinmune se relaciona con
factores ambientales, como por ejemplo, la alimentacion e infecciones, y de factores
genéticos entre los que destacan los genes del MHC y mas recientemente polimorfismos
de un nimero creciente de secuencias de DNA generalmente correspondientes a
promotores de genes relacionados con diferentes elementos del sistema inmune, tales

como citoquinas etc [14].

En la respuesta inflamatoria en estas patologias, en términos generales, se
encuentran involucradas moléculas asociadas a células T productoras de IL-17A, que
en contra de lo que se pensaba hasta el momento, también protegen de la destruccion
masiva del tejido afectado [83]. Por ejemplo, en enfermedades autoinmunes mediadas
por células T como la Uveitis Humana (EAU) o la Encefalitis Alérgica Experimental
(EAE), los linfocitos Th17 participan en la inflamacion si se activan en presencia de
IL-23, mientras que si esta induccion se produce a través de TGFp e IL-6, las células

Th17 no son susceptibles de intervenir en tales enfermedades [24, 83].
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El estudio de la presencia de IL-17A en la Enfermedad Inflamatoria Intestinal
(IBD) ha aportado luz al papel fisiopatologico que desempefia esta citoquina en la
enfermedad. Modelos experimentales donde ratones alterados genéticamente para la
expresion de IL-17A (IL-17a-/-) y su receptor IL-17RA (IL-17ra-/-) y para IL-17F
(IL-17f-/-), a los que se ha inducido colitis, concluyen con la evidencia de que los
animales deficientes en IL-17A presentaron un mayor dafio en el epitelio intestinal
que los que son deficientes en IL-17F. Este hecho parece indicar que la IL-17A
desempeia un papel protector frente a la enfermedad, mientras que IL-17F contribuye
a la produccion de dafio tisular. La deficiencia en IL-17A conduce a la activacion
del factor de transcripcion T-bet y a la expresion de moléculas solubles asociadas a
células Th1, como el IFNy, hechos que tienen una relacion directa con el aumento del
dano epitelial en el intestino. Asi mismo, el infiltrado celular inflamatorio presente
en el tejido del colon en ratones IL-17a-/- e IL-17ra-/- era el mismo que presentaban
ratones no alterados genéticamente o silvestres, demostrando por tanto, que la IL-17A
no es requerida para provocar la infiltracion celular y la inflamacion del colon en este

sistema experimental [83].

También en artritis reumatoide (RA) la IL-17A desempefia un papel esencial en
la induccién de la inflamacion debido a su produccién de citoquinas y quimioquinas
[84], ademas de ser muy importante en los procesos de quimiotaxis [85]. En modelos
murinos se ha demostrado que la IL-17A producida en los espacios articulares de
animales afectos de RA aumentaba la migracion de neutrofilos hacia las articulaciones
del animal [85]. Por otro lado, poco se conoce sobre la quimiotaxis de monocitos
mediada por IL-17A en artritis reumatoide, aunque experimentos in vitro con ratones
muestran como la presencia de IL-17A tiene actividad quimiotéctica sobre monocitos
en las mismas concentraciones existentes en el liquido sinovial de RA. Ademas,
experimentos que bloquean la IL-17A o sus receptores con anticuerpos neutralizantes
resultan en una disminucion del flujo migratorio de monocitos hacia el liquido sinovial
[86].
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Asi pues, las subpoblaciones de linfocitos T (CD4" y CD8") productores de
IL-17A han cobrado carta de naturaleza, no solo por tratarse de una poblacion de
linfocitos que sigue un camino propio de diferenciacion, sino también por su posible

impliacion en la patogénesis de algunas enfermedades autoinmunes [6, 87-89].

La Psoriasis y la Celiaquia son dos patologias en las que no ha sido explorado
en profundidad el papel de la subpoblacion Th17. Por ello hemos abordado en nuestro
trabajo el estudio del posible rol de las células productoras de IL-17A en la patogenia
de ambas enfermedades, que comparten como caracteristica comtn su alta incidencia

y prevalencia en nuestro medio.
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Psoriasis
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La Psoriasis es una enfermedad exclusivamente humana caracterizada por la
inflamacion cronica de la piel. Es una dermatosis comun que afecta al 2-4% de la
poblacion mundial. La variante clinica mas comun es la llamada Psoriasis vulgaris, que
afecta aproximadamente del 85-90% de todos los casos. Sus lesiones son placas rojas,
descamativasy elevadas en diferentes localizaciones del cuerpo. Desde el punto de vista
histoldgico, la psoriasis incluye la presencia de neutrofilos en el estrato corneo ademas
de un significativo infiltrado mononuclear en la dermis y epidermis. También aparecen
en la lesion psoridsica la adhesion a las células endoteliales activadas de gran cantidad
de linfocitos, monocitos y neutrdfilos [90]. Otras caracteristicas histologicas de las
placas psoridsicas son el engrosamiento de la epidermis (acantosis) como resultado de
una hiperproliferacion de queratinocitos (parakeratosis) [91]. El infiltrado inflamatorio
que caracteriza a la patologia se compone por linfocitos T CD4"y CD8"* que penetran
en el parénquima de la piel debido a un aumento de la permeabilidad vascular [92].
Patologicamente, la angiogénesis, aparece durante situaciones de crecimiento tumoral

o inflamacidn cronica, siendo necesaria para el desarrollo de la enfermedad [93, 94].

Durante la década de los 90, la psoriasis se relaciond con la participacion en la
misma de superantigenos, que son proteinas bacterianas o viricas que se caracterizan por
su capacidad para estimular un gran nimero de linfocitos T mediante una interaccion
atipica con el TCR de estos [95]. Asi, en 1993 se detect6 por primera vez una elevada
cantidad de linfocitos T V2" en lesiones psoridsicas en comparacion con muestras de

piel de individuos sanos [96].

Aunque en aquel momento, al igual que ahora, no se conocia la causa de la
enfermedad, diferentestrabajosrelacionaronalapsoriasis coninfecciénpor estreptococo
[97, 98]. Es mas, se determind que todas las caracteristicas clinicas e inmunoldgicas
de la psoriasis se podrian explicar por la presencia de superantigenos derivados de
estas bacterias ademas de por una compleja red de citoquinas que desencadenarian
la activacion de queratinocitos [99]. Durante este periodo se realizaron ensayos en
los que células T cultivadas en presencia de superantigenos bacterianos se activaban

y proliferaban al cocultivarlas con queratinocitos tratados con IFNy, que induce la
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expresion de HLA de clase 11 [100].

QUERATINOCITOS

/ ICAM-1 HLA-DR

E*) Superantigeno

bacteriano

\ Receptor de

linfocito T

IFNy

PROLIFERACION DE
LINFOCITOS T

Esquema 4.- Modelo de interaccion entre queratinocitos y linfocitos T mediada

por moléculas de adhesion. Nicholoff. B. et. al. Journal of Dermatological Science.
1993

En 1995 se propuso que la psoriasis se originaba mediante superantigenos de
estreptococo y se mantenia debido al reconocimiento de la proteina-M de la bacteria
por parte de las células T presentes también en las amigdalas de los pacientes [101].
Anos mads tarde se demostro la asociacion entre infecciones por estreptococo y una
forma clinica de psoriasis aguda (psoriasis gotata) , de tal manera que la incidencia de
las infecciones por estreptococo que precedian a este tipo de psoriasis se extendia entre
un 56% y un 97% [102]. Hoy en dia, y tal y como se ha indicado anteriormente, atin
no se conoce cudl es la causa que desencadena la enfermedad [103] aunque existen

diferentes teorias acerca de su patogenia.

Por un lado se piensa que son las citoquinas las que dirigen los diferentes
procesos que implican a las células del sistema inmune, mas concretamente a células
dendriticas y linfocitos T [99, 104-106], aunque por otro lado se cree que podria tratarse
de una regulacion alterada entre queratinocitos y el infiltrado celular inflamatorio la

responsable de producir las citoquinas y quimioquinas inflamatorias que desarrollan
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la enfermedad psoriasica [107]. La prevalencia de la enfermedad en la poblacion
puede ser debido a un componente hereditario [108]. Existen 9 locis cromosdémicos
que son significativos para la psoriasis, a los cuales se les ha denominado PSOR1
- PSORY [109]. EI locus mas relevante en psoriasis parece ser PSOR1, que explica
entre el 35-50% de la heredabilidad de la enfermedad. PSOR1 se localiza dentro del
complejo mayor de histocompatibilidad (MCH) en el cromosoma 6 [110]. Asi mismo
se ha resenado recientemente que mas del 60% de los pacientes psoridsicos presentan
uno o dos alelos HLA-CW*0602 de clase I, alelo que parece conferir una importante

susceptibilidad a la enfermedad [111].

Dos son los tipos celulares que fundamentalmente participan en la formacion
de la lesion psoriasica, los queratinocitos y los leucocitos mononucleares, ademas de
otras células como son las células dendriticas y macréfagos. El aumento en niimero
de estas células en las placas psoriasicas sugiere que podrian desempefiar funciones
patogénicas en la enfermedad [105]. Los queratinocitos son una barrera de proteccion
de la respuesta innata. Representan el 80% de las células de la epidermis, conformando
una barrera fisica frente a la penetracion de microbios y alérgenos. La tasa basal de
mitosis de queratinocitos en piel psoridsica estd incrementada con respecto a piel
normal [107].

Las células dendriticas estan presentes en los 6rganos linfaticos, en los epitelios
de la piel y de los aparatos digestivo y respiratorio, asi como en la mayor parte del
parénquima de los d6rganos. Se identifican morfolégicamente por sus proyecciones
membranosas. Su funcidén consiste en captar antigenos proteicos microbianos y
transportarlos a los ganglios linfaticos. Estas células maduran para hacerse eficientes
en la presentacion antigénica y en la estimulacion de linfocitos T virgenes. Si la barrera
epidérmica que crean los queratinocitos se rompe, los antigenos y patégenos entran
en contacto con las células dendriticas, que también estan incrementadas en niimero
en lesiones psoriasicas e inducen a la proliferacion de linfocitos T [112]. Las células
dendriticas activadas de la placa psoridsica producen una elevada cantidad de IFNa,

citoquina proinflamatoria que participa activamente en la formacién de la lesion
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[113]. Se sabe que las células dendriticas inducidas a través de IL-1f3 e IL-23 son las

responsables de la polarizacion de células T productoras de IL-17A[56].

Otra cuestion clave concerniente a la naturaleza autoinmune de la psoriasis es la
contribucion de las células T autoreactivas al proceso de la enfermedad. La psoriasis es
probablemente una de las enfermedades mejor caracterizadas dentro de un espectro de
enfermedades autoinmunes que se distinguen por una inflamacion crénica en ausencia
de antigeno conocido. Los linfocitos T psoridsicos producen fundamentalmente IFNy e
IL-17A, aunque en un principio se aceptod que la psoriasis era una enfermedad mediada
por células Thl y que producian IL-12 e IFNy [90], pero posteriormente otros dos
subtipos celulares, Th17 y Treg se identifican como componentes importantes que
contribuyen a la patogénesis de la enfermedad [114, 115], y ninguno de estos tipos
celulares se han encontrado en piel adyacente a lesiones psoriasicas [116, 117]. La
existencia y caracterizacion de linfocitos T CD8" productores de IL-17A (linfocitos
Tc17) en placas psoridsicas se ha demostrado recientemente [62, 116, 117]. Todas las
células T productoras de IL-17A descritas en esta patologia presentan en su superficie
CDI161, y acceden a la piel debido a su expresion de receptores de quimioquinas
CCR4 y CCR6, que median la quimiotaxis a las quimioquinas CCL17 y CCL20

respectivamente [18, 118].

Asi mismo, se ha observado que en psoriasis, los linfocitos T (CD4" y CD8&")
productores de IL-17A coexpresan IFNy [10, 62, 116, 119, 120]. Asi, Zaba et. al.
mostraron que células dendriticas procedentes de la dermis de lesiones psoridsicas
inducen a poblaciones de linfocitos T activados a producir simultineamente
IL-17A e IFNy, mientras que este fendmeno no se presentaba en linfocitos T activados
con células dendriticas aisladas de piel sana [120]. Por el contrario, Kagami et. al.
indican que las celulas Th17/Thl representan una subpoblacion infrecuente (0.01%)
de células T CD4" en sangre periférica de individuos sanos, y menos de un 0.2% en
sangre periférica de individuos psoriasicos. Sus resultados le llevan a concluir que el
desarrollo de células para IL-17A" e IFNy" puede ser una caracteristica inmunolédgica

de psoriasis y no necesariamente un fendmeno general de inflamacion dérmica [121].
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Inmunidad adaptativa
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Esquema 5.- Células y mediadores claves que intervienen en la patogénesis de la
psoriasis. Nestle. F. et. al. The New England Journal of Medicine. 2009

El inicio de la enfermedad parece deberse a la accion de citoquinas proinflamatorias
como TNFa, IFNa, IFNy, IL-1p, IL-6 etc, que activarian a las células dendriticas, secretando
¢éstas a su vez IL-12 e IL-23. La IL-23 es una citoquina cuya expresion se encuentra
aumentada en la placa psoridsica. Asi, tendria su origen en la activacion de queratinocitos
y células dendriticas principalmente [122], y media procesos claves en la patologia como
son la hiperplasia, acantosis e hiperqueratosis [119, 123] ya que existe una sobreexpresion
de IL-23p19 y de IL-12p40 en lesiones afectadas de psoriasis, comparandola con piel
no afectada por la enfermedad [124]. El desarrollo, caracterizacion y funcion de células
Th17 y el papel que desempeiia la IL-23 en el desarrollo de la inflamacion crénica que
producen los linfocitos T productores de IL-17A conforman un niicleo importantisimo

en la patologia de enfermedades autoinmunes inflamatorias, y mas concretamente de la
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psoriasis [122]. La elevada presencia de IL-17A e IL-23 en lesiones psoriasicas indica
que el eje IL-23/IL-17A es plenamente operativo en la enfermedad [56]. Una vez que las
células T CD4" virgenes se diferencian a Th1 o Thl7, las citoquinas secretadas por cada
una de las subpoblaciones diferenciadas activan queratinocitos e inducen a los mismos a la
produccion de péptidos antimicrobianos, citoquinas proinflamatorias (IL-1f3, IL-6 y TNFa)
y quimioquinas (CXCL8 y CCL20 entre otras) [125], desembocando todo este proceso en
un aumento de la proliferacion de los queratinocitos, y una amplificacion de la respuesta

inflamatoria y los rasgos clinicos de la enfermedad [103, 121, 126].
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La enfermedad celiaca (EC) o esprue celiaco es un proceso que afecta a la mucosa del
intestino delgado. Se produce en pacientes genéticamente susceptibles tras la ingestion de
alimentos que contienen gluten [127]. Durante el desarrollo de la enfermedad se produce
un incremento de linfocitos T en el epitelio y en la lamina propia intestinal y la atrofia de

las vellosidades intestinales y la hiperplasia de las criptas [128, 129].

La tUnica terapia efectiva es retirar el gluten de la dieta. La prevalencia mundial
de la enfermedad es de alrededor de un 1%, afectando tanto a nifilos como a adultos. La
enfermedad sintomatica, activa o clésica presenta como sintomas caracteristicos diarrea,
pérdida de peso, anemia y debilidad generalizada, con o sin malabsorcion, mientras que
la enfermedad asintomatica o silente no presenta sintomas gastrointestinales o estos no
son importantes. La enfermedad silente se presenta en personas que pueden desarrollar la
enfermedad en el futuro. La malabsorcion producida en la celiaquia conduce a un déficit de

acido folico, hierro, calcio y vitaminas liposolubles [130].

La patogénesis de la enfermedad esta asociada a factores genéticos (genes HLA y no

HLA) y a factores ambientales (ingesta de gluten en la dieta).

Diversos péptidos derivados de proteinas del gluten, incluyendo gliadinas y mas
recientemente las gluteinas, han sido descritas como elementos capaces de activar
linfocitos T CD4" presentes en la mucosa del intestino delgado de pacientes celiacos [127,
131-133]. Por otro lado, los factores genéticos decisivos en el proceso de generacion de
la enfermedad estan asociados con alelos del Complejo Mayor de Histocompatibilidad de
clase II, mas concretamente alelos HLA-DQ [128]. Los enfermos con celiaquia son HLA-
DQ2 (90-95%) o HLA-DQS (5-10%). El alelo HLA-DQ?2 que confiere la susceptibilidad
a la enfermedad es HLA-DQB1*02, mientras que el HLA-DQS esta codificado por HLA-
DQB1*0302 [134, 135].

La funcion que realizan tanto HLA-DQ2 como HLA-DQS en la patogenia de la

enfermedad es la presentacion de péptidos del gluten a los linfocitos T CD4* en la lamina
propia del intestino delgado [135-137]. Tanto HLA-DQ2 como DQS presentan péptidos
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cargados negativamente. Sin embargo los péptidos del gluten no presentan aminoacidos
con carga negativa. La presencia de auto-anticuerpos anti-transglutaminasa tisular en el
plasma de los pacientes celiacos represento la clave para desentrafiar las bases moleculares
de la enfermedad. La transglutaminasa tisular (TG2) es un enzima dependiente del Ca**
[138] que posee gran afinidad por péptidos del gluten, que en condiciones de pH acido y
en ausencia de residuos lisina cataliza la deaminacion de los residuos de glutamina de los
péptidos derivados del gluten convirtiéndolos en 4cido glutdmico, que tiene carga negativa.
De esta manera el péptido enriquecido en 4cido glutdmico es endocitado por las células
presentadoras de antigeno, lo que permite su union eficiente a las moléculas de HLA clase
I (DQ2 6 DQS) en los endosomas y su posterior presentacion a las células T gliadina-

especificas provocando asi la respuesta inmune patogénica [139].

Por otra parte, los linfocitos intraepiteliales (IEL) son células T CD8" localizadas
entre los enterocitos y que se encuentran en contacto con el lumen intestinal. Son las
primeras células inmunocompetentes en reconocer antigenos luminales, y discriminar
entre elementos inocuos y patogenos [140]. Son en su mayoria linfocitos T CD8" que
expresan un receptor de linfocitos T de tipo of3, si bien existe otra poblacion de IEL
CD4/CDS8 TCR 70 que suponen un 5% del total de linfocitos que se encuentran en la
mucosa intestinal [141]. Estos tltimos linfocitos intraepiteliales Y son una subpoblacion
linfocitaria inmunoreguladora [142] que tiene un papel importante en la mucosa intestinal,
ya que mantienen su integridad mediante la produccion de TGFp [143]. Los pacientes
celiacos con un mayor nimero de células T y6" muestran una inflamacion y sintomatologia

reducidas, dato que refuerza su papel supresor [140].

La enfermedad celiaca se produce como consecuencia de una destruccion masiva del
epitelio que conduce a la atrofia de las vellosidades intestinales. Mientras que las células
T CD4" HLA-DQ2/DQS8 gluten especificas se encuentran en la 1amina propia [144, 145],
el epitelio intestinal es el lugar de expansion de los linfocitos T citotdxicos (CTL) TCRap,
responsables directos del dafo del epitelio que, sorprendentemente, llevan a cabo de manera

no antigeno-especifica [130, 146].
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Por un lado, L. Shan y colaboradores [127] identificaron un péptido que inicia
la respuesta inmune adaptativa frente al gluten que conduce al sprue celiaco. Este
péptido conocido como 33-mer, es resistente a la degradacion por los jugos géstricos,
pancredéticos e intestinales, asi como a las proteasas de la membrana de la luz intestinal.
Se une a la enzima TG2 con una afinidad sustancialmente superior con la que se une
a otros sustratos. Ademas es un potente inductor de la proliferacion de células T
gliadina-especificas obtenidas de biopsias intestinales de individuos afectos de EC, y
no necesita procesamiento en las células presentadoras de antigeno para la estimulacion
de las células T CD4", ya que se une a la molécula DQ2 de forma extracelular [147],
desencadenando una respuesta inflamatoria, en la cual se secreta principalmente IFNy
y otras citoquinas proinflamatorias, ayudando a las células B en sus respuesta humoral
contra el péptido 33-mer y la TG2 [148-150].

En cambio, la respuesta inmune adaptativa gluten-especifica anteriormente
descrita no es suficiente para explicar porque existe un aumento de IELs T CD8" en el
intestino celiaco activo y la muerte celular de los enterocitos que recubren el intestino,
provocando asi la destruccion del epitelio intestinal [148-151]. Una respuesta no
antigeno especifica si lo explicaria. Asi, la activacion de células CD4 por péptidos
del gluten reconocidos en el contexto DQ2 o DQS8 conduce a la producciéon de
IL-15, que promueve la proliferacion de IEL CD8/TCRaf*, ademas de inducir a la
expresion de NKG2C en su superficie, ademas de la expresion de la molécula de estrés
celular MIC-A en los enterocitos de las microvellosidades intestinales. MIC-A es un
ligando de NKG2D, receptor expresado constitutivamente por IEL. La interaccion de
NKG2D/MIC-A en presencia del receptor activador de citotoxicidad NKG2C provoca
la destruccion por citotoxicidad de los enterocitos y eventualmente la atrofia de las

microvellosidades intestinales [152-154].

Asi, puede constatarse histologicamente que durante la fase activa de la
enfermedad celiaca se produce un aumento de los niveles de IL-15 [155-157], un
incremento en la expresion de MIC-A por parte de los enterocitos [153, 158] y un
aumento de IEL CD94"/NKG2D" infiltrados en el epitelio intestinal [152]. Ademas se
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conoce que entre todas las poblaciones de linfocitos intraepiteliales existen células T
CDS8" que no expresan CD28 [159], por este motivo las moléculas MIC-A expresadas
en el intestino actian como moléculas coestimuladoras para linfocitos citotoxicos del

epitelio del intestino humano [160].

PROGRESION DE LA ENFERMEDAD
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Esquema 6.- Modelo propuesto de patogenia de enfermedad celiaca. Modificado
de Bethune et. al. Plos Pathogens, 2008.
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Como se ha indicado en la introduccion, tanto la psoriasis como la celiaquia
son enfermedades autoinmunes consideradas histéricamente como enfermedades de
tipo Thl. Sin embargo, estudios mas recientes apoyan la idea de que su patogenia
puede ser mediada fundamentalmente por linfocitos del subtipo celular Tc17 o Th17

respectivamente. Por todo ello, los objetivos de este trabajo son:

1. Identificaciéon de células T productoras de IL-17A en la psoriasis y en la

enfermedad celiaca.

2. Andlisis funcional de las poblaciones productoras de IL-17A en ambas

patologias.

3. Estudio molecular de los linfocitos T productores de IL-17A en psoriasis y

celiaquia.

49






Silvia Ferndndez Alvarez Pacientes, Material y Métodos

Pacientes, Material y Métodos






Silvia Ferndndez Alvarez Pacientes, Material y Métodos

1.- PACIENTES, CONTROLES Y OBTENCION DE MUESTRAS
1.1.- PACIENTES PSORIASICOS

En nuestro estudio se han incluido once pacientes diagnosticados de psoriasis
moderada o severa por el Servicio de Dermatologia del Hospital Universitario Reina
Sofia de Cordoba. Cinco mujeres y seis varones de edades comprendidas entre 23 y
48 afios (edad media 35,5 afios). Los criterios de inclusion de los pacientes en nuestro
estudio fueron, a) afectacion minima del 5%-10% de la superficie corporal; b) no estar
en tratamiento sistémico por lo menos 2 semanas o topico al menos 1 semana antes de
la obtencion de la muestra, ¢) no presentar infecciones ni signos de déficit inmunologico
y d) no padecer ninguna otra enfermedad [161, 162]. Las muestras control de piel se
obtuvieron de abdominoplastias quirurgicas en individuos sin antecedentes personales
o familiares de psoriasis y libres de enfermedades inflamatorias de la piel (n=5). Las
biopsias obtenidas pertenecian a dos mujeres y tres varones de edades comprendidas

entre 36 y 52 afios (edad media 37,6 afios).
1.2.- PACIENTES CELIACOS

En nuestro estudio se han incluido quince pacientes diagnosticados de enfermedad celiaca
por el Servicio de Pediatria del Hospital Universitario Reina Sofia de Cordoba. Siete mujeres y ocho
varones de edades comprendidas entre 4 y 13 afios (edad media 7,5afios). Las biopsias de duodeno
distal se obtuvieron durante endoscopia digestiva alta diagnostica. Los criterios de inclusion de
pacientes en nuestro estudio fueron, a) presencia de anticuerpos IgA anti-transglutaminasa en
plasma sanguineo b) atrofia vellosa intestinal total o parcial ¢)no estar en tratamiento anteriormente
a la toma de la muestra y d) HLA-DQ2 6 HLA-DQ8. Las muestras control de duodeno distal se
obtuvieron de cuatro mujeres y siete varones no celiacos de edades comprendidas entre 4 y 15

afios (edad media 8,6 afios) durante endoscopia digestiva alta diagndstica, (n=11).

Todas las muestras clinicas se obtuvieron siguiendo los protocolos correspondientes

aprobados por el Hospital Universitario Reina Sofia y la Declaracion de Principios de Helsinki.
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2.- REACTIVOS

2.1.- ACTIVACION CELULAR

* Phorbol 12-Myristate 13 Acetate (PMA) (Sigma Aldrich; St. Louis, MO).

* Jonomicina (Sigma Aldrich; St. Louis, MO).

* OKT3 (anti-CD3) American Type Culture Collection (Rockville, MD, U.S.A.).

* Microesferas magnéticas acopladas a anticuerpos monoclonales anti-CD3 y

anti-CD28 (microesferas CD3/CD28) (Human Tcell-Expander CD3/CD28

microbeads) (Invitrogen Dynal Biotech AS. Oslo, Norway).

* Gliadina (Sigma, St. Louis, MO, USA).

* Tripsina (Sigma, St. Louis, MO, USA).

* Quimiotripsina (Sigma, St. Louis, MO, USA).

* Trasglutaminasa (Sigma, St. Louis, MO, USA).

2.2.- PROLIFERACION CELULAR

* 5-carboxifluorescein diacetato succinimidil (CFSE). (Fluka, Sigma Aldrich;

Steinheim, Alemania).

* Fitohemaglutinina (PHA) (Sigma Aldrich; St. Louis, MO).

* Timidina tritiada, 2.0 Ci/mmol (GBp/mmol) (Perkin Elmer; Boston, MA, U.S.A.)
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2.3.- SOLUCIONES DE LAVADO Y TAMPONES

* Ficoll-Histopaque (Ficol) (Sigma Aldrich; Steinheim, Alemania).

* Solucion salina tamponada con fosfato (PBS). (Oxoid Limited, Basingstoke;

Hampshire, England).

* Solucion salina Facs Flow. Becton Dickinson (BD), (Bioscience; San José,

California).

* BD Cytofix-Cytoperm Plus Fixation/Permeabilization Kit with BD GolgiPlug:
(BD Biosciences Pharmingen; San Diego, California, U.S.A.).

* Paraformaldehido 4%, (Sigma Aldrich; Steinheim, Alemania).

* Tampon para la separacion celular inmunomagnética. PBS con seroalbimina

bovina 0.5% (Bovine serum albumine: BSA), y 4cido etilendiamino tetracético

(EDTA) 2mM, (Sigma Aldrich; Steinheim, Alemania).

2.4.- MEDIOS DE CULTIVO

* RPMI 1640 (BioWittaker, Lonza; Verviers, Belgium).

* Suero humano.

* Suero fetal de ternera (BioWittaker, Lonza; Verviers, Belgium).

* Glutamina (BioWittaker, Bélgica).

* Penicilina-Estreptomicina (BioWittaker, Bélgica).
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* Gentamicina (Gibco-BRL Life Technologies, Gaithersbourg, MD).

* HEPES (Sigma Aldrich; Steinheim, Alemania).

* Piruvato sddico (Life Technologies, Chagrin Falls, OH).

* Aminoacidos (Life Technologies, Chagrin Falls, OH).

2.5.- CITOQUINAS HUMANAS RECOMBINANTES

* [L-2 (Hoffman-La Roche; Nutley, NJ, U.S.A).

* Transforming Growth Factor f1 (TGFB1) (Sigma Aldrich Corp. Espana).

¢ IL-1B (BD Pharmingen, San Diego, California).

* [L-6 (Sigma Aldrich Corp. Espafia).

*IL-12 (p70) (BD Pharmingen, San Diego, California).

*IL-15 (BD Pharmingen, San Diego, California).

* [L-23 (eBioscience, San Diego, California).
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2.6.- ANTICUERPOS

2.6.1.- Anticuerpos monoclonales no conjugados con fluorocromos (Raton anti-

humano)
Anti:
* CD119 (receptor de la cadena a del IFNy), CD120a (receptor tipo 1 de TNFa),
[FNy, IL-4 (BD Pharmingen; San Diego, California).

* TNFa (Becton Dickinson .San José¢, California).

* IL23R (receptor de IL-23), TGFBl (R&D Systems; Abingdon OX14 3NB,
UK).

* [RF4 (Santa Cruz Biotechnology; California, U.S.A).

2.6.2.- Antisuero policlonal

Anti:
* RORC anti-humano hecho en conejo (Santa Cruz Biotechnology; California,
U.S.A).

2.6.3.- Anticuerpos monoclonales conjugados con Fluorescein Isothiocyanate

(FITC) (Raton anti-humano).

Anti:

* CD3, CD4, CD8, CD27, CD45R0O, HLA-DR, TNFa (Becton Dickinson; San

José, California).
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* CD103, CD161, TCRap, CLA, CCRS, perforina, granzima A, granzima B,

anexina V (Becton Dickinson Biosciences Pharmingen; San Diego, California).

* CCR6 (R&D Systems; Abingdon OX14 3NB, UK).

2.6.4.- Anticuerpos monoclonales conjugados con Phycoerythrin (PE) (Raton

anti-humano).

Anti:

*CD3, CD4, CDS8, CD25, CD45RA, CD56, HLA-DR (Becton Dickinson;

San José, California).

* CD28, TCRyd, NKGD2 (BD Pharmingen; San Diego, California).

* CCR2, CCR6 e IL-22 (R&D Systems; Abingdon OX14 3NB, UK).

* Foxp3 e IL-17A (e-Bioscience; San Diego, California).

2.6.5.- Anticuerpos monoclonales conjugados con Phycoerythrin-Cy7 (PE-Cy?7)

(Raton anti-humano).

Anti:
* CD3, CD4, CD8, CD16 (Becton Dickinson; San José, California).

* CD69, IFNy (BD Pharmingen; San Diego, California).

58



Silvia Ferndndez Alvarez Pacientes, Material y Métodos

2.6.6.- Anticuerpos monoclonales conjugados con Allophycocyanin (APC)

(Raton anti-humano).

Anti:
* CD3, CD4, CD8 (Becton Dickinson; San Jos¢, California).

* CD9%4 (BD Pharmingen; San Diego, California).

* [L-22 (R&D Systems; Abingdon OX14 3NB, UK).

2.6.7.- Anticuerpos monoclonales conjugados con Alexa Fluor 647(Raton anti-

humano).

Anti:

*IL-21 (e-Bioscience; San Diego, California).

2.6.8.- Controles de isotipo (IgG 1,2,3 y 4)

Conjugados con FITC, PE, PE-Cy7 y APC (Becton Dickinson; San José,

California).

3.- ESTUDIO DE HISTOCOMPATIBILIDAD

Eltipaje de alta resolucion HLA de clase I se realizo mediante PCR utilizando primers
especificos de secuencia (PCR-SSP) (Invitrogen; Browndeer, WI, U.S.A.) y el de HLA de
clase II mediante PCR utilizando oligonucledticos especificos de secuencia (PCR-SSO)

(Innogenetics; Gent, Bélgica), tanto en pacientes celiacos como en controles.
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4.- AISLAMIENTO Y EXPANSION DE CELULAS T
4.1.- SANGRE PERIFERICA

La sangre periférica de pacientes y controles se diluyo en PBS estéril a temperatura
ambiente en una proporcion 1:1. Posteriormente se dispensaron 3 ml de ficol y 7 ml de
sangre diluida en tubos estériles de 10 ml y se centrifugaron a 3500 rpm durante 15 minutos
a 4° C. Las células mononucleares situadas en la interfase entre el ficol y el plasma se
recogieron con pipetas Pasteur estériles y se lavaron 3 veces con PBS estéril (1500 rpm
durante 5 minutos). Finalmente, las células recogidas se cultivaron en medio RPMI 1640
suplementado con 5% de suero humano, 1% de glutamina 2mM, 200UI/ml de penicilina

y 200pg/ml de estreptomicina.
4.2.- PIEL

Las biopsias de piel se incubaron durante la noche a 4°C en PBS suplementado
con un 0.5% de Dispasa y 1mg/ml de Colagenasa A. Dermis y epidermis fueron
separadas cuidadosamente y la dermis se cultivo durante 2 dias a 37°C 'y 5% CO, en
RPMI 1640 con un 5% de suero humano, 0.1% de Gentamicina y 1% de 1mol/L de
buffer HEPES. Las suspensiones celulares epidérmicas se obtuvieron incubando la
epidermis en 0.25% de Trypsin/EDTA durante 15 minutos a 37°C y durante 24 horas

mas para obtener células T epidérmicas.

Las células CCR6" de epidermis fueron aisladas mediante inmunoseleccion
magnética, obteniendo asi una subpoblacion de linfocitos T CD8* CCR6" que contenia
>95% de células productoras de IL-17A (CD8*IL17A"). Fueron expandidas en RPMI
1640 suplementado con 5% de suero humano, 1% de glutamina 2mM, 200Ul/ml de

penicilina y 200pg/ml de estreptomicina.

Las células T CD4°IL-17A" fueron obtenidas a partir de cultivos de dermis en

presencia de microesferas CD3/CD28 (1 bola por célula T) durante 5 dias.
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La subpoblacion celular Th17 se obtuvo a partir de células mononucleares de
sangre periférica (PBMCs) de cordon umbilical. Las células T fueron estimuladas
con microesferas CD3/CD28 (1 bola por célula T). Tras un periodo de 3-5 dias fueron
expandidas en presencia de IL-1B (5 ng/ml), IL-6 (10 ng/ml), TGFB (5 ng/ml), anti-
IFNy (10 pg/ml) y/o anti-IL-4 (10 pg/ml). Cada 5 dias, las células se reestimularon
con microesferas CD3/CD28, reponiéndose el medio de cultivo, las citoquinas y los

anticuerpos neutralizantes utilizados.

4.3.- INTESTINO DELGADO

Las biopsias (3-4 explantes) de cada paciente y control fueron digeridas con
Img/ml de Colagenasa A durante 1 hora a 37°C. Las células obtenidas se unieron en
un pool y se utilizaron para deteccion de citoquinas intracelulares o se estimularon
con 100 pg/ml de gliadina tratada con tripsina, quimiotripsina y trasglutaminasa (de
aqui en adelante gliadina), en presencia de 1x10° de PBMCs autdlogas irradiadas
(3500 rads) por un periodo de 7 dias. Las células se cultivaron en medio RPMI 1640
suplementando con un 5% de suero humano, 2mM glutamina, ImM piruvato sédico,
1% aminoacidos no esenciales, 100U/ml penicilina y 100mg/ml estreptomicina
(Life Technologies, Chagrin Falls OH) en ausencia de citoquinas exdgenas. De las
células expandidas, la poblacion CD8" se aislo por inmunoseleccion positiva mediante
microesferas magnéticas acopladas con el anticuerpo monoclonal anti-CD8 (Miltenty,
Alemania), y la fraccion negativa, (células CD4" con una pureza>93%), se sometiron
ulteriormente a inmunoseleccioén positiva con microesferas magnéticas acopladas al
anticuerpo monoclonal anti-CCR6 (Miltenty, Alemania). Para determinar la expresion
intracelular de IL-17A se utilizaron 1,5x10* células de cada una de las dos fracciones,
positiva (CD4" CCR6") y negativa (CD4" CCR6°). La fraccion CD4" CCR6" fue
>939% IL-17A"; la fraccion CD4" CCR6-<2% IL-17A". Las células de cada fraccion
se expandieron en presencia de gliadina (células procedentes de pacientes celiacos)
o de microesferas CD3/CD28 (células de individuos no celiacos) a razén de 3 bolas
por célula, en presencia de 20 ng/ml de IL-23. La IL-23 exogena fue retirada de los

cultivos 72 horas antes de los experimentos.
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5.- CITOMETRIA DE FLUJO

Para los ensayos de inmunofluorescencia directa, las células (1x10%-10°) fueron
incubadas con los anticuerpos monoclonales relevantes a 4°C en oscuridad durante 30
minutos. Las muestras se lavaron con 1 ml de PBS estéril (1500rpm 5 minutos), se
resuspendieron en 500ul de Facs Flow y se fijaron con paraformaldehido al 4%. En

todos los casos, controles de isotipo y especie se incluyeron en los experimentos.

Para la inmunofluorescencia indirecta, se realizé una segunda incubacion de 30
minutos a 4°C y en oscuridad con un anticuerpo isotipo-especifico conjugado con el
fluorocromo correspondiente en cada caso. Finalmente, las muestras fueron lavadas
con 1 ml de PBS estéril (1500rpm 5 minutos), se resuspendieron en 500ul de Facs
Flow y se fijaron con Paraformaldehido al 4%. En todos los casos, controles de isotipo

y especie se incluyeron como control en los experimentos.

En los ensayos de inmunofluorescencia intracelular, las células T (1x10°) se
activaron con 40 ng/ml de PMA y 1ug/ml de Ionomicina durante 6 horas a 37°C
en presencia de Brefeldina A. Tras este tiempo las células se recogieron y lavaron a

1500rpm 5 minutos con 1ml de PBS estéril.

Las células fueron marcadas en primer lugar en superficie con los anticuerpos
monoclonales correspondientes en cada caso (30 minutos a 4°C en oscuridad) y se
lavaron con 1ml de PBS estéril. Seguidamente se fijaron y permeabilizaron con BD
Cytofix-Cytoperm Plus Fixation/Permeabilization con GolgiPlug. Las células se
lavaron con 1mlde PBS estéril y fueron marcadas intracelularmente con los anticuerpos
anti-citoquinas correspondientes (30 minutos a 4°C en oscuridad). Por ultimo, las
muestras se lavaron 2 veces con 1ml de PBS estéril, se resuspendieron en 500ul Facs
Flow y se fijaron con Paraformaldehido al 4%. Se incluyeron en todos los ensayos
de inmunofluorescencia intracelular células no activadas tratadas con Brefeldina A.

Controles de isotipo y especie se incluyeron en todos los experimentos.
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Las células fueron analizadas en un citémetro de flujo FACSCalibur (Becton
Dickinson, San José, CA, USA), seleccionadas conforme a pardmetros de tamafio y
complejidad y analizadas con el software CellQuest Pro (Becton Dickinson, San José,
CA, USA).

6.- CUANTIFICACION DE IL-17A, IL-21, IL-22, TNFa, IFNy y
TGFp.

Las células T (2x10°) se estimularon con microesferas CD3/CD28 (3 bolas por
célula T) o con gliadina (50pg/ml), durante 24 horas a 37°C. Al término de este tiempo
los sobrenadantes de los cultivos se recogieron, alicuotaron y almacenaron a -80°C

hasta su uso.

IL-17A, TNFa e IFNy fueron cuantificados mediante Multiplex Kit Luminex
(Invitrogen; Carlsbad, CA, U.S.A.). La cuantificacion de IL-21, IL-22 (Bender
Medsystems, USA) y TGFB (R&D Systems) se realizd por inmunoenzimoensayo.

7.- ESTUDIOS FUNCIONALES
7.1.- PROLIFERACION

Para los ensayos de proliferacion, 5x10* células T fueron estimuladas con
microesferas CD3/CD28 (1 bola por célula T) durante 4 dias en ausencia o presencia
de IL-2 (10 IU/ml), IL-1B (10 ng/ml), IL-6 (20ng/ml), TGFB (5 ng/ml), IL-12
(2,5ng/ml), IL-15 (7ng/ml) e IL-23 (20ng/ml). Las ultimas 16 horas las células del
cultivo se marcaron con 0.5 uCi/ pozo de timidina tritiada. Pasado este tiempo, fueron
recogidas para medir su captacion de timidina en un contador de centelleo liquido
(Betaplate 1205, Perkin-Elmer, Wellesley, MA, USA).
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7.2.- ESPECIFICIDAD A GLIADINA

Para determinar la especificidad a gliadina de células T productoras de IL-17A
de enfermos celiacos, PBMCs irradiados (1x10°) de cuatro donantes sanos HLA-DQ2*
se cargaron con péptidos de gliadina a 25, 50 6 100 pg/ml durante una noche, tiempo
tras el cual se cocultivaron durante 5 dias con 5x10* células T procedentes de biopsias
de duodeno. La transglutaminasa nativa (Sigma) (25, 50 6 100 pg/ml) se utiliz6é en
los experimentos como control. Las células se marcaron con timidina tritiada (0.5uCi/
pozo) las 16 ultimas horas de cultivo, tras las cuales se midio su captacion de timidina

tritiada en el contador de centelleo liquido.

7.3.- SUSCEPTIBILIDAD A CELULAS T REGULADORAS

Para determinar la susceptibilidad de linfocitos T CD8'IL-17A* de pacientes
psoriasicos a células T reguladoras (Tregs), éstas tlltimas se aislaron de sangre periférica
de donantes sanos mediante dos inmunoselecciones magnéticas consecutivas, una
negativa y otra positiva. En la primera inmunoseleccion (negativa) se utilizo un coctel
de anticuerpos (anti-CD8, anti-CD14, anti-CD16, anti-CD19, anti-CD36, anti-CD56,
anti-CD123, anti-TRCyd y anti-glicoforina A) conjugados con biotina y microesferas
magnéticas anti-biotina (Miltenyi Bistec, Auburn, California, U.S.A.) para separar las
células magnéticamente a través de columnas MACS LS (Miltenyi Biotec, Auburn,
California, USA). La fraccion negativa contenia >95% de linfocitos T CD4". Esta
poblacion se marco con microesferas magnéticas acopladas con anticuerpo monoclonal
anti-CD25 y se realizé una segunda separacion mediante columnas MACS MS
(Miltenyi Biotec, Auburn, California, USA). Las poblaciones de células Treg (CD4*

25" FoxP3") obtenidas tuvieron una pureza superior al 93% en todos los casos.

Células T de piel de pacientes psoridsicos fueron marcadas con CFSE (5uM)
durante 30 minutos a 4° C y oscuridad. Pasadas 24 horas después del marcaje con
CFSE, las células T se cocultivaron con células Treg en una proporcion de 1:1 en

medio RPMI 1640 suplementado con 5% de suero humano, 1% de glutamina 2mM,
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200UI/ml de penicilina y 200pg/ml de estreptomicina. El cocultivo se estimul6 con
microesferas CD3/CD28 (1 bola por célula T). Tras 5 dias se determind la proliferacion
de las células T CD8'IL-17A" mediante citometria de flujo (FACSCalibur) y se analizo

con el software CellQuest Pro (BD Biosciences).

7.4.- EFECTO DEL TNFa EN CELULAS T DE PACINTES PSORIASICOS

Para ensayos de bloqueo con anti-TNFa, las células T (5x10* células/ml) se
estimularon con microesferas CD3/CD28 (1 bola por célula T), cultivandolas en RPMI
1640 suplementado con 5% de suero humano, 1% de glutamina 2mM, 200UI/ml de
penicilina y 200pug/ml de estreptomicina en ausencia o presencia de un anticuerpo
monoclonal anti-TNFa (1, 2, 4 y 8 pg/ml), durante 6 horas a 37°C. Tras este tiempo
las células se marcaron con anti-CD69 para determinar la activacion celular. Ademas
se recogieron, alicuotaron y almacenaron los sobrenadantes de los cultivos a -80° C

para determinar el contenido de IL-17A en los mismos.

8.- POLARIZACION DE CELULAS T CD8* PSORIASICAS

Las células T (10°células) se estimularon con microesferas CD3/CD28 (1 bola
por célula T), IL-1B (5 ng/ml) e IL-6 (10 ng/ml) durante 4 dias en presencia o ausencia
de anti-IFNy (10 pg/ml) y/o anti-IL-4 (10 pg/ml).

9.- ESTUDIO DE CITOTOXICIDAD EN PSORIASIS

La capacidad citotoxica de las células T efectoras CD8"IL17A" y CD8* IL-17A"
procedentes de biopsias de piel psoridsica 6 piel sana, se determind mediante ensayos
de lisis redirigida donde se utilizaron células P815 (mastocitoma de raton) como
células diana. Las células P815 se incubaron con Sug del anticuerpo monoclonal anti-
CD3 durante 30 minutos a 4°C y oscuridad. Posteriormente, células efectoras y células
diana fueron cocultivadas a los ratios efectora/diana (E:D) 1:1, 10:1 y 40:1 durante

4 horas a 37°C. Las células se recogieron y se marcaron con anti-Anexina V durante
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30 minutos a 4°C y en oscuridad. Los resultados de muerte celular fueron evaluados
determinando el porcentaje de células diana que expresaban Anexina V mediante

citometria de flujo.

10.- MICROSCOPiA CONFOCAL

Para determinar la colocalizacion en células T de IL-17A, IFNy, TNFa, RORC
o IRF4 se realizaron ensayos de inmunofluorescencia directa (IL-17A, IFNy y TNFa),
e indirecta (RORC e IRF4). La visualizacion de las células se realizo utilizando el
microscopio confocal Leica SP5 (Leica Geosystems AG, Sweden) del Centro de

Instrumentacion Cientifica de la Universidad de Granada.

11.- PCR A TIEMPO REAL (qPCR)

El RNA citoplasmatico de las células T fue extraido a partir de lisados celulares
usando RNeasy Kit (Qiagen GmbH, Hilden, Germany) y en cada ensayo, 1pg del
mRNA resultante fue reverso-transcrito a DNA complementario (cDNA) utilizando
el sistema de transcripcion reverso AMV (Promega, Madison, WI, USA). Cantidades
iguales de los cDNA molde fueron amplificados por PCR cuantitativa (QPCR) utilizando

los primers especificados en la Tabla 1.
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FORWARD REVERSE
RORC 5’agtcggaaggcaagatcaga3’ 5’caagagaggttctgggcaag3d’
T-bet 5’ccgtgactgectaccagaat3’ 5’atctcccccaaggaattgac3”
IRF4 5’gtcctgagegaaaacaggag3’ 5"acccaagactcccacagttgld”’
IFNy 5’ttcagctctgeatcgttttg3” S’tcttttggatgetetggtcal3”
TGFp 5’aagtggacatcaacgggttc3’ 5’gtccttgeggaagtcaatgt3”
IL-17A 5’ccecagttgattggaagaaa3’ 5’gaggaccttttgggattggt3’
IL-21 5’ggcaacatggagaggattgt3’ 5’aagcaggaaaaagctgacca3’
IL-22 5’ctecttetettggecctett3’ 5’gttcagcacctgcttcatcal3’
HPRT1 5"accccacgaagtgttggata3’ 5’aagcagatggccacagaact3’

Cada reaccion contenia 5 ng de cDNA, 0,5 uM primers y QuantiTec SYBR
green PCR kit (Qiagen Sciences, Germantown, MD, USA) y se llevaron a cabo en el
termociclador LightCycler 480 System (Roche Diagnostics, Mannheim,Alemania). El
paso inicial de desnaturalizacion a 95°C durante 15 minutos fue seguido de 35 ciclos de
20 segundos/94°C, 60°C/30 segundos y 72°C/30 segundos. La expresion de la cantidad
relativa del gen objetivo de estudio se calculd mediante un método comparativo tras

la normalizacion de la expresion del gen constitutivo HPRT1.

12.- ANALISIS ESTADISTICO

La comparacion entre grupos se realiz6 mediante la prueba del test de Wilcoxon o el

test de Mann-Whitney. Las diferencias fueron estadisticamente significativas para p < 0,05.
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1.- AISLAMIENTO DE LINFOCITOS T CD8" PROCECENTES DE
PIEL PSORIASICA Y PIEL SANA.

La presencia de linfocitos Th17 (CD4") en piel afecta de psoriasis ha sido
descrita previamente [114]. Nuestro trabajo muestra la existencia de una poblacion
incrementada de linfocitos T CD8*/IL-17A" en piel de pacientes con psoriasis en
comparacion con individuos sanos. A partir de la epidermis de 11 biopsias de piel de
pacientes psoriasicos y 5 de piel de individuos sanos hemos identificado células CD8"
productoras de IL-17A mediante citometria de flujo multiparamétrica intracelular.
La Figura 1 muestra que los pacientes psoriasicos poseen una poblacion de células T
CD8" productoras de IL-17A mayor (6,9% =+ 1,7%) que la detectada en individuos
control (0,9% =+ 0,5%)
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Figura 1.- Linfocitos T CD8"/IL-17A4*
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1.1- EXPRESION DE CITOQUINAS EN LINFOCITOS T CD8* PROCECENTES
DE PIEL PSORIASICA Y PIEL SANA.

En nuestro estudio, los linfocitos T CD8", aislados de piel psoridsica (n=11) y piel
sana (n=5)se seleccionaron en base a su expresion de CCR6 mediante inmunoseleccion
magnética, resultando células T CD8"/CCR6" (que poseen un porcentaje de IL-17A
mayor al 95%) y CD87/CCR6™ (no productoras de IL-17A) (Figura 2).
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Figura 2.- Seleccion de la poblacion CDS8*/CCR6* de piel sana y piel

psoriasica.

A continuacion se ha estudiado el patron de produccion de citoquinas en cada una
de las poblaciones T CDS8". Para ello las células se han estimulado con microesferas
CD3/CD28 durante 4 dias, y se ha determinado la presencia de IL-17A, IL-21, IL-22
(patron de citoquinas caracteristico de subpoblaciones Th17), TNFa e IFNy (citoquinas
producidas por células Thl) en los sobrenadantes celulares de dichas poblaciones.
Los resultados muestran que los niveles de expresion de todas estas citoquinas estan
mas elevados en células T CD87/IL17A" de enfermos psoriasicos (n=11) que en sus

homologas de individuos sanos (n=5) (Figura 3).

74



Silvia Ferndndez Alvarez Resultados

1200
-'E B cog+ILi7a-
E 1000 HCDE+ L1784+
w
£ B00-
b=
£ soo.

]
$ o
.
§ 2‘:x:l-j
=
: il
o 0= T L | L]
IL-1748 IL-21 I-22  TNFax  [FNy
Control
12004 B cos+ IL17A-

B COE+ IL1TA+

Produccion de dtoguinas (pgml)
[=1]
8

%JJ]

IL-17A  IL-21 122 TNFa IFNy
Psoriasis

Figura 3.- Produccion de citoquinas por células T de placa(pg/ml).

El estudio de la secrecion de citoquinas IL-17A, IL-21, IL-22, TNFa, IFNy
y TGFp por parte de la poblacion de linfocitos T CD8*/IL17A* se ha realizado por
citometria de flujo intracelular multiparamétrica. Los resultados de los ensayos se
reflejan en la Figura 4, donde se observa que las células productoras de IL-17A
expresan IFNy enun 96%, y mas concretamente, las células IL-17A"/ IFNy* producen
TNFa, TGFB, IL-21 e IL-22 en un porcentaje superior al 90%.
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Por otro lado, las células T CD8/IL-17A- expresan un 60% de IFNy, un 95%
de TNFa, y ausencia de expresion para TGFp, IL-21 e IL-22.
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Figura 4.- Andlisis de citoquinas intracelulares en poblaciones T CD8'/IL17A"*

Ademas se han realizado ensayos de inmunofluorescencia intracelular en
células T CD8'/IL17A" psoriasicas para visualizar la coexpresion de IL-17A, IFNy y
TNFa mediante microscopia confocal. La observacion directa de los linfocitos T CD8*
productores de IL-17A demuestra de manera clara la co-localizacion de IL-17 y TNFa,
asi como de IL-17A e IFNy (Figura 5).
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anti-IL-17A colocalizacion

Figura 5.- Coexpresion de IL-17A4 con IFNy o TNFa.

1.2- FENOTIPO DE CELULAS T CDS8Y/ILI7A* DE PACIENTES CON
PSORIASIS.

Una de las caracteristicas que define a la subpoblacion de linfocitos Th17 es la
presencia en su superficie de moléculas conocidas [163]. Por este motivo se realiza un
estudio fenotipico detallado de las células T CD8" productoras de IL-17A aisladas de
piel de enfermos psoriasicos. Ensayos de citometria de flujo multiparamétrica directa
e indirecta evidencian que todos los linfocitos T estudiados presentan una expresion
positiva del 100% para CD3, CD8 y TCRap, y negativa para CD4 y TCRyd (Figura 6).

100%

SRUPE L

CD3 CD8 CDh4 TCRap TCRyd

Figura 6.- Fenotipo de linfocitos T CD8" aislados de piel psoriasica.
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Los linfocitos T CD8"/IL17A* no son células Natural Killer (NK), ya que su
expresion de CD56 y CD16 es < 0,5%, mientras que las células T CD8" no productoras
de IL-17A son positivas para CD56 y CD16 en un 39% y 18% respectivamente
(Figura 7).

CD8+/IL17A+ CD8+/IL17A-

0.2% 0.6%
CD19

0.2% 39%
CD56

0.5% 18%
CD16

Figura 7.- Fenotipo parcial células T CD8* aislados de piel psoriasica.

LaFigura8 muestraquelaexpresionde CD94 y NKG2D (moléculacoestimuladora
de linfocitos T CD8" con actividad citotoxica) es negativa en células productoras de
IL-17A, mientras que NKG2D se expresaba en un 29% en linfocitos T CD8/IL17A".
En cambio, CDI161, marcador caracteristico de células productoras de IL-17A, se
expresa en un 100% en linfocitos T CD8*/IL-17A", y en un 0,1% en CD8*/IL17A".
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CD8+/IL17A+ CD8+/IL17A-

0.2% 0.3%

CD9%4
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NKG2D
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Figura 8.- Fenotipo parcial células T CD8* aislados de piel psoriasica.

Por otro lado, tanto células T CD8* productoras y no productoras de IL-17A
de piel psoridsica presentan un fenotipo efector/memoria, expresando un 100% de
CD45-RO y ausencia de expresion en CD45-RA. El marcador de superficie CD27
estd ausente en ambas poblaciones celulares, en cambio, CD28 se expresa en un 95%
unicamente en células T CD8/IL17A" (Figura 9).

CD8+/IL17A+  CD8+/IL17A-

0.4% 0.1%
CD45-RA
100% 100%
CD45-RO
0.5% 0.3%
CcD27
95% 0.4%
CD28

Figura 9.- Fenotipo efector/memoria de células T CDS8* aislados de piel

psoridsica .
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Las dos poblaciones celulares estan activadas, presentando ambas un porcentaje
de expresion para CD25, CD69 y HLA-DR superior al 95% (Figura 10).

CD8+/IL17A+ CD8+/IL17A-
100% 95%

CD25

CD69

100%
HLA-DR

Figura 10.- Fenotipo activacion células T CDS8" de piel psoriasica.

También estudiamos la presencia de Perforina y granulos de granzima A y
granzima B en células T CD8" de piel psoridsica. La expresion de perforina se encuentra
ausente en ambos tipos celulares estudiados, mientras que granzima A se expresa en
un 68% en células productoras de IL-17A, y en un 65% en células no productoras de
IL-17A. La expresion de granzima B (98%) se detecta solamente en linfocitos T CD8"/
IL17A (Figura 11).
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CD8+/IL17A+ CD8+/IL17A-

0.5% 0.2%
Perforina
68% 65%
Granzima A
0.3% 98%
Granzima B

Figura 11.- Expresion de Perforina, granzima A y granzima B en células T CD8"*

psoriasicas

Se estudian tres receptores de quimioquinas en células T CD8"* productoras y
no productoras de IL-17A, CCR2, CCR5 y CCR6. La expresion de CCR2 en ambas
poblaciones es negativa, pero CCR5 y CCR6 se expresan unicamente en células
productoras de IL-17A, en un 98% y un 100% respectivamente. Por otro lado, la
expresion del marcador CD103 (homing epidérmico) es de un 100% tanto en células
productoras como no productoras de IL-17A (Figura 12).
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Figura 12.- Expresion receptores de quimioquinas y de homing epidérmico.
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La expresion de Foxp3 es propia de células T reguladoras, mientras que la
presencia de IL-23R es una caracteristica importante en células Th17. Nuestros
resultados demuestran que tanto células productoras como no productoras de IL-17A
no expresan Foxp3. En cambio, la expresion de IL-23R es positiva en células T CD8"/
IL17A" y CD8/IL17A" en un 98% y 32% respectivamente. (Figura 13).

CD8+/IL17A+ CD8+/IL17A-
0.1% 0.1%

Foxp3

98% 32%

IL-23R

Figura 13.- Células T CD8" de piel psoriasica: marcadores de células T

reguladoras.

Por ultimo la Figura 14 muestra que la presencia del receptor de la cadena o
del IFNy (CD119) es positiva en linfocitos productores y no productores de IL17A,
y la del receptor tipo 1 de TNFa (CD120a) es negativa en poblaciones celulares

estudiadas.

CD8+/IL17A+ CD8+/IL17A-
38% 46%

CD119

0,2% 0,6%
CD120a

Figura 14.- Células T CDS8" de piel psoriasica. Expresion de TNFaR y
IFNyR.
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1.3- REGULACION TRANSCRIPCIONAL DE CELULAS T CDSIL-17*
DERIVADAS DE PLACAS PSORIASICAS.

RORC estd definido como el factor de transcripcion esencial para la sintesis
y liberacién de IL-17A por células Th17, mientras que T-bet es fundamental para
desarrollar células Thl a partir de linfocitos T CD4" virgenes. Para determinar los
factores de transcripcion presentes en las células T productoras de IL-17A de piel
psoriasica (n=8) hemos realizado estudios de PCR a tiempo real donde se cuantifica la
expresion de los RORC, T-bet e IRF4. La Figura 15 muestra que los niveles de expresion
tanto de RORC como IRF-4 estan elevados en células T productoras de IL-17A (CD8*
y CD4") con respecto a la expresion de T-bet. En cambio en células T IL-17A- (CD8"y
CD4%),los niveles de expresion de RORC e IRF4 no estan incrementados, ya que estas

células principalmente expresan T-bet.
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Figura 15.- Factores de transcripcion RORC, T-bet e IRF4 en células T de

placas psoriasicas.
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La sefial detectada en experimentos de PCR a tiempo real tiene relacion con
la presencia de la proteina RORC en interior del nucleo celular. Por este motivo

realizamos ensayos de microscopia confocal, demostrando en ellos que RORC esta
presente en células IL-17A" (Figura 16).

anti- RORC

anti- IL17A

coexpresion

Figura 16.- Coexpresion de IL-17A y RORC en células T CDS* de piel
psoridsica

También hemos comprobado por citometria de flujo multiparamétrica la
expresion de los factores de transcripcion RORC e IRF4 en células T CD87/IL17A" y
CDS8/IL17A". Las células IL-17A" muestran un porcentaje de expresion de un 98%,
para RORC, y de un 92% para IRF4. En cambio, las células que no producen IL-17A

carecen de la expresion de ambos factores de transcripcion (Figura 17).
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Figura 17.- Células T CD8" de piel psoriasica: expresion de RORC e IRF4
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La regulacion de la expresion de genes de células Thl7 estd fuertemente
controlada por la IL-12, la cual disminuye la produccion de IL-17A y aumenta la de
[FNy. De tal manera que ensayos en los que se han estimulado células T CD8*/IL17A"
psoriasicas (n=9) con microesferas CD3/CD28 en presencia o ausencia de IL12 revelan
que IL-12 inhibe en gran medida el nimero de células T CD8'IL-17A" que expresan
IL-17A, IL-21 e IL-22, aumentando el de células productoras de IFNy y manteniendo

el porcentaje de células productoras de TNFa inalterado (Figura 18).
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Figura 18.- Efecto de IL-12 en la produccion de IL-17A e IFNy.

Ademas, el porcentaje de células CCR67/IL17A" disminuye drasticamente en

cultivos tratados con IL-12 (Figura 19).

CD3/CD28 CD3/CD28+IL-12

IL-17
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Figura 19.- Efecto de IL-12 en el numero de células IL-17A4".
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Experimentos de PCR a tiempo real en células T CD8*/IL-17A" (n=9) demuestran
que la expresion del factor de transcripcion RORC se reduce con la presencia de IL-12,
mientras que los niveles de expresion de T-bet aumentan cuando la IL-12 se encuentra

presente (Figura 20).
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Figura 20.- Efecto de IL-12 en la expresion de RORC y T-bet.

1.3- ESTUDIO FUNCIONAL DE CELULAS T CD8'/IL-174* DERIVADAS DE
PLACAS PSORIASICAS.

Desde un punto de vista funcional, atin no esta claro el papel que desempeiian
las células T productoras de IL-17A en la enfermedad psoridsica. Por este motivo hemos
determinado en primer lugar la capacidad de las células T CD8*/IL-17A" obtenidas
de biopsias de piel psoriasica (n=8) para proliferar en respuesta a una estimulacion
mediada por TCR. Para ello las células aisladas y expandidas segin su expresion de
CCR6 se han estimulado con microesferas CD3/CD28, solo o en presencia de IL-2,
IL-12, IL-15,1L-23 6 TGFB. Como control se ha utilizado una subpoblacion Th17 bien
caracterizada procedente de cordon umbilical. Los resultados indican que la respuesta
de las células Th17 es muy similar a la producida por las células T CD8*/L-17A" y

CDS8'/IL-17A" derivadas de piel psoriasica. Ademas, la proliferacion de estos tres tipos

86



Silvia Ferndndez Alvarez Resultados

celulares en presencia de IL-2, IL-15 6 IL-12 esta considerablemente aumentada en
comparacion con los resultados de proliferacion obtenidos en ausencia de citoquinas
exogenas. Por otro lado, la adicion de TGFp a los cultivos celulares no inhibe la
proliferacion de células T CD87/IL-17A", mientras que si inhibe la de células T
CDS8*/IL-17A" de manera drastica, asi como la de las células Th17 (Figura 21).
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Figura 21.- Capacidad proliferativa de células de IL-174".

A la vista de estos resultados, estudiamos la posibilidad de que los linfocitos T
CDS8*/IL-17A" derivados de pacientes psoridsicos fueran refractarios a la modulacion
funcional de las células T reguladoras. Por este motivo llevamos a cabo ensayos de
inhibicion de la proliferacion para determinar la actividad reguladora de células Treg,
aisladas de sangre periférica de individuos sanos, sobre linfocitos T CD8" /IL-17A"
derivados de enfermos psoriasicos. Los resultados muestran que esta poblacion de
células T CD8" productoras de IL-17A es resistente a la modulacion negativa de las
células T reguladoras, mientras que la proliferacion de la subpoblacion de linfocitos T
CDS8'/IL-17A" si se inhibe de manera significativa (Figura 22).
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Figura 22.- Susceptibilidad de las células T CD8*/IL-174" a células
T reguladoras.

Seguidamente estudiamos si la concurrencia de citoquinas necesaria para
los procesos de diferenciacion de células Th17 podria influir en la produccion del
perfil de citoquinas de cada una de las subpoblaciones de células T aisladas de placas
psoriasicas (CD8/IL-17A" 6 CD8"/IL-17A"). Asi pues, estas células T se estimulan con
microesferas CD3/CD28 y se cultivan afiadiendo al medio IL-1f e IL-6 (condiciones
de polarizacion hacia Th17), ademas de en ausencia 6 presencia de los anticuerpos
monoclonales neutralizantes como anti-IFNy, anti-IL-4 y anti-IL-2. Tras 4 dias de
cultivo se determina el nimero de células que expresan IL-17A, IFNy y TNFa. La
expresion de IL-17A en células CD8/IL17A" (n=9) permanece sin cambios en todas
las combinaciones usadas en el ensayo. El porcentaje de células T productoras de IFNy
se ve ligeramente disminuido en los cultivos que contenian anti-IFNy, y el porcentaje
de células T productoras de TNFo permanece inalterado en todas las combinaciones
testadas. Asi mismo, las células T CD8*/IL-17A" cultivadas en el ensayo en las mismas
condiciones de polarizacion no tienen capacidad para inducir la produccion de IL-17A
(Figura 23).
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Figura 23.- La concurrencia de citoquinas necesaria para la diferenciacion de
células Th17 no inducen a la produccion de IL-17A4 en células T CDS8 * no productoras
de IL-17A4.

Como hemos observado en el grupo de experimentos anterior, la produccion de
TNFa no se altera por ninguna de las combinaciones de citoquinas exogenas anadidas
a los cultivos. Sin embargo, el tratamiento con anti-TNFa reduce significativamente la
produccion de IL-17A. Es interesante resaltar que el anticuerpo monoclonal anti-TNFa

inhibe la expresion de CD69 (antigeno de activacion temprana) entre un 60%-80% con
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respecto a la expresion observada de este mismo marcador en células T psoriasicas en

ausencia de anti-TNFa.

También se analizd el efecto neutralizante del anticuerpo monoclonal anti-
TNFa en los linfocitos T CD8" psoridsicos (n=9). Tanto las células T CD8"/IL-17A" e
IL-17A" reducen su expresion de CD69 (Canal medio de fluorescencia), la inhibicién
fue significativamente mayor en el grupo de células T CD8'IL-17A", indicando que
la activacion de células T CD8/IL-17A" muestra una importante dependencia de la

secrecion autocrina de TNFa.
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Figura 24.- Efecto del bloqueo de TNFo. en la activacion de células IL-17A4".

90



Silvia Ferndndez Alvarez Resultados

CD8+ IL17+
m=— Sin anti-TNFa
e 1ug anti-TNFa
2pg anti-TNFo
s 4ug anti-TNFa
— 8lg anti-TNFa
L i
T T T
100 10! 102 10° 10
CD69

Figura 25.- Efecto del bloqueo de TNFa en la expresion de CD69 (overlay). Los

datos corresponden con los mostrados en la Figura 24.

Finalmente se ha estudiado la capacidad citotoxica mediada por anti-CD3 (lisis
redirigida) de las células T CDS8* de la placa psoriasica. Para ello se ha utilizado el
anticuerpo monoclonal anti-anexina V, que es un indicador temprano de apoptosis.
Durante el proceso de muerte celular por apoptosis se produce una translocacion de
fosfotidilserina desde la cara interna de la membrana plasmatica a la cara externa de la
misma. La anexina V es una proteina que tiene elevada afinidad por la fosfatidilserina,
y que se une a ella en el exterior de la célula. La expresion de anexina V se mide en
la superficie de células diana P815 (mastocitoma murino) tras ser cocultivadas con
las células efectoras (linfocitos T CD8" productores y no productores de IL-17A de
pacientes psoriasicos ¢ individuos control) durante 4 horas, a los ratios Efectoras/
Diana de 1:1, 10:1 y 40:1. Las células T CD8" IL-17A" muestran una capacidad
citolitica significativamente mayor que las cé¢lulas CD8"/IL-17A" (Figura 26).
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2.1- AISLAMIENTO DE LINFOCITOS T CD4* PROCEDENTES
DE DUODENO CELIACO.

2.1.1.- Obtencion de las células. Cultivo de las biopsias con gliadina.

Las células T obtenidas de biopsias de duodeno fueron estudiadas para determinar
la presencia o ausencia de células productoras de IL-17A. Los resultados obtenidos
en este analisis preliminar muestran que en pacientes celiacos no solo existe una
poblacion de células T CD4* productoras de IL-17A sino que estas células estan en

mayor nimero (8.7% =+ 2.4%), que en individuos sanos (3.6% =+ 1.6%) ( Figura 27).
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Figura 27.- Poblacion T CD4"/IL-17A" en pacientes celiacos.

Tras determinar que las células T CD4" aisladas de biopsias de duodeno producen
IL-17A, linfocitos T CD4" de duodeno celiaco y control se seleccionaron en base a
su expresion de CD4 y CCR6 mediante una inmunoselecciéon magnética, obteniendo
asi células T CD4"/CCR6" con una pureza que fue en todos los casos > 93% (IL-17A*
>95%) (Figura 28).
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Figura 28.- Poblacion T CD4*/CCR6" .

Las células T patogénicas procedentes de la mucosa de pacientes con
enfermedad celiaca reconocen y responden a gliadina en el contexto de HLA-DQ2
6 DQS8 [164]. Asi, estudiamos la especificidad y carédcter patogénico de las células
CD47/CCR6" resultantes del proceso de inmunoseleccion. Para ello, PBMCs
irradiados de 4 donantes sanos diferentes HLA-DQ2" fueron cargados con diferentes
concentraciones de péptidos de gliadina durante toda la noche y se cocultivaron
con células CD4"/CCR6" durante 5 dias. Los resultados indican que las células
T CD4" procedentes de pacientes celiacos (n=12) proliferan mas en respuesta a la
gliadina de una manera dosis-dependiente, mientras que de linfocitos T CD4" de los
controles (n=7) no proliferaron. En contraste, la presentacion de gliadina por células
HLA-DQ2 no produce proliferacion de las células T CD4" tanto celiacas como no
celiacas. Asi mismo, la estimulacion in vitro con transglutaminasa tisular no induce
proliferacion de células T apoyando de esta manera la especificidad de la respuesta a

la gliadina observada en las células de pacientes celiacos (Figura 29).
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Figura 29.- Proliferacion de células T CD4" en respuesta a gliadina.

A la vista de estos resultados, se inicid la caracterizacion de la poblacion
CD4"/CCR6" mediante el analisis de su firma de citoquinas en respuesta a gliadina y
através de PCRs cuantitativas. Se determind la expresion de IFNy, TGF, IL-21,
IL-22 e IL-17A. Los resultados de los ensayos, reflejados en la Figura 30 muestran que
tras su estimulacion con gliadina las células presentan niveles de expresion elevados
de todas las citoquinas estudiadas. IL-22, IL-21 e IL-17A son las citoquinas estudiadas
que alcanzan niveles de expresion mas elevados, 9, 7.4 y 7 veces mas que el gen
constitutivo HPRT respectivamente, mientras que las citoquinas IFNy y TGFf3 superan

la expresion del gen de referencia en un 5.3 y 3.8 respectivamente.
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Figura 30.- Expresion génica de IFNy, TGFp, IL-21, IL-22 e IL-17A4 en células

T CD4*/CCR6" .

Para conocer si la firma de citoquinas detectada se traduce en la produccion

de las mismas y en su liberacion al medio, se determino la presencia de I[FNy,
TGFp, IL-21, IL-22 e IL-17A de manera intracelular mediante citometria de flujo,

asi como en sobrenadantes de los cultivos celulares y en las mismas condiciones que

para la determinacion de la firma de citoquinas. Los resultados indican que de las

poblaciones productoras de IL-17A celiacas estimuladas con gliadina producen y
contienen TGFp, IFNy, TNFa, IL--21, e IL-22 en mas de un 94%, de las células.
Ninguna de las poblaciones de células T produce IL-10 e IL-4 (Figura 31).
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Figura 31.- Analisis de citoquinas intracelulares en poblaciones T
CD4*/CCR6".

Asimismo pudo constatarse la presencia de todas las citoquinas estudiadas en
los sobrenadantes celulares, indicando claramente que la expresion de las citoquinas
relacionadas con Th17, pueden jugar un papel relevante en la patogenia y la respuesta
anti-gliadina en la celiaquia. En la Figura 32 se muestra la produccion de todas las
citoquinas indicadas en células T CD4"/CCR6" y CD4'/CCR6, observandose que la
produccion de TGFp, IL-21, IL-22 e IL-17A en células CCR6" de enfermos celiacos
estimuladas con gliadina esta incrementada respecto a la de individuos no celiacos.
Por otro lado, en la fraccidon celular CCR6™ no se observa produccion de TGFp e
IL17A. IL-21 e IL-22 alcanzan uno niveles de produccion mas elevados en células
de individuos celiacos estimuladas con gliadina, siendo estos a su vez mas reducidos
que los detectados en células CCR6". En cambio, la produccion de IFNy en células
CCR6" y CCR6™ es muy similar, siendo en ambos casos mas elevada en células de
individuos no celiacos estimuladas con microesferas CD3/CD28 que en células de

pacientes celiacos estimuladas con gliadina.
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Figura 32.- Produccion de citoquinas por células T CD4"/CCR6".

Los linfocitos Thl17 poseen caracteristicas fenotipicas bien definidas,
principalmente referentes a la expresion de receptores de quimioquinas e
interleuquinas, asi como algunos marcadores propiamente implicados en procesos
de homing en diferentes 6rganos y tejidos. La caracterizacion fenotipica de nuestras
c€lulas productoras de IL-17A muestra que en todos los casos estudiados las células
productoras de IL-17A de duodeno celiaco son linfocitos CD4" expresando un receptor

para el antigeno TCRoaf* (Figura 33).
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Figura 33.- Fenotipo de células TIL-17A4" .

Las células de la poblacion CD4*/CCR6" presentan un fenotipo efector/memoria

activado (Figura 34).
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Figura 34.- Fenotipo efector/memoria activado de células T CD4"/CCR6".

Se ha sugerido que las células productoras de IL-17A proceden de un precursor

comun cuya caracteristica es la expresion de CDI161. En nuestras poblaciones

observamos una expresion variable de CD161 en los diferentes pacientes y controles,

alcanzando un valor maximo del 76% en células T CD4"/IL-17A" aisladas de enfermos

celiacos. Sus homologas en individuos no celiacos expresan un 41% de CD161,

mientras que las células no productoras de IL-17A alcanzaron a expresarlo en un 14%

(Figura 35).
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Figura 35.- Expresion de CD161 en células T CD4"/CCR6".
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El andlisis de la expresion de receptores de quimioquinas muestra que la expresion
selectiva de CCRS se encuentra hasta en un 98% en células IL-17A" de duodeno
celiaco, y la de CCR6 ha sido detectada en células IL-17A" de individuos celiacos y

no celiacos en un 100% y 80%, respectivamente (Figura 36).
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Figura 36.- Expresion de receptores de quimioquinas en células T CD4%/
CCRG6".

Un aspecto de interés fenotipico es la posibilidad de discriminar si las células
IL-17A" estan en un estadio final de su diferenciacion o en un estado de transicion
entre células T reguladoras y Th17 [165]. Nuestros resultados indican que no se trata de
células en transicion, a la vista de la ausencia de expresion del factor de transcripcion
Foxp3, caracteristico de células T reguladoras. Por el contrario, el receptor de IL-23
(IL-23R) se encontrd en la practica totalidad de las células IL-17A" celiacas (un 96%)
y en linfocitos IL-17A" de individuos no celiacos (un 86%) (Figura 37).
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Figura 37.- Expresion de fenotipo T regulador en células T CD4*/CCR6".
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La Figura 38 muestra la expresion de los receptor del [IFNy (CD119) y de TNFa
(CD120a) en células T CD4/IL17A" de pacientes celiacos.

Celiaco 17+ Celiaco 17- No celiaco 17+

41% 26% 12%
CD119
9% 0.1% 0.3%
CD120a

Figura 38.- . Expresion de TNFaR y IFNyYR en células T CD4*/CCR6" .

2.2.- REGULACION TRANSCRIPCIONAL DE CELULAS T CD4" ILI7A*
DERIVADAS DE BIOPSIAS DE DUODENO CELIACO.

La caracterizacion de las células T CD47/IL-17A" gliadina-especificas de
pacientes con celiaquia se extiende hasta el andlisis de su patron transcripcional, por
cuanto es conocido que la produccion de IL-17A es regulada transcripcionalmente
por RORC. La cuantificacion del ARN mensajero (ARNm) derivado de células
estimuladas con gliadina muestra un aumento de los niveles de expresion de los genes
RORC, T-bet e IRF4 en células Th17 de biopsias celiacas y células Th17 control.
Las células Th17 derivadas de enfermos celiacos en ausencia de gliadina también
expresan ARNm de RORC pero en menor medida que las estimuladas con gliadina. De
manera muy interesante, encontramos una elevada expresion del factor de transcripcion
IRF4 en células Th17 gliadina-especificas de biopsias celiacas, mientras que no se
encontraron aumentados en los controles o en la fraccion de células T CD4*/IL-17A"

de los pacientes celiacos. (Figura 39).
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Figura 39.- RORC, T-bet e IRF'4 en células T CD4"/IL-174".

La presencia de los factores de transcripcion RORC e IRF4 se han confirmado
a nivel de proteina mediante citometria de flujo intracelular. Los resultados que se
muestra la Figura 40, confirman que la expresion de RORC e IRF4 esta presente en

células IL-17A" de enfermos celiacos, mientras que se encuentran ausentes en células
IL-17A-.
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Figura 40.- Analisis intracelular por citometria de flujo de RORC e IRF4 en

enfermos celiacos.

2.3.- ACTIVIDAD FUNCIONAL DEL TGFfp PRODUCIDO POR LAS CELULAS
T CD4" IL174* DE PACIENTES CON ENFERMEDAD CELIACA.

Como hemos mostrado en ensayos anteriores, las células Th17" aisladas
de biopsias de duodeno celiaco producen elevadas cantidades de TGFp. El papel
funcional del TGF en la poblacion celular Th17* no es conocido. Por ello se llevaron
a cabo dos grupos diferentes de experimentos: Por una parte se observo el efecto de
la adicion de TGF exogeno en la poblacion productora de IL-17A y por otra parte
se estudio el efecto que el bloqueo del TGF, tanto exdgeno como enddgeno, ejerce
sobre dicha poblacion celular. Asi pues, las células Th17* se cultivaron durante 16
horas en presencia o ausencia de TGFP exo6geno (5 ng/ml). Los resultados obtenidos
demuestran que la adicion del TGFf regula positivamente la produccion de IL-17A,
como evidencia el importante cambio observado en el canal medio de fluorescencia
(CMF) cuando las células son marcadas con anticuerpos anti-IL-17A ( CMF 23 hasta
CMF 246 en la poblacion tratada con TGFB) (Figura 41).
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CMF 23 54 97 246

== reposo
== gliadina
== gliadina+TGFp

== gliadina+TGFp +aTGFB

Figura 41.- Regulacion por TGFp de IL-17A4 en células Thl7 de duodeno

celiaco.

Esta accion es mediada por IRF4 y RORC cuya expresion esta significativamente

elevada en presencia de TGFp (Figura 42).

M gliadina
M gliadina +TGFB
M gliadina+TGFB + aTGFB

Expresion génica (Time fold)

RORC IRF4

Figura 42.- La regulacion de IL-17A por TGFJf es dependiente de RORC e
IRF4.
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Por ultimo, laproduccionyliberaciondelL-17A, cuantificadaenlossobrenadantes
de los cultivos, es inhibida en presencia de anti-TGFf, demostrando de esta manera
que el TGFP producido por células T CD4"/IL-17A" celiacas es bioldgicamente activo
y puede desempeifiar un papel relevante en la patogenia de la enfermedad participando

en la regulacion de la produccion de IL-17A. (Figura 43).

900
M gliadina

M gliadina+TGFB
M gliadina+TGF + aTGFR

700
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300 4

Produccién de IL-17 (pg/ml)

100 4

Figura 43.- Regulacion positiva de la produccion de IL-17A4 por TGFp.

108



Silvia Fernandez Alvarez Discusion

Discusion






Silvia Fernandez Alvarez Discusion

En este estudio hemos caracterizado linfocitos T CD8*/IL17A" presentes en
lesiones dérmicas de pacientes psoridsicos (placa psoridsica). Hemos observado que
la paca psoridsica contiene células T CD8" productoras de IL-17A en una proporcion
significativamente mayor que la existente en la piel de individuos sanos, como se ha

sugerido previamente [116].

Estas células comparten con la poblacion Th17 caracteristicas fenotipicas propias,
como la expresion de CCR6 e IL-23R. También expresan la integrina aEf7 (CD103).
Esta molécula esta presente en linfocitos intraepiteliales del intestino, el pulmén y la
piel entre otros, ademds de en células dendriticas y células T reguladoras [166, 167].
Las integrinas son moléculas de adhesion transmembrana que median el acoplamiento
entre células adyacentes o entre células y la matriz extracelular [166]. La expresion de
CD103 parece ser un requisito para el homing epidérmico de todas las células CD8"
[168], dado que la presencia en la piel de aEB7 es importante no solo por la retencion

de linfocitos sino también por su movimiento y migracioén dentro del epitelio [166].

Todas las células T aisladas de placas psoridsicas poseen un receptor antigénico
de tipo aff (TCR af). No hemos encontrado otro tipo de células productoras de
IL-17A, como células NKT invariantes [169] o células T TCRyo [170], lo que sugiere
que estas poblaciones no estan implicadas en la lesion, o en otros términos, que estas
poblaciones pueden no ser relevantes en la patogénesis de la psoriasis, al menos en lo

referente a la produccion de IL-17A.

El patron de factores de transcripcion encontrado en células T CD8/IL17A*
es comparable con el descrito previamente en células Th17 [7, 8], indicando que la
maquinaria transcripcional y de control responsable de la expresion del gen de IL-17A
estd conservada a través de toda la diferenciacion del linaje de linfocitos T. En este
sentido, nuestros datos sugieren que las células T CD8"/IL-17A" se asemejan a las células

Th17, mientras que las células T CD8*/IL-17A" serian similares a las células Thl.
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Sin embargo, una rasgo caracteristico de las células CD8"/IL-17A* que no se halla
en células Th17 es la expresion del factor de transcripcion T-bet. Nosotros pensamos
que es poco probable que esta expresion diferencial pudiera deberse a una pequena
contaminacion de células T CD8/IL-17A" en nuestra poblacion celular, en la que mas
del 98% de células CD8"/IL-17A" analizadas, expresan ademas CCR6, un marcador

selectivo de células productoras de IL-17A.

De manera interesante, en presencia de IL-12 exdgena, las células CD8*/IL-17A"
regulan positivamente la expresion del gen T-bet a la vez que sufren una reduccion
significativa del nimero de células productoras de IL-17A, tal y como ocurre con células
Th17 [8]. Este hallazgo refuerza la idea de que los mecanismos reguladores del gen de
IL-17A son similares en células T CD8"/IL-17A"y Th17.

Destacablemente, no hemos encontrado células CD8" que produzcan
exclusivamente IL-17A, en tanto que la mayoria producen ademés TNFa e IFNy. Esto
es una diferencia significativa con las células Th17, que no producen ni TNFa ni IFNy.
En la poblacion CD8'/IL-17A* encontramos coexpresion de las tres citoquinas en la
mayoria de las células, indicando que la produccion de citoquinas por esta poblacion
celular es activamente redundante con la de células CD4" presentes en la placa psoriésica,

reforzando asi su relevancia bioldgica en la patogénesis de la enfermedad.

Sin embargo, las células T CD8"/IL-17A" aisladas de epidermis de individuos sanos
también sintetizan las tres citoquinas tras estimularlas via TCR, apoyando la idea de que
este hecho es un atributo fisioldgico més que una alteracion especifica de la psoriasis.
Asi pues, es concebible que los linfocitos T CD8/IL-17A" sean células T residentes
o huéspedes polarizadas “in situ” a la produccion de IL-17A, mas que “linfocitos T
infiltrados”. Esta posibilidad suscita cuestiones interesantes, aiin no aclaradas, como la
del lugar donde se generan las células productoras de IL-17A presentes en la lesion
psoriasica, o como estas células adquieren la capacidad para cambiar su fenotipo

dependiendo de la citoquinas presentes en el medio en el lugar de la inflamacion.
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Consecuentemente estudiamos la posibilidad de que las células CD8/IL-17A"
derivadas de lesiones de piel psoridsica pudieran derivar a células CD8/IL-17A" y
viceversa, es decir si células CD8/IL-17A" pudieran ser reguladas negativamente
(inhibidas) en respuesta a diferentes condiciones de polarizacion. Hemos observado
que la subpoblacion CD8/IL-17A" es estable independientemente del tratamiento
recibido. Sin embargo IL-12 induce la reduccion de la IL-17A, producida por células
T CD8'/IL-7A", a la vez que aumenta la de IFNy en concordancia con observaciones
previas [8], Asi mismo, IL-12 aumenta la proliferacion de células T CD8'/IL-7A" en

respuesta a una estimulacion mediada por CD3-TCR.

Elhecho de que el nimero de células productoras de TNFa permanezca inalterable
apoya la idea de que TNFa lidera algtn tipo de jerarquia de citoquinas en el desarrollo
de la psoriasis [171, 172]. Esta idea se ve reforzada por la observacion de que el
bloqueo del TNFa endégeno obstaculiza por completo la activacion y produccion de
IL-17A por parte de células T CD8"/IL-17A" en respuesta a la estimulacion mediada
por CD3-TCR. Los resultados sugieren una interrelaciéon compleja entre citoquinas en
el mantenimiento de células CD8"/IL-17A", las cuales parecen depender de la ausencia

de IL-12 y de la presencia simultanea de al menos TNFa.

Es probable que las células productoras de IL-17A se generen en otros lugares
pero produzcan IL-17A Unicamente cuando se localizan en zonas donde existe una
inflamacion activa, conteniendo estas zonas citoquinas relevantes para la induccion de
la produccion de IL-17A, y careciendo de citoquinas inhibidoras de IL-17A, como es
el caso de la IL-12.

De acuerdo con este modelo, la produccion de IL-17A podria ser el resultado de
un desequilibrio local del entorno de citoquinas. Recientemente se ha propuesto que
las células IL17A" migran a la piel a través del ligando de CCR6, CCL20, una molécula
secretada por células dendriticas mieloides. El mismo estudio sugiere también que IFNy
induce a las células dendriticas mieloides a producir IL-1 e IL-23, las cuales producirian

asuvez IL-17A[116]. Sin embargo, este modelo no explica el hecho de que no todas las
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células T presentes en la placa psoridsica son IL-17A* o el origen de las células [L-17A ",
por ejemplo, si las células productoras de IL-17A son generadas in situ tras la interaccion
con c¢lulas dendriticas mieloides polarizadoras de Th17/Th1l que es conocido que se
acumulan en la piel psoridsica [120] o entran en la piel ya como células productoras de

IL-17A, tras su activacion en ganglios linfaticos proximos o lejanos.

En lo referente a la contribucion de las células T CD8*/IL-17A" epidérmicas a la
patogénesis de la enfermedad, hemos probado que las células CD8*/IL-17A* proliferan y
secretan citoquinas de manera eficiente en respuesta a la estimulacion mediada por CD3/
TCR y a ciertas citoquinas [67, 173]. El aumento de la respuesta proliferativa obtenida
en presencia de IL-12 o IL-15 demuestra claramente que no hay células anérgicas o

tolerizadas en nuestra poblacion.

De manera interesante, las células T CD8*/IL-17A" muestran baja susceptibilida
a la accion de células T reguladoras de sangre periférica. Se ha descrito previamente
que las células Th17 humanas son menos sensibles a Treg que las células Thl [8], y
mas recientemente se ha descrito en modelos murinos de una enfermedad autoinmune
(sindrome de ojo seco o dry eye) la resistencia de las células Th17 a la supresion por
células Treg [174].

Es destacable que en nuestros experimentos, TGFf no inhiba la proliferacion de
células T CDS8Y/IL-17A", mientras que reduce significativamente la de las células
T CD8'/IL-17A". Esto indica un posible mecanismo de las células CD8/IL-17A" para
escapar del control de las células Treg o alternativamente, un papel dual para este factor
dependiendo de la subpoblacion de células T sobre las que ejerce su accion [38, 45]. Sin
embargo debe considerarse la posibilidad de que el resultado en presencia de células T
reguladoras antigeno-especificas puede ser diferente. En este sentido hay que resaltar
que en nuestros experimentos, TGFB no inhibe la proliferacion de células
T CD8Y/IL-17A", mientras que la proliferacion de células T CD8"/IL-17A fue inhibida
de manera significativa. Este hecho indica la existencia de un posible mecanismo

de las células T CD8/IL-17A" para escapar del control de las células T reguladoras
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o alternativamente, un papel dual para este factor dependiendo de la subpoblacion de
células diana [38, 45].

Finalmente, la posibilidad de que las células T CD8*/IL-17A" pudieran reaccionar
en menor medida a células T reguladoras en cocultivo también merece ser considerada,
asi como que proliferen mucho mas rapido que las células T CD8/IL-17A". Si esta
fuera la causa de su resistencia a células T reguladoras apoyaria la idea de que en una
poblacion de las estudiadas, el nimero de células (o ratio) que proliferan en el momento

del contacto con células Treg seria un factor critico para lograr una supresion eficiente.

La presencia en la epidermis psoridsica de linfocitos T CD8*/IL-17A" con actividad
citotoxica, como hemos demostrado en este estudio, puede sugerir un papel fisiologico
de las mismas en el control fisioldgico del crecimiento de queratinocitos. La capacidad
de las células T CD8"/IL-17A" derivadas de placas psoriasicas para destruir las células
diana de manera CD3/TCR dependiente sugiere que esta actividad en la epidermis
psoridsica podria promover la destruccion del tejido local para limitar el crecimiento
de los queratinocitos. Esto podria implicar el reconocimiento mediado por TCR/CD3
de antigenos previamente ocultos o la destruccion de queratinocitos que sufren una
diferenciacion anomala durante el proceso de crecimiento por estrés que se produce en

la psoriasis activa.

La marcada capacidad citotdxica de las células CD8*/IL-17A" podria recordar
al mecanismo responsable de la destruccion de células epiteliales en la mucosa del
intestino delgado de pacientes con enfermedad celiaca sometidos a estimulacion cronica
de sus cé¢lulas T CD4" de la ldmina propia con péptidos del gluten [153, 175, 176].
Estos mecanismos requieren la expresion coordinada en células T CD8* con NKG2C y
NKG2D en respuesta a IL-15.

115



Discusion Silvia Fernandez Alvarez

Las células T CD87/IL-17A" responden de manera eficiente a IL-15, que
interesantemente es producida también por queratinocitos psoriasicos [177, 178], pero
un mecanismo citotdxico similar puede excluirse, en tanto que las células psoridsicas
CDS8'/IL-17A* carecen de la expresion de NKG2C y NKG2D. También hemos
contemplado la posibilidad de que nuestras células CD8'/IL-17A* se conviertan
en células citotdxicas activadas por citoquinas, como resultado de la produccion de
otras citoquinas en el cultivo. Sin embargo, la adicion al cultivo de células efectoras
del anticuerpo monoclonal anti-IL-2 24 horas antes del ensayo no previene la

citotoxicidad.

Somos conscientes de que las células P815 usadas en nuestros ensayos como
células diana son muy diferentes a los queratinocitos, pero la importancia funcional
de estos experimentos debe ser considerada, al igual que el que estas células T
CDS8'/IL-17A" también expresan CD161, el homdlogo humano en ratones de NK1.1
[29], expresado en la mayoria las células NK, un marcador relevante de las células

humanas que producen IL-17A[9].
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Como hemos reiterado a lo largo de esta tesis, numerosas evidencias sugieren
la participacion de células Th17 en la patogénesis de enfermedades autoinmunes. Sin
embargo, ni la presencia, ni el papel de estas células en la enfermedad celiaca han
sido estudiados en profundidad. Por ello hemos llevado a cabo la caracterizacion de
linfocitos T CD47/IL-17A" del duodeno de pacientes celiacos, un 6rgano donde ambas

células, CD4" y CD8" productoras de IL-17A se han encontrado recientemente [33].

Nuestros resultados indican que la mucosa duodenal de pacientes con enfermedad
celiaca activa contiene una poblacion de linfocitos T CD4" productores de IL-17A
mayor que la encontrada en la mucosa de individuos control no celiacos. Al igual
que las células productoras de IL-17A encontradas en la placa psoridsica en nuestros
experimentos, las células T CD4/IL-17A" derivadas de duodeno celiaco comparten
con la clasica poblacion Th17 caracteristicas fenotipicas, como la expresion de CCR6,
CDI161 e IL23R, si bien la sobreexpresion de este ultimo receptor en células de la
mucosa intestinal no es aceptada unanimemente [149]. Sin embargo se han descrito

hasta 24 splicings de la cadena a del receptor de IL-23 en leucocitos activados [179].

Por otra parte, CD161, como se indic anteriormente, ha sido propuesto como
marcador universal de células productoras de IL-17A [9]. Sin embargo hemos
observado en nuestros experimentos que la poblacion CD161* no incluye a todas las
células productoras de IL-17A" de pacientes celiacos, lo que podria implicar que no

todas las células IL-17A" derivan o proceden del mismo precursor celular.

Nosotros hemos observado que las células productoras de IL-17A de la mucosa
celiaca son gliadina-especificas. Esta observacion sin embargo, contradice un estudio
reciente que indica que las células T reactivas al gluten derivadas de pacientes celiacos
tratados producen IL-21, perono IL-17A 0 IL-22 [180]. Sin embargo existen diferencias

importantes en el abordaje experimental entre los dos estudios.
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En primer lugar, ninguno de los pacientes que participan en nuestro estudio
ha recibido tratamiento, y los estudios se han realizado con poblaciones cultivadas
durante el menor tiempo posible, mientras que Bodd et. al. utilizan en su estudio
lineas celulares derivadas de pacientes celiacos que han recibido tratamiento y han
sido mantenidas en cultivo por un periodo muy prolongado de tiempo. En segundo
lugar, las células que se han utilizado en nuestro estudio se han seleccionado en base
a su expresion de CCR6 y posteriormente expandidas en cultivos en presencia de
gliadina, mientras que Bodd et. al. no realizaron seleccion alguna. Y en tercer lugar,
nuestras células fueron cultivadas en presencia de IL-23 exdgena, una citoquina que
es necesaria para mantener el fenotipo IL-17A, mientras que Bodd et. al. cultivaron
las células en presencia de IL-2. Al parecer, la combinacion de estos tres factores
resulta en la expansion de poblaciones que tienen caracteristicas diferentes. De hecho,
en las células obtenidas y estudiadas por dichos autores, solo un pequefio porcentaje
de células son reactivas a gliadina de manera restringida por HLA-DQ2. Sin embargo,
estos autores detectan la presencia de células T CD4*/IL17A" en sangre periférica

fresca de pacientes celiacos tras una provocacion con gluten.

La reactividad de nuestras células esta restringida a la gliadina, no observandose
proliferacion en respuesta a transglutaminasa. Este hallazgo es compatible con datos
previos que demuestran que no existe reactividad a transglutaminasa en células de la
mucosa intestinal de enfermos celiacos [181], aunque un reciente estudio ha encontrado
que células Thl especificas para transglutaminasa derivadas de sangre periférica de
algunos pacientes con enfermedad celiaca activa son capaces de inducir, ex vivo,

lesiones tipicas en la mucosa intestinal de enfermos celiacos.

El descubrimiento de estas células reactivas estd posiblemente influenciado por
la situacion clinica de los pacientes y por la necesidad de 8-10 semanas de estimulacion
continuada, lo que indica que aunque un porcentaje pequefio de células reactivas a
transglutaminasa se detectaran en nuestros cultivos celulares de corto tiempo, no serian

suficientes para contribuir al dafio intestinal [182] ni a los resultados obtenidos.
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La presencia de células IL-17A" especificas para gliadina en la mucosa intestinal
de enfermos celiacos constituye una evidencia importante sobre la participacion activa
de las células Th17 en la patogénesis de la enfermedad celiaca. Hemos encontrado que
la activacion de las células Th17 de pacientes celiacos esta controlada por los mismos
factores de transcripcion que sus homologas derivadas de individuos controles no
celiacos. No obstante, el patron de expresion de estos factores de transcripcion no es
el mismo. Existe una elevada expresion de IRF4 en células T CD4*/IL-17A* derivadas
de enfermos celiacos comparada con la expresion que presentan sus homologas de
individuos no celiacos. Este hecho sugiere que un fuerte incremento de los niveles de
expresion de IRF4 es necesario para una respuesta Th17 especifica frente a péptidos
de gliadina. IRF4 facilita la expresion de RORC, un factor de transcripcion necesario
para la diferenciacion de células Th17, tal como fue descrito inicialmente en un
modelo de encefalomielitis autoinmune experimental (EAE) [11]. La deteccion de la
proteina IRF4 en el interior de células IL-17A" refuerza la idea de que IRF4 influye en
la expresion de RORC en células T IL-17A" duodenales especificas para gliadina. Es
ademas destacable que, en el modelo experimental EAE anteriormente mencionado, se
consiguié una importante produccion de IL-17A en ratones que portaban unicamente
una copia del gen IRF4 y que ademds se rescataba la capacidad de produccion de
IL-22 [183]. Asi pues, es posible que la elevada produccion de IL-22 detectada en
nuestras células Th17 derivadas de pacientes con celiaquia en comparacion con las
células productoras de IL-17A de individuos controles estuvieran relacionadas con un
aumento de los niveles de expresion de IRF4. Por otro lado, y como era de esperar,
niveles de expresion igualmente altos del factor de transcripcion RORC se encontraron

en células Th17 derivadas de pacientes celiacos y no celiacos.

T-bet, el principal regulador de la diferenciacion de células Thl se expresaba
también en células Th17, aunque en niveles inferiores de los de RORC e IRF4. Este
hallazgo deja abierta la posibilidad de que células T CD4/IL-17A* de la mucosa de
enfermos celiacos no sean en sentido estricto células Th17 clasicas, o bien que las
subpoblaciones Thl y Th17 clasicas no sean compartimentos cerrados tal y como se

ha demostrado por diferentes grupos que ocurre con las células Th17 y las células T
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reguladoras [184, 185].

En este aspecto, es de resaltar la produccion simultanea de IFNy, una citoquina
Thl. La produccion de IFNy por células comprometidas con la produccion de
IL-17A sustenta claramente un papel importante para ambas, IFNy y células Th17 en
la patogénesis de la enfermedad celiaca. Sin embargo, si ambas citoquinas se influyen

entre si tanto en su funcidn y/o produccion requieren mas investigaciones.

Nuestros datos demuestran que mientras las células IL-17A" producen IL-21,
la cantidad de esta citoquina producida por células Th17 aisladas de pacientes con
celiaquia es significativamente mayor. El papel preciso que desempeiia la IL-21 en
la patogénesis de la enfermedad celiaca atn no esta claro. Se han realizado ensayos
donde se bloquea la actividad de IL-21 con anti-IL-21 en células T de mucosa intestinal
de pacientes celiacos, estas reducen significativamente la produccion de IL-17A,
resultado que indica la posibilidad de una actividad reguladora de la IL-21 en el control
de células T productoras de IL-17A [33]. Por otro lado, se ha sugerido el aumento de
expresion de IL-21 en la mucosa de pacientes celiacos no tratados relacionada con
exposicion al gluten [186]. Estos datos, junto con el nuestro sugieren que la IL-21
tiene un papel en el mantenimiento de la expresion del factor de transcripcion T-bet y
la produccion de IFNy, contribuyendo asi a la respuesta dominante Th1 observada en

la mucosa de pacientes celiacos.

También encontramos que células Th17 derivadas de mucosa celiaca expresan
dos citoquinas que poseen actividades duales con efectos opuestos, IL-22 y TGFp.
Ambas citoquinas desempefian papeles anti y pro-inflamatorios [187], dependiendo
de las células diana [188, 189] y del 6rgano inflamado [190-193]. El hecho de que el
receptor de IL-22 se exprese en células epiteliales del intestino [194] y el aumento en
la produccion de IL-22 por células IL-17A* de pacientes celiacos, las cuales producen
también TGFp, permite pensar que las células Th17 podrian tener un papel dual en la
enfermedad celiaca: un papel proinflamatorio que podria estar en relacion con la via

de citoquinas Thl que contribuyen a la inflamacion de la mucosa y la progresion de la
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enfermedad, y otro papel, anti-inflamatorio y protector, ejercido via TGFf e IL-22, que
obstaculizaria la respuesta Th1, como ocurre en el caso recientemente observado en
un modelo murino de enfermedad inflamatoria intestinal [83]. Por ello es importante
dilucidar mas precisamente el papel de IL-22 en la patogénesis de la enfermedad
celiaca, especialmente porque la IL-22 estd siendo objeto de consideracién para
futuras terapias biologicas en distintas enfermedades debido a su capacidad selectiva
de modular la respuesta de los tejidos al tiempo que no ejerce efectos directos sobre la

respuesta inmune.

Uno de los descubrimientos mas sorprendentes de nuestro estudio es que las
células productoras de IL-17A derivadas de pacientes con enfermedad celiaca activa
producen TGFp. Este resultado afiade una nueva caracteristica al papel homeostatico
del TGFP en el intestino, como es la modulacion mediante su actividad autocrina o
paracrina de la participacion de células Th17 en una respuesta especifica a gliadina.
Tal efecto paradojico se puede relacionar con el hecho de que tumores que secretan
elevadas cantidades de TGFf inducen el desarrollo de células productoras de IL-17A,
que a su vez promueven la supervivencia del tumor de manera IL-17A-dependiente
[195]. Se ha descrito un modelo donde la actividad TGF es deficiente en la mucosa de
pacientes celiacos debido a la accion de la IL-15, la cual activa sefales Jun
N-terminal kinasa (JNK) que llevan a la inhibicién de TGFp [196].

Sin embargo, el efecto dual del TGFf en la produccion de IL-17A observado en
nuestro estudio indica que es activo en el contexto de la mucosa celiaca y refuerza la
importancia del papel biolégicamente activo del TGF producido por las células
IL-17A" derivadas de enfermos celiacos, como es el caso de linfocitos intraepiteliales
CD8*/TCRy6"/NKG2A* derivados de pacientes celiacos con actividad reguladora
mediada por su secrecion de TGFf [143]. En este sentido, nuestros resultados indican
que las células Th17 que producen TGFP no tienen capacidad reguladora sobre
células T efectoras estimuladas con anti-CD3 y anti-CD28 (Ortega et. al. manuscrito
en preparacion). Nosotros no hemos encontrado células CD4" derivadas de pacientes

celiacos exclusivamente comprometidas con la produccion de IL-17A, ya que la
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mayor parte de las células T T CD4*/IL-17A" producen IFNy y TGFp. Esta es una
diferencia significativa con las células Th17 convencionales, las cuales no producen
ni [FNy ni TGFp y representa otra aportacion original de nuestro estudio. Este hecho
parece contrastar con los resultados publicados en un estudio previo que demuestra
la existencia de células T reguladoras especificas para gliadina (presumiblemente son
[L-17A") en la mucosa celiaca [197]. Estos autores demuestran de manera elegante
la actividad biologica del TGFP desde que su neutralizacion “in vitro” (usando un
anticuerpo monoclonal anti-TGFf) rescat6 la produccion de IFNy por parte de células T
en respuesta a gliadina cuando se cocultivaron en presencia de células Tregs, apoyando
a las células T reguladoras gliadina-especificas como la fuente principal de TGFf en
aquel modelo experimental. El modelo de Gianfrani et. al., no obstante, difiere del
nuestro en dos aspectos importantes. El primero, que las células Tregs fueron obtenidas
de cultivos con elevada presencia de IL-10 exdgena, una citoquina no empleada
en nuestros experimentos y que nuestras células productoras de IL-17A tampoco
producen, y segundo, las células estudiadas por estos autores (células T reguladoras)
se obtuvieron en cultivos de larga duracion y su capacidad para producir TGFf o
IL-17A no se estudié especificamente. Nosotros no podemos excluir, no obstante,
la posibilidad de que células T CD4*/IL-17A" de mucosa de pacientes celiacos no
tratados y células CD4'/IL-17A* o CD4"/IL-17A" de individuos no celiacos pudieran
adquirir la habilidad de secretar TGF si los cultivos se extendieran en el tiempo y/o en
presencia de otras citoquinas potencialmente presentes en los lugares de inflamacion

del intestino delgado.

De nuevo, tomadas en conjunto, estas diferencias plantean cuestiones
interesantes, como se ha descrito a propdsito del modelo psoridsico, como la de donde
se generan o polarizan las células productoras de IL-17A presentes en la mucosa del
intestino celiaco. En referencia a este punto, nosotros hemos demostrado previamente
que la producciéon de IL-17A por células de placas psoridsicas puede ser modulada
in vitro en condiciones de polarizacion diferentes [62]. Actualmente se acepta la
posibilidad de que células Th17 podrian originarse a partir de células T reguladoras

a través de un mecanismo de conversion [198]. Nuestras observaciones de que las
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células Th17 producen TGFp podrian interpretarse a favor de un origen comun de
células Th17 y Tregs. Nosotros hemos encontrado, no obstante, que las células Th17
de pacientes celiacos no expresan Foxp3 ni IL-10, observaciones que no contradicen
este origen comun pero si estdn en desacuerdo con la posibilidad de que estén en un
estado de transicion entre células T reguladoras y Th17, ya que nuestras células no
poseen ninguna de las caracteristicas que definen a las células Tregs, a excepcion de su
capacidad de produccion de TGFB[198, 199]. Nuestros datos, no obstante, no excluyen
de manera formal esta posibilidad, que necesita ser estudiada mas profundamente en
la enfermedad celiaca. De hecho aumentan las evidencias que apoyan la diversidad y
dualidad funcional de las células Th17 [49]. Asi por ejemplo, Cosmi et. al. [200] han
demostrado recientemente la existencia de células Th17 capaces de producir IL-4 bajo
condiciones de polarizacion apropiadas, afiadiendo asi nuevos datos que apoyan la
plasticidad de las células Th17.

En conclusion, nuestros datos demuestran la presencia de células productoras de
IL-17A especificas para el gluten en el duodeno de pacientes afectos de celiaquia, las
cuales poseen la habilidad de secretar algunas citoquinas con conocidos efectos duales
en procesos inflamatorios. Estos descubrimientos apoyan con fuerza la participacion de
las células Th17 en la patogénesis de la enfermedad celiaca, y sugieren que las células
productoras de IL-17A podrian no estar relacionadas univocamente con la produccion
de dafio tisular durante respuestas autoinmunes. Asi pues, es relevante desde un punto
de vista clinico y terapéutico, entender la actividad que desempeiian las células Th17 en
la patogenia de la enfermedad celiaca, conocimiento que puede abrir nuevos caminos

al tratamiento bioldgico de la enfermedad.

Entre las implicaciones de los datos descritos previamente esta la idea de que
las células desarrolladas por vias Th17 o Treg pueden ser anti- o proinflamatorias
o pueden resultar neutrales ante la inflamacion dependiendo de los estimulos que se
encuentren en el medio. Esta posibilidad se ve reforzada por observaciones recientes:
Células T Foxp3+RORyt+ retienen la capacidad de suprimir diabetes autoinmune a

pesar de mantener la expresion de RORyT y la habilidad de producir IL-17A tras su
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estimulacion [201].

Estos datos y los aportados aqui por nosotros apoyan una nueva perspectiva
sobre las células T: Su plasticidad como la norma mas que como la excepcion. La
idea de que las células T mantienen a lo largo de su vida una capacidad diferenciativa
dindmica en contraposicion al paradigma dogmatico de “estadio final e irreversible de
diferenciacion”. Esta nueva forma de entender la funcionalidad de las células T cobra
sentido especialmente, en términos de explicar el mantenimiento de la habilidad del
huésped para responder a la gran variedad de cambios microbioldgicos, en contextos
ambientales variables, que le aconteceran después de la involucién timica, provisto

que su repertorio TCR sea competente [202, 203].

No puede excluirse la posibilidad de que cada célula T que produce una tnica
combinacion de moléculas efectoras sea una subpoblacion distinta de células T o por
el contrario pertenezcan a un Unico linaje celular. No obstante, parece probable que la
plasticidad de las respuestas de las células T explique las multiples combinaciones de
citoquinas observadas en la inmunidad adaptativa. Parece prudente, particularmente en
este caso, prestar atencion al filésofo W. de Ockham “La pluralidad no debe ser postulada
sin la necesidad”. Una respuesta sencilla es que las células Th17 podrian participar en
los programas pro y antiinflamatorios segiin sea necesario. La plasticidad de esta
subpoblacion se impone. Por supuesto, la parsimonia no es un principio irrefutable de la
logica, y a lo largo de la historia las hipdtesis mas simples no siempre han explicado los
fenémenos bioldgicos. Es posible que las células T tengan una especial predisposicion a
programas particulares de desarrollo, quizas conferida epigenéticamente, en la que cada
subpoblacion principal contenga un nimero de variantes posibles capaces de conferir
funciones efectoras diferentes, tales como capacidad proliferativa, susceptibilidad a
muerte celular inducida por activacion, etc. Asi, la dilucidacion y compresion de la
naturaleza y funciones pleiotropicas de citoquinas como IL-17A, IL-21, IL-22, TGFf
y otras Th17 relacionadas representa un reto para la obtencion de beneficios clinicos

en el futuro inmediato.
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l.- La placa psoridsica contiene un aumento significativo de células T

CDS8/IL-17A" (Tc17) en comparacion con la piel de individuos sanos.

2.- Las células Tc17 derivadas de piel psoridsica producen simultaneamente
IL-17A, IFNy, TNFa, IL-21, IL-22 y TGF.

3.- La activacion de células Tc17 de piel psoridsica es dependiente de la presencia
de TNFa.

4.- Las células T reguladoras no inhiben la proliferacion de células Tel7.

5.- Existe un incremento células Th17 especificas para gliadina en la mucosa

intestinal de enfermos celiacos.
6.- Las células Th17 derivadas del intestino de pacientes con enfermedad celiaca
producen simultdneamente IL-17A, IFNy , TNFoq, IL-21, IL-22 y TGFp en

respuesta al gluten.

7.- Las células Th17 derivadas de la mucosa intestinal de pacientes celiacos requieren

de la expresion de los factores de transcripcion RORC e IRF4.

8.- En pacientes con enfermedad celiaca, la produccion de IL-17A por células Th17

especificas para gliadina est4 regulada de manera autocrina por TGF.
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ABSTRACT

IL-17-producing CD4" T lymphocytes (Th17) are cur-
rently considered relevant participants in the pathogen-
esis of psoriasis skin lesions. However, little is known
about the potential role of IL-17-producing CD8" T cells,
which are also present at the psoriatic plaque. We have
addressed the functional characterization of this CD8"
subtype of T lymphocytes from psoriasis patients. Our
results show that CD8"IL-17" cells from psoriasis-in-
flamed skin tissue produce TNF-a and IFN-y (Thi-re-
lated cytokines) as well as IL-17, IL-21, and IL-22 (Th17-
related cytokines) efficiently. A significant up-regulation
of the RORC transcription factor is also observed.
These cells are refractory to Tregs but show a prolifer-
ative response to anti-CD3/CD28 stimulation that is en-
hanced by IL-12 and IL-15. Blocking of TNF-a activity in-
hibits TCR-mediated activation and IL-17 production.
CD8"IL-17" T cells are cytotoxic cells that display TCR/
CD3-mediated cytotoxic abilities to kill target cells.
Thus, CD87IL-17" T cells share some key features with
Th17 cells and exhibit remarkable differential abilities
attributable to the CD8" lineage of T lymphocytes, add-
ing new insights into the functional resources of IL-17-
producing cells from human epidermis that could be of
potential interest to our understanding of the pathogen-
esis of psoriasis. J. Leukoc. Biol. 86: 000-000; 2009.

Introduction

Psoriasis vulgaris is a cutaneous inflammatory disease mediated
by activated cellular components of the immune system and
their products, such as inflammatory cytokines [1-3]. Of these,
TFN-y, produced by Th1 cells, has been considered for many
years as the main responsible factor for psoriasis pathogenesis
[4]. However, recent advances suggest CD4" T lymphocytes

Abbreviations: DC=dendritic cell(s), FoxP3=forkhead box P3,
HPRT1=hypoxanthine guanine phosphoribosy! transferase 1,
RORC=retinoic acid receptor-related orphan receptor C, Tregs=T regula-
tory cells

0741-5400/09/0086-0001 © Society for Leukocyte Biology

producing IL-17, so-called Th17 cells, as new relevant actors in
the pathogenesis of the disease [5, 6]. Th17 cells have been
detected recently in the dermis of psoriatic patients [7]. Th17
cells differentiate from naive CD4" T cells under the stimula-
tion of IL-1 and IL-6, but their maintenance is dependent on
IL-23, a cytokine produced by keratinocytes, Langerhans cells,
DC, and macrophages [8]. Human Th17 cells are character-
ized by the expression of the transcriptional factor RORyt [9],
the I1-23R, and the CCR6 [10]. Th17 cells enter the skin by a
chemotactic mechanism triggered after the conspicuously ex-
pressed CCR4 and CCR6 receptors bind CCL17 and CCL20
chemokine, respectively [11, 12]. Th17 cells produce 1L-17,
TNF-a, IL-6, IL-21 [13], and also I1-22, which is strongly up-
regulated during chronic inflammatory disorders and in the
skin, can induce acanthosis and dermal inflammation [14, 15].
In addition, patients treated with the TNF-a-inhibitor etanercept
showed reduced serum levels of 11-17 and I1-22 at the time of
disease clearing [16]. The expression of 1L-23 is also highly
enhanced in psoriatic skin lesions, supporting that the 1123/
IL-17 cytokine axis is fully operational in the pathogenesis of
psoriasis [17].

11-17 can be produced by CD4™ and CD8™ T cells, both
present in psoriatic skin. The elucidation of the functional
role of Th17 cells has attracted great attention from investiga-
tors. Rapidly growing information demonstrates their participa-
tion in several immunopathogenic processes, including psoria-
sis [18, 19]. However, little is known about the role of 1L-17-
producing CD8™ lymphocytes in a normal immune response
or in certain disease conditions. In the skin, CD8" cells are
preferentially present in the epidermis [20, 21], and recently,
they have been detected in psoriatic lesions augmented signifi-
cantly with respect to healthy subjects’ skin [22], the first re-
port showing this feature on a human autoimmune disease.

We have addressed the characterization of CD8™ cells pro-
ducing I1-17 from the affected skin of patients with psoriasis.

1. Correspondence: Servicio de Inmunologia, Hospital Universitario Reina
Sofia, Avda. Menéndez Pidal s/n, 14004 Cérdoba, Spain. E-mail:
msantamaria@uco.es
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Our results show that CD8"-producing I1-17 cells share some,
but not all, phenotypical and molecular features with Th17
cells but are functionally different. We present in this study
evidence that supports a distinct functional role of CD8"IL-
177 cells in the pathogenesis of psoriasis.

MATERIALS AND METHODS

Clinical samples

PBMC and skin punch biopsies (6 mm diameter) were obtained from pa-
tients with psoriasis (n=11). Healthy donors skin samples consist of ab-
dominoplasty surgical waste (n=5). Samples were obtained following proto-
cols approved by the Institutional Review Board of Reina Sofia University
Hospital (Spain); the Declaration of Helsinki Principles was followed, and
patients and healthy control individuals gave written, informed consent.
Psoriatic lesion biopsies (two/patient) were collected from patients with
moderate to ser is. Biopsies were taken from the forearm (n=7)
or abdominal surface (n=4). Major inclusion criteria were the following:
psoriasis vulgaris involving >10% of body surface area; no systemic treat-
ment for at least 2 weeks or topical treatment for at least 1 week before
entering the study; no significant infections or immune suppression; and
no other significant medical disease. Nine patients were studied at diagno-
sis, and two patients entered the study with a previous history of psoriasis
treated with topic steroids. Control donors had no personal or familiar his-
tory of psoriasis and were free of inflammatory skin disease at the time of

e psoria

biopsy.

Immune cell isolation

Single-cell suspensions were prepared from PBMC and skin tissue samples.
PBMC from freshly drawn blood were purified by gradient centrifugation
with Ficoll-Paque (Sigma-Aldrich Corp., Spain). Skin samples were incu-
bated overnight in 0.5% dispase (Sigma-Aldrich Corp.) and 1 mg/ml colla-
genase (Roche, Indianapolis, IN, USA) at 4°C, the epidermis separated,
and the dermis cultured for 2 days at 37°C in RPMI 1640 (BioWittaker,
Lonza, Verviers, Belgium) with 5% pooled human serum, 0.1% gentamicin
(Gibco-BRL Life Technologies, Gaithersburg, MD, USA), and 1% 1 mol/L
HEPES buffer (Sigma-Aldrich Corp.). Epidermal single-cell suspensions
were obtained by incubation in 0.25% trypsin/EDTA (BioWittaker, Cam-
brex, Verviers, Belgium) for 15 min at 37°C. Cells were cultured for an ad-
ditional 24 h to obtain epidermal T cells. After analysis of bulk popula-
tions, CCR6" cells were sorted on a FACSVantage cell sorter. CD8"CCR6™"
cell fraction containing >95% of I1-17-producing cells (CD8'I1-17") and
the remaining population (CD8'IL-177) were expanded further.

CD4" 11-17" cells were obtained from dermal cultures in the presence
of CD3/CD28-coated beads for 5 days. The Th17 cell line was established
from umbilical cord blood. T cells were stimulated with CD3/CD28-coated
beads, and after 3-5 days, proliferating T cells were expanded further un-
der limiting dilution conditions in 96 U-round-well plates in the presence
of 5 ng/ml IL-1B8 and 10 ng/ml IL-6, 5 ng/ml TGF-B (all from Sigma-
Aldrich Corp.), and ant-IFN-y (10 pg/ml) and ant-IL-4 (10 pg/ml) neu-
tralizing mAb. Cells were restimulated with CD3/CD28-coated beads every
5 days, and fresh medium, cytokines, and neutralizing antibodies were re-

plenished.

Flow cytometry

For surface-direct staining, cells were incubated with fluorochrome-conju-
gated antibodies on ice for 30 min in the dark and washed twice before
analysis. FITC-, Alexa Fluor 647-, PE-, allophycocyanin-, or PE-Cy7-conju-
gated anti-CD3, -CD4, -CD8, -CD25, -CD45RA, -CD45R0, -CD56, -CD69,
and -CD103 mAb and isotype-matched control mAb were purchased from
BD Biosciences (Spain). Antibodies to TCRaB, TCRys, CD28, CD94,
CD314 (NKG2D), and CCR5 (CD195) were from BD PharMingen (San Di-
ego, CA, USA). Anti-FoxP3 mAb was purchased to eBioscience (San Diego,
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CA, USA). Antibodies to NKG2C, CCR2, CCR6, and I1-23R were purchased
from R&D Systems (Minneapolis, MN, USA). For intracellular staining,
cells were activated with lymphocyte activation cocktail PMA, 40 ng/ml,
and ionomycin, 1 pg/ml (Sigma-Aldrich Corp.), for 6 h at 37°C prior to

staining and were fixed and permeabilized with the cytofix/cytoperm kit
with BD Golgi plug (BD PharMingen), according to the manufacturer’s
protocol; unactivated control was included in the s and treated with
brefeldin A only. The following anti-human mAb were used: anti-IFN-y and
anti-TNI-a (both from BD Biosciences), anti-IL-22 (R&D Systems), and
anti-IL-17 and anti-IL-21 (both from eBioscience). Mouse IgG1 and IgG2
(BD Biosciences) were used as isotype controls. A FACSCanto IT flow cy-
tometer (Becton Dickinson, Spain) was used, and flow data analysis was
performed using FACSDiva software.

Cytokine analysis

Secreted 11-17, TNF-a, and IFN-y were determined with a human cyto-
kine/chemokine multiplex immunoassay (Linco Research, Inc., St. Charles,
MO, USA), IL-21, and I1-22, using ELISA assays (Bender MedSystems, Bur-
lingame, CA, USA), following the manufacturer’s instructions. T cells were
stimulated with anti-CD3/28 microbeads. After culture for 24 h at 37°C,
culture supernatants were collected and stored at —80°C until used.

Proliferation assays and T cell expansion

For proliferation assays, T cells (5X10" cells/well) were stimulated with
Dynabeads CD3/28 T cell expander (Dynal Biotech ASA, Oslo, Norway)
for 4 days in the absence or presence of different cytokines: 10 IU/ml 1L-2,
10 ng/ml IL-1B, 20 ng/ml IL-6, and 5 ng/ml TGF-g (all from Sigma-Al-
drich Corp.); 2.5 ng/ml IL-12 and 7 ng/ml IL-15 (BD PharMingen); and
20 ng/ml IL-28 (eBioscience). Culture wells were pulsed for the last 16 h
with 0.5 uGCi/well 3II-lhymidine (ICN Pharmaceuticals, Costa Mesa, CA,
USA) and harvested, and *H-thymidine uptake was measured by tilla-
tion counting (Betaplate 1205, Perkin-Elmer, Wellesley, MA, USA). Tregs
were isolated from healthy volunteer’s peripheral blood using a CD4 725"
T cell isolation kit (Miltenyi Biotec, Auburn, CA, USA), following the man-
ufacturer’s instructions and cocultured with CFSE-labeled (Fluka, Sigma-
Aldrich Corp.) T cells at a 1:1 ratio and stimulated with anti-CD3/28-cou-
pled microbeads. After 5 days, proliferation was determined on a FACSCali-
bur flow cytometer with CellQuest Pro software (BD Biosciences). Treg
populations obtained were in all cases CD4"25 FoxP3" (>93%). For some
experiments, T cells were sorted for CD8"* /CCR6™" expression using a
FACSVantage sorter (BD Biosciences) and in vitro-expanded for 7 days in
complete medium consisting of RPMI 1640-supplemented 5% pooled hu-
man serum and 2 mM L-glutamine (Sigma-Aldrich Corp.) and 100 U/ml
penicillin and 100 mg/ml streptomycin (both from Life Technologies, Cha-
grin Falls, OH, USA) stimulated with anti-CD3/28 microbeads. For TNIF-a
blockade experiments, T cells (5%10° cells/ml) were cultured in the pres-
ence or absence of doubling amounts (1-8 pg/ml) of anti-TNF mAb (BD
Biosciences) and stimulated with anti-CD3/CD28 microbeads. After 6 h
incubation at 37°C, culture supernatants were harvested, I1-17 content de-
termined, and expression of CD69 analyzed by flow cytometry.

Effect of polarizing conditions on IL-17 production
by psoriatic CD8™ cells

T cells (10°/ml) were stimulated with anti-CD3/CD28, 5 ng/ml IL-18, and
10 ng/ml IL-6 for 4 days in the presence or absence of anti-IFN-y (10 pg/
ml) and anti-IL-4 (10 wg/ml).

Cytotoxicity assays

Control and psoriatic CD8™ T cells, IL-17" or IL-17", were tested against
the murine P815 mastocytoma cell line at E:T ratios 1:1, 10:1, and 40:1. For
redirected lysis (TCR/CD3-dependent), P815 cells were preincubated for
30 min with 5 pg anti-CD3 mAb. Isotype-matched controls were included
in all cases. Cell death result was determined by the percentage of Annex-
inV-binding target cells (BD PharMingen) using flow cytometry.
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Confocal microscopy

Intracellular colocalization of IL-17 with IFN-y, TNF-a, or RORC (Santa
Cruz Biotechnology Inc., Santa Cruz, CA, U
a Leica SP5 confocal microscope (Leica Geosystems AG, Sweden).

proteins was studied using

RT-PCR and real-time PCR analysis of gene
expression in T cells

Ribonucleic acid from the cytoplasm of T cells was obtained from cell ly-
sates using the RNeasy kit (Qiagen GmbH, Hilden, Germany) and resulting
mRNA (1 ug) reverse-transcribed to ¢cDNA using the avian myeloblastosis
virus-RT system (Promega, Madison, WI, USA). For quantitative PCR, equal
amounts of cDNA templates were amplified using the following specific
human primer oligonucleotides for RORC: 5’ agtcggaaggcaagatcaga 3’ (for-
ward) and 5’ caagagaggticigggcaag 3’ (reverse); for T-bet, 5’ cegtgactge-
ctaccagaat 3' (forward) and 5’ atctcecccaaggaatigac 3 (reverse). The reac-
tion mixture contained 5 ng cDNA, 0.5 uM primer, and QuantiTec SYBR
Green PCR kit (Qiagen Sciences, Germantown, MD, USA). Reactions were

performed in a LightCycler 480 System (Roche Diagno , Mannheim,
Germany). Target gene expression was calculated using the comparative
method for relative quantity upon normalization to housekeeping IHPRT1
gene expression.

Statistical analysis

Statistical comparison between groups was performed using the Mann-Whit-
ney test or Wilcoxon test as appropriate, using the SPSS statistical package
(Microsoft, USA). P values are designated as P < 0.05 (*), P < 0.01
and P < 0.001 (%),

RESULTS

Isolation and phenotypical identification of CD8* T
lymphocytes from the psoriasis plaque

We isolated CD8™ T cells from psoriasis plaque biopsies to
study the phenotypical, molecular, and functional properties
that define CD8" T cells producing 11-17. CD8" T lympho-
cytes were obtained mainly from epidermis. In freshly isolated
T lymphocytes from skin biopsies, our results show that psoria-
sis patients have an increased population of CD8" T cells ex-
pressing I1L-17 compared with controls (Fig. 1. A and B). A
distinctive feature of Th17 cells is their restricted secretion
pattern of cytokines, which is confined in almost all cases to
IL-17. This is not the case, remarkably, of CDS8'IL-17" cells
from psoriasis skin, which after 4 days stimulation with CD3/
CD28 microbeads, significantly produce IFN-y as well as TNF-«
(Fig. 1C, left and middle panels). All CD8¥IL-17" T cells from
psoriatic plaques expressed 11-21 and 1122 (Fig. 1C, right his-
tograms). To confirm the observed pattern of cytokine produc-
tion of CD8"IL-17" cells from psori skin, T lymphocytes
were sorted by means of CCR6 expression and then expanded
for 7 days with CD3/CD28. Consistent with our previous obser-
vation, most CD8"1L-17" cells produce TNF-a and a majority
also secretes IFN-y (Fig. 1D, left and middle panels). By gating
on TNF-a/IFN-y-containing CDS8'IL-17" cells, we confirmed
the cosynthesis of 11-21 and IL-22 by the same cells (Fig. 1D,
right histograms), which were not detected in CD8"IL-17~
cells. Direct observation of cells by confocal microscopy clearly
demonstrates the colocalization of 1L-17 and TNF-«, as well as
IL-17 and IFN-y (Fig. 1E). These intracellular cytokines de-
tected in CD8" /IL-17" cells are secreted efficiently after a
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Figure 1. (A) Individual percentages of CD8*IL-17* T cells obtained
from skin samples of 11 patients (@) and five healthy individuals (O)
are shown. Psoriasis patients and donors mean * sp values were

6.9% * 1.7% (range, 3-9%) and 0.9% * 0.5% (range, 0.4-1.8%),
respectively (P<0.05). (B) Expression of IL-17 in freshly isolated CD8"
T cells from psoriatic and control individuals (a representative experi-
ment of 11 is shown). (C) Coexpression of IL-17, IFN-y, TNF-a, IL-21,
and I1-22 expression on psoriatic CD8" cells after 4 days stimulation
with antiCD3/CD28-coupled microbeads (a representative experiment
of 11 is shown). (D) Cytokine production profile of sorted CD8"/
CCR6" cells in vitro-expanded for 7 days in the presence of anti-
CD3/28 microbeads (a representative experiment out of 11 is shown).
(E) IL-17, IFN-y, and TNF-« cell colocalization was assessed by confo-
cal microscopy using anti-IL-17-PE/IFN-y-Alexa Fluor 647- and anti-IL-
17-PE/anti-TNF-a Alexa Fluor 647-conjugated mAb pairs. One out of
four experiments is shown.
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TCR/CD3-mediated stimulation. Table 1 shows that 1L-17,
TNF-a, IFN-y, IL-21, and IL-22 are found in culture superna-
tant of cells stimulated with anti-CD3/CD28-coupled beads,
suggesting that intracellular production of cytokines may be
followed by their release to the environment, likely influencing
the plaque’s status (formation, maintenance, or inhibition).

Detailed phenotype analyses were carried out to further
characterize plaque-derived IL-17-producing CD8* T lympho-
cytes (Fig. 2). Results obtained using sorted CD8™ cells show
that all CD8" T cells (IL-17" or IL-17") obtained from psori-
atic patients were TCRa T cells, showing an activated effec-
tor/memory phenotype, which includes the expression of
CD45RO and lack of CD45RA (Fig. 2). IL-17-producing CD8"
T cells share some prominent phenotypical features with Th17
cells, such as the expression of CCR6 and I1-23R, which were
not found on IL-17" cells. Noteworthy, CD161 is expressed on
IL-17" cells and not on IL-17" cells. NKG2D, a well-known co-
stimulatory molecule universally expressed on CD8™ T cells
involved in cytotoxic effector mechanisms, is absent in
CD8™IL-17" T cells derived from psoriasis plaques. This is in
sharp contrast with the abundant expression of this receptor
found in the converse CD8"IL-17" cells from all psoriatic pa-
tients who entered our study. CD103 expression is expressed
on IL-17" and IL-17" CD8" T cell populations.

Transcriptional regulation of CD8*IL-17* cells from
psoriasis plaque

Real-time PCR studies were carried out to quantify the expres-
sion of the RORC and T-bet transcription factors in CD8™
cells from psoriasis plaque. Figure 3A shows that RORC as well
as T-bet transcription factors are up-regulated significantly in
CD8™ IL-17" cells. The expression of RORC, however, is not
up-regulated in CD8¥IL-17" cells, which preferentially tran-
scribe T-bet (Fig. 3A). We confirmed further that the signal
detected in real-time PCR experiments correlates with the
presence of the RORC protein within the nucleus by confocal
microscopy assays. Our results show that RORC is present in
IL-17" cells (Fig. 3B), and it is not detected in IL-17" T lym-
phocytes (not shown). These patterns of transcription factors

TABLE 1. Skin-Derived T Cell Cytokines Production (pg/ml)

Psoriasis patients Healthy donors

CD8'IL-17- CD8'IL-17" CD8'IL-17- CD8'IL-17"
IL-17 <15 432 * 116 <15 225 *+ 87
1121 44 * 20 611 * 122 78 * 32 199 + 34
IL-22 39 = 27 948 + 194 67 £ 52 310 + 45
TNF-a 810 =83 1015 = 130 587 = 111 603 * 142
IFN-y 754 123 842 + 235 661 = 149 701 =173

CD8" T lymphocytes production of Thl- and Thl7-related cyto-
kines. Single-cell suspension from psoriasis (n=11) or control (n=>5)
skin samples was expanded for 7 days and then sorted according to
CD8" and CCR6™ expression. Resulting populations (CCR6™ and
CCR67) were stimulated for 4 h with PMA plus ionomicin and cyto-
kines determined in the culture supernatants. Results are expressed as
the mean *+ SE.
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Figure 2. Representative phenotype of IL-17* (left) or IL-17~ CD8" T
lymphocytes (right) derived from psoriasis plaque. Open histograms
represent isotype controls.

are similar to those characterizing Th17 cells and Thl cells,
respectively (Fig. 3A). The regulation of gene expression of
Th17 cells is controlled tightly by IL-12, which decreases the
production of IL-17 and enhances IFN-y. Our results show
that IL-12 greatly inhibits the number of CD8" IL-17" cells
expressing CCR6, 11-17, 11-21, and 11-22, increases the num-
ber of cells producing IFN-y, and leaves the percentage of
TNF-a-producing cells unaffected (Fig. 4A). In addition, the
transcription factor RORC but not T-bet was down-regulated
by IL-12 (Fig. 4B).
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S

H RORC cytokine production profile of CD8IL-17" or CD8"IL-17~
O Thet sorted T cells from psoriasis plaque. Thus, T cells stimulated
by CD3/CD28-coupled beads were cultured in polarizing con-
s | ditions (IL-1 plus IL-6) in the presence or absence of saturat-
ing amounts of anti-IFN-y, anti-IL-4, and anti-IL-2 neutralizing
6 4 mAb. The number of cells containing IL-17, IFN-y, or TNF-«
was determined 4 days thereafter (Fig. 6). IL-17 production
remained unchanged with all combinations used. The percent-
age of IFN-y-producing T cells was decreased slightly in cul-
tures containing anti-IFN-y mAb, and TNF-a-producing T cells
remained unaffected in all combinations tested. Interestingly,
CD8"IL-17" T cells cultured in the same polarizing conditions
IL-17* IL-17 were unable to induce de novo production of I1-17.
The effect of a neutralizing anti-TNF-a mAb on CD8" psori-

Gene expression/ HPRT >

%)

CD4 CD8 CD4 CD8

B anti-RORC anti-IL17 merged

atic T cells was analyzed, as TNF-a production was not altered
by any combination of cytokines used in our study, and Th17-
related cytokine serum levels are reduced significantly in pa-

tients treated with etanercept, a TNF-a antagonist. Interestingly,

anti-TNF-a mAb inhibits the expression of the early activation
or in the presence of indicated cytokines. A well-characterized

Th17 line (Fig. 5A, cytometry plot inset) was used as a control. : :

The response of the Th17 cells was similar to those of the CD3/28 CD3/28+1L-12
CD8"IL-17" and CD8"IL-17" T cells derived from the psoria-

sis plaque. Furthermore, proliferation of the three types of B
cells in the presence of IL-2, I1-15, or IL-12 was enhanced sig-

nificantly with respect to their results obtained in the absence

of exogenous cytokines. Surprisingly, the addition of TGF-B to

the cultures did not inhibit proliferation of the CD8IL-17"

cells, whereas as expected, it blocked the proliferation of the

CD8"IL-17" T cells dramatically, as well as the Th17 cells (Fig.

5A). These results prompted us to ask whether CD8 11-17"

cells derived from psoriasis patients’ skin were refractory to R

the functional modulation of Tregs. Therefore, proliferation- IL-12 treatment

inhibition assays were carried out to explore the regulatory

activities of Tregs isolated from healthy individuals over Figure 4. IL-12-mediated d dulation of IL-17-producing cells
CD8¥IL-17" cells from psoriasis patients. Remarkably, our re- from psoriasis patients (n=9). (A) Intracellular IL-17, TL-21, I1.-22,
sults show clearly that this population is resistant to the nega- ]FN'Z’ vIVNF;"" f"‘d Sl”‘ﬁ“‘ﬁ (:(IRﬁ_ expression in PS“ri“Si-ﬁ skin-derived
CD8'IL-17" stimulated with anti-CD3/CD28, with or without IL-12
(10 ng/ml) and (B) IL-12 inhibit RORC expression while enhancing
T-bet signal in CD8" I1-17" cells. Columns represent mean values *

sp, and asterisks denote P values (¥, P<0.05; P<0.001). ns, Not
for the differentiation process of Th17 cells may influence the significant.

Figure 3. Expression of RORC and T-bet transcription factor in psori-
asis skin-derived CD8" T cells, IL-17* or IL-17-, was analyzed by real-
time PCR and results normalized against HPRT housekeeping gene A —
values in each case. Columns represent mean * sp values of relative

expression obtained from eight different patients. CD4" T cell values -
correspond to a Th17 cell line also derived from a psoriatic patient.

Columns represent mean * sp values from eight independent experi- Lii]
ments. (B) RORC protein expression was confirmed in IL-171 T cells >
under a confocal microscope using anti-IL-17-PE-conjugated mAb and
anti-RORC rabbit anti-human polyclonal antiserum.
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Functional characterization of CD8*IL-17" cells from
psoriasis plaque

The ability of CD8*11-17-producing T cells derived from psori-
asis plaque to proliferate in response to TCR-mediated stimula-
tion was also assessed. For this purpose, CCR6-sorted and ex-
panded cells were challenged with anti-CD3/CD28 mAb, alone
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tive modulation of Tregs, whereas the proliferation of
CD87IL-17 cells is inhibited significantly (Fig. 5B).
We next examined if the concurrence of cytokines required
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Figure 5. (A) Proliferative
response of psoriasis
skin-derived CD8*IL-17" . .
and CD8*IL-17" T cells 70
and a Thl17 cell line (up-
right cytometry plot in-
set). Columns represent
mean * sp values (n=8)
of proliferative response
and asterisks, statistical
significance (*, P<0.05).
(B) CD4%25 FoxP3*
Tregs isolated from pe-
ripheral blood of healthy
volunteers were cocul-
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CD8'IL-17" or CD8'IL-17" T cells at a 1:1 ratio, stimulated with CD3/CD28. Proliferation was determined by CFSE fluorescence intensity dilu-
tion. Image shows proliferation (filled area). Unfilled area represents CFSE total fluorescence intensity at the stimulation time (24 h after labeling
target cells with CFSE). One representative of five independent experiments is shown.

antigen CD69 as much as 60-80% of that observed in psori-
atic T cells in the absence of anti-TNF-a (Fig. 7A). The treat-
ment with the anti-TNF-& mAb reduces IL-17 production sig-
nificantly (Fig. 7B). Although CD8"IL-17" and IL-17" showed
decreased expression of CD69 on the cell surface, inhibition
was significantly stronger within the CD8 IL-17" compart-
ment, likely indicating a major autocrine TNF-« requirement
for CD8¥IL-17" T cell activation compared with CD8*IL-17" T
cells.

Finally, we studied the cytotoxic ability of CD8™ T cells from
the psoriatic plaque. Annexin V expression was measured on
the cell surface of P815 target cells (murine mastocytoma) af-
ter being cocultured with effector cells for 4 h at 1:1, 10:1, and
40:1 E:T cell ratios. Anti-CD3-mediated cytotoxicity (redirected
lysis) ability was determined. CD8"IL-17" cells displayed an
important, significantly higher capacity to kill target cells than
CD8YIL-17" cells, likely indicating that in functional terms,
IL-17" producer cells might play a role in the control of
plaque progression, as they mediate cytolytic events efficiently
(Fig. 8).

DISCUSSION

In this study, we addressed the characterization of CD8"IL-
17" T lymphocytes present in skin lesions of patients with pso-
riasis. We have shown that psoriasis plaque contains CD8" T
cells producing IL-17 in significantly higher amounts than in
the skin of healthy donors, as it has been reported previously
[22]. These cells share with the Th17 population-selective phe-
notypical features such as the expression of CCR6 and I1-23R.
In addition, they also express CD103, which seems to be a req-
uisite for epidermal homing of all CD8" cells [23]. All T cells
isolated from psoriatic plaques bear a TCRaf, and remarkably,
we did not find any other types of IL-17-producing cells such
as invariant NKT [24] or TCRy3-T cells [25], thus suggesting
that these populations are not involved in the lesion, or other-
wise, they represent negligible proportions that may not be
relevant in the pathogenesis of psoriasis, at least in terms of
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IL-17 production. The pattern of transcription factors found is
also comparable with that of Th17 cells, indicating that in
CD8"11-17" and Th17 populations, the transcriptional and
control machineries responsible for the expression of IL-17
are conserved throughout the differentiation of the T lympho-
cyte lineage. In this sense, our data suggest that CD8 " 1L-17"
cells resemble Th17 cells, and CD8IL-17" cells behave simi-
larly to Th1 cells. However, a distinctive feature is the expres-
sion of the T-bet transcription factor, readily detected in
CD8'IL-17" cells but not in Th17 cells. We believe that it is
unlikely that this differential expression could be a result of a
minute contamination of CD8"I1-17" cells in our isolates, as
>98% of the CD8"IL-17" cells analyzed expressed CCR6, a
selective marker of IL-17-producing cells. Interestingly, when
I1-12 was added to the CD8"CD17" cultures, the T-bet gene
was clearly up-regulated concomitantly with a significant reduc-
tion in the number of cells producing I1-17 cells after stimula-
tion, as it occurs with Th17 human cells [10]. This finding re-
inforces the idea that the IL-17 gene regulatory mechanisms in
CD8'IL-17" cells are similar to those of Th17.

Remarkably, we have not found CD8™ cells that produce
I1-17 exclusively, as most CD8" I1-17" cells also make TNF-a,
and 40-50% produce IFN-y in colocalization with IL-17. This
is a significant difference with Th17 cells, which do not pro-
duce TNF-« or IFN-y. In expanded populations, coexpression
of the three cytokines is found in most cells, indicating that
the production of cytokines by CD8 IL-17" cells is actively
redundant to that of the CD4" T cells present in the plaque,
thus reinforcing their relevance in the pathogenesis of the dis-
ease. However, CD8 117" cells isolated from epidermis of
healthy controls also synthesize the three cytokines after TCR
challenge, supporting that this is a physiological ability rather
than a psoriasis-specific alteration. Thus, it is conceivable that
CDS8*IL-17" T lymphocytes are resident T cells “in situ”, polar-
ized to IL-17 production rather than “infiltrating T lympho-
cytes.” This possibility raises interesting issues, still unraveled,
such as where the IL-17-producing cells present in the psoria-
sis site are generated, as well as how they acquire the potential
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Figure 6. Intracellular IFN-y, IL-17, and TNF-a were determined
(n=9) in (upper) CD8*IL-17* T cells and (lower) CD8"IL-17" T cells
and stimulated for 4 days with anti-CD3/CD28 and IL-1 plus IL-6 (con-
ditioned stimulus) in the presence or absence of anti-IFN-y, anti-1L-4,
and anti- IL-2 neutralizing mAb. Columns represent mean * sp values
of percentage of positive cells for each cytokine and asterisks’ P values
with respect to those of the conditioned stimulus (*, P<0.0.
P<0.01).

to switch their phenotype depending on the cytokines’ milieu
at the site of inflammation. In an effort to explore this possi-
bility, we assessed whether CD8¥IL-17" cells derived from pso-
riasis skin lesion could become CD8IL-17" and vice versa,
which is whether CD8IL-17" cells could be down-regulated in
response to different polarizing conditions. We found that
whereas the CD8"IL-17" subset is stable and not susceptible to
secrete IL-17, regardless of the treatment, IL-12 induces
CD8"IL-17" cells to down-regulate the production of IL-17
simultaneously to the enhancement of IFN-y. These obse:

a-
tions are consistent with previous observations [10] as well as
our own data, showing that IL-12 favors rather than inhibits
proliferation of IL-17" cells. The fact that the number of cells
producing TNF-a remains unchanged supports the idea that
TNF-a leads a sort of cytokine hierarchy in the development
of psoriasis [26, 27]. This is reinforced by our observation that
blockade of endogenous TNF-a hurdles full activation and
11-17 production of CD8*IL-17" T cells in response to TCR/
CD3-mediated stimulation. These results suggest complex cyto-
kine interplays in the maintenance of CD8"IL-17" cells, which
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Figure 7. Effect of TNF-a blockade on (A) TCR/CD3-dependent T
cell activation was determined by the expression of CD69. CD8"IL-
17" (M) and CD8™IL-17" T cells ([J) were stimulated with anti-CD3/
CD28, with or without anti-TNF-a mAb at 1, 2, 4, or 8 pg/5 X 10°
cells for 6 h and CD69 expression analyzed. Isotype controls are repre-
sented (@). Results are expressed as mean * sp values (n=9) of per-
centages of inhibition obtained. Asterisks indicate P values (*, P<0.05;
## p<0.01) and (B) IL-17 production by CD8'IL-17" cells cultured in
the presence of anti-TNF-a mAb. Isotype-matched control mAb did
not affect IL-17 production (not shown).

seem to be dependent on the absence of 11-12 and on the si-
multaneous presence of at least TNF-a. It is likely that I1-17"
cells are generated elsewhere but produce I1-17 only when

located in an active inflammation site containing relevant in-
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Figure 8. Cytotoxic ability of CD8* IL-17* T cells from psoriasis pa-
tient and controls (patients: l; controls: [J) and CD8*IL-17~ (patients:
@®; controls: O). Effector cells were cocultured with P815 target cells
for 4 h. For redirected lysis, P815 cells were preincubated for 30 min
with 5 pg anti-CD3 mAb and then washed extensively. Redirected lysis
was evaluated by the percentage of P815 target cells binding anti-An-
nexin V mAb by flow cytometry. Data are shown as the mean value of
the percentage of Annexin V-expressing P815 cells obtained from nine
different patients and five control individuals. Error bars represent sp
and asterisks’ P values (¥, P<0.05; **, P<<0.01) with respect to those of
nonpsoriatic skin-derived T cells.
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ducer cytokines but lacking IL-17 inhibitory cytokines such as
IL-12. According to this model, the production of IL-17 would
be the result of a local unbalanced cytokine milieu. Recently,
it has been proposed that IL-17" cells migrate into the skin
toward the CCR6 ligand, CCL20, a molecule that is secreted
by myeloid DC. The same study also suggests that IFN-y trig-
gers skin myeloid DC to produce IL-1 and IL-23, which in turn
induce I1-17 [22]. However, this model does not explain the
fact that not all T cells present in psoriasis plaque are 1L-17"
or the origin of the IL-17" cells, i.e., whether the IL-17-pro-
ducing cells are generated in situ upon interaction with Th1/
Th17 cell polarizing myeloid DC that accumulate in psoriasis
skin [28] or enter the skin already as IL-17" cells after being
activated in local or distant lymph nodes.

Regarding the contribution of epidermal CD8*IL-17" cells
to the pathogenesis of psoriasis, we have proved that CD8"IL-
177 proliferate and secrete cytokines efficiently in response to
CD3/TCR-mediated stimulation and to certain cytokines
shown previously to facilitate the proliferation of 1L-17" cells
[29, 30]. The enhanced proliferative response obtained in the
presence of IL-12 or IL-15 clearly shows that there are no an-
ergic or tolerized cells. Interestingly, CD8 IL-17" cells showed
little susceptibility to Tregs from peripheral blood. It has been
reported previously that human Th17 cells were less sensitive
to Tregs than Thl cells [10], and more recently, autoimmu-
nity in dry eye disease has been shown to be a result of resis-
tance of Th17 cells to Treg suppression in a validated mouse
model of the disease [31]. However, it has to be considered
that antigen-specific Tregs may render a different outcome. It
is noteworthy that in our experiments, TGF-B did not inhibit
the proliferation of CD8"IL-17" cells, and CD8 IL-17" cell
proliferation was reduced significantly. This indicates a possi-
ble mechanism of CD8"IL-17" to escape Treg control or alter-
natively, a dual role for this factor depending on the targeted
T cell subset [32, 33]. Finally, the possibility that CD8"1L-17"
might react less to cocultured Tregs also deserves consider-
ation, as it seems to proliferate much faster than CD8YIL-17-
T cells. If this is the cause of their resistance to Tregs, then it
would support the idea that within a given population, the
number (or ratio) of proliferating cells at the time of Treg
contact might be a critical factor to achieve efficient suppres-
sion.

The presence in the psoriatic epidermis of CD8IL-17-pro-
ducing lymphocytes, demonstrated in this study as cytotoxic
cells, may suggest a physiological role in the control of keratin-
ocyte growth. The ability of CD8"1L-17" cells derived from
psoriasis plaque to kill target cells in a TCR/CD3-dependent
manner suggests that their activity in psoriasis epidermis might
be to promote the destruction of local tissue to limit keratino-
cyte growth. This would imply the TCR/CD3-mediated recog-
nition of previously hidden antigens or the destruction of ker-
atinocytes undergoing anomalous differentiation during the
stressed growth process in active psoriasis. The marked cog-
nate cytotoxicity of CD8"IL-17" cells resembles the mecha-
nism responsible for epithelial cell destruction in the mucosa
of the small intestine of celiac disease patients after chronic
stimulation of CD4 ™" cells in the lamina propria by gluten-de-
rived peptides, as we described [34, 35] as well as others [36].
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These mechanisms require the coordinate expression of
NKG2C and NKG2D CD8" T cells in response to IL-15.
CD8™IL-17" cells respond efficiently to I1-15, which is also
produced by psoriatic keratinocytes [37, 38], but a similar cy-
totoxic mechanism can be excluded, as psoriatic CD8 11-17"
cells lack expression of NKG2C and NKG2D. We also contem-
plated the possibility that our CD8"CD17" cells become lym-
phokine-activated killer cells as a result of other cytokines pro-
duced within the cultures. However, addition of anti-IL-2 mAb
to the effector cell culture 24 h prior to assays did not prevent
cytotoxicity. We are aware that P815 cells used here as target
cells are very different from keratinocytes, but functional sig-
nificance should be considered, as these cells also express
CD161, the human homologue of murine NKI.1 [39], ex-
pressed on most NK cells, and seem to be a relevant marker
for human IL-17-producing cells [40]. Ongoing research is
addressing this aspect as well as attempting to define better
whether CD8 IL-177 lymphocytes (Tc17 cells) mainly contrib-
ute to initiate, stabilize, or inhibit the psoriatic process in the
skin.
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OBJECTIVES:  Celiac disease (CD) is a disorder characterized by a deregulated immune response to ingested wheat
gluten and related cereal proteins in susceptible individuals. It has been considered that the onset

of CD is mediated by a skewed Th1 response. However, the participation of Th17 cells in the patho-
genesis of the disease, a key cell population in other autoimmune disorders, has not been studied in
detail. We have investigated the presence of Th17 cells in the mucosa of active CD patients and their
functional implications in the pathogenesis of the disease.

COLON/SMALL BOWEL

METHODS: T cells obtained from duodenum biopsies from 15 untreated patients and 11 control individuals were

characterized by flow cytometry, immunoassays, and real-time PCR.

RESULTS: We found gliadin-specific CD4* interleukin (IL)-17A-producing T cells in the mucosa of CD patients
with a phenotype consisting of TCR (T-cell receptor)a* CD45R0* CD161+ CCR6* (C-C chemokine
receptor type 6) and IL-23R*. Functional analysis showed that Th17 cells from CD patients are
different from those of control individuals in terms of cytokines production. Th17 cells from CD
patients, but not from controls, simultaneously express transforming growth factor-g (TGF@). Th17
CD cells also produce interferon-y (IFNw), IL-21, and IL-22. The analysis of the transcription factors
revealed a high expression of interferon regulatory factor-4 as a feature of gliadin-specific cells from
CD patients with respect to controls.

CONCLUSIONS: Gliadin-specific Th17 cells are present in the mucosa of CD patients having a dual role in the
pathogenesis of the disease as they produce proinflammatory cytokines (such as IL-17, IFNvy, IL-21),
mucosa-protective IL-22, and regulatory TGFB, which actively modulates IL-17A production by

T cells in the celiac mucosa.

Am ] Gastroenterol advance online publication, 4 January 2011; doi:10.1038/2jg.2010.465

INTRODUCTION

Celiac disease (CD) is a disorder characterized by a deregulated
immune response to ingested wheat gluten and related cereal
proteins in susceptible individuals (1,2). It has been considered
that the onset of CD is mediated by a skewed Thl response
(3) because of the cytokine secretion profile detected in the
intestinal mucosa. This is further supported by the transcrip-
tion factor pattern found in peripheral T lymphocytes from

patients with CD (4) and the effector mechanisms leading to
microvillus atrophy of the mucosa (5).

However, a more complex picture of the ongoing T cell-pro-
duced cytokine interplay in the CD mucosa is emerging. This is
supported by the coexpression of proinflammatory and down-
regulatory cytokines by intestinal T cells from CD patients and
the presence in the CD mucosa of antigen-specific T-regulatory
(Treg) cells (6-8). Indeed, recent evidence suggests that some cell
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populations other than Th1 lymphocytes have a significant influ-
ence on the pathogenesis of autoimmune responses, as is the case
of Th17 cell sub-population (9). The participation of Th17 cells in
experimental and human autoimmune disorders has widened the
actors to be considered in the immunopathogenesis of CD (9,10).
It is known that Th17 cells belong to a separate lineage of T lym-
phocytes displaying differential features from Th1 or Th2 subtypes
of T lymphocytes. These differences include the transcription fac-
tors required for interleukin (IL)-17A production and the profile
of cytokines produced by these cells, the expression of IL-23 recep-
tor and C-C chemokine receptor type 6 (CCR6), a molecule that
has also recently been found to be present on the surface of Treg
cells (11). The production of IL-17A in humans is mainly depend-
ent on the expression of the orphan nuclear receptor transcription
factor, RORC (12). The cytokine profile of Th17 cells comprises
various factors such as IL-21, which is also produced by Th2 cells
(13), and IL-22, a cytokine involved in early defense mechanisms
against some bacterial pathogens in epithelial tissues (14,15).

The differentiation of naive CD4* into Th17 cells is controlled
by proinflammatory cytokines, such as IL-1f and IL-6, as well as
transforming growth factor-B (TGFp) (16). TGFp is a pleiotropic
cytokine abundantly present in the intestinal mucosa (17) where it
is secreted by CD4" T cells (6) and by some intraepithelial CD8*
lymphocytes (18). The essential role of TGFB in the regulation of
the intestinal immune response and in the maintenance of regional
homeostasis was demonstrated by facts that TGFB-deficient mice
have severe autoimmunity (19) and that blockade of TGFp abro-
gates the protective activity of Treg cells against colitis observed in
a cellular transfer model (20).

Despite the fact that IL-17A-producing T cells (CD4* and
CD8") have a prominent role in the pathogenesis of autoimmune
diseases (21,22), their presence in the small intestine mucosa of
CD patients remains largely unexplored. Recent reports have iden-
tified cytokine transcripts in duodenal biopsies from CD that fol-
low a pattern consistent with the presence of Th1 and Th17 cells
(23,24). However, this indirect evidence has not clarified the rela-
tive participation of those cell populations in the pathogenesis of
the disease. Therefore, we decided to investigate the presence and
functional features of Th17 cells obtained from intestinal explants
of untreated celiac patients.

Our results demonstrate the presence of gliadin-specific IL-17A-
producing T cells in the duodenum of CD patients. These cells
express CCR6, CD161, and IL-23R, show upregulated expression of
RORC and interferon regulatory factor-4 (IRF4) transcription fac-
tors, and secrete IL-21 and very high levels of IL-22. Remarkably,
Th17 cells from CD patients produce TGFp, which regulates IL-17A
production through an RORC- and IRF4-dependent mechanism.

METHODS

Patients and controls

Distal duodenum biopsies were obtained during upper gastrointes-
tinal endoscopy from 15 CD patients undergoing diagnostic pro-
tocols (age range 4-13 years); 7 patients were females and 8 males.
‘We obtained control samples from 11 non-CD individuals under-
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going biopsies for screening procedures for abdominal symp-
toms (age range 4-15 years); 4 non-CD individuals were females
and 7 males. The CD diagnosis was established based on clinical
symptoms, the presence of anti-transglutaminase IgA antibodies,
and the histological evidence of total or partial villous atrophy.
Human leukocyte antigen (HLA)-class I (PCR-SSP, Invitrogen,
Brown Deer, WI) and HLA-class II (PCR-SSO, Innogenetics,
Gent, Belgium) high-resolution typing was studied in all patients
and in non-CD individuals and their results are shown in Table 1.
All samples were obtained after informed consent in accordance
with the regulations and previous approval of the Institutional
Review Board of the Reina Sofia University Hospital. All patients
participating in our study were untreated and had never received
any specific treatment.

Immunoselection and culture of cells

Biopsies typically consisted of three to four mucosal explants
obtained from each patientand non-CD individuals. Tissue explants
were independently digested with 1 mg/ml collagenase A for 1h
at 37°C. Cells obtained from the explants of each individual were
pooled and either used for intracellular cytokine staining assays or
stimulated with 100 pg/ml transglutaminase-treated peptic-tryp-
tic-gliadin, hereafter gliadin (Sigma, St Louis, MO), in the pres-
ence of 1x10° irradiated (3,500 rads) autologous peripheral blood
mononuclear cells for an additional 7 days. Cells were cultured in
RPMI 1640 medium containing 2mM glutamine, 1 mM sodium
pyruvate, 1% non-essential amino acids, 100 Units/ml penicillin,
and 100mg/ml streptomycin (all from Life Technologies, Cha-
grin Falls, OH) supplemented with 5% human serum (complete
medium) in the absence of exogenous cytokines. Expanded cells
were depleted of the CD8* population by positive CD8 immunose-
lection with appropriate immunobeads (Miltenyi, Bergisch Glad-
bach, Germany), and the negative fraction, consisting of >93%
CD4" cells, was further separated using CCR6 immunobeads
(Miltenyi). A total of 1.5x10* cells from both positive and nega-
tive fractions (CD4*CCR6* or CD4*CCR6") were used to deter-
mine their intracellular IL-17A expression (CD4*CCR6" >93%
IL-17A; CD4*CCR6~ <2% IL-17A*). The remaining cells from
each fraction were further expanded in the presence of gliadin
(CD patient cells) or anti-CD3/CD28-coated beads (cells from
non-CD individuals) (human T-Expander CD3/CD28; Invitrogen
Dynal Biotech ASA, Oslo, Norway) at 3 beads/cell in the presence
of 20ng/ml of IL-23 (eBioscience, San Diego, CA). Exogenous
IL-23 was removed from cultures 72 h before experiments.

Flow cytometry

For direct immunofluorescence staining, cells were incubated with
fluorochrome-conjugated antibodies on ice for 30 min in the dark
and washed twice before analysis. fluorescein isothiocyanate-,
Alexa-Fluor 647-, phycoerythrin-, antigen presenting cell (APC)-
, or phycoerythrin-Cy7-conjugated monoclonal antibodies
(mAbs) against CD3, CD4, CD8, CD25, CD45RA, CD45RO,
anti-interferon-y (anti-IFNY), anti-TGFp, IL-4, IL-10, and iso-
type-matched irrelevant control mAbs were purchased from
BD Biosciences (San Jose, CA). Antibodies against TCR (T-cell
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Table 1. High-resolution HLA genotype of CD patients and non-CD control individuals participating in the study

Individual HLA-A* HLA-C*

CD-1 0201, 2501 0303, 0701
CD-2 0301, 3002 0501, 0702
CD-3 2301, 2601 0401, 1203
CD-4 0201, 2402 0304, 1502
CD-5 0201, 1101 0401, 0701
CD-6 3002, 2902 0501, 1601
CD-7 2301, 2902 0701, 1601
CD-8 0301, 3101 0401, 0501
CD-9 2402, 3002 0202, 0702
CD-10 2301, 3301 0401, 0602
CD-11 0101, 0201 0602, 0701
CD-12 3001, 3201 0401, 0602
CD-13 0101, 0201 0701, 0202
CD-14 2902, 6802 1601, 0602
CD-15 0201, — 0501, 0701
Non-CD-1 0201, 6802 0701, 1203
Non-CD-2 0201, 2902 0602, 1601
Non-CD-3 0301, 2402 0702, —

Non-CD-4 0201, 0301 0202, 0702
Non-CD-5 0102, 3201 0802, 1505
Non-CD-6 0201, 3002 0701, 1203
Non-CD-7 2402, — 0701, 1601
Non-CD-8 0301, 1101 0302, 0701
Non-CD-9 0301, 2902 0102, 1601
Non-CD-10 0201, 3002 0701, 1402
Non-CD-11 2902, 3301 0802, 1601

CD, celiac disease; HLA, human leukocyte antigen.

receptor)of and TCRyYS were obtained from BD Pharmingen
(San Diego, CA). Antibodies to CCR6 and IL-23 receptors were
purchased from R&D Systems (Minneapolis, MN), and the anti-
Foxp3 staining set was purchased from eBioscience. The follow-
ing anti-human antisera and mAbs were also used: anti-RORC,
anti-IRF4 (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA), anti-IL-
22 (R&D Systems), and anti-IL-17A and anti-IL-21 (eBioscience).
Mouse IgG1, IgG2, and rat IgG1 (BD Biosciences) were used as
isotype-matched controls. For intracellular staining, cells were
activated with 40 ng/ml phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA)
and 1ug/ml ionomycin (Sigma) for 6h at 37°C in the presence of
brefeldin A before being stained, fixed, and permeabilized using
the BD Golgi plus cytofix/cytoperm kit according to the manufac-
turer’s protocol (BD Pharmingen); non-activated controls, treated
only with brefeldin A, were included in the assays. Flow cytom-
etry was performed on a FACSCanto II flow cytometer (BD Bio-
sciences), and data were analyzed using the FACS Diva software.

© 2011 by the American College of Gastroenterology

HLA-B* HLA-DRB1* HLA-DQB1*
0801, 1501 0301, 1102 0201, 0301
0702, 1801 0301, 1501 0201, 0602
3801, 4403 0301, 1301 0201, 0603
1501, 5101 0301, 0401 0201, 0302
1801, 3501 0401, 1104 0301, 0302
1801, 4403 0301, 0404 0201, 0301
4403, 4901 0701, 1101 0202, 0301
3501, 4402 0101, 0301 0201, 0501
0702, 1503 0301, 1301 0201, 0603
4403, 4501 0301, 0701 0201, 0202
0801, 5701 0301, 0701 0201, 0303
1302, 3503 0301, 0701 0201, 0202
0801, 2705 0301, 1001 0201, 0501
4403, 5001 0701, 1104 0202, 0301
0801, 1801 0301, — 0201, —
3801, 4901 0405, 1301 0302, 0603
4403, 5701 1302, 1501 0602, 0604

0702, — 0402, 1104 0301, 0302
0702, 5101 0701, 1501 0202, 0602
0702, 1402 0102, — 0501, —
3801, 4101 0301, 1301 0201, 0603
1801, 4403 1102, 1501 0301, 0602
4901, 5801 0405, 1401 0302, 0503
4403, 5101 0701, 1101 0202, 0301
0801, 5101 0301, 0701 0201, 0202
1402, 4403 0102, 0701 0202, 0501

Cytokine analysis

T cells were stimulated with gliadin (50pug/ml) or anti-CD3/
CD28-coated microbeads (3 beads/cell) (Invitrogen Dynal
Biotech ASA). After culture for 24h at 37°C, supernatants were
collected and stored at —80°C until used. Secreted IL-17A and
IFNy were determined using a human Cytokine/Chemokine
Multiplex Immunoassay (Linco Research, St Charles, MO), and
IL-21 and IL-22 using ELISA (enzyme-linked immunosorbent
assay) (Bender Medsystems, Vienna, Austria) following the manu-
facturer’s instructions. TGFP levels in culture supernatants were
detected using a Quantikine Human TGFf} ELISA (R&D Systems)
according to the manufacturer’s protocol.

Gliadin specificity assays

Gliadin specificity of IL-17A-producing T cells (5x10* cells/well)
from CD patients was assayed by challenging cells with gliadin
(25, 50, or 100 ug/ml) for 5 days. Native transglutaminase (Sigma)
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celiac disease; IL, interleukin; gPCR, quantitative PCR.

at the concentrations indicated above was used in the experiments
as control. Cells were cultured in complete media, pulsed for
the final 16h of culture with 0.5uCi/well of *H-thymidine (ICN
Pharmaceuticals, Costa Mesa, CA), harvested, and *H-thymidine
uptake measured by liquid scintillation counting (Betaplate 1205,
Perkin-Elmer, Wellesley, MA).

Real-time PCR assays

Cytoplasmic RNA from T cells was extracted using the RNeasy
Kit (Qiagen GmbH, Hilden, Germany) and reverse transcribed
using the AMV-reverse transcription system (Promega, Madi-
son, WI). For quantitative PCR experiments, equal amounts
of cDNA templates were amplified. The specific primers pairs
used were as follows: RORC: 5-AGTCGGAAGGCAAGATC
AGA-3" (forward) and 5-CAAGAGAGGTTCTGGGCAAG-3’
(reverse); T-bet: 5-CCGTGACTGCCTACCAGAAT-3’ (forward)
and 5"-ATCTCCCCCAAGGAATTGAC-3’ (reverse); IRF4: 5'-GT
CCTGAGCGAAAACAGGAG-3" (forward) and 5-ACCCAA
GACTCCCACAGTTG-3" (reverse); IFNy: 5-TTCAGCTCT
GCATCGTTTTG-3" (forward) and 5-TCTTTTGGATGCTC
TGGTCA-3" (reverse); TGFB: 5-AAGTGGACATCAACGGGT
TC-3" (forward) and 5-GTCCTTGCGGAAGTCAATGT-3"
(reverse); IL-17A: 5'-CCCCAGTTGATTGGAAGAAA-3" (for-
ward) and 5-GAGGACCTTTTGGGATTGGT-3'(reverse); IL-21:
5-GGCAACATGGAGAGGATTGT-3’ (forward) and 5-AAGC
AGGAAAAAGCTGACCA-3" (reverse); IL-22: 5-CTCCTTC
TCTTGGCCCTCTT-3" (forward) and 5-GTTCAGCACCTGC
TTCATCA-3" (reverse); HPRT1: 5-ACCCCACGAAGTGTTGG
ATA-3" (forward) and 5-AAGCAGATGGCCACAGAACT-3
(reverse). The reactions were performed in a LightCycler 480
system (Roche, Indianapolis, IN). An initial denaturation step at
95°C for 15min was carried out followed by 35 cycles of 94°C
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for 20, 60°C for 30s, and 72°C for 30s. The expression of tar-
get genes was calculated using the comparative method for total
quantity upon normalization to HPRT gene expression.

Statistics

Comparisons between groups were performed by means of the
Wilcoxon test or the Mann-Whitney test, as appropriate. Differ-
ences were considered as statistically significant for P<0.05.

RESULTS

Isolation and identification of duodenal Th17 lymphocytes
from CD patients

To determine whether Th17 cells are present in duodenum explants
of CD patients, freshly obtained T cells were double stained
for CD4 and IL-17A and their expression was analyzed by flow
cytometry. Our results show that CD patients have an increased
population of IL-17A-containing CD4* T cells (8.7+2.4%) than
do controls (3.6+1.6%) (Figure 1a). It is well known that patho-
genic T cells from the mucosa of CD patients recognize gliadin
in the context of HLA-DQ2 or DQS8 (25). Therefore, we stimu-
lated cells with transglutaminase-treated peptic-tryptic—gliadin
by overnight loading of the peptide onto irradiated peripheral
blood mononuclear cells pooled from four different HLA-DQ2*
healthy donors. For this purpose, peripheral blood mononuclear
cells from donors were pooled and gliadin added at the indicated
concentrations overnight before co-culture for 5 days. We found
that T cells from CD patients vigorously proliferated in response
to gliadin in a dose-response manner (Figure 1b, red circles),
whereas proliferation of cells obtained from non-CD individuals
was confined to background levels (Figure 1b, black circles). By
contrast, presentation of gliadin by HLA-DQ2" cells did not elicit

www.amjgastro.com



Silvia Fernandez Alvarez

Anexos

®
CD4

IL-17

(gliadin) CD (no gliadin)

Human Gliadin-Specific Th17 Cells

CD (gliadin)

Non-CD

andad

e
T
l “ TGFB
.
-

b [T T 99.4 e NICE

r\ ' 96.2 IT | 9225 l' 0.07| cp 117+

I '100 \ ' 97.3 }\ '98.6 I/», 127

| 12 “ 16 ‘ CX] [

WGV

TCRaf  CD45-RO CD161

m‘ m. ‘ 0.08| Non-CD IL-17*

CCR6 IL-23R Foxp3

Figure 2. Phenotype of Th17 CD lymphocytes. (a) Representative flow-cytometric analysis on gated CD4+IL-17A* duodenal cells from CD patients and
control individuals of CCR6, IFNy, IL-21, IL-22, and TGFp expression, in the presence or absence of gliadin (50 ug/ml). (b) Representative phenotype of
IL-17A* cells from CD patients (upper panel), IL-17A- cells from CD patients (middle panel), and IL-17A* cells from control individuals (lower panel).
CD, celiac disease; CCR6, C-C chemokine receptor type 6; IFNy, interferon-y; IL, interleukin; TGFB, transforming growth factor-p.

any proliferation of cells from either CD patients or normal indi-
viduals. In vitro stimulation with tissue transglutaminase did not
induce proliferation of T cells derived from either non-CD or CD
duodenal biopsies when presented by HLA-DQ2* cells (Figure 1b,
green and purple circles), thereby supporting the specificity of the
response to gliadin by T cells from CD patients.

The cytokine signature of the responding T-cell population was
also analyzed by quantitative PCR. We found a signature profile in
CD patients’ T cells mainly consisting of IFNYy, IL-17, IL-21, IL-22,
and TGEF, whereas the major cytokines detected in non-CD indi-
viduals were IFNYy, IL-21, and IL-22 (Figure 1c). These results were
confirmed by analysis of the protein expression of these cytokines
in fresh populations upon gliadin stimulation by means of intrac-
ellular staining and flow cytometry. Our results showed that, when
gating on the IL-17A-producing cell sub-population (Figure 2a),
all the aforementioned cytokines were found in gliadin-stimulated
T cells, which also expressed CCR6 (Figure 2b). Non-CD T cells
showed a different pattern of cytokine expression upon stimula-
tion with anti-CD3/CD28-coupled beads.

The cell isolates were stimulated in vitro for 7 days with
gliadin in the presence of HLA-DQ2* feeder cells, and the

© 2011 by the American College of Gastroenterology

expanded cells were sorted to obtain a CD4* population based
on negative immunoselection, followed by a fractioning based
on the CCR6 expression. The resulting population (>93%
CD4*CCR6") was further cultured for 7 days with either
gliadin (CD) or anti-CD3/CD28-coupled beads (non-CD indi-
viduals) and their phenotypical and functional characteristics
were analyzed. Th17* expanded cells from CD patients showed
the widespread surface expression of TCRaf, CD45RO,
CD161, CCR6, and IL-23R (Figure 2b, upper panels). By con-
trast, the comparison between IL-17A* and IL-17A~ popula-
tions evidenced that CCR6 and IL-23R expressions were only
found in IL-17A-producing cells, whereas CD161 was found
in both IL-17A* (52-76% of cells), and to a lower extent in,
IL-17A- (12-23%) duodenum-derived T cells (Figure 2b,
middle panels). No phenotypical differences appeared between
IL-17A* T cells from CD and non-CD control individuals
(Figure 2b, lower panels). The expression of Foxp3 was ana-
lyzed in both CD- and non-CD-derived cells to explore the
possibility that the cells could be in a transition state between
Tregs and Th17. We found that this molecule is absent in all
cells studied (Figure 2b).
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Figure 3. Cytokine production of CD4*CCR6* cells from CD patients in response to gliadin stimulation. (a) Intracellular cytokines analysis of CD4* CCR6*-
sorted cells either resting or gliadin stimulated (50pug/ml) from CD patients (upper panels) and control subjects treated with gliadin or anti-CD3/CD28 beads
(lower panels) (one representative experiment out of five is shown). Cells were cultured in 96-well plates, 20x10° cells/well. (b) Cytokines released to the
supernatant by CD4+*CCR6* cells cultured and analyzed as described above by flow cytometry, either in the presence (red bars) or absence (black bars) of
gliadin from CD patients and non-CD control individuals either stimulated with gliadin (gray bars) or anti-CD3/CD28-coated beads (blue bars). (¢) Cytokines
released by CD4+*CCR6- cells treated as described in panel b. Results are expressed as meanzs.d. of 10 samples. *P<0.01. CD, celiac disease; CCR6,
C-C chemokine receptor type 6; IL, interleukin; TGFp, transforming growth factor-f.

Functional analysis of gliadin-specific Th17 cells from CD patients
Theexpressionof IL-17A, TGFf, IENY,IL-21,and IL-22 inresponse
to gliadin by the indicated populations from three patients and
three control individuals was measured by quantitative PCR in
parallel experiments. As IL-17A* cells from non-CD individu-
als did not respond to gliadin, anti-CD3/CD28-stimulated Th17+*
cells from non-CD individuals were also included in the experi-
ments as controls. We found that all mentioned cytokines were
highly produced by the gliadin-specific Th17 CD population.
Remarkably, a vigorous TGF expression was detected in gliadin-
stimulated cells from CD patients but not in the IL-17A* counter-
part population from non-CD individuals (data not shown).
These molecular observations were further studied by assessing
intracellular cytokines produced by Th17 cells, at the protein level.
We observed that gliadin-stimulated CD4*IL-17A* cells from CD

The American Journal of GASTROENTEROLOGY

patients, but not anti-CD3/CD28-stimulated CD4*IL-17A* cells
from control subjects, simultaneously produce IFNy, IL-21, IL-22,
and, strikingly, TGFp, whereas neither IL-4 nor IL-10 production
was found within Th17 CD cells (Figure 3a). These results were con-
firmed after analyzing the presence of secreted cytokines in the cul-
ture supernatant. Thus, we found that gliadin-specific Th17 CD cells
produce significantly higher amounts of IL-21 and IL-22 (P<0,05)
than do the same cells in the absence of gliadin and also than do their
counterparts obtained from control individuals and stimulated with
anti-CD3/CD28-coated beads. Remarkably, the vigorous production
of TGFB is confined to Th17 CD cells (Figure 3b). The cytokine pro-
duction pattern of CD Th17- cells and control individuals showed
no differences, as IFNy was the main cytokine produced by both CD
and non-CD Th17" cells in response to stimulation, whereas IL-21
and IL-22 were produced in lower amounts (Figure 3c).
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Figure 4. Analysis of transcription factors of stimulated T cells from the duodenal lamina propria. (a) Expression of RORC, T-bet, and IRF4 transcription factors
in sorted CD4+*CCR6* populations, in the presence (red bars) or absence (black bars) of gliadin, from CD patients and non-CD control individuals stimulated
with anti-CD3/CD28-coupled beads (blue bars). Results were normalized against HPRT1 gene values and represented as time-fold induction. (b) Analysis of

CD4+CCR6- cells from CD patients and control individuals treated as indicated in

panel a; values represent meanzs.d. obtained in seven independent experi-

ments. * P<0.05. (c) Representative flow-cytometric analysis of RORC and IRF4 intracellular protein expression in IL-17A* (left panels) and IL-17A- cells from
CD patients challenged with gliadin (50pg/ml). CD, celiac disease; CCR6, C-C chemokine receptor type 6; IL, interleukin; IRF4, interferon regulatory factor-4.

Transcription factors analysis

The characterization of gliadin-expanded IL-17A* cells from CD
patients was extended to the analysis of the pattern of their tran-
scriptional factors. Quantitation of mRNA from gliadin-stimu-
lated cells showed a robust upregulation of the RORC gene in Th17
cells of CD patients and stimulated control cells compared with
the steady-state mRNA of the HPRT gene. CD Th17 cells in the
absence of gliadin also expressed RORC mRNA, but to a signifi-
cantly lower extent. Interestingly, we also found a strong expres-
sion of the IRF4 transcription factor in the gliadin-stimulated
Th17 CD population (Figure 5a). This factor was upregulated
neither in IL-17A* cells from non-CD control individuals stimu-
lated with anti-CD3/CD28-coated beads (Figure 4a) nor in the
IL-17A" fraction of duodenal cells from CD patients (Figure 4b).
Equivalent low levels of T-bet mRNA were found in IL-17A* cells
from CD patients and controls (Figure 4a). However, the T-bet
factor was highly expressed within the IL-17A " -stimulated popula-
tion of CD patients and non-CD individuals (Figure 4b). We con-
firmed by intracellular staining, followed by flow cytometry, the
expression of RORC and IRF4 transcription factors in IL-17A* cells
from CD patients and their absence in the IL-17A~ cell fraction
(Figure 4c).

TGFp produced by CD IL-17A* T cells is biologically active and
regulates IL-17A production

Aswe found that Th17+ cells isolated from CD patients also produce
TGF, we addressed the functional role of this pleiotropic factor on
this cell population. Therefore, Th17* cells were cultured for 16h in
the absence or presence of minute amounts of TGFf (5 ng/ml). We

© 2011 by the American College of Gastroenterology

found that addition of TGFB to the Th17* cell culture resulted in
a vigorous stimulation of the production of IL-17A, as determined
by a shift in the mean fluorescence intensity channel of the stained
cells at the end of the culture, from a mean fluorescence channel of
23 in untreated cells to 246 mean fluorescence channel in TGFB-
treated cells (Figure 5a). Finally, we studied the impact of TGFf on
the RORC and IRF4 expression of stimulated Th17* cells. We found
that addition of 5 ng/ml TGFf to Th17* cells significantly increased
the expression of RORC and IRF4 transcription factors (Figure 5b,
solid bars). The specificity of the effect was demonstrated by block-
ing experiments adding 10 ug/ml anti-TGF} mAb to the cultures.
We found that blockade of TGF results in a significant reduction in
the mean fluorescence channel (down to mean fluorescence chan-
nel 5), number of IL-17A-stained cells (Figure 5a), as well as in the
expression of RORC and IRF4, which in both cases fell below the
levels of stimulated cells alone (Figure 5b, empty columns). Finally,
IL-17A secreted to culture supernatants was also inhibited in the
presence of anti-TGF mAb, demonstrating that TGFf produced
by CD IL-17A* T cells is biologically active, thereby supporting the
observation that autocrine secretion of TGF has a positive regula-
tory role in the production of IL-17A by Th17 cells derived from
the intestinal mucosa of CD patients.

DISCUSSION

Mounting evidence suggests the participation of Th17 cells in the
pathogenesisofautoimmunediseases. However, theroleofthesecells
in CD has not been so far extensively studied. Owing to this lack of
information, in this study, we have addressed the characterization of
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Figure 5. Autocrine TGFP regulates IL-17A production. (a) Flow cytometry
overlay of IL-17A~ cells from CD patients resting (green line) stimulated
with gliadin (black line); gliadin plus 5ng/ml of TGFp (red line); or gliadin
plus 5ng/ml of TGFP in the presence of neutralizing amounts (10 ug/ml)
of anti-TGFB mAb (blue line). (b) Expression of RORC and IRF4 transcrip-
tion factors determined by gPCR in CCR6* cells stimulated as described
in panel a. Results are expressed as normalized meanzs.d. of time-fold
expression over values of non-stimulated cells (n=>5) (gliadin+TGFB
*P<0.05; gliadin+ TGFB+anti-TGFB **P<0.01). P-values are for both
RORC and IRF4. (c) IL-17A detected in supernatants of cultures treated
as described in panels a and b. Results represent mean+s.d. (n=5)
(gliadin+ TGFB P<0.05; gliadin+ TGFB+anti-TGFB P<0.01). CD, celiac
disease; CCR6, C-C chemokine receptor type 6; IL, interleukin; IRF4, inter-
feron regulatory factor-4; mAb, Monoclonal antibody; TGFB, transforming
growth factor-B; qPCR, quantitative PCR.

CD4*IL-17A* T lymphocytes present in the duodenal mucosa of

CD patients, a tissue where both CD4* and CD8* T cells produc-
ing IL-17A have recently been found (24).

The American Journal of GASTROENTEROLOGY

Our results indicate that the duodenal mucosa of active CD
patients contains CD4* T cells that produce IL-17A in signifi-
cantly higher amounts than those found in the mucosa of non-
CD control individuals. Th17 CD cells share with the “classical”
Th17 population phenotypical features such as the expression of
CCR6, CD161, and IL-23 receptor, although some studies were
unable to find expression of the latter in the active CD mucosa
(26). The fact that multiple splice forms of the human interleukin-
23 receptor 0-chain are found in activated leukocytes (27) and the
“ex vivo” cell-expansion conditions used may account for the dif-
ferences observed. CD161, on the other hand, has been proposed
as a marker for IL-17A-producing cells (28). However, we found
that CD161-positive cells do not include all IL-17A-producing CD
cells, or otherwise that not all IL-17A-producing cells are derived
from the same cell precursors (29).

We have shown that IL-17A-producing cells from the celiac
mucosa, but not those obtained from controls, are gliadin specific.
This finding is nevertheless in contradiction with a recent study
showing that gluten-reactive T-cell lines from treated patients pro-
duce IL-21 but not IL-17 or IL-22 (30). However, there are some
important differences in the experimental approaches undertaken
by the two studies. First, all participating patients in our study had
never received any treatment, whereas Bodd ef al. used long-term
cell lines from treated patients. Second, the cells used in our study
were sorted based on their CCR6 surface expression and subse-
quently expanded by gliadin challenge in culture. Third, our cells
were cultured in the presence of exogenous IL-23, a cytokine that
is required to sustain the IL-17 phenotype. The combination of
these factors apparently results in expanded populations that have
different characteristics. Indeed, only a small percentage of cells
contained in the cell lines derived from the CD mucosa by Bodd
et al. showed HLA DQ2-restricted gluten reactivity. Despite these
authors’ failure to detect gluten-reactive Th17 cells within the cell
lines derived from the CD intestinal mucosa, they report, interest-
ingly, a small percentage of CD4*IL17* cells in fresh blood periph-
eral cells of CD patients after an oral gluten challenge.

The reactivity of cells is restricted to gliadin, as we failed to observe
any proliferation in response to transglutaminase. This finding is
fully consistent with previous data showing no detection of trans-
glutaminase-reactive cells within the CD mucosa (31), although a
recent study has found that transglutaminase-specific Th1 cell clones
derived from peripheral blood of some, but not all, active CD patients
induce ex vivo typical lesion changes in the CD intestinal mucosa.
The detection of these reactive cells was influenced by the clinical
situation of patients and also required 8-10 weeks of repeated stimu-
lation, thus indicating that even a small percentage of transglutami-
nase-reactive cells that were undetectable in our short-term cultures
are nevertheless enough to contribute to intestinal damage (32).

The presence of IL-17* gliadin-specific cells in the CD intestinal
mucosa constitutes strong evidence for an active involvement of
Th17 cells in the pathogenesis of CD. We found that activation of
Th17 cells of CD patients is controlled by the same transcription
factors than their counterparts from non-CD control individuals.
However, the expression pattern of these factors is not the same.
There is a very high expression of IRF4 in CD4*IL-17A* cells
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from CD patients compared with their non-CD counterparts.
This fact suggests that a strong upregulation of IRF4 is relevant
for the Th17-specific response to gliadin-derived peptides. IRF4
facilitates RORC expression, a factor that is required for differen-
tiation of Th17 cells, as it was first described in a model of experi-
mental autoimmune encephalomyelitis (33). The detection of the
IRF4 protein inside IL-17A* cells reinforces the idea that IRF4
influences RORC expression in gliadin-specific IL-17A duodenal
T cells. It is also noteworthy that, in the aforementioned model of
experimental autoimmune encephalomyelitis, a significant IL-17A
production was achieved in mice bearing a single copy of the IRF4
gene that also rescued the IL-22 production ability (34). Thus, it is
conceivable that the high amount of IL-22 detected in our Th17
cells from CD patients compared with IL-17A-producing cells
from control individuals might be related to the upregulation of
IRF4. As expected, equally high levels of RORC are found in Th17
cells from CD and non-CD control individuals. T-bet, the mas-
ter regulator of Th1 cell differentiation was expressed by Th17 CD
cells, although at levels lower than those of RORC and IRF4. This
finding leaves open the possibility that CD4*IL-17A" cells in the
CD mucosa are not, sensu stricto, classical Th17 cells, or otherwise
that classical Th1 and Th17 subtypes are not closed compartments,
as a number of groups have recently shown to occur with Th17
cells and Treg cells (35,36). In this regard, the concomitant produc-
tion of IFNY, a “Th1 type” cytokine, should be observed. The pro-
duction of IFNY by cells committed to the production of IL-17A
clearly supports a prominent role of Th17 cells in CD pathogenesis.
However, whether both cytokines influence each other’s function
and/or production requires further investigation.

Our data show that whereas IL17" cells produce IL-21, the amount
of this cytokine produced by Th17 CD cells is significantly higher. The
precise role of IL-21 in the pathogenesis of CD remains unresolved.
In this regard, the enhanced expression of IL-21 in the mucosa of
untreated CD patients related to gluten challenge has been reported
(37). These and our data suggest that IL-21 has a role in sustaining
T-bet expression and IFNy production, thereby contributing to the
dominant Th1 response observed in the mucosa of CD patients.

We found that Th17 mucosal cells from CD patients express two
cytokines with well-known dual opposing effects: IL-22 and TGFf.
Both cytokines have anti-inflammatory and proinflammatory roles
(38), depending on the targeted cells (14,39) and the inflamed organ
(40-43). As the IL-22 receptor is highly expressed by epithelial cells
of the intestine (44), the enhanced IL-22 production by CD IL-17A*
cells, which also produce TGF, allows the idea that Th17 cells might
have a dual role in CD: a proinflammatory role, by means of Thl
cytokines contributing to mucosal inflammation and disease progres-
sion, or an anti-inflammatory, protective role, exerted through TGF
and IL-22 that would hurdle the Th1 response, as is the case recently
observed in an animal model of inflammatory bowel disease (45).
Consequently, it is relevant to elucidate more precisely the role of IL-
22 in the pathogenesis of CD, as IL-22 might well be considered for
future biological therapy because of its selective modulation of tissue
response while showing no direct effects on the immune response.

One of the most striking findings of our study is that IL-17A cells
from active CD patients also produce TGFp. This result adds a new

© 2011 by the American College of Gastroenterology
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feature to the known homeostatic role of TGFp in the intestine by
modulating the participation of Th17 cells in the gliadin-specific
response in an autocrine/paracrine manner. Such a paradoxical effect
may be related to the observation that tumors secreting large quanti-
ties of TGF induce the development of IL-17A* cells, which in turn
promote tumor survival in an IL-17A-dependent manner (46). It has
been described in a model in which TGFp activity is deficient in the
CD mucosa because of the action of IL-15, the signals of which acti-
vate Jun N-terminal kinase leading to TGF inhibition (47). However,
the neat dual effects of TGFp on IL-17A production observed in our
study indicate that TGFp is operative within the context of the CD
mucosa and reinforces the significance of TGF produced by IL-17A
CD cells as biologically active, as it the case of CD8*TCRyd* NKG2A *
intraepithelial lymphocytes from CD patients with regulatory activity
mediated by their secreted TGFp (18). In this regard, our preliminary
data point out that Th17 cells that also produce TGFp do not have
the capacity to behave as regulators of effector T cells stimulated with
anti-CD3 plus anti-CD28 mAbs (Ortega et al., unpublished observa-
tions). We have not found CD4" cells from CD patients exclusively
committed to the production of IL-17A, as most CD4*IL-17A* cells
also produce IFNy and/or TGFP. This is a significant difference with
canonical Th17 cells, which produce neither IFNy nor TGFf and
represent another relevant finding of our study. This is apparently in
contrast with the results reported in a previous study, which showed
the existence of gliadin-specific Treg cells (presumably IL-17A") in
the celiac mucosa (6). In that study, the biological activity of TGFf
was elegantly demonstrated as its in vitro neutralization (using an
anti-TGF} mAb) rescued IFNy production by T cells in response
to gliadin when co-cultured in the presence of Treg cells, thereby
supporting gliadin-specific Treg cells as the main source for TGFf
in that experimental setting. However, the model by Gianfrani et al.
differs from that of ours in two relevant aspects: first, Treg cells were
obtained from cultures in the presence of high amounts of exogenous
IL-10, a cytokine that was neither used by us nor secreted by our
IL-17A-producing cells, and second, cells studied by these authors
(Treg cells) were grown in culture for a much longer period of time
and their ability to produce TGFB or IL-17A was not formally
addressed. However, we cannot exclude the possibility that mucosal
CD4*IL-17" cells from untreated celiac patients and CD4*IL-17~ or
CD4*IL-17* cells from non-CD patients may acquire the ability to
secrete TGFp if cultured for an extended period of time and/or in the
presence of other cytokine(s) that could be present at the inflamma-
tion site in the small intestine.

Taken together, these differences raise interesting issues, still
unraveled, such as: where are IL-17A-producing cells present in the
CD mucosa site generated or polarized. In this regard, we have pre-
viously shown that IL-17A production by cells from psoriatic skin
could be modulated in vitro in response to different polarizing con-
ditions (22). It is being accepted that Th17 cells could originate from
Treg cells by a conversion mechanism (48). Our observation that
'Th17 cells concomitantly produce TGFf may be interpreted in favor
of a common origin of Th17 and Treg cells. However, we found that
Th17 cells express neither FoxP3 nor IL-10, observations that do not
argue against this common origin but rather against the possibility
that the Th17 cells shown herein could represent a transitional state
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from Treg cells becoming Th17 cells, as this population does not
retain any of the characteristics of Treg cells, with the exception of its
ability to produce TGFp (48,49). However, our data do not formally
exclude this possibility, which needs to be further explored in detail
in CD. Indeed, increasing evidence clearly points to the diversity and
functional duality of Th17 cells (50). As an example, Cosmi et al.
(51), have recently shown the existence of Th17 cells also able to pro-
duce TL-4 under appropriate polarizing conditions, thereby adding
new data supporting the plasticity of Th17 cells.

In conclusion, our data demonstrate the presence of gluten-spe-
cificIL-17A-producing cells in the duodenum of CD patients, which
have the ability to secrete some cytokines with known dual oppos-
ing effects on the inflammatory process. These findings strongly
support the involvement of Th17 cells in the pathogenesis of CD,
and suggest that IL-17A-producing cells might not be univocally
linked to the promotion of self-tissue damage during autoimmune
responses. Thus, the understanding of the activity of Th17 cells in
CD is of clinical and therapeutical relevance, as they may open new
approaches to the biological treatment of the disease.
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Study Highlights

WHAT IS CURRENT KOWLEDGE

\/Th17 cells are a distinct T-lymphocyte sub-population.
Th17 cells participate in the pathogenesis of autoimmune
diseases.

\/Th17 cells secrete interleukin (IL)-17 and IL-21.
Th17 cytokine signature has been described in the celiac
mucosa.

WHAT IS NEW HERE
Gliadin-specific Th17 cells are increased in the celiac
disease (CD) mucosa.
Th17 cells from CD patients secrete IL-17, interferon-y
(IFNy), IL-21, IL-22, and transforming growth factor-8
(TGFB) in response to gluten challenge.
In CD patients, but not in control individuals, mucosa-de-
rived Th17 cells require RORC and interferon regulatory
factor-4 (IRF4) transcription factor expression.
In CD patients, IL-17 production by Th17 gliadin-specific
cells is under TGFB autocrine regulation.
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