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RESUMEN

La prevalencia de las enfermedades alérgicas ha aumentado, .y no hay teorias que
‘nte En Ios procesos aler icos los Ilnfo os CD4+

expliquen su etiologia satlsf

secretan citocinas Th2 que favorecen una respuesta lnmune h mo_
'SP cnﬁco para celulas tipo Th2. Se han '|dent1ﬁcado celulas

marcador de membrana

CDa4+ que expresan’ una gl |¢b§rote|
crt s para c:tocmas trpo Th2. Para saber la funcnon de los

a de amaranto

na.de 70 kDa recénocida po'rV Ia';lé’cti

(ALL+) que poseen: tra
linfocitos CD4+ALL+ en ¢
CD4+ALL+  en sabhg' '
comparando Ios res
alérgicos expresan un 14% de Imfccntos CD4+ALL+ tras un est:mulo policlonal y 4% los

omeno alérglco se anahzo I’ ex| reston de los linfocitos

sa periférica de pacientes - con V,alerglas resplratorlas

dos con individuos - no alerglcos. Se observo que los pacuentes

individuos sanos no’ alerglcos. se comprobo una polarlzac:on de citocinas Th2, definido

por la relaciéon lL-4/lFNy. en los linfocitos CD4+ F’osterlormente se analizd la expresidn de
CD4+ALL+ en diferentes enfermedades alerglcas asn como en diferentes estados de
activacion del proceso alérgico, los resultados mostraron que en la dermatitis atépica,
hubo un aumento significativo de Ixnfocutos CD4+ALL+, cuando se compard con la
dermatitis de contacto. Para determinar si esyté subpoblacidn celular se encontraba
asociada con los estados de activacion de la enfermedad alérgica, se hizo un analisis de
correlacion, donde los linfocitos CD4+ALL+ se relacionan directamente con los linfocitos
CD4+CD30+ e inversamente con los lmfocntos CD4+CD62L+, lo que indica’ que esta
subpoblacion celular se asocia con otras  subpoblaciones relacionadas' ak’estados de
activacion. En este trabajo, se identificaron marcadores de actnvacnon en lmfocntos CD4+

en la dermatitis atopica que no se identificaron en los procesos'r alerg os resplratonos lo
que sugiere la existencia de dos mecanismos diferentes para: el desarrollo del fenomeno
alérgico. En los padecimientos confinados a Ia mucosa res |rator|a e se encontraron :

diferencias en la expresion de CD80 en las células presentadoras de antlgeno lo que‘

sugiere que esta molécula esta involucrada en el desequnlubno Th2. Por- ultlmo. se
encontré que el CD30 se expresa en blastos CD4+ que no estan en apoptosns lo que
sugiere que podrian tener una funcidén en la géneS|si y,perpetuaCIOn .de 'los procesos
alérgicos. e '




ABSTRACT

The prevalence of atoplc dlseases has been mcreasmg on the Iast decades however

there is® no one ,unlque heory able to explaln |ts etlology mechanlsms. he allerglc

the Amaranthus Ieucocarps Iectm (ALL+) and these cells hav ’mRN for h2; cytoklnes
To know the role of the CD4+ALL+ cell subpopulatlon we analys_ ‘the exp ssnon ‘of this
CD4+ALL+ subset on peripheral blood mononuclear cells fro

‘a'g _up of patlents with
~airway allergic disorders, compared to a non-atopic group ‘we' |de tlt'ed that the allergic
‘group presented 14%, of the CD4+ALL+ subset after a pohclonal stlmulus and 4% the
non-allergic group; also we demonstrated a Th2 polarlzatlon prot‘le. definied by the
IL4/IFNgamma ratio on CD4+ lymphocytes determined _by}theanalysns of intracellular
cytokine expession. We analyzed the expression of CD{-’*-’ALL*'- subset on different kinds of
allergic disorders and at different stages of the disease, we found that the porcentage of

CD4+ALL+ was statistically significant greater in atopic dermatitis than in contact
dermatitis.. By other hand we analyzed the correlatlon between CD4+CD30+ and
CD4+CD62L+ and CD4+ALL+ which means that ALLr molecule is expressed on actlvated
cells. In this work, we alsoyldentlt'ed activation markers on CD4+ on atopic dermatitis, not
identified on airways allergic disorders, which suggests that there could be two kinds' of
mechantsrns a) conﬁned to the skln and b) confined to the airway mucosa. Moreover, on
the processes conf‘ned to the alrway mucosa we identified differences not on activation
markers on CD4+ cells but we identified differences on the costimulatory molecule CD80
on antigen presentmg_kcells which suggests that the Th2 unbalanced on these processes
could be medlated 'by these molecule. At last, we propose CD30 as a cell proliferation
molecule expressed on CDA4+ blast cells and could have a protection function against

apoptosis, whichk"could explain the generation and the perpetuation of the allergic
response. . :
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INTRODUCCION

En los organimos multicelulares Ias funCIones celulares dependen de la

Cuando la comumcacnon

mune- ha’ tomado
de*los: grupo’s' sanguineos

importancia gradualmente, desde el reconocnmlent

(revisado en Watkins, 1980) hasta el rec1ente escubrlmlento

proteinas glicosiladas de la superficie celular regulan Ia a
2002). :

e: que ciertas

ptosns (Azuma et al.,

Los carbohidratos de las glicoproteinas‘regul‘an,pro’cesds'Celu,larés;

Las gllcoproteinas son compuestos blOlOgICOS que se encuentran préctlcamente

en todos Ios organlsmos ‘Estas moleculas se encuentran en orma. soluble -0

-
rrvem ‘J

el



) glicosiltfansf"

glicosilacion . de. tipo .:O-. sucede .cuando: la . adicion del carbohidrato N-
acetllgalactOSamlna (GaINAc) ocurre en un resnduo de ammoacudo de serma ‘o'de
treonina: (Splro. 2002) y este proceso ‘se reallza en el complejo d lgi’"(R‘,o"th,

tr fco |ntracelu|ar

estudios sobre ohgosa é

principalmente en: ce
cambios en la O-glic
En - otro ‘e

estructura O gllcosidlcas porlo tanto el aumento en el reconoclmlento de estos

llnfomtos. suglere que Ias estructuras glicosiladas fueron expuestas durante la
activacion celular por la accion de sialidasas (Galvan et al., 1998).

GEN \




Las glicoproteinas. de membrana. también regulan procesos de transduccion de
sefales, tal es el caso del CD22 en Ios Imfocntos B. ElI CD22 es una glicoproteina
transmembranal - expresada pnncnpalmente ‘en. los linfocitos B maduros que
~_reconoce espec:fcamente al aci

ico: con enlaces «2,6. El CD22 _participa .
dxrectamente en los procesos de regulacxon negatlva en la transduccion de senal a

traves -del BCR (Custer 2 G” >
carecen del domlnlo tlpo Iec

dnow, 1997). En un estudio sobre llnfocxtos B que

a’ en eI CD22 se observan modlf'caClones tanto en.
el mowmlento de calc

tracelular como su propla fosforllacxén en el-momento de
el YCR o que indica que el domlnxo de Iectlna del CD22 es

necesano para una‘ o:'re a’ mhlbncnon de la actlvacxon celular (Jln et al., 2002)
Ademas, 'se€ he ' , 'de moleculas de
rnembrana favor fer : k

‘activacion a trave

997)

pr telnas para adheston y transmlgramon celular (Kansas.

-son de forma,_cubond y sus superf'mes estan

1996).7 ¢

Errores en la gl acion -_fa\'/ore'c'e'n’j patologias; =

les- un mecanlsmo que parhcnpa estrechamente con el snstema
inmune,- prnncnpalmente generando gllcoprotemas en la membrana celular cuya
funcion determina desde el contacto de célula:con celula hasta
infeccxon por-microorgaismos (Reyes-Leyva et al,,, 1997)' En el
HIV, éste utiliza la maquinaria de glicbsiiaéféh del h‘brspé"de'i;b pa
potenciales sitios antlgenlcos, (Reitter ‘et al., 1998) otro eJempo [ 3
células infectadas por_ el virus-de la hepatitis B que han- sndc’tra =1 as‘con el
inhibidor de glicosilacion desoanopnmmma. en donde se ha demostrado
interferencia en el plegba‘mientob ’d‘e'prbteinas de envoltura virales y dlsmlnumon de
la virulencia (Mehta et ‘al., 1998). También se ha descrito que los errores en la

La gllcosnlaco 1

1 reco ocxmlento e

del vnyrus ‘de!
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gllcosnamén generan procesos patologicos (Lowe, 2001; Schachter 2001) por
ejemplo, el potencial metastas:co que se observa ‘en carcmomas vde ratones
atimicos, ‘es atrnbundo a los errores en Ia glxcosulac:on de las mucmas y‘que al

dlsmmuye el potenmal metastasu:o (Codlngt_kn

»l gosacarldos se lelden en dos grupos el que se
refiere: a ‘las propledades estructurales y el

que se ref‘ere al reconocnm|ento

regulacuon de la mlgraCIon Y. adhesnon celular \ Ia unlon de bacterlas a células
epiteliales (LIS Y Sharon 1986)' Eh LT )




Tabla 1. Funciones de los carbohidratos en las glicoproteinas.

Tipo

Funcion

Ejemplo

Referencia

Fisicoquimicas

Reguilar la estructura protéica

NGFR*

Chapman et al,
1996.

Estabilizar
la proteina.

la conformacion de

Glicoforina-A

Pieper, 1996.

Proteger de proteolisis.

CDB55; mucinas

Kramerov et al,
1996; Coyne et al,
1992.

Regular el trafico intracelular y | GF-II; Glicoforina-A Daughaday et al,
localizacion de las 1993. Ugorski et al,
glicoproteinas en la célula. 1993.

Biologicas Determinar la vida media de la | Hormonas Drickamer, 1991;

glicoproteina en circulacion.

glicoprotéicas:LH, EGF

Hooper et al, 1996,
Hajjar y Reynolds,
1994.

Modificar las propiedades
inmunologicas de las proteinas.

Sistema
ABO

sanguineo

Modular la actividad enzimatica
y hormonal.

HCG eritropoyetina |

Watkins, 1987.

Matzuk et al, 1989 |
Takeuchi y Kobata,
1991.

Actuar como
membrana.

receptores de

Selectinas

Kansas, 1996.

Participar en las
intercelulares.

interacciones

ILs

Kodama et al,
1993.

- NGFR: Receptor del factor de crecimiento neuronal;
glicoforina-ll;

GF-11:

LH: hormona leutinizante;

EGF:

hormona gonadotropina coridnica humana; ILS: interleucina 5.

CDS55: Factor acelerador del decaimiento;
factor de crecimiento epidérmico; hCG:

Las lectinas que son proteinas o glicoproteinas importantes para la identificaciéon

de oligosacéridos se han convertido en un elemento
carbohidratos' de “membrana (Lis.y: Sharon.

utnlnzacnon ha servido tambnen para el alslamnento de

1986;

esencial en el estudio de los
Lis y- Sharon

1998) "y 'su

receptores 'de membrana en




especifica para GlcNAc ha sndo utlllzada en la purnfcacxon de linfocitos. B (De Dios
et al., 1986) Las lectma
y «2,3 han dg "oys‘t

q e reconocen el acndo s:ahco termmal en pos:cton 2,6

sos patolég,

. reconoce 9 O acetll snalogllcoconjugados o olecula ra ldentlf‘car un

marcador blOlOgICO en la leucemia Imfoblastnca aguda (Slnha et al 1999).

Tabla 2. Lectinas, su especificidad y distribucion celular.

Lectina Especificidad Distribucion celular
Timocitos en corteza;
PNA Gal linfocitos CD8+ de memoria
ALL GalNAc Timocitos de médula
WGA GIcNAc Linfocitos B
SNA Neu5Ac «2.6 Timocitos en corteza
MAA Neu5Ac 2,3 Timocitos en meédula

LLa subpoblacion celular reconocida por la lectina de Amaranthus leucocarpus.

Se ha purificado de la semilla del amaranto (Amaranthus leucocarpus) una lectina
(ALL) que es capaz de interaccionar con timocitos medulares murinos (Lascurain
et al.,, 1994), con macréfagos murinos no activados (Gorocuca et al., 1998
Maldonado et al. .1 998) Yy llnfOCItOS T humanos (Lascuram et al., 1997) ALL es -

una gllcoprotein

,éf'lf‘éﬁoti‘po,~' M, no
gé'nic'an sobre - linfocitos

" ) e »romatografua de afinidad se ha
demostrado que Ia molecula reconoc:da' por Ia lectlna ALL es una glicoproteina de

s TESIS CCA |
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membrana- que pesa 70kDa, - el :20% de.su:masa son carbohldratos y esta
constituida pnnc:palmente por. acidos glutamlco y aspartlco. serma prolina y
glicina; su porcién g|lCOSIdlca contlene prmcnpalmente smos'potenmales de O-

gllcosnlacnén por lo- que se considera® que Ia gllcoprotem
una proteina tipo mucina (F’orras et al 2000
La glicoproteina reconomda por: ALL se e
- raton, lo cual fue ndentlf‘cado medlante

reconomda fue prefere ntemente

reconocida‘porALL es




ANTECEDENTES

El fendmeno alérgico. ) ) .
Se define como alergia_a. la manifestacion . clinica de una hipersensibilidad

mediada por IgE. En-las ultimas décadas, los pédecimi'entbé él Lrglcos han

que
subpobl
Leo. 1 998)

estudlos reallzados en muestras de

mostraron

se encuentra 1! : | s'en estado de activacion (Sagara et al 2002) lo que
sugiere que enel fenémeno de alergia hay una activacién celular

FALI




Apoptosis y alergia.

,Desde que se. |dentlfco que los’ ||nfoc1tos Th1 son mas sensnbles a la muerte

i acno que Ios Imfoc:tos Th2 (Zhang et al., 1997), se

han reallzad, ’ugueren que Ia_ﬂreststenma a . la apoptosis en las

,celulas q 's un fenorneno asociado a la
le crlto que la expresion de la
ta a ‘en los eosindfilos de los

ndlvxduos sanos (Drunlhe et al.,

alergla Por otra parte., Ios lmfoc:tos C‘D4+ reconoéldos por ALL"'
sanos son del’ tlpo Th2 segun e

L N, mlelduos :

atron‘ de c:tocmas .que producen (Chavéz
1999) asnmlsmo la subpoblacnon reconocnda por esta lectlna dlstlngue a celulas
resistentes a apoptosts en tlmo (Alvarez 2001)

11




PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Considerando que en el proceso alérgico hay un predominio de’ linfocitos Th2'y
que éstos son resistentes a la apoptosis y que |la Iectlna de amaranto reconoce
linfocitos tipo Th2 y las células reconocidas por esta Iectlna se’ encuentran
protegidas contra apoptosis, nos permite plantear la S|gu|ente

HIPOTESIS

Los linfocitos CD4+ reconocidos por la lectina ALL. estan involucrados en el
proceso alérgico ’

OBJETIVO

Analizar la frecuencia de los linfocitos CD4+ reconocidos. por la lectina de
amaranto en el fendmeno alérgico. ' :

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Determinar la frecuencia de los Imfocntos CD4+ ALL+ durante Ia actlvacxon

CD4+ALL+ con un perfil Th2. )
2. Determinar el porcentaje de Imfocuto

estudio de la subpoblacién celular CD4+ALL+.

12 TESIS Cud
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MATERIAL Y METODOS

Pacientes. En el primer grupo se incluyeron 10 pacientes con asma moderado y
rinitis alérgica, los testigos fueron 10

individuos i“siniélgtrrgi:—g.r El segundo grupo

estuvo integrado por 28 pacientes que fueron istribuido's‘de"la siguiente manera:

n asma moderado y 5 con
asma grave; 'de contacto. El grupo
‘g upo. fue orgamzado

aily: asma a!erglco

>15% de eosinodfilos’ eh moco
>300 Ul/ml, coproparas:fos
Dermatophagoides pteron
pacientes con’ d(erma_tlrtl

(ATS 1987). Todo '_
consentlmlento EI protocolo ue aprobado por el~comlté

Bloét;c ,del:‘rl‘l‘ils‘kti'tﬁfd
Nacional de Enfermedades Resplratonas (Tablas 3-5) (o e :

Tabla 3. Distribucién de pacientes y testigos sanos en el grupo 1

~ Tamafo de .
Grupo Edad (afios) muestra PC (mm) IgE sérica
Pacientes 28 = 10 n =10 10+ 3 >300U1/m!
Sanos 358 n= 10 - <100UI/mi

P.C.: Pruebas cutaneas a Dermatophagoides pteronyssinus




Tabla 4. Distribucion de los pacientes del grupo 2.

n |P.C. IgE Prueba Sintomas |VEF1*|Edad
>300UI/ml | al Activos
| parche

Dermatitis 5 | Positivo [ Positivo NA Positivos |ND 38x+12
Atopica
Dermatitis 3 | Negativo | Negativo |Positivo |Positivos |ND 407
de Contacto
Asma 5 | Positivo | Positivo ND +/- 80- 35+10
Moderado 100%
Asma 5 | Positivo | Positivo ND Positivos | <60% |34+15
Severo
Rinitis no 4 | Positivo | Positivo ND Negativos | ND 25+5
sintomatica
Rinitis 4 ['Positivo | Positivo ND Positivos |ND 30+3
sintomatica
Individuos 4 | Negativo | Negativo | Negativo!| Negativos [ND 3249
sanos sin
alergia

P.C.. Pruebas cutaneas a Dermatophagoides pteronyssinus ylo D. farinae, evaluacion 15 min

después de su aplicacién; Prueba al parche, evaluada 72 h después de su aplicacion. VEF1:
Volumen Espiratorio Forzado al primer segundo. * Comparado con el valor de prediccion. ND: No

detectable.

Tabla 5. Distribucion de pacientes alérgicos e individuos sanos del grupo 3.

Individuos n Edad PC* IgE (UlI/mL) |Eosindfilos
en sangre

Con asma y|15 26+ 9 ++4 >300 >10%

rinitis

No alérgicos |7 35+ 8 Negativo <300 <10 %

*PC: prueba cutanea a Dermatophagoides pteronyssinus.

Anticuerpos. Se utilizaron anticuerpos monoclonales de ratdn contra moléculas de

células humanas, conjugados a ficoeritrina (PE), a isotiocianato de fluoresceina
(FITC) o0 a QuantumRed (QR), contra CD3, CD30, IL-4, IL5, IFN-y (Pharmingen,
San Diego, CA, USA), CD4-QR‘(Sigma. St Louis, MO, USA). Los anticuerpos '
utilizados' como téstigos, de ‘isotipo - fueron I1gG1- e 'IgG‘2b__los cuales estaban
conj_ugaqés a u“no de !os,siguie»rratés”ﬂuofbcrdr'nos,:JF‘VITC o, P.E.'V':" i

14




Obtencion de células: mononucleadas. De.8:ml de sangre venosa. perlferlca se
obtuvneron Ias celulas mononucleadas (CMN) por el ‘método de gradlente de
v oslo ‘Norway).” Las celulas

densndad con’ FICO“ ‘(l_ymphoprep., Axis-Shiel

,lg'unendo el metodo ‘déscrlto

eahzar ensayos de irimu.noﬂucrestjénCia, se
rpo  de ratén contra CD3, CD4 CD30, IL-4,
lFN-jy‘y'ty;"q ’20 mm a 4°C en oscundad Las células

Triple Inrjnuri‘bﬂuo esc
incubaron: 5

se lava
0.2% Na

incu b:fa:nd
Citocinas  In
con’ phorbol:m

colocadas ‘en cajs




100U/ml de pemcnllna 100pg/m| de estreptomicina. Las células se mcubaron con
25 ng/mil de PMA Y 1 pg/ml de ionomicina en atmosfera de 5% de COz a 37°C

pg/ml de

centrlfugar
células ‘se.

Interational, Denmark) en una atmésfera de 5% de COz a 37°C; las células se

Lol wo
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estimularon con duferentes concentracmnes de _Dermatophago;des pteronyssmus
a diferentes tlempos para ]
Las células: estlmuladas co

prohferacuon ,ce

que es’ ‘unazmo cula que se ‘intercala-

ndieron en 50 pl de
. 'mM CaClz, 140 mM

'-'/ia"‘ne‘xihaV+ El indice de

“entre el total

apoptosns con’ 7AA vas células se ) “los . anticuerpos contra

17 -
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moléculas fenotlplcas snguuendo el método anteriormente descrito. Flnalmente las
células se lncubaron con 10 ul de 7AAD (20pg/ml) durante 20 mm a temperatura

amblente

18




RESULTADOS

Los resultados son presentados en forma de capitulos de acuerdo a cada uno de
los objetivos del trabajo, en los que se. incluye breve introduccion, discusion y
bibliografia. '

En el capitulo 1, se analizd el porcentaje de Ios llnfocnos CD4+ALL+ de pacientes
con alergias respiratorias después de estl

i ro con un actlvador policlonal

y se compararon los resultados con un gru

s analizd el perfil de cntocmas |ntrac Iula MllnfOCltOS CD4+ de ambos

grupos. En los pacxentes se encont aumentada Ia subpoblamon de linfocitos

CD4+ALL+ cuando se comparov_ con el grupo de mdnvnduos sanos. En otro analisis
se realizd una comparacion’ ‘de’ "nfocatos CD4+ALL+ con los linfocitos CD4+CD30+
y se observd que ambas subpoblacnones se, encontraron aumentadas solamente

en los pacientes. Asnmlsmo.’

linfocitos - CD4+ de’. Ios pacuentes presentaron mayor porcenta]e de celulas

productoras de c:tocunas tlpo Th2'en comparacion con Ios ‘ndlvnduos sanos. Estos
_datos sugleren qu‘ e aumento de Ios linfocitos CD4+ALL ; depe Ade‘ A o solo de un

croa Hblente como el

e as padecnmlentos solamente se observ
aumentos en estas' subpoblaciones en los procesos actlvado

analisis.enlos

resentar una
dlferencna ‘estadlstlcamente significativa. En cuanto a los’ I|nfocutos CD4+CD62L+

se observé que los porcentajes estaban disminuidos durante’ los procesos de
actnvacnon.,tanto ‘en las alergias de mucosa respiratoria como en la dermatitis

duos sin alergias. Ademas

se |dentxf‘co mediante el indice IL—4/IFN—y que Ios '

linfocitos. ..
1tes: procesos. -

19 ToES ©oos
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atopica. Asi mismo, al ‘realizar analisis de: correlacién, los resultados mostraron
que existe una correlacién dlrecta entre Ios porcentajes de linfocitos CD4+CD30+

nversamente proporcnonal entre linfocitos

Ios

sugxeren ) que

'Vlinfcr)'crit,OS'v S

En el terce

marcadore
“coestimulato
atopicos -

CD4+CD30+: CD4

dlferentes mecanlsmos mmunolégucos |nvolucrados en el desarrollo de l, s

dlversas entxdades alérgxcas y" 'élevacnén del porcentaje de Imfocutos

El en 'el"'

mostraron que los lmfoblastos CD30+ no estén en proceso de apoptos:s Cuando
en el cultlvo se Ie agrego un antlcuerpo neutrallzante para el receptor de IL-4, se
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observo un'decremento en-el numero de Ilnfoblastos y en el porcentaje de

linfoblastos : CD4+CD30+ asrcomo ‘un aumento ‘en el namero- de celulas'

apoptotlcas Estos resultados sugleren 'que el CD30 esté asocnado a pro!lferaCIon
celular y: - : “estuc & "coso ‘enlos.
Ilnfo<:|tos CD4+ sugiere que p’uedé ser utlllzado como marcador de’ eferencna para
el estudio de la subpoblacnon de l|nfocntos CD4+ALL+ en Ios procesos alerglcos
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Capitulo 1. Expresion de marcadores de activacion celular asociados con la
enfermedad alérgica.

NOTA: Preparacion de manuscrito para su publicacion.
introduccion.

Dentro de los mecanismos propuestos para el desarrollo y mantenimiento de los
padecimientos alérgicos esta el desequilibrio de la respuesta inmune hacia una
respuesta mediada por CItocmas tipo Th2, pnncupalmente lL—4" IL—13;élL}5"(Bus$e

los antngenos T v -Ta (Gal [31 3 GalNAca

dlscreta actikvidad

e‘ 'ha descrito que

’ ebldo a que expresan

-2 ni IFN- y (Chavez, 1999).
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Resultados.

Son resultados delv anallsns de las “células correspondientes al grupo 1 de

metodos)

~diferenci
" grupos:

An‘é"lis;s

rgicos:antes:de:ser-

21 1 6) al comparar con las células
estimuladas del grupo testlgo (5 66 + 1 6) (p<0 05) (Figura 1B).
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Figura 1. A) Histogramas representativos de células CD4+, donde se muestra

la expresion de ALL-FITC, en un sujeto control comparado con un paciente
alérgico. En células estimuladas 24 h con PMA/lonomicina. B) Analisis comparativo
de células CD4+ALL+ y células CD4+CD30+ de paceintes alérgicos y no alérgicos
sin estimulo. C) Analisis comparativo de células CD4+ALL+ y células CD4+CD30+
estimuladas 24 h con PMA lonomicina.

Comparacion entre grupos de pacientes alérgicos (barras oscuras), y no alérgicos
(barras claras). Se presenta la media = ES (n=10).
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Determmamén de lL—4/IFN—y por. cutometrla de ﬂulo
I|nf0C|tos CD4+ que expresaron IL—4 y/o IFN-y.

Se realizé la cuantlfcacuén de lo

Los resultados

veces ma

|dentlfcado marcadores de actlvac:én de

ConAy qu so , ’ : on con la fase S del ciclo

celular, lo: que |nd|c Que xpresnon de esta .9 oproteina tiene relacnén con la

activacién celular (Vargas,~2001) Sm embargo no se presentaron diferencias en
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Figura 2. Determinacién de citocinas intracelulares por citometria de flujo.

A) Se compara la producciéon de IL4 e IFNgamma en linfocitos CD4+

de un individuo sano, las CMN fueron estimuladas 24 h con PMA/lonomicina. B) Se compara
fa produccion de IL4 e IFNgamma en linfocitos CD4+ de un paciente atépico, las CMN
fueron estimuladas con PMA/lonomicina durante 24 h. C) Relacion IL4/IFNgamma entre el
grupo de atépicos (barra oscura) y del grupo de individuos no atépicos (barra clara).

Se muestra la media + ES (n=10)
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Figura 3. Analisis de las células CD4+ALL+y la co-expresion de citocinas.

A) Comparacion de ALL+ y de IL-4.: B) Comparacion de ALL+ e IFNgamma.
Citogramas comparativos de un individuo alérgico. Se analizan solo los linfocitos
CD4. C) Grafica donde se comparan los porcenajes de las células CD4+ALL+IL4+
y las células CD4+ALL+IFN+. Se expresa la media + ES (n=10)
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la expresno -

los porcentajes de los lmfocutos CD4-0-ALL+ cuando estan en reposo esto podna

deberse a que las celu 'S ¢ los |nd|v uos san s o de Ios pacnentes no estaban

activadas. Pr bable

expresan el m 5
cntocmas tlpo Th2 (Mmg‘

veces mayor
con el grupo(

IL.
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999 Pene et al 1994,
elacnon de IL—4/IFN yes 4.4

'on alergla en comparacion

ado antenormente (Kang et al.,

v Cozs (Guruan et al., 1998), por lo

TEEIS (o
FALLA DE GLIGE]




inhibidor de la gllCOSllaClon (Haney. 2001' frurzun ‘et a/ 1993 Semel etal., 2002)
ya que mterf‘ere con la ghcosnlacnon enla vna de secrec:on de protemas (Galbete
|recta entre expresnon

et al., 2000). F’or ello ‘ no se puede reallzar una asocn' cion’

de CD4+ALL

: lmmunol 2003 1 11:
4. Chavez, R. Punf‘cacnén ‘de una subpoblacuonv
empleando la lectma de Amaranthus Ieucocarp
Escuela Nacional de ‘Ciencias Blologlcas !nstlt
1999. :
5. Galbete, J. L., Martnn T R., Peressml. E.. M

G. Cholesterol decreases secretlone

or Afﬁaranth us

Ieucocarpus Iectl

._f,'fobr‘h murine peritoneal. macrophages: Glycoconj J 1998;
15: 809-814. Eigii s T D S B B S T
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12.
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16.
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Capitulo 2. Determinacion del porcentaje de la subpoblacion de linfocitos
CD4+ALL+ en diferentes procesos alérgicos y en diferentes fases de la

enfermedad y su asociacion con otras moléculas de activacion celular.

NOTA: Manuscrito en preparacion
Introduccion:

Las enfermedades alérgicas se manifiestan por una hipersensibilidad mediada por
IgE, esta manifestacion puede ser en la piel, la mucosa nasal, el pulmdn o la
mucosa gastromtestmal (Holgate et ai., 2001). Existen diferencias entre patologlas

locahzadas en p|e| como la‘dermatms atoplca y-las que su sntxo de cho ue es Ia

Jlal Iectma ALL reconoce’ a unaizf
subpoblamon de Imfoc:tos tlp Th2; debldo a que expresan transcrltos para

citocinas IL<4 e'IL-10 y no expres‘ 1 IL 2 nl IFN-y (Chavez, 1999). Se ha propuesto
que los llnfocutos AlLL+. estlmulados con ConA, tienen relacién con la fase S del
ciclo celular (Vargas, 2001) l ObjethO de este trabajo fue determinar el
porcentaje de linfocitos CD4+ ALL+ en diferentes procesos alérgicos, en diferentes
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fases ‘de’ la. enfermedad y establecer su.asociacion con - otras moléculas de
activacion celular. . -
Resultados.

Son resultados del an’rélisié» 'd’e ‘las ‘células -correspondientes ~al" grupo 2 de
pacnentes (ver materxal y. metodos) e I SO ‘

comparacion con “los
alerglcos en’ fase

pacientes asmat;gos g
4.5+1.3%, en taht‘o,‘;c‘ju
0.2£0.08%. El grupo d
linfocitos CDA4+ALL+
subpoblacién 1 de

Evaluacion de

Se observa.ul

29. 9+7 7% y el gru‘po de rlmtls no actlv‘ presenté que €8. 1+7 7% fueron linfocitos

CD4+CD62L+ En la alergla confnada a. la plel Ias celulas CD4+CD62L+ fueron
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Figura 1. A) Tabla de comparacion de la expresién de los porcentajes de CD4.+ALL+. pbr grupo de
pacientes. Las céelulas fueron analizadas por citometria de flujo, los resuitados son la media * ES.
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28.9+4.5%, las del grupo de la dermatms de contacto fueron 56 1+4 6% y el grupo
testigo presento 41 0+1 O 3%'d>e Ia subpoblamon CD4+CD62L+ :

Realizando un analnsus de correlac1on entre las celyulas CD4+CD62L+ y las células
CDa+ALL+:s : i .
»alergncqs (P

" Evaluacio

(3.0+0.9%
3.1+1:11% d

3. 1i1 1% y- el
anahsns de correl D30 H y los llr‘lfOCltOS CD4+ALL+

'89) en todos Ios procesos alerglcos

se encontro una corr acic
(p<0. 05) (Flgukra 1C)

Discursién;‘i AR

Se ha |dentlﬁcado Ios procesos alérglcos tlenen diferencias entre ellos, siendo la

dermatms : atéplca " lay‘, mamfestac:on ~ mas  severa del fenédmeno alérgico

(Schuerwe h et al 1999) Se ‘ha: descrntb al CD30 como molécula de activacion

celular asomada a lmfocntos CD4+ con perf'l Th2 (Bengtsson, 2001). Asi mismo se
ha ldentlf'cad
linfocitos: que econoce Imfocntos CD4+ humanos que tienen transcritos para

med]ante -la - lectina: ‘de’ amaranto (ALL) una subpoblacion de

citocinas tipo J2,(Chévez, 1999) y su expresion se ha encontrado asociada con

la fase S delc 'l/‘o'_c'e'lular (Vargas, 2001). En este estudio se encontrd que existen
diferenci'as'f eﬁ“ ‘el porcentaje de linfocitos CD4+ALL+ segun el padecimiento

alérgico. En los padecimientos alérgicos confinados a la mucosa respiratoria con

”'Ios dive ersos procesos'——

36 TESIS CO

N

e

FALLA DF CiiGEN




30
] .
25
20 4 -
S o
=]
QD 15 4
P
P
(&)
B i
) . .
-
L ]
- CO4+ALL+".

Figura 1B) Analisis de correlacion de células CDA+ALL+y Celulas CD4+CD30+ E€n todos los procesos
alérgicos y los estados de activacion de Ias enfermedades. Las células fueron analizadas por
citometria de flujo. & i 5

% CD4+COB2L+

C) % cosns

Figura 1C) Anadlisis de correlacién de células CD4+ALL+ y células
CD4+CD62L.+. En todos los procesos y los estados de activacion de las
enfermedades. Las células fueron analizadas por citometria de flujo.
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la enfermedad' en fase actlva.,el porcentaje de - Ios Ilnfocnos CD4+ALL+ se
encontro elevado con respecto a las celulas del grupo de pacnentes que

presentaron Ia enfermedad’ o actwa sin embargo ‘no se ‘encol traron dxferenc:as’

‘padec1mlento (H L
sugendo que las « c1 {

.estos hnfocntos producen citocinas tipo Th2,

CD4+CD30+ en la dermatitis atopica sugiere
"qLJe se esta polarizando la respuesta hacia
resente trabajo se ha identificado que los
enquentran aumentados en sangre periférica

on'f, dermatitis alérgica, lo que sugiere la
celular en la actividad del estado alérgico.
‘e:ncias estadisticas los porcentajes de los
evados en relacion con la actividad del
padecnmlehto d Se han descrito fenémenos en los que la O-
gllcosuamén se encuentra aumentada en los procesos de activacion celular (Piller
et al.,1 988) Tamblen se ha dentchado una glicosiltransferasa relacionada con un

fenotlpo Th2 (Grable et al., 2002) por lo que no se descarta ia posibilidad de que
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exista en esta patologna alérguca la accion. de gllcosulacnones dlStlntaS‘ para el -

el aumento en el numero “de células

de llr‘lfOC|tOS CD4 ; fos llnfocntos ol

linfocitos CD4+ALL una Subpoblacnon celul r s, estados de

activacion /n wvo en la enfermedad alérglca partlc larmente ‘en ‘a dermatms

atoplca
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Capitulo 3. Analisis comparativo de diferentes marcadores de membrana en
diversos procesos alérgicos

En este capitulo se analizaron las diferencias de expresion de distintos
marcadores de activacion en linfocitos CD4 y de moléculas coestimulatorias en
ceélulas presentadoras de antigeno en diferentes procesos atdpicos asociando la
expresion de estos marcadores con la gravedad del padecimiento. Las ceélulas
mononucleadas de pacnentes del segundo grupo (ver material y ‘métodos se'

elevadas .en

losﬂpacnentes con _dermatitis | atoplca

atopicos' analizados.
mecanismos inmunoldgicos  involucrados 'én el 2 sarrolle :
entidades alérgicas y que la expresnon del CD30'sobre! Imfocutos CD4+ podrla ser”

un indicador de dermatitis atéplca en: fase ‘activ As mlsmo. la. subpoblaCIon

CD4+CD30+ puede ser uGtil como: referencna en studio: de la subpoblamon de

lférenclas en la expresion de
CD4+ durante la actividad del
fendmeno alérgico sugieren diferente proceso mmunopatoléglco. con una base
comun, el desequilibrio hacia una respuesta Th2.

linfocitos CD4+ALL+ en el fenémeno alérglco Las
los marcadores de membrana en los IlnfOCIto

Se anexa articulo publicado.
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ABSTRACT

Atopic disorders are driven by the Th2 cell subset. We have determined the expression
of costimulatory molecules and cell surtace markers on peripheral CD4 + T cells and
antigen presenting cells, in different atopic discases, and we have also tried to
correlate the cxpression of these markers with the severity of the disease. Cells from
patients with atopic and contact dermatitis, mild or severe asthma, and symptomatic
and non-symptomatic atopic rhinitis were analyzed by flow cytometry. Our results
showed that CD30. CD124, and CD152 expression on CD4 + T cells was significantly
higher in atopic dermatitis than in contact dermatitis patients (p < 0.05). It was
interesting to obs:rve that the cell surface expression of CD80 in T and B cells from
atopic dermatitis was not as opposed to the other atopic discases we
analyzed. Qur results suggest that there are differences in the immune mechanisms
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involved in the different atopic diseases, and that expression of CD30 in CD4 + T
cells might be a marker of disease activity in atopic dermatitis,

INTRODUCTION

The incidence of atopic discases has increcascd in the last decades (Schmid-
Grendelmeicr et al., 2001), among which atopic dermaititis is one of the most common
forms of atopy (Lcung, 1997). The most important cells in the atopic process are the
Th2 cells and their secereted cytokines 1L-3. 1L-4, IL -5 and JL-13 (Farrell et al,, 2001;
Leung, 1997): however, antigen-presenting cells have also been recently implicated in
this process (Garfias et al., 2001: Scder and Paul, 1994). Activation ot CID4 + T cclls
require at least two activation signals, one mediated by the TCR-MHC complex and the
other by the CD28 costimulatory molecule, which is the ligand of CDS0 or CDE86 in
antigen-presenting cells. CD86 has been proposed as a possible marker of Th2 immunc
response polarization whercas cxpression of CD80 has been proposed as amplifier of
the atopic response (Larche et al., 1998). There are reports that show elevited serum
levels of CD30, a member of the TNF receptor family, in atopic dermatitis (Bengtsson
ct al., 1997). The aim of this study was to describe the main cell surface markers
expressed by CD4 + T cells, B cells and monocytes isolated from atopic dermatitis
patients and to compare the results with cells isolated from other atopic discases, which
scrved as control.

MATERIALS AND METHODS
Monoclonal Antibodics and Reagents

Quantuum Red (QR)-. fluorescein isothiocyanate (FITC)-, or phycoerythrin (PE)-
conjugated mouse monoclonal antibodics against surface molecules of human cells
were used. FITC-mouse IgGl anti-CD30 antibodies were obtained from DAKO
(Carpinteria. CA, USA). FITC-mouse IgG2a anti-CD 19, FITC-mouse IgG2a anti-CD14
and mousc IgG2a anti-CD152 antibodies were from Serotec Products. (Ralcigh, NC.
USA). PE-mousc IgGl anti-CD28, FITC-mousc 1gG1l anti-CD62L, PE-mouse IgM anti-
CD80, PE-mousc IgG2b anti-CD86 antibodies, and all isotype controls were from
PharMingen (San Diego, CA, USA). Mousc IgG2a anti-CD124 was from R&D Systems
(Davies, CA, USA). QR-mouse IgG1 anti-CD4, FITC-goat anti mouse IgG antibodics,
as well as hystopaque. bovine serum albumin type IV, trypan bluc dye and sodium
azide were purchased from Sigma Chemical Co. (St Louis. MO, USA) Skin prick lcsls
to house dust mite extract (10,000 allergic units/ml of Derr J: ides pteron
and D. farinae) were from Greer Labs. (ILenoir, NC, USA) and pnlch Truc-Test was
from Glaxo-Welcome (Boston, MA, USA).

PPatients and Clinical Evaluation

Twenty-cight paticots participated in the study and were distributed as follows
(Table 1): four of them had non-symptomatic atopic rhinitis and four had symptomatic
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Table 1. Distribution of patient groups and their main characteristics.

1g12 Patch Active
N sSPT > 300 Ul/ml skin test symptoms FEVI* Age

Atopic derma s Positive Positive NA Positive ND 38x12
Contact dermatitis 3 Ncg.lu\' Negative Pasitive Positive ND 40=7
Mild asthma 5 Positive ND ES 80— 100% 35=x10
Severe asthma S Positive ND Positive < 60% C34x15
Non-symptomatic 4 Positive Positive ND Negative ND 25=5

rhinitis N
Symptomatic 4 Positive Positive ND Positive ND 30=3

rhinitis
Non atopic 4 Negative Negative Negative Negative ND 3229

healthy controls
SPT: skin prick test to Der ides pteronyssinus and/or D. farinae 15 min after application;

True test evaluated 72 h .nner .npphc.mon. FEVI1: Forced Expiratory Volume at second 1.
*Compared vs. predicted value. ND Not determined. .

atopic rhinitis; five had mild atopic asthma and five had scverc atopic asthma; five
showed atopic dermatitis and five showed contact dermatitis. The control group was
composed of four non-atopic healthy individuals. All atopic individuals had atopic
history, total scrum IgE > 300 Ul/ml, > 15% cosinophils in nasal mucus and > 10%
blood cosinophils, and were cither 3 + or 4 + positive to Dermatophagoides
pleronyssinus and o D. farinae in skin prick tests. Patients with contact dernmatitis
and non-atopic individuals were negative to these tests. Patients with contact dermatitis
were positive to nickel into patch True-Test (Glaxo-Welcome). 72 h after application.
The classification of asthma was based according to criteria of American Thoracic
Socicly (ATS, 1987). All patients were informed and a writicn consent was obtained,
and the protocol was approved by the Ethics Committee of the Institution.

Cell Preparation

Pcripheral blood mononuclear cells (PBMC) were isolated from 10 ml of
heparinized whole blood samples diluted 1:1 in phosphate buffered saline (PBS: 0.01 M
sodium phosphate, 0.14 M sodium chloride, pH 7.2). This mixture was overlaid onto
5 ml hystopaque (1.077 density) in centrifuge tubes and centrifuged at 800 g at room
temperature for 30 min. PBMC collected from the interface layer were washed twice in
PBS with 0.2% bovine scrum albumin, 0.2% sodium azide (PBA). The cell pcliet was
suspended in PBA and the viability was assessed under light microscopy by the trypan
bluc dyc exclusion. The cells were counted in a hemocytometer obtaining > 95% of
viability. Cells (5 x 10%) were then suspended in 50 *1 of PBA for analysis.

Flow Cytometry

Eppendorf tubes containing S x 10° cells were incubated with § 31 of antibodics
against cell surface markers, during 30 min at room temperature, protected from light,
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and subjected to only onc incubation if mcant for direct fluorescence, or two
incubations for indircct fluorescence. After incubations, cells were washed in PBA and
then fixed with 50 31 of 0.1% p-formaldchyde in PBS and later analysed on a FACS
flow cytometer (Becton-Dickinson, Mountain View, CA, USA). Lymphocyles and
monocyltes were identilied on basis of forward and side light scauer characteristics, and
expression of cell surface markers were analyzed separately by specific fluorcscence.
Staining controls cither with fluorochrome-labelled isotype matched mouse antibodics
of unrelated specificity, or with FITC-labelled secondary antibody were used.

Statistical Analysis

Comparison of fluorgscent cells percentage between groups was by the Sigma-
Plot3™ and Sigm.’l-SIal3TM programs. In order to comparc many groups onc way
ANOVA was used. taking p < 0.05 as statistical significance.

RESULTS

CD30 expression on CD4 + T cells. The expression of CD30 in CD4 + T cclls
from PBMC showed a statistical difference among paticnts with atopic dermatitis,
expressing 7 times higher than patients with contact dermatitis (p = 0.01). CD4 + T
cells from severe asthma patients had cell percentages higher in the expression of
CD30, than cclls from mild asthma paticnts. We observed the same tendency in
percentage high of CD30 expression on CD4 + T cells from symptomatic rhinitis
paticnts, when were compared to CD30 expression on CD4 + T cells from non-
symptomatic rhinitis patients (Table 2. Figure 1A).

CDG62L + cxpression on CD3 + T cells. CDG62L showed to be useful to discri-
minate between non-symptomatic from symptomatic stages of either asthma or rhi-
nitis. Mild asthma group and non-symptomatic rhinitis group paticnts had significant
higher percentages in the CD62L expression than in both the severe asthma group and
the symptomatic group. yieclding statistical differences of p = 0.001 and p = 0.01
(Figure 1B). Comparison of the percentage of positive cells to CD62L in the atopic

Table 2. Comparison of cell surface markers expressed in CD4 + T cells in different
atopic processes.

CD30 CD124 CDIs2 CcD62L
Atopic dermatitis 22.7x7.8 19.0+9.2 15.01£6.0 29+6.5
Contact dermatitis 3.0=1.7 2.5x1.2 1.120.2 56=15.5
Mild asthma 0.9+0.4 0.320.3 0.320.3 76=13.3
Scvere asthma 3.3+23 0.9+0.80 0.9+0.8 1179
Non-symptomatic rhinitis 0.3x0.3 1.2x1.0 1.0=1.0 68x8.5
Symptomatic rhinitis 3.3223 2.9x2.4 1.6:0.9 30=8.0
Non atopic 0.2:£0.02 1.1£0.6 1.320.6 50=11.5

. ————y

TCSIS Coll |
“ FALLA DE ORIGEN |




MARCEL DEKKER, INC. » 270 MADISON AVENUE « NEW YORK, NY 10016

- N . ol <
©2002 Marcel Dekker, Inc. All rights reserved. This material may not be used or reproduced in any form the exf; writlen p of Marcel Dekker, Inc.
NMononuclear Cell Surface Markers vy
A as P=0.01
= 30 1
had 25 —
=
g L0
Q 15 —
b=y 10 —
o 5 —
. ¥ ¥ L3
¢ T 7 1
B 100 + p=0.001
—
© 80 pmo02 I
+ 60— I
=
& a0
o
(S k3
= 2047
o
(& 0o —

T 1

T 1 T T T T

AD cO MA  SA NSR SR HC
Figure 1. A. Comparison of CD4 + CD30 + T cells among all atopic processes, showing
statistical differences (p < 0.05). B. CD4 + CD62L + expression in T cells from atopic processes,
showing statistical differences (p < 0.05).

dermatitis group was 1.9 times higher than cells in the contact dermatitis group, and
yiclded a statistical significant difference (p = 0.02)(Tablc 2).

CD124 expression on CD4 + T cells. CD124 showed only differences in its ex-
pression betwceen atopic dermatitis and contact dermatitis, revealing a statistical sig-
nificantly (p = 0.04). The comparison of CD124 expression between mild asthma and
severe asthma, showed no statistical difference, nor did the comparison between non-
symptomatic rhinitis against symptomatic rhinitis (Figure 2A).

CD152 expression on CD4 + T cells. CD152 expression showed the same ten-
dency as the CD124 surface marker; cells from patients with atopic dermatitis had
13.6 times higher expression than cells from contact dermatitis (p = 0.008). The ex-
pression of this marker in cells from other groups of patients showed no statistical
difference (Figurc 2B).

Costimulatory molecules (CD80 or CD86) on antigen-presenting cells. As shown in
Table 3, the monocytes (CDI14 + cells) from symptomatic rhinitis patients that ex-
pressed CDSO0 had higher percentages than in cells from patients with non-symptomatic
rhinitis (p = 0.01). Other groups had no statistically significant differences, however,
we can observe that cells from airway atopic processes had high values in C80
expression when they were compared cither with other allergic processes such as atopic
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Figure 2. A. Comparison of CD4 + CD124 + T cells among all atopic processes, showing
statistical differences (p < 0.05). B. Comparison of CD4 + CDIS2 + T cells among all atopic -
processes, showing statistical differences (p < 0.05).

dermatitis and contact dermatitis, or a healthy control group (Figure 3A). With respect
to CD86 expression on CD4 + T cells, there was no statistical difference among
monocytes from any group of patients (Table 3).

CDB80 cxpression on CD19 + cells. Cells from mild asthma patients, showed high
percentages of CD80 cxpression when comparing the expression of this marker against

Table 3. Comparison of cell markers on antigen-presenting cells in atopic processes.

CDi14 CcD19
CDS80 CD86 CDS8O CD86
Atopic dermat 3.1x14 17.1x4.5 5.13=0.1 10.2x7.1
Contact dermatitis 2.1x1.1 16.1x4.1 2.94x1.7 1.1:0.2
Mild asthma 17.2x5.3 18.+3.8 59£2.4 0.2:0.2
Severe asthma 11.7x10.9 24.0x8.3 1.8x1.1 4.524.3
Symptomatic rhinitis 93228 18.8242.8 1.2:0.4 0.420.4
Non symptomatic rhinitis 3.2x2.5 15.5=7.9 6.3x1.7 3.6x2.9
Non atopic 2.0x1.6 13.6=3.3 0.5+0.12 1.4=1.5
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Figure 3. A. Comparison of CDI14 + CD80 + cells among all atopic processes, showing
statistical differences (p < 0.05). B. Comparison of CD19 + CD80 + cells among all atopic
processes, showing statistical differences (p < 0.05).

those cells from severe asthma, revealed a statistical difference (p = 0.008). In contrast,
cclls from non-symptomatic rhinitis paticnts, expressed a S times lower percentage
cxpression of the marker than cells from symptomatic rhinitis paticnts (p = 0.001).
Comparison between percentage of cells from atopic dermatitis and contact dermatitis
revealed no statistical difference (Figure 3B). Expression of CD86 on CD19 + cells
showed no statistical diffcrence among any groups (Table 3).

DISCUSSION

Our results showed that atopic dermatitis is the most unbalanced among the atopic
discases analyzed. The cell surface markers such as CD124 and CD30. as well as the
cell activation marker CDI152. were morc strongly expressed on cclls from atopic
dermatitis than from other atopic discases analyzed in this work. CD124 (ll.-4 receptor)
is essential for the Th2 deviation in atopic processes, the blocking of CD124 with mAb
scems to be cffective to reduce the allergic response in the lung in the asthmatic murine
model (Gavett ct al., 1997); morcover, It has been shown that mutations in IL-4R arc
associated with atopic diseases (Hershey et al., 1997; Izuhara et al., 2000). In allergic
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contact dermatitis, the expression of CD124 provides a route for 1L-4-mediated damage
(Rowe and Bunker, 1998). In this work. we identified that the expression of CID124 and
CD152 on CD4 + T cells was significantly higher in atopic dermatitis than in contact
dermatitis patients, CID30 is a cell surface marker that belongs to the tumour necrosis
factor receptor family (TNFR), and its expression in B cells is closely related with high
IglE serum levels in atopic patients (Esnault et al.. 1996). CD30 is preferentially
associated with Th2 responscs because the expression of CD30 by activated T cells is
dependent on 1L-4 (Nakamura et al, 1997). This marker seems to be usctful to
distinguish Th2 cells from Thl cells in atopic disorders as well as in other non-atopic
pathologics, such as Ommen's syndrome, systemic lupus erythematosus, or HIV
infection (Del Prete et al.. 1995 Romagnani et al., 1995). We identified more CD30
expressing cells in atopic dermatitis than in contact dermatitis, suggesting that CD30
has an important role in atopic dermatitis; furthermore, the possibility that CD30 could
be another activation pathway through which these cells are regulating the immune
response towards a Th2 profile, cannot be ruled out.

The cxpression of the L-sclectin (CD62L), a lectin-like adhesion molecule.
mediates lymphocyte homing and leukocyte accumulation at inflammation sites,
indicating the activation status of the cell: the CDG62L(0) phenotype is present on
activated cells at which CDG2L(hi) is not in the activation status (Lees et al., 2001).
We cannot obscrve differcnces in the expression density, but we observed a lower
expression percentage of CD62L. in CD4 + T cells from both severe asthma and
symptomatic rhinitis paticnts. than in mild asthma or non-symptomatic rhinitis patients.
suggesting that cells in severc asthma and active rhinitis CD4 + T cells are present in a
more activated state. In atopic dermatitis, the increase in CDI52 cxpression suggests
that CD4 + T cells are activated; although, recent reports sugpest that this marker is
related with anergic processes (Hattori et al., 2001).

Analysis of cell surface costimulatory molecules from antigen-prescnting cells
showed that differences in their expression depend on the atopic process itself. Skin
allergic pathologies, such as atopic dermatitis, are different from processes confined to
the airway mucosa, such as asthma and atopic rhinitis. Costimulation by CDB80
cxpressed by alveolar macrophages is probably involved in the amplification of the
allergen-specific T-cell response in the airways of asthmatic subjects (Burastero et al.,
1999; Djukanovic, 2000; Sato ct al., 1999). In rhinitic patients, we identified significant
differences between CD80 expression percentages in both CDI19 + cclls and CD14 +
cells obtained from symptomatic when they were compared with similar cells from
non-symptomatic rhinitic patients. This difference suggests their relevance in the
unbalance, probably mediating the polarization state in atopy. The oppositc was
observed with the CD80 cxpression on CD19 + cells where the percentage of these
cells was clevated in mild asthmatic processes, suggesting that B cells expressing this
costimulatory molecule are mcediating the symptomatic state through a reducing
mecchanism towards Th2. With respect to CD86 cxpression on antigen presenting cells,
we do not observed differences. However, cells from patients with bronchial asthma,
expressed CD86 as a possible marker of a Th2 polarization profile. and CDS80. as an
amplifier of the atopic response (Larche et al., 1998). Other studies have shown a co-
relationship between CD86 + CD19 + cells and high IgE levels (Jirapongsananuruk
et al., 1998). and thcy also showed that CD86 + B cells have significantly higher
levels of IL4-R and CD23 cxpression than CD80 + B cclls; these data demonstrated the
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predominant cxpression of CD86 in atopic dermatitis (Jirapongsananuruk et al., 1998).
Our results were obtained with non activated cells and in these conditions we do not
find diffcrences. Taken together with our results allow suggesting that each onc of the
atopic discases is mediated by different immunopathologic process.
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Capitulo 4. Expresiéon de CD30 en linfoblastos CD4+ no apoptdticos
estimulados in vitro con el alergeno especifico.

Manuscrito en preparacion

En el presente capitulo, se analizé in vitro 1a expresion de la molécula CD30 en los
linfoblastos alergeno-especificos. Se realizé un ensayo de proliferacion de células
mononucleadas de pacientes alérgicos estimuladas con extracto proteico de
Dermatophagmdes pteronyssmus Se establecido el tlempo de CU|tIVO a Ios snete'

Ia cadena alfa del re’é.'é'bto wde
Velular al lgual que el porcentaje

conla.IL-4.
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Abstract.

CD30 has been associated to" atOplC dlsorders, and, it _has been associated -to

activation states on atop’ 'dermatltls CD30 belongs to the Tumor Ne
Receptor (TNFR) famll ]
either apoptosts or cell prohferatuon however ats functlon o t‘atoplc dlseases is’not .

'and it'has been propossed that CD30

“able’'to meduate

fully understood The anm of this study was to’ know 'whether:C 130 is assbcnated

number of blast cells generated‘was ecreased These results suggest that CD30 ‘
in an allerglc system is assocrated to cell prollferatlon rather than apoptos:s. o
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Introduction. -

CcD30 has been assocuated thh Th2 related proceSSes such as allerglc dlsorders
' 997 Cavagn v'et al > 2000 Dummer et ‘al:;

hin_ the :Tht subset (Cormlcan et al, 2001) .
‘of .atopic = patients treated with spec:f‘c"
~Hin' vitro allergen stimulation determmed that‘

ecause selectlve apoptosus on that cell populatlon'

apoptosxs on o cells from asthmatics, because an ineffective activation of Fas

signal transductlon WhICh may contribute to T cell-dependent immunoinflamation in
asthma (Jayaraman et al 1999). The aim of this study was to determine whether
allergen-induced CD30 expression on CD4+ T cells is associated either with
proliferation or apoptosis and to know if the blockade of the IL4R affects CD30
expression and cell survival or apoptosis on an atopic model.
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Materials and Methods

Subjects The,group of subjects were organlzed as follows 15’pat|ents with atoplcw

dark. After in batlon cells were suspended in 8 ml of RPMI 1640 ‘medium
supplemente wkh '10% heat-inactivated fetal calf serum (FCS) and‘centrlfuged
the cell pellet és diluted in 1 ml of supplemented RPMI.(10% heat-mactnvated
FCS, 2mM L-g mine, 100 IU/mi of penicillin and 100 pg/mi of streptomycin 0.1 M
ﬁ-mercapfoefﬁ 'n':dl‘.' 01M sodium pyruvate.

Cell culture 2 X1 051200;1[ cells were cultured in supplemented RPMI and seeded
7 culture plate (Nalgene Nunc International, Denmark), at 37°C in
5% CO» atm ) pﬁere. Cells were stimulated with Der p (Allerstand, México) at
different concentratlons and different time to establish the optimal time and dose
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for . the subsequent assays.. Cells were: st|mulated with .. ConA (2pg/ml) as a
stlmulatlon control ‘At dlfferent tlme, cells were harvested and Iabelled wnth Iabelled

monoclonal antlbodles to'cell surfacef ma ers and Y racellular cytoklnes (see

fu rther)

(PBS) 02% bovm
mouse antl huma

USA), IL-5-RPE
conjugated isot:

the other;isj eell membrane permeablllty using the dye 7-Amino-
'D) whlch is also an intercalating DNA molecule Described by

Lecoeur (LecbeUf et al..‘ 1998).

Actinomycin-D (7,

TESIS CCH
>7 { FALLA DE QR1=FN



FITC-Annexin-V.
HEPES-NaOH pH 74 2.5 mM CaCIz,‘
FITC-Annnexin-V for 1_}
CD30-RPE..Cells:we
CA. USA). Apoptot
estimate ihe a

1X106 cells were dituted .in. 50 ul of binding buffer. (10. mM
140 mM NaCI) a d |ncubated w1th 1pg

or, 2 mlnutes at
A blast cells
ected the blasts
PC Wag:used.

Statlstlcal Analysns The data’obtamed |n thls study were evaluated usmg the Mann

Whltney “U" test p<0 Osiwas taken as statlstlcally s:gmf’cant and correlatxon

coefficient was calculated ‘with Pearson product.

Table 1. Main characteristics of patients and controls.

Subjects n Age SPT* IgE (Ui/mL) |Blood
Eosinophlis

Allergic 15 26 £ 9 +4++ >300 >10%

Non allergic |7 35+8 Negative <300 <10 %

*SPT: Skin Prick Test to Dermatophagoides pteronyssinus.
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Results.
Cell Prollferatlon To determlne the optlmal tlme and allergen concentratlon cells
B 'lth dlfferent doses}' )

cells afte

‘at. sev'

group968-'f1 11°/

he;éas' the samples of the control group stimulated with Con
A expressed 35 5.+ 7.6 %. The stimulation with Con A showed a similar blasts

o - A
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production :between ‘groups, - however there was a lower expression of CD30 in
activated cells on the allergic group, which means that the CD30 expression in the

allerglc group ns allergen spec:f‘c

cells were not expressmg ¢ e|r membrane as observed in apoptotlc cells

To evaluate the membrane int gnty of CD4+CD30+ blasts, cells were 1ncubated for ..

20 min-at 4°C in the dark wuth 7—AAD after CD4-FITC and CD30RPE staining, and.
acquired in FACScalubu ‘ When cell membrane is permeable it becomes
permissive to the 7-amino actinemycin D (7-AAD) which stains the nucleus of both
early and late apoptotic cells. The analysis was made on blast cell gate. 7AAD
negative, large Iymphocytes were considered non apoptotic blast cells. After seven
days of allergenic stlmulus blasts were generated only in the allergic group, and
after cell surface labelling 7AAD was incubated in the cell samples to analyse the
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Figure 1. PBMC of atdpics were stimulated with different concentrations of allérgen, for 7 days,
showing percentage of blast cells (circles) compared with the Division Index (inverted triangles).
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Figure 2. Exppresion of CD30+ on CD4+ blast cells. PBMC were stimulated with allergen (circles),
or without stimulus (triangles) and with allergen and anti-CD 124 (squares) at different time.
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Figure 3. Representative dot plot comparing AnnexinV-FITC vs Pl on blast cells gate of an :
allergic, after 7 days of allergen stimulation (A). Representative dot plot comparing AnnexinV-FITC
vs IP on blast cells gate of a contro! non-allergic subject, after 7 days of allergen stimulation (B).

A chart compaing between allergic (left) vs non allergic (right) subjects (C). A dot plot of blast cells
of an allergic patient, after 7 days of allergen stimulation, the cells were

stained with Annexin V-FITC and CD30 PE (D).
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Figure 4.. A) Dot plot of PBMC stimulated 7 days with Der p (A), and with allergen plus
anti-CD124 (B) analysed by Forward Scatter and 7-AminoActinomycin-D.
Dot plots of the blast cells gated region comparing CD4 vs CD30. Cells stimulated 7 days -
with allergen (C) and cells stimulated with allergen plus anti-CD124 (D).
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permeab:hty of the cell. membrane.: The blasts CD4+CD30+ showad to be 7AAD
negatlve wh(ch méans CD4+ blasts expressmg CD30+ are not poptotlc

patgogenesns allerglc mflvamm:étiicvo_n;_
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Figure 5. A) Cytokine expression of CD4+CD30+ determinated on blasts, IFNgamma (dark bars)

IL4, (light bars). Cells of allergic patients stxmulated wuth allergen at different time points. Results
expressed are the mean = SEM.

B) Comparison between CD4+CD30+ (dark bars) and CD4+CD30+IL5+ (light bars) cells after allergen
stimulation of cells of allergic patients. Results expressed are the mean + SEM. p<0 05
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(Armitage, 1994) inits cytoplasmlc tall has.a domaln WhICh allows TRAF protelns
dlmerlzatuon and TRAF protelns have been |mphcated |n actn '»atlon of NFKB (Wajat

that CDSO |n thls mod‘
apoptosns :

Ieadlng to" Th

positive regulator of actlvated T cell functlon (Gilfillan et al., 1998)

GG




Our results lndlcate that CD30 seems to be able to |dent|fy a cellular populatlon
which seems to be protected frorn passlve apopt05|s through 4. 5
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DISCUSION GENERAL.

Se ha propuesto que en las enfermedades alerglcas hay un desequllubrlo de la

respuesta inmune hacia -una:
hipersensibilidad tipo I. Tambiéi'nk

de antlgeno (CPA) desem e

las enfermedades aler

reconocer una

enfermedades alérglcas Esta Iectihé “esica
supoblacon de’ linfocitos CD4+ demsangr

lectlna fue utll para anallzar Im
atoplca En pactentes con asma j activados

reﬂeja como R



actividad en ,'a dermatltls atéplca (Katoh et al.; 2000) Y. que el CD3O se encuentra
erf‘l de cutocnnas tlpo Th2 (Bengtsson 2001) La correlacnon

en celulas c“

atéplca e
atoplca v I

|nfoc1tos CD4+ esta en relaciéon con

la respuesta Th2‘rTamblén‘ sé

'nos linfocitos CD4+CD30+, CD4+CD124+ . y
pacnentes con ‘dermatitis atdpica (DA), estuvo elevado- en: co

porcentaje

a cufm con el
grupo de paaentes con -dermatitis de contacto asi como’ en lo otros procesos
alerg|cos Con‘ respecto a las moléculas coestlmulatonas en las células

presentadoras ¢ e antlgeno observamos que la expresién de CDBO en linfocitos B
y fue mayor en: la rinitis activa y en el asma moderado, lo que sugiere que tienen
participacion ‘en’el-mecanismo de alergia confinado a la mucosas de las vias

nJSI TC)T“‘"‘




estado de activacion de alergia condiciona a un: ‘mayor namero de llnfomtos que
expresan este ,marcador - sacaridico, suglrlendo Ila" expresuén de O-

ghcosultransferasas Piller: et al.fencontraron que exlste una'mayorAactlwdad de :

alérgicos, se encuentvran “activados

los no alérgicos (Corriga

Gemou-Engesaeth et a
en los linfocitos de
activacion celular obs
linfocitos de estos pacu

embargo, esta polarlza

tos CD4+ALL+ y Ilnfomtos CD4+CDSO+ y en contraparte:.? .
eIacnén negativa con los lmfocntos CD4+ALL+ y Imfoc:tos
todos los padecimientos alérgicos. Diversos estudios han

rcadores de activacion celular con los estados de agudos en la
; ha encontrado que el CD30 y su fraccion soluble (sCD30)
correlacnonan con el estado de activacion de la enfermedad y los niveles séricos
de IgE (Esnault et al.,, 1996). Se ha sugerido que el sCD30 es un marcador de

alergla
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aéreas. Observamos que la poblacu‘m CD4+CD1 24+ se encuentra elevada en los
pacientes con dermatms atéplca EI CD1 24 es Ia cadena alfa del receptor de IL4

(lzuhara et al, 2000) Y- Ia Il_-4 es un cntocma caracteristlca de la respuesta Th2. El

CcD152 (CTLA—4) esuna molecula que’; se encuentra en lmfocntos en estado de
‘po Ce aje de Imfocntos CD4+CD1 52+
ugiriendo el e tado de ac 'vacuon celular ’

activacion; nuestros datos mostraron’'que

esta elevado e
existente’ en’

alerglcas se

observamosf
diferente al' m

ante el Dermatophago:des pteronyssinus que se realizé6 en este trabajo, se
permltlra observar el comportamlento de la subpoblacion celular CD4+ reconocida

—
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por Al_L en el modelo de atopla ln wtro y asi comprender més acerca de su posible

funcnon en el fenomeno atoplco.‘ :

e encue tfa_n desempefiando una
:pido,a su asociacion con
s en el microambiente.
conocxda por. ALL son:
cac:on ~entre células o
Rasmussen 1992;: Zanetta et al:;

1992; Lis'y Sharon, 1993).
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PERSPECTIVAS

Para analizar la participacion de la»subpoblacic’m*CD4-¢i—ALL+ ante -un _estimulo

alergeno- especnf‘co - i
1.

porcentaje de las celulas CD4+ALL

2. Se analizara lapln_etlca d

sobrenadante.
3. Se analizaré“e"sf = ‘
celular. y apopt si i ! ulac rao.
actlvadora d Y : e
: estudiar la

molécula esté dlrectamente'lnvolucrada en Ios fenémemos de actlvacnén'
celular. - e R ; : y L
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