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Resumen

Las reacciones adversas a medicamentos no inmeditas, en las que parecen estar implicados
linfocitos T citotdxicos (CTLs) que expresan receptores de células NK (NKRs), comprenden una
amplia gama de manifestaciones clinicas que van desde urticarias hasta reacciones mas graves
como el Sindrome de Stevens-Johnson (SJS) y la necrolisis epidérmica téxica (TEN). Los datos
publicados sugieren que el IFN- juega un papel importante en el desarrollo de estas reacciones
mas graves Y recientemente se ha descrito que la secrecidn de esta citoquina por parte de células
NK puede determinar respuestas inmunes adaptativas. Aunque muchos trabajos se han centrado
en el estudio de la regulacion de la citotoxicidad por parte de NKRs inhibidores (iNKRs), existen
pocos datos acerca de su posible implicacion en la regulacion de la produccion de citoquinas y,
en concreto, sobre el posible papel que ILT2/CD85j pudiera tener sobre la secrecion de IFN- en
NKs.

En nuestro trabajo se decidié estudiar la posible funcién que los NKRs y las moléculas HLA
pudieran tener sobre el establecimiento y la fisiopatologia de reacciones de hipersensibilidad a
farmacos, al igual que la posible influencia que el medicamento (hapteno) pudiera ejercer sobre
las interacciones receptor-ligando y, por tanto, sobre el umbral de activacion celular. Ademas se
analizé la participacion que las moléculas HLA-I pudieran tener sobre la regulaciéon de la
produccion de IFN- a través de la unidn con el INKR ILT2/CD85;.

La expresion de CD8 y de NKRs en linfocitos de sangre periférica y liquido de ampollas de
pacientes en fase aguda, asi como la expresion de HLA-E en queratinocitos de biopsias de piel
afecta, se analiz6 mediante citometria de flujo y se comparé con la de muestras de los mismos
pacientes recogidas una vez resuelto el cuadro clinico y/o de individuos control. Se realizaron
ensayos de citotoxicidad con *Cr y de degranulacion mediante la deteccién de CD107a con
células mononucleares de sangre periférica y de ampollas frente a la linea celular 721.221
deficiente en moléculas HLA-lI y su transfectante estable para HLA-E (221 .AEH) o
queratinocitos humanos alogénicos. El posible papel que la presencia del farmaco pudiera
ejercer sobre las interacciones receptor-ligando se estudid en ensayos in vitro usando como
modelo la amoxicilina (AX), que se une de forma espontanea a proteinas celulares o del suero
para ser presentada a los linfocitos T en el contexto de moléculas HLA de clase | y de clase Il.
La citotoxicidad mediada por células NKL se midi6 en ensayos de liberacion de *'Cr frente a la
linea 721.221 y transfectantes estables de esta linea preincubados o no con el farmaco, y se
realizaron ensayos de conjugacion para evaluar la fosforilacion de ILT2/CD85j y el
reclutamiento de la fosfatasa SHP-1. Por ultimo, se determiné el posible papel regulador que
ILT2/CD85j pudiera tener sobre la produccion de IFN- en células NK-92 y NKs de sangre
periférica tras la interaccion con células diana, productos virales y células dendriticas inmaduras
(iDCs) mediante la determinacién de la concentracion de IFN- secretada al medio y mediante

citometria de flujo intracelular.



Resumen

Se observd un elevado porcentaje de células CD3'CD8" y CD3'NKR® (ILT2/CD85;",
CD94/NKG2C* y KIR2DL2/L3/S2%) en sangre periférica y liquido de ampollas asi como
expresion de HLA-E en queratinocitos de piel afecta de pacientes con reacciones de
hipersensibilidad en fase aguda. Los ensayos de citotoxicidad y degranulacién demostraron la
presencia de células T y NK capaces de lisar células que expresan HLA-E a través del receptor
CD94/NKG2C en sangre periférica y en fluido de ampollas de pacientes con reacciones
ampollosas en fase aguda. Por otra parte, se demostrd que la preincubacion de dianas con AX
reducia el reclutamiento de la fosfatasa SHP-1 al receptor ILT2/CD85j tras la interaccion con
moléculas HLA-I especificas. En lo que respecta al posible papel regulador que ILT2/CD85j
pudiera tener sobre la secrecion de IFN- en NKSs, se demostr6 una inhibicion de la expresion de
mRNA, de la producciéon de proteina y de la secrecion de la misma consistente con el
reconocimiento especifico de moléculas HLA-I por parte de ILT2/CD85j. Ademas, la activacion
de ILT2/CD85j inhibid la produccion de IFN- en respuesta a poly (I:C) y el blogueo de las
interacciones ILT2/CD85j-HLA-I incrementd la secrecién de la citoquina tras el encuentro de
células NK con iDCs.

Los resultados sugieren que los CTLs que expresan NKRs podrian jugar un papel importante en
reacciones de hipersensibilidad a medicamentos no inmediatas y que la regulacion de la
activacién celular a través de receptores especificos de moléculas HLA podria ser un mecanismo
implicado en la fisiopatologia de estas reacciones. Por Gltimo, los datos obtenidos apoyan un
papel regulador de las moléculas HLA-I en la produccion de IFN- por parte de células NK a

nivel de mRNA vy proteina tras la interaccion con el receptor ILT2/CD85;j.



Summary

Non-immediate adverse drug reactions, in which cytotoxic T lymphocytes (CTLs) expressing
NK receptors (NKRs) seem to be involved, give rise to different pathological entities ranging
from mild skin rashes to severe cutaneous reactions such as toxic epidermal necrolysis (TEN)
and Stevens Johnson’s Syndrome (SJS). IFN- seems to play an important role in the
development of SJS and TEN and recent advances support an important role for NK-derived
IFN- in shaping adaptive immune responses. Although the role of the inhibitory NKRs (iNKRs)
in the regulation of cytotoxicity has been widely explored, their involvement in the control of
cytokine production has been scarcely analysed and no data are available referring to the role of
the iINKR ILT2/CD85j in the regulation of IFN- secretion by NK cells.

In the present work, we sought to study the potential role of NKRs and of HLA molecules in the
establishment and physiopathology of these diseases, as well as the influence of the presence of
the drug (hapten) in receptor-ligand interactions and, therefore, in the threshold of cellular
activation. On the other hand, we also analysed the involvement of HLA class | molecules in the
regulation of IFN- production through binding to ILT2/CD85;.

CD8 and NKR expression in peripheral blood and blister fluid lymphocytes from patients in
acute phase, as well as HLA-E expression in keratinocytes from skin eruptions, was analyzed by
flow cytometry and compared with samples from the same patients upon resolution and/or
control subjects. Cytotoxicity and CD107a degranulation assays were carried out with peripheral
blood and blister fluid mononuclear cells against HLA class I-deficient 721.221 and HLA-E
transfectant 221 .AEH cell lines or human allogenic keratinocytes. The potential role of the
presence of the drug in receptor-ligand interactions was studied by in vitro assays using
amoxicillin (AX), that spontaneously binds to serum or cellular proteins in order to be
recognized by specific T cell-receptors (TCRs) in the context of HLA class Il or | molecules.
NKL cell line mediated cytotoxicity was measured in 4-h *'Cr-release assays against 721.221
cells and HLA transfectants of the same cell line preincubated or not with the drug and
conjugation assays were also carried out to evaluate the phosphorylation of ILT2/CD85j receptor
and the recruitment of SHP-1 phosphatase. Finally, we determined the potential role of
ILT2/CD85j in the regulation of IFN- production by NK-92 and primary NK cells after
interaction with target cells, viral products, and immature dendritic cells (iDCs) by measuring
the concentration of IFN- secreted to the culture supernatants and by intracellular flow
cytometry.

We found a high percentage of CD3"CD8" and CD3"NKR" (ILT2/CD85j", CD94/NKG2C" and
KIR2DL2/L3/S2") cells in peripheral blood and blister fluid as well as HLA-E expression in
keratinocytes from skin biopsies from patients with delayed adverse drug reactions in the acute
phase. Cytotoxicity and CD107a degranulation assays proved the presence of T and NK cells

able to kill HLA-E-expressing cells through recognition of activating CD94/NKG2C
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receptor in peripheral blood and blister fluid from patients with bullous reactions in the acute
phase. In the other hand we also found that target preincubation with the drug reduced the
recruitment of SHP-1 phosphatase to ILT2/CD85j receptor upon the interaction with HLA. In
regards to the role of ILT2/CD85j in the regulation of IFN- secretion by NK cells we found
specificities of HLA class I-mediated inhibition of IFN- mRNA expression, protein production,
and secretion consistent with the specific recognition by ILT2/CD85j. Furthermore, ligation of
ILT2/CD85j inhibited the production of the cytokine in response to poly (I:C), and blocking of
ILT2/CD85j-HLA class I interactions increased the secretion of IFN- in NK/iDC cell cocultures.

The results suggest that CTLs expressing NKRs could play and important role in noninmediate
adverse drug reactions. The regulation of cellular activation through these HLA receptors could
be a mechanism implicated in the physiopathology of these diseases. Moreover, our data support
a role in the regulation of IFN- secretion by NK cells for self HLA class | at the mRNA and
protein levels by interacting with the iINKR ILT2/CD85;j.
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Abreviaturas

Ac: Anticuerpo.

AGEP: Pustulosis exantematica generalizada aguda (A cute generalizad exanthematous
pustulosis).

AMV-RT: transcriptasa inversa del virus de la mieloblastosis aviar (Aviar myeloblastosis virus
reverse transcriptase).

APC: Célula presentadora de antigeno (Antigen-presenting cell).

AX: Amoxicilina.

BFMCs: Células mononucleares de liquido de ampollas (Blister fluid mononuclear cells).

cDNA: Acido desoxirribonucleico complementario (complementary Deoxyribonucleic Acid).
CMV: Citomegalovirus.

cpm: Cuentas por minuto.

CTL: Linfocito T citotdxico (Cytotoxic T lymphocyte).

DMSO: Dimetil sulféxido.

DNA: Acido desoxirribonucleico (Deoxyribonucleic acid).

DRESS: Reaccién a medicamentos con eosinofilia y sintomas sistémicos (Drug reaction with
eosinophilia and systemic symptoms).

EDTA: Acido etilendiaminotetraacético.
EM: Eritema multiforme (Erythema multiforme).

FBS: Suero de ternera fetal (Fetal bovine serum).
FDE: Exantema fijo (Fixed drug eruption).

Gy: gray.

HA: Hemaglutinina (Hemaglutinin).

HLA: Antigeno leucocitario humano (Human Leukocyte Antigen).

HLA-Es: Antigeno leucocitario humano E soluble.

HLA-I: Antigeno leucocitario humano clase | (Class | Human Leukocyte Antigen).

iDC: Célula dendritica inmadura (Inmature dendritic cell).

IFN-: Interferon gamma.

IL: Interleuquina.

ILT: Immunoglobulin-like transcripts.

IMF: Intensidad media de fluorescencia.

iINKR: Receptor inhibidor de célula citotoxica natural (Inhibitory natural killer receptor). lo:
lonomicina.

IP: Inmunoprecipitacion.

ITAM: Motivo de activacion del inmunorreceptor via tirosina (Immunorepector tyrosine-based
activation motif).

ITIM: Motivo de inhibicion del inmunorreceptor via tirosina (Immunorepector tyrosine-based
inhibitory motif).

kDa: kilodalton.
KIR: Killer cell inhibitory receptor.

LPS: Lipopolisacarido (Lipopolisacaride).
LT: Linfocito T.



Abreviaturas

mA: Miliamperio.

mDC: Célula dendritica madura (Mature dendritic cell).

MPE: Exantema maculopapular (Maculopapular exanthema). mRNA:
Acido ribonucleico mensajero (Messenger ribonucleic acid).

NK: Célula citotoxica natural (Natural killer cell).
NCR: Receptor de citotoxicidad natural (Natural cytotoxicity receptor).

PAMPs: Patrones moleculares asociados a patégenos (Pat hogen-associated molecular patterns).
pb: Pares de bases.

PBLs: Linfocitos de sangre periférica (Peri pheral blood lymphocytes).

PBMCs: Células mononucleares de sangre periférica (Peripheral blood mononuclear cells).
PBS: Tampdn fosfato salino (Phosphate Bufered Saline).

PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa (Polimerase Chain Reaction).

PHA: Fitohematoglutinina (Phytohemaglutinin).

PMA: Phorbol myristate acetate.

PMSF: Fenilmetilsulfonilfluoruro (Phenyl methane sulfonyl fluoride).

PVDF: Polyvinylidene fluoride.

PY: Fosfotirosina (Phosphotyrosine).

rh-1L: Interleuquina humana recombinante (Recombinant human interleukin).

RNA: Acido ribonucleico (Ribonucleic Acid).

RT-PCR: Transcripcion inversa y reaccion en cadena de la polimerasa (Reverse Transcription
Polymerase Chain Reaction).

SCID: Severe combined immunodeficient.

SDS-PAGE: Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis.
SEB: Enterotoxina B de estafilococo (Staphylococcal enterotoxin B). SJS:
Sindrome de Stevens-Johnson (Stevens-Johnson Syndrome).

TCR: Receptor del linfocito T (T Cell Receptor).
TEN: Necrolisis epidérmica toxica (Toxic epidermal necrolysis).
TLR: Toll-like receptor.

TNF-: Factor de necrosis tumoral alfa (Tumor necrosis factor- alpha).

V: Voltio.
VIH: Virus de la inmunodeficiencia humana.

WB: Inmunoblot (Western blot).
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1. REACCIONES DE HIPERSENSIBILIDAD INDUCIDAS POR MEDICAMENTOS

Las reacciones adversas a xenobioticos (medicamentos, metales y otros agentes quimicos) pueden
dar lugar a fendmenos de hipersensibilidad y/o autoinmunidad (Griem et al., 1998). Dentro de
éstas, las reacciones adversas a medicamentos constituyen el grupo més relevante siendo entre la
4%y |a 62 causa de mortalidad en los EEUU (Ingelman-Sundberg, 2001).

Los farmacos pueden producir dos tipos de reacciones adversas (Pirmohamed et al., 1998); las
llamadas reacciones de tipo A, ligadas a las propiedades del medicamento y en general
relacionadas con la dosis como son los efectos colaterales, la sobredosis o los efectos secundarios;
y las de tipo B, ligadas a la respuesta que el paciente desarrolla y basadas en los mecanismos
propios de éste, bien sean de naturaleza inmunoldgica u otros mecanismos idiosincrasicos. Estas

Gltimas son impredecibles.

Las reacciones adversas a medicamentos mediadas por el sistema inmunoldgico se incluyen dentro
de las reacciones de hipersensibilidad. Segun Coombs y Gell las reacciones de hipersensibilidad se

clasifican en cuatro categorias:

e Tipo I. Reaccion de hipersensibilidad inmediata: Respuesta inmune humoral mediada por
IgE especifica, y por tanto de tipo Th2, que ocurre en un plazo de minutos a una hora
desde la administracion del medicamento. Las entidades clinicas méas relevantes de este
grupo son anafilaxia, asma, angioedema y urticaria inmediata.

e Tipo Il. Reaccion citotoxica debida a la accion del sistema de complemento y de
anticuerpos 1gG o IgM. Las manifestaciones clinicas mas frecuentes son la anemia
hemolitica, trombocitopenia, leucopenia y agranulocitosis.

e Tipo Ill. Reaccion debida a la formacion de inmunocomplej os de IgG o IgM vy a la
activacion del sistema de complemento. Dentro de este grupo se incluyen la enfermedad
del suero, enfermedades hematoldgicas y la vasculitis sistémica y cutanea.

e Tipo IV. Reaccion de hipersensibilidad no inmediata: Respuesta inmune celular que

ocurre entre las 2 y las 72 horas o varios dias después de la ingesta del medicamento.

Las reacciones adversas a medicamentos de tipo B suelen ser reacciones de hipersensibilidad
inmediata (tipo 1) 0o no inmediata (tipo IV). Estas Gltimas comprenden una amplia gama de

manifestaciones clinicas cuya caracteristica comun es que todas cursan con afectacion cutanea.
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Pueden ocurrir con independencia del tipo de medicamento y de la edad, sexo y raza del

individuo.

Dentro de las reacciones tipo 1V se pueden distinguir las siguientes entidades clinicas (Roujeau,

2005):

Urticaria: erupcion cutanea que cursa con eritema y edema, asociada frecuentemente a
prurito.

Exantema maculopapular (MPE): es la entidad clinica mas frecuente, comprende mas
del 90% de los casos de hipersensibilidad no inmediata a medicamentos. Consiste en la
formacion de méaculas o papulas eritematosas normalmente simétricas que se presentan en
tronco y extremidades. Con frecuencia se asocia a prurito y fiebre leve.

Pustulosis exantemética aguda generalizada (AGEP): es una enfermedad con poca
incidencia y causada por farmacos en el 90% de los casos. Se caracteriza por la aparicion
de numerosas pustulas estériles y fiebre alta.

Sindrome de hipersensibilidad/ DRESS (Drug reaction with eosinophilia and systemic
symptoms): reaccion exantematica con eosinofilia que puede ser grave y a la que se
asocian afectaciones del higado, pulmén o rifién asi como anormalidades hematoldgicas y
fiebre alta.

Exantema fijo (FDE): consiste en la formacién de placas eritematosas con edema y
frecuentemente se desarrolla una ampolla central. Pueden verse afectadas las mucosas. Se
le conoce con el nombre de “fijo” ya que una nueva exposicion al farmaco causante de la
enfermedad provoca la lesion en la misma zona.

Eritema multiforme (EM): reaccion que a menudo se confunde con el Sindrome de
Stevens-Johnson ya que presenta lesiones ampollosas y en algunos casos existe afectacion
de mucosas. Pocas veces esta reaccion se asocia a medicamentos, por lo general se
relaciona con infecciones por el virus herpes simple.

Sindrome de Stevens-Johnson (SJS) y necrolisis epidérmica téxica (TEN): son las
reacciones adversas a medicamentos mas graves, con una elevada mortalidad (10% en
pacientes con SJS y 30% en pacientes con TEN) y una baja incidencia (0.4-1.2 y 1-2 casos
de TEN y SJS respectivamente por millén de habitantes al afio). La reaccion comienza
con eritema en cara y tronco, la piel afecta desarrolla ampollas (figura 1, panel izquierda)
y se produce un desprendimiento de la epidermis (figura 1, panel derecha). Existe
afectacion de mucosas, generalmente ojos, labios y genitales. En los casos mas graves el
deterioro puede llegar a la mucosa gastrointestinal, traqueas y bronquios. Como

consecuencia de la pérdida de la integridad de la piel se desarrollan



Introduccion

infecciones sistémicas como sepsis 0 neumonia que pueden provocar la muerte del
paciente. SJS y TEN se diferencian en el porcentaje de superficie corporal afecta; la
reaccion se diagnostica como SJS cuando el desprendimiento de la epidermis es menor del
10% y como TEN cuando es mayor del 30%. Se ha descrito que la infeccion por VIH o
padecer lupus eritematoso sistémico son factores de riesgo para padecer estas reacciones
mas graves. Los farmacos son los responsables de la aparicion de estas enfermedades en

al menos el 70% de los casos.

Figura 1: Necrolisis epidérmica tdxica en relacion a tegretol (izquierda) y eritromicina
(derecha)

2. IMPLICACION DE LINFOCITOS T EN REACCIONES DE HIPERSENSIBILIDAD
INDUCIDAS POR MEDICAMENTOS

Mientras que las reacciones adversas a medicamentos inmediatas estan mediadas por IgE
especifica, existen evidencias que demuestran la implicacién los linfocitos T (LT) en la
patogénesis de reacciones de hipersensibilidad retardada inducidas por diversos agentes quimicos
(Griem et al., 1998) y parece que las reacciones adversas a medicamentos no inmediatas también
son iniciadas y mantenidas por LT (Coleman and Blanca, 1998).

Asi, experimentos in vitro han demostrado la existencia de receptores de LT (TCRs) especificos
de diversos farmacos (von Greyerz et al., 1999; Zanni et al., 1997) y se ha comprobado que
células mononucleares de sangre periférica (PBMCs) pueden estimularse en presencia del farmaco
causante de la enfermedad (Luque et al., 2001) lo que demuestra la existencia de memoria
inmunoldgica. En general los datos son contradictorios en lo que se refiere al fenotipo de las
poblaciones linfocitarias que se expanden como respuesta al fArmaco. Diversos estudios sugieren
que la respuesta es oligoclonal (Komatsu et al., 1996) habiéndose encontrado clones especificos
del farmaco tanto CD4 como CD8 (Mauri-Hellweg et al., 1995) y restringidos bien por moléculas
del complejo principal de histocompatibilidad humano (HLA) de clase | o de clase 11 (Brander et
al., 1995; Zanni et al., 1998), algunos de ellos con demostrada actividad citotoxica (Hertl et al.,
1993).
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Ademas de trabajos in vitro existen estudios inmunohistoquimicos de biopsias de piel de pacientes
con reacciones de hipersensibilidad no inmediatas que demuestran la existencia mayoritaria de
células T en el infiltrado inflamatorio (Britschgi et al., 2001; Gonzalez et al., 1998; Leyva et al.,
2000; Yawalkar et al., 2000). Ademas, se ha determinado un incremento en la expresion de
marcadores de activacion celular, proteinas responsables de la citotoxicidad (granzima B,
perforina y Fas ligando (FasL)) (Posadas et al., 2002) y del marcador linfocitario del homing a la
piel CLA (Gonzalez et al., 1998; Leyva et al., 2000) en PBMCs de pacientes con estas reacciones
en fase aguda.

Los estudios in vitro e in vivo ponen al descubierto la existencia de distintos patrones de
citoquinas y quimioquinas producidas por linfocitos T que explican la enorme diversidad
fenotipica de estas reacciones no inmediatas. Actualmente se sabe que la respuesta inmune celular
es bastante mas heterogénea de lo que se pensaba en un principio, por lo que recientemente las
reacciones de tipo IV de Coombs y Gell se han subclasificado en las siguientes categorias (Lerch
and Pichler, 2004):

e Tipo IVa: reacciones de tipo Thl en las que las células T activan y reclutan a monocitos
mediante la secrecion de IFN-.

e Tipo IVb: son reacciones de tipo Th2 en las que las células T secretan citoquinas tales
como IL-4, IL- 13 e IL-5 que promueven la activacion de eosinéfilos (ej: MPE con
eosinofilia).

e Tipo IVc: las células T actian como células efectoras o citotoxicas, migran a la piel y
lisan a los queratinocitos a través de la liberacion de perforina y granzima B y/o mediante
mecanismos dependientes de FasL (ej: MPE, SISy TEN).

e Tipo IVd: las células T reclutan neutréfilos mediante la secrecion de IL-8 y previenen la

apoptosis de los mismos a través de la produccion de GM-CSF. (ej: AGEP).

No obstante, varios mecanismos pueden concurrir en una misma reaccion (Posadas and Pichler,
2007).

3. RECONOCIMIENTO DEL FARMACO POR EL TCR
El desarrollo de respuestas inmunes inmediatas 0 no inmediatas a medicamentos es el resultado
del reconocimiento de los farmacos (0 de metabolitos derivados de los mismos) por TCRs

especificos en el contexto de moléculas HLA. Los farmacos son compuestos quimicos de bajo

peso molecular que pueden ser reconocidos por el TCR a traves de varios mecanismos (Gerber
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and Pichler, 2004; Griem et al., 1998; Hertl and Merk, 1995; Schnyder et al., 2000; von Greyerz et
al., 1998) (figura 2):

e Cuando el farmaco contiene grupos quimicos reactivos se puede comportar como un
hapteno. Un hapteno es un compuesto de bajo peso molecular incapaz de desencadenar
una respuesta inmune especifica que se vuelve inmunogeénico al unirse mediante enlaces
covalentes a péptidos o proteinas. Asi, los LT reconocen a través del TCR el péptido
haptenizado que proviene de un procesamiento intracelular del complejo proteinahapteno
y que es presentado en el contexto de una molécula del complejo principal de
histocompatibilidad (MHC) por células presentadoras de antigeno (APCs). Otra
posibilidad es que los haptenos se unan directamente al péptido antigénico presentado en
la membrana celular en el contexto de una molécula del MHC. Un ejemplo de este tipo
de medicamentos es la penicilina G, cuyo anillo -lactdmico se une mediante un ataque
nucleofilico a los grupos amino de los residuos de lisina de las proteinas (Batchelor et al.,
1965).

e Cuando el farmaco no es quimicamente reactivo y necesita del metabolismo celular para
adquirir grupos reactivos que permitan la unién a proteinas o péptidos intracelulares y ser
asi reconocido por los LT se dice que se comporta como un prohapteno.

e Por ultimo existen evidencias de que algunos farmacos “quimicamente inertes” son
capaces de ser reconocidos especificamente por LT. Diversos estudios (Schnyder et al.,
2000; von Greyerz et al., 1998) han demostrado que estos medicamentos pueden
interaccionar directamente mediante una unién labil no covalente con moléculas HLA y el
péptido presentado por éstas. Este tipo de unién se conoce como “interaccion
farmacologica” 0 concepto “p-i” (pharmacologic-interaction). Algunos de los

farmacos que se comportan de este modo son sulfametoxazol, lidocaina y carbamazepina.

Farmaco/ hapteno

Conjugado

farmaco-proteina

Figura 2: Distintas formas de presentacion del farmaco alos LT
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4. IMPLICACION DE CELULAS CITOTOXICAS QUE EXPRESAN NKRs

Ademas de involucrar a los LT existen trabajos que implican a las células citotoxicas naturales
(células NK) en patologias relacionadas con reacciones de hipersensibilidad (Seo et al., 2000).
Asi, en el liquido de las ampollas de pacientes con TEN se ha encontrado un elevado porcentaje de
linfocitos T citotdxicos (CTLs) que expresan receptores de células NK (NKRs) (Le Cleach et al.,
2000). Por otra parte, estudios inmunohistoquimicos realizados por nuestro grupo mostraron la
presencia de células NK en el infiltrado de biopsias cutaneas de pacientes con exantemas
inducidos por medicamentos (datos no publicados), y se ha descrito que LT NKR™ pueden
provocar directamente alteraciones cutaneas ligadas a un patrén de tipo Thl en ratones SCID
(Nickoloff et al., 2000). Ademas, estudios recientes sugieren que células NK pueden ser
portadoras de memoria inmunolégica frente a determinados haptenos (O'Leary et al., 2006).

5. CELULAS CITOTOXICASS5.1.
LINFOCITOS T CITOTOXICOS

Los CTLs son LT CD8" efectores capaces de lisar células autdlogas tras el reconocimiento de
péptidos antigénicos en el contexto de moléculas HLA-I. Los CTLs secretan IFN- que incrementa
tanto la actividad de las proteinas transportadoras de péptidos como la expresion de HLA-I, de
forma que las células infectadas se vuelven mas susceptibles de ser lisadas por los CTLs. La
citotoxicidad puede ocurrir mediante la exocitosis de granulos de granzima B y perforina o bien
mediante apoptosis mediada por la interaccion de FasL en la célula efectora con su receptor Fas en
la célula diana. Diversos estudios correlacionan la expresion del receptor CD56 (Pittet et al., 2000)
y de NKRs con la funcién efectora citolitica de los LT CD8" (Arlettaz et al., 2004a; Arlettaz et al.,
2004b; Baars et al., 2000; Mingari et al., 1997; Young et al., 2001).

5.2. CELULAS NK

Las células NK se identificaron en un principio por su funcién ya que son células capaces de lisar
determinadas lineas tumorales sin la necesidad de que exista una estimulacién previa (Moretta et
al., 1994). Las NKs forman parte de la respuesta innata y debido a que derivan de la médula 6sea
mantienen un progenitor comun con células T (Spits et al., 1995). A diferencia de los linfocitos T
y B, las NKs no requieren de un reordenamiento genético para su diferenciacion y funcién. En

condiciones normales suelen encontrarse en sangre periférica, bazo, ganglios y
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médula 6sea, aunque también pueden migrar a tejidos inflamados en respuesta a moléculas
guimioatrayentes (Gregoire et al., 2007; Morris and Ley, 2004).

Las células NK se definen como linfocitos CD3CD56" aunque recientemente se ha demostrado la
existencia de diferentes poblaciones NK con distintas caracteristicas funcionales: las células NK
CD56"""CD1 6 (que expresan con alta intensidad el receptor CD56 y no expresan, o lo hacen con
muy baja intensidad, el receptor CD 16), se localizan principalmente en los ganglios linfaticos y
estan especializadas en la produccion de citoquinas, y las NKs CD56°CD 1 6", que predominan
en sangre periférica y en tejidos inflamados y presentan una elevada actividad citotoxica (mediada
por la liberacién de proteinas entre las que destacan perforinas y granzimas) y una baja capacidad

de produccidn de citogquinas (Cooper et al., 200 1a).

Las funciones efectoras principales de las células NK son la citolisis de células diana y la
produccién de quimioquinas y citoquinas tales como IFN-, GM-CSF y TNF- (Trinchieri, 1989).
Diversos estudios han demostrado que las NKs juegan un papel importante en la defensa contra
infecciones virales y contra células tumorales (Cerwenka and Lanier, 2001b; Papazahariadou et
al., 2007). Sin embargo, en los Gltimos afios se ha determinado que el papel de las células NK no
se limita a la destruccion de células infectadas por virus o tumorales sino que dependiendo de las
interacciones que establezcan con otras células del sistema inmune y del tipo de citoquinas que se
liberen en las distintas respuestas que se lleven a cabo, pueden ejercer una funcion reguladora.
Asi, principalmente a través de la liberacion IFN-, las NKs juegan un importante papel en la

determinacion de respuestas inmunes adaptativas (Moretta et al., 2008).

5.3. RECEPTORES DE CELULAS NK

- Receptores activadores

0 CD16: se expresa en la mayor parte de células NK y también en monocitos activados y
en algunas subpoblaciones de LT (Lanier, 1998). Su ligando especifico es la IgG.

0 NKG2D: se expresa en todas las células NK, LT .y LT CD8" (Cerwenka and Lanier,

200 1a). Sus ligandos son proteinas de estrés celular como MIC-A, MIC-B y ULBPs
(Long and Rajagopalan, 2002).

0 Receptores de citotoxicidad natural (NCRs): Dentro de este grupo se encuentra los
receptores NKp30, NKp44 y NKp46. Los NCRs juegan un papel importante en la
actividad antitumoral de células NK. Se ha determinado que la presencia de anticuerpos
bloqueantes anti-NCR inhibe la lisis de distintas lineas tumorales por parte de células NK
(Byrd et al., 2007). Ademas existen trabajos que demuestran la implicacién del receptor
NKp30 en los procesos de maduracion o lisis de células dendriticas (DCs) inmaduras
(iDCs) tras el encuentro con NKs (Ferlazzo et al., 2002; Vitale et al., 2005).

-13-
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o

La capacidad de las células NK para lisar distintos tipos de células tumorales se
correlaciona con la expresién de NCRs (Sivori et al., 1999) por lo que, aunque
desconocidos, sus ligandos celulares deben estar ampliamente distribuidos en los
diferentes linajes celulares. Estudios recientes han identificado el factor nuclear liberado
por células tumorales BAT3 como un posible ligando del receptor NKp30 (Pogge von
Strandmann et al., 2007) y la hemaglutinina (HA) viral como ligando de NKp44 y
NKp46 (Arnon et al., 2001; Mandelboim et al., 2001). A diferencia de los otros
receptores, los NCRs parecen expresarse de forma exclusiva en células NK. Mientras que
NKp30 y NKp46 se expresan en células NK activadas 0 no, NKp44 se expresa solo en
NKs activadas.

Los NCRs y los receptores CD16 y NKG2D poseen un aminoacido cargado
positivamente en su region transmembrana a través del cual se asocian a moléculas
sefializadoras que contienen motivos ITAM (motivo de activacion del inmunorreceptor
via tirosina) que intervienen en la cascada de sefializacion de la activacion de la lisis por
células NK (figura 3).

Figura 3: Receptores activadores de citotoxicidad natural

- Otros receptores activadores

DNAM-1: se expresa practicamente en todas las células NK, LT y monocitos y reconoce
especificamente el receptor de poliovirus (PVR) y la nectina-2 (CD 112) (Pende et al.,
2006).

2B4 (CD244): se expresa en todas las células NK y en subpoblaciones de LT. Su ligando

especifico es la molécula CD48 (Nakajima and Colonna, 2000).
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0 NTB-A: se expresa en todas las células NK y en subpoblaciones de LT. Presenta
interacciones homofilicas (Flaig et al., 2004).

0 NKp80: se expresa en todas las células NK y en subpoblaciones de LT CD8". Se une
especificamente a la lectina AICL (Kuttruff et al., 2008).

0 TLRs (Toll-like receptors): se expresan en monocitos, DCs y NKs y reconocen PAMPs
(Pathogen-associated molecular patterns). Recientemente se ha demostrado que las
NKs pueden reconocer directamente productos virales a través de estos receptores
(Schmidt et al., 2004; Sivori et al., 2004).

- Receptores inhibidores y activadores especificos de moléculas HLA-I

Debido a la amplia distribucion de los ligandos para NCRs en los diferentes linajes celulares
cualquier célula deberia ser susceptible de la lisis por NKs. Sin embargo, el reconocimiento de
moléculas HLA-I por parte de NKRs inhibidores (iNKRs) bloquea la autoreactividad de las
NKs frente a células normales y permite la de aquellas que han perdido la expresion de
moléculas HLA-1 y que escapan de la lisis por CTLs. Asi, las NKs identifican a sus dianas a
través de una serie de receptores activadores e inhibidores y la activacion de las mismas sera el
resultado del balance entre estas sefiales activadoras e inhibidoras. Se asume que ante estas
sefiales opuestas las de inhibicion tienen mayor fuerza (Moretta et al., 1995). Segln la
hipétesis Missing-self (Karre et al., 1986) actualmente se admite que todas las NKs
funcionalmente activas de un individuo deben portar, al menos, un iNKR para una molécula
HLA-I propia. Cuando la transmisién de sefiales a través de iINKRs es insuficiente o nula
debido a una disminucién en la densidad de HLA-I en superficie (ej: infeccion viral) o a la
presencia de moléculas HLA-I no propias (ej: transplantes alogénicos) la célula NK ejercera
sus funciones efectoras de citolisis y produccion de citoquinas.

Se han descrito varios NKRs especificos de moléculas HLA-I. Estos receptores se
identificaron originalmente en células NK aunque se expresan en otras subpoblaciones
linfoides y se agrupan en tres familias de proteinas diferentes: KIRs (Killer cell inhibitory
receptors) e ILTS/LIRS/CD85  (Immunoglobulin-like  transcripts/  Leukocyte
Immunoglobulin-like receptors) que pertenecen a la familia de las inmunoglobulinas y se
agrupan en el LRC (Leukocye Receptor Complex) en el cromosoma 19 (Suto et al., 1998;
Wilson et al., 2000), y los heterodimeros CD94/NKG2, también conocidos como KLRs
(Killer lectin-like receptors), que pertenecen a la familia de las lectinas de tipo C (Borrego et
al., 2002) agrupadas en el NKC (NK gene complex) en el cromosoma 12 (Yabe et al., 1993).
Dentro de cada familia existen receptores con capacidad activadora e inhibidora de la funcion
celular tras la interaccion con el ligando (Lopez-Botet and Bellon, 1999). Aunque aun est& por

resolver la funcion que tienen los receptores activadores especificos de HLA-I,
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el papel que desemperfian los iINKRs esta bien establecido, habiéndose demostrado que regulan
la actividad citotdxica de células NK (Lopez-Botet et al., 2000) y el umbral de activacion de
celulas T (Mingari et al., 2005; Ugolini and Vivier, 2000).

Aunque los receptores activadores e inhibidores pertenezcan a familias de proteinas
estructuralmente diferentes comparten los mismos mecanismos de transduccion de sefiales
tanto de inhibicién como de activacién de la funcion citotéxica. Asi, los INKRs poseen en su
tallo citoplasmatico una o varias copias de un motivo estructural denominado ITIM (motivo
de inhibicion del inmunorreceptor via tirosina) de forma que cuando se produce el
reconocimiento de la molécula HLA-I especifica, las tirosinas de estos motivos ITIM se
fosforilan y se produce el reclutamiento de la fosfatasa SHP- 1, responsable de la atenuacion o
eliminacion de la sefal activadora de la citotoxicidad (Blery et al., 2000). Los receptores
activadores especificos de HLA-I, al igual que los que reconocen ligandos que no son
moléculas HLA-I, poseen un aminoécido cargado positivamente en la region transmembrana a
través del cual se asocian a distintas moléculas adaptadoras dependiendo de la familia a la que
pertenezcan. Los receptores activadores de la familia de los ILTs/LIRS/CD85 se asocian a
homodimeros de la cadena gamma del receptor Fc de IgE (FcRI ) y los de las familas de los
KIRs y CD94/NKG2 a homodimeros de la molécula adaptadora DAP-12 (Lanier and Bakker,
2000) (figuras 4-6).

CD94/NKG2C-E-H

ITIM
ITAM

Activadores Inhibidores

Figura 4: Receptores activadores e inhibidores de la familia de los heterodimeros CD94/NKG2

En lo referente a los ligandos (tabla 1), los receptores de la familia de los KIRs reconocen
moléculas HLA-I clasicas (HLA-A, HLA-B y HLA-C) con distintas especificidades (Long et
al., 1997) y los heterodimeros CD94/NKG2 tanto activadores como inhibidores reconocen la
molécula no clasica HLA-E (Braud et al., 1998; Lee et al., 1998b). Dentro de la familia de los
ILTs/LIRs/CD85 se ha demostrado que ILT2/CD85j e ILT4/CD85d
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reconocen moléculas HLA-I tanto clasicas como no clasicas (HLA-E, HLA-G y HLA-F)
(Colonna et al., 1997; Lepin et al., 2000). Ademas, se ha demostrado que ILT2/CD85j puede
interaccionar también con la proteina de citomegalovirus (CMV) humano UL1 8 (homdloga a
HLA-I) a través de su dominio de inmunoglobulina N-terminal (Cosman et al., 1997).

Como se ha comentado anteriormente, se ha descrito que los receptores activadores e
inhibidores especificos de HLA-I se expresan tanto en NKs como en subpoblaciones de LT.
Sin embargo, los receptores de la familia de los ILTs/LIRs/CD85 tienen una distribucion
bastante mas amplia. Por ejemplo, ILT2/CD85j también se expresa en linfocitos B, monocitos
y DCs (Colonna et al., 1997).

Figura 5: Receptores activadores e inhibidores de la familia de los KIRs

ILT1/CD85h/ ILT2/CD85j/

LIR7Y LIR1 ILT4/CD85d/
LIR2
ILT3/CD85k/
LIRS
FcRI
I . ITIM ITAM
Activador Inhibidores

Figura 6: Receptores activadores e inhibidores de la familia de los ILTs/LIRs
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Tabla 1: Receptores de células NK

Receptor Designacion CD  Funcién Ligando

Receptores especificos de moléculas de HLA de clase |

KIRs (“Killer cell inhibitory receptors”™)

KIR2DL1 CD158a inhib HLA-C2" (gj: HLA-Cw2, -Cw4, -Cw5, -Cw6)
KIR2DL2 CD158b1 inhib HLA-C17" (gj: HLA-Cw1, -Cw3, -Cw7, -Cw8)
KIR2DL3 CD158h2 inhib HLA-C12" (gj: HLA-Cw1, -Cw3, -Cw7, -Cw8)
KIR2DL4 CD158d activeinhib  HLA-G

KIR2DL5 CD158f inhib Desconocido

KIR2DS1 CD158h activ HLA-C2-Ys80

KIR2DS2 CD158; activ (HLA-C14"%9

KIR2DS3 - activ Desconocido

KIR2DS4 CD158l activ Desconocido

KIR2DS5 CD158g activ Desconocido

KIR3DL1 CD158el inhib HLA-B®* (ej: HLA-B27)

KIR3DL2 CD158k inhib HLA-A3, -Al1l

KIR3DL3 CD158z inhib Desconocido

KIR3DS1 CD158e2 activ Desconocido

Heterodimeros CD94/NKG2

CD94/NKG2A inhib HLA-E
CD94/NKG2B inhib HLA-E
CD94/NKG2C activ HLA-E
CD94/NKG2E activ Desconocido
CD94/NKG2H activ Desconocido

ILTS/LIRs (“Immunoglobulin-like transcripts/ Leukocyte Immunoglobulin-like receptors™)

ILT5/LIR3 CD85a inhib Desconocido
ILT8 CD85b activ Desconocido
LIR8 CD85c inhib Desconocido
ILT4/LIR2 CD85d inhib HLA de clase |
ILT11 CD85f activ Desconocido
ILT7 CD85¢g activ Desconocido
ILT1/LIR7 CD85h activ Desconocido
LIR6 CD85i activ HLA-B
ILT2/LIR1 CD85j inhib HLA de clase |
ILT3/LIR5 CD85k inhib Desconocido
ILT9 CD85lI activ Desconocido
ILT10 CD85m activ Desconocido

Receptores activadores no especificos de moléculas de HLA de clase |

NKG2D activ MICA, MICB, ULBPs
NKp30 activ Ligando celular desconocido, BAT3
NKp44 activ Ligando celular desconocido, HA viral
NKp46 activ Ligando celular desconocido, HA viral
CD 16 activ IgG
DNAM- 1 activ PVR, nectina 2
NKp80 activ AICL
NTB-A activ NTB-A
2B4 (CD244) activ CD48
TLR activ PAMPs
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6. HLA-E

HLA-E pertenece, junto con HLA-G y HLA-F, al grupo de las moléculas del complejo principal
de histocompatibilidad de clase | no clasicas. Son moléculas muy poco polimorficas (Geraghty et
al., 1992; Grimsley and Ober, 1997) y con un patrdn de expresion bastante restringido (Carosella
et al., 2000). En el caso de HLA-E sélo existen dos variantes alélicas que se diferencian en el
aminoacido de la posicion 107 del dominio 2: HLA-E*0101 y HLA-E*0301 (Geraghty et al.,
1992). Al igual que las moléculas de MHC de clase I, HLA-E se expresa en la superficie celular
como un complejo heterotrimérico que consiste en la asociacion de una cadena pesada unida de
forma no covalente a 2m vy, por lo general, un péptido antigénico nonamérico. Este péptido
antigénico generalmente deriva de las secuencias sefial de varias moléculas HLA-I que incluyen
HLA-A, HLA-B, HLA-C y HLA-G (Braud et al., 1997; Lee et al., 1998a), por lo que aunque la
transcripcion de HLA-E se haya detectado en muchos tipos celulares (Ulbrecht et al., 1992) la
expresion de la proteina en superficie requiere de la disponibilidad de estos péptidos. Este hecho
sugiere que la expresion de HLA-E podria estar limitada a algunos tipos celulares y/o a procesos

de activacion celular.

Como se ha comentado anteriormente, HLA-E es el ligando de los receptores CD94/NKG2A vy
CD94/NKG2C (Braud et al., 1998; Lee et al., 1998b). Se ha descrito que el tipo de péptidos que se
unen a HLA-E, ademés de influir en la estabilizacion de esta molécula en superficie, también
influyen en el reconocimiento por parte de los receptores CD94/NKG2 activadores o inhibidores
(Llano et al., 1998; Valés-Gomez et al., 1999). Por otra parte, estudios de union de diferentes
formas mutadas de HLA-E a CD94/NKG2A sugieren gque el iNKR interacciona con HLA-E
preferentemente a través de residuos en el dominio 1/2 (Wada et al., 2004). Es poco frecuente
encontrar TCRs especificos de HLA-E aunque si se han identificado linfocitos T restringidos por

esta molécula (Moretta et al., 2003).
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Objetivos

. Caracterizacion fenotipica de subpoblaciones linfoides en sangre periférica de pacientes
con reacciones de hipersensibilidad retardada a medicamentos en fase aguda y

comparacion con muestras recogidas una vez resuelto el cuadro clinico e individuos sanos.

. Caracterizacion fenotipica de subpoblaciones linfoides de biopsias de piel afecta de
pacientes con reacciones exantematicas sin afectaciéon de mucosas (MPE y DRESS) y
comparacion con las de liquido de ampollas de pacientes con SISy TEN.

. Anélisis del reconocimiento de moléculas HLA de clase I haptenizadas por parte de
ILT2/CD85j.

. Andlisis de la actividad citotoxica mediada por HLA-E en linfocitos de sangre periférica y
del infiltrado de ampollas de pacientes con reacciones de hipersensibilidad retardada a

medicamentos.

. Anadlisis del posible papel regulador de ILT2/CD85j sobre la citotoxicidad y/o produccion
de IFN- inducida en células NK tras la estimulacién con células diana, iDCs o productos

virales.
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Materiales y métodos

1. SELECCION DE PACIENTES Y OBTENCION DE MUESTRAS DE SANGRE, DE
LIQUIDO DE AMPOLLAS Y DE PIEL

Un total de 88 pacientes (Tabla 1) con reacciones de hipersensibilidad no inmediata inducida por
medicamentos fueron evaluados y seleccionados en el Servicio de Alergia y en el Servicio de
Dermatologia del Hospital Universitario La Paz, Madrid. Todos los pacientes tenian una serologia
negativa para la infeccion por VIH y carecian de desordenes hematoldgicos. En todos los casos los
sintomas aparecieron por lo menos transcurridas 24 horas después de la administracién del
farmaco y en aquellos pacientes que sobrevivieron se resolvieron una vez eliminado el mismo. Se
recogieron al menos 10 ml de sangre periférica de los pacientes al inicio de la reaccién (fase
aguda) y en algunos casos se obtuvo una segunda muestra (fase basal) una vez resuelto el cuadro
clinico y transcurrido por lo menos 1 mes tras la fase aguda. De acuerdo a la clasificacién mas
aceptada (Roujeau, 2005) las reacciones estudiadas comprendieron: urticaria no inmediata (n=15),
MPE (n=47), DRESS (n=5), EM (n=4), SJS (n=13) y TEN (n=4). Las muestras de sangre
periférica de individuos sanos anénimos (n=72) se obtuvieron del Banco de Sangre del Hospital
Universitario La Paz, Madrid.

Los liquidos de ampollas de pacientes con SJS (n=5), TEN (n=2) y de un test cutdneo que
desarroll6 una ampolla en un paciente que habia sufrido un MPE se obtuvieron mediante
aspiracion con jeringa de insulina. Las muestras de piel de pacientes (n=9) y de individuos sanos
(n=6) se obtuvieron a partir de biopsias de piel afecta al inicio de la reaccion o de intervenciones
quirdrgicas respectivamente.

El estudio fue aprobado por el Comité Etico de Investigacion Clinica del Hospital Universitario La
Paz. Todas las muestras se obtuvieron tras el consentimiento informado de los pacientes y

controles.

2. OBTENCION DE PBMCs, SUEROS, QUERATINOCITOS, LIQUIDOS DE
AMPOLLAS E INFILTRADO DE PIEL AFECTA

Se obtuvieron PBMCs y sueros a partir de muestras de sangre periférica de individuos sanos y
pacientes en fase aguda y/o tras la resolucion del cuadro clinico. Las PBMCs se aislaron mediante
centrifugacion en gradiente de densidad con Ficoll (Amersham Biosciences) y los sueros se

obtuvieron mediante centrifugacion de 5 ml de sangre periférica en tubos de coagulacion.

Las células mononucleares de liquido de ampollas (BFMCs) y los liquidos de las mismas se
recogieron mediante centrifugacion. Los queratinocitos de pacientes y controles asi como las

células mononucleares que infiltran la piel afecta de pacientes en fase aguda se aislaron
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mediante dos digestiones de 20 minutos con tripsina al 0.1% en tampon fosfato salino (PB S)/
5nmM EDTA de las biopsias de piel.

3. LINEAS CELULARES, CULTIVOS PRIMARIOS Y CONDICIONES DE CULTIVO

Tanto las lineas celulares como los cultivos primarios se incubaron en medio de cultivo
suplementado con suero de ternera fetal (FBS) inactivado por calor. Todas las citoquinas que se

usaron para el estudio fueron humanas recombinantes.

e 721.221: linea linfoblastoide B humana deficiente en moléculas HLA-I. Se cultivd en
medio RPMI-1640 con 5% de FBS.

Y los siguientes transfectantes estables de la misma linea cultivados en el mismo medio.

o 221.B*2705, 221.AEH y 221.Cw07: transfectantes de HLA-B*2705, HLA-E y
HLA-CwO07 respectivamente. ElI medio se suplementdé con 300 g/ml de
higromicina B (Calbiochem).

o 221.G1y 221.G1m: transfectantes de HLA-GL. La linea celular 221.G1m presenta
mutado el péptido sefial de HLA-G1 de forma que se impide la estabilizacion de
HLA-E en la membrana. EI medio de 221 .G1m se suplementé con 0.5 mg/ml de
G4 18 (Invitrogen).

e NKL: linea NK humana. Se cultivé en medio RPMI- 1640 con 10% FBS, IL-2 (100 U/ml)
y 1% de piruvato sodico.

e NK-92: linea NK humana. Se cultivo en medio MEM- (con ribonucleétidos y
desoxinucleétidos) con 10% de FBS, 10% de suero de caballo inactivado por calor, 1% de
piruvato sédico, 1% de aminoacidos no esenciales e 1L-2 (200 U/ml).

e NKa&.3: linea NK humana. Se cultivé en medio RPMI-1640 con 10% FBS, 10% de “Killer
Cult” (Kahle et al., 1981) e IL-2 (100 U/ml).

e RBL.ILT2: linea de basdfilos de rata RBL transfectada con el receptor ILT2/CD85;j. Se
cultivo en medio RPMI-1640 con 10% FBS y G418 (1 mg/ml).

e P815: linea de mastocitos murinos. Se cultivd en medio RPMI- 1640 con 5% de FBS.

e HaCaT: linea de queratinocitos humanos. Se cultivd en medio DMEM con 5% de FBS.

e 3T3-J2: linea de fibroblastos de ratén. Se cultivé en medio DMEM con 5% de FBS.

e Queratinocitos primarios: los queratinocitos obtenidos de biopsias se cultivaron sobre
celulas “feeders” 3T3-J2 irradiadas en una proporcion 1:10 (queratinocitos: “feeders )
en medio de cultivo de queratinocitos: 60% DMEM, 30% Hams F12 y 10% FBS

suplementado con toxina colérica (0.1 nM), hidrocortisona (0.4 g/ml), insulina (5
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g/ml), triiodo-L-tironina (T3) (2 nM), penicilina-estroptomicina (100 g/ml) y fungizona.
Transcurridas 48 horas se afiadié medio fresco suplementado con factor de crecimiento
epidérmico (EGF) (10 ng/ml).

e Células NK primarias: se cultivaron en medio RPMI- 1640 con 20% de FBS e IL-2
(50-100 U/ml).

e iDCs: se cultivaron en medio RPMI-1640 con 10% FBS, GM-CSF (500 U/ml) e IL-4 (500
U/ml).

4. ANTICUERPOS

Se usaron los siguientes anticuerpos: HP-3B 1 (anti-CD94), HP- 1F7 (anti-HLA-I), HP-F1
(anti-ILT2/CD85j), HP-3E4 (anti-KIR2DL1/2DS1/2DS4) y anti-CD7 cedidos por el Dr.
Lopez-Botet (Universidad Pompeu Fabra, Barcelona, Espafia); Z 199 (anti-NKG2A), C2 18
(anti-CD56) y KD 1 (anti-CD 16) cedidos por el Dr. Moretta (Universidad de Genova, Genova,
Italia); el anticuerpo monoclonal 3D12 (anti-HLA-E) cedido por el Dr. Geragthy (Universidad de
Washington, Seatle, WA); D3/9 (anti-CD45) cedido por el Dr. Sanchez-Madrid (Hospital de La
Princesa, Madrid, Espafia); DX9 (anti-KIR3DL1) cedido por el Dr. Lanier (Cancer Research
Institute, Universidad de California, San Francisco, CA); 5.133 (anti-KIR3DLZ2) cedido por el Dr.
Colonna (Washington University School of Medicine, St. Louis, MO) y MR-1 (anti-DCSIGN)
cedido por el Dr. Corbi (Centro de Investigaciones Biol6gicas, Madrid, Espafia). Los anticuerpos
monoclonales especificos anti-amoxicilina (anti-AX) (Mayorga et al., 1995) fueron cedidos por la
Dra. Mayorga (Hospital Carlos Haya, Malaga, Espafia).

Los anticuerpos monoclonales CD3-PerCP, CDB85j-FITC (anti-ILT2-FITC), CH-L
(anti-KIR2DL2/2DL3/2DS2), CD80-PE, CD28-FITC, CD69-PE, HLA-DR-PE, CDS8-FITC,
CD56-FITC y CD107a-PE se obtuvieron de BD Biosciences (San José, CA). Los anticuerpos
monoclonales CD8-PE, CD14-FITC, anti-IFN--PE, anti-TNF--PE y anti-NKp30 se obtuvieron de
Miltenyi Biotec (Bergisch-Gladbach, Germany). El anticuerpo monoclonal MEM-E/02 especifico
de HLA-E se obtuvo de Exbio (Praga, Republica Checa), el anticuerpo monoclonal MAB 1381
(anti-NKG2C) de R&D Systems y el anticuerpo anti-HLA-I (W6/32) de Sigma-Aldrich (Saint
Quentin Fallavier, Francia). El anticuerpo monoclonal 4G10 (antifosfotirosina (anti-PY)) y el
anticuerpo policlonal anti-SHP- 1 se obtuvieron de Upstate Biotechnology (Lake Placid, NY,
USA).

Los anticuerpos secundarios usados fueron: un anticuerpo policlonal de conejo F(ab"). antiraton
conjugado a FITC de Dako Cytomation (Glostrup, Denmark), un anticuerpo anti-ratén 1gG (H+L)
de cabra conjugado APC de Molecular Probes, y los anticuerpos de cabra anti-lgG de raton

conjugados a peroxidasa y anti-lgG de conejo de Pierce (Rockford, IL, USA).
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5. SEPARACION MAGNETICA Y OBTENCION DE CLONES O CULTIVOS
PRIMARIOS

Separacion magnética de células CD56" y obtencion de clones CD56": Se cultivaron
PBMCs de donantes sanos en medio RMPI-1640 suplementado con 10% de FBS.
Transcurrida 1 hora a 37°C, se recogid la fraccion celular no adherente y se incubé con
microesferas magnéticas asociadas a anticuerpos anti-CD56 humano (Miltenyi Biotec)
siguiendo las instrucciones del fabricante. Las células CD56" se cultivaron, en
condiciones de dilucién limite, en placas de 96 pocillos con fondo en U en medio RPMI-
1640 suplementado con 20% de FBS en presencia de PBMCs alogénicos irradiados (40
Gy) de al menos tres donantes distintos (3x10* células/pocillo), IL-2 (20 U/ml) y
fitohematoglutinina (PHA) (1 g/ml). Los clones generados se analizaron en un citometro
de flujo y se seleccionaron aquellos con fenotipo CD3"CD8*CD56".

Separacién magnética y obtencion de células NK: Células NK se aislaron por seleccion
negativa a partir de PBMCs de donantes sanos con el kit de aislamiento de células NK
humanas (Milteyi Biotec) siguiendo las recomendaciones del fabricante.

Separacion magnética de células CD14" y obtencion de iDCs: Se purificaron células
CD14" a partir de PBMCs de donantes sanos utilizando microesferas magnéticas
asociadas a anticuerpos anti-CD14 humano (Myltenyi Biotec). Las células CD14" se
cultivaron en medio RPMI-1640 suplementado con 10% FBS, GM-CSF (500 U/ml) e
IL-4 (500 U/ml). Transcurridos tres dias se afiadi6 medio fresco con las mismas
concentraciones de GM-CSF e IL-4 y se prolongé la incubacién durante 2-3 dias mas. Se
verifico mediante citometria de flujo que la poblacién obtenida presentaba un fenotipo de
iDCs caracterizado por la pérdida de expresion del receptor CD14 y la adquisicion de los
marcadores celulares CD80 y DC-SIGN.

Todas las separaciones magnéticas se realizaron en el sistema AutoMacs (Milteyi Biotec). El

analisis por citometria de flujo mostrd, en todos los casos, una pureza superior al 90% en las

fracciones celulares separadas.

6. CITOMETRIA DE FLUJO

El anélisis mediante citometria de flujo se llevd a cabo en un citémetro FACSCalibur mediante -

el software CellQuest (BD Bioscience, San José, CA, USA). Las células se trataron con globulina

(50 g/ml), se lavaron y se procedié a la inmunofluorescencias directa o indirecta. Para la

inmunofluorescencia directa las células se incubaron con anticuerpos conjugados directamente a

fluorocromos. Para las inmunofluorescencias indirectas se incubaron con
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concentraciones saturantes de varios anticuerpos especificos, se lavaron, se tifieron con un
anticuerpo policlonal de conejo F(ab"). anti-ratén conjugado a FITC o un anticuerpo de cabra 1gG
(H+L) anti-raton conjugado APC y en algunos casos a continuacion se blogueé el exceso de
anticuerpo secundario con suero de raton y se afiadieron anticuerpos conjugados directamente a

fluorocromos.

7. HAPTENIZACION CELULAR

Para la haptenizacion celular se incubaron las lineas 721.221 y sus transfectantes estables
(221.AEH , 221.G1 y 221.B*2705) durante 12 horas a una concentracién de 2.5 x 10s células/ml
en medio RPMI-1640 suplementado con 5% de FBS y AX (1 mg/ml).

La haptenizacion celular se comprobé mediante citometria de flujo tras la incubacion de las
células con anticuerpos monoclonales especificos anti-AX y la tincion de las mismas con un

anticuerpo policlonal de conejo F(ab"). anti-ratén conjugado a FITC.

8. TRATAMIENTO CON PERVANADATO

La linea celular RBL.ILT2 (10° células) se incub6 en 1 ml de medio RPMI- 1640 suplementado
con pervanadato sodico (0.1 mM Na:VO:y 10 mM p0, durante 10 minutos a 37°C.

9. TRATAMIENTO CON IFN-

Se trat6 la linea HaCaT y queratinocitos primarios de individuos sanos con 2.5 0 10 ng/ml de IFN-

respectivamente durante 48 horasa 3 7°C.

10.INMUNOPRECIPITACION E INMUNOBLOT

- Union de la amoxicilina a HLA-I: 10s células 721.221, 221.B*2705 y 221.G1 haptenizadas
con AX se lisaron durante 45 minutos en hielo con 250 | de buffer de lisis frio (Triton
X-100 (1%) y Tris-HCI pH 7.5 (20 nM), NaCl (150 mM), PMSF (100

g/ml), aprotinina (1 g/ml), leupeptina (1 g/ml), Na;vVO: (1 mM) y NaF (1 mM)). Los
lisados se centrifugaron y se inmunoprecipitaron las moléculas HLA-I con anticuerpos
especificos anti-HLA-I (HP-1F7) unidos a proteina A sefarosa (Amersham Biosciencies).
Los inmunocomplejos se resolvieron en SDS-PAGE vy se transfirieron a membranas de

PVDF que se incubaron con una mezcla de anticuerpos especificos anti-AX.
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Reclutamiento de la fosfatasa SHP-1 al receptor ILT2/CD85j: 2x10° células RBL.ILT2 se
incubaron con 10s células 221 .AEH haptenizadas con AX durante 2 minutos a 37°C, se
lisaron en el mismo buffer de lisis descrito anteriormente y se inmunoprecipitaron los
receptores ILT2/CD85j con anticuerpos especificos anti-ILT2 (HP-F1) unidos a proteina
A sefarosa. Los inmunocomplejos se resolvieron en SDS-PAGE y se transfirieron a
membranas de PVDF que se incubaron secuencialmente con los anticuerpos especificos
anti-SHP- 1, anti-PY y anti-ILT2.

Deteccidén de moléculas de HLA-E soluble (HLA-ES) en los liquidos de ampollas: la
cantidad de proteina total en sueros y liquidos de ampollas se cuantificé en un
espectrofotometro con Bradford Protein Assay (Bio-Rad). Se cargaron 50 g de proteina
total de sueros y liquidos de ampollas de pacientes con SJS 'y TEN en SDSPAGE con
10% de acrilamida y se transfirieron a membranas de PVDF que se incubaron con
anticuerpos especificos anti-HLA-E (MEM-E/02). Como control negativo y positivo se
cargaron 20 | de sobrenadante de cultivo de las lineas celulares 721.221 y 221.AEH. Asi

mimao, se cargaron también 50 g de proteina total de sueros de individuos sanos.

Tras la incubacion de las membranas de PVDF con los anticuerpos primarios se procedi6 a la

incubacion con anticuerpos IgG de cabra anti-raton conjugados a peroxidada. La deteccion de los

mismos se realiz6 por reaccidon quimioluminiscente de la peroxidada usando el kit de deteccion

ECL Advance (Amersham Biosciencies).

11.

COCULTIVOS DE PBMCs Y CELULAS NK-92 CON DIANAS NK.

DETERMINACION DE LA PRODUCCION DE IFN- Y TNF-

Cocultivos NK-92 y dianas NK: 1 .5-3x10° células NK-92 se cultivaron con células
721.221, 221.Cw07, 221.B*2705 y 221.G1m en medio de cultivo de la linea NK-92
(apartado 3) en una proporcion 2:1 (efectora:diana). Para los ensayos de bloqueo la linea
NK-92 se preincub6 con anticuerpos especificos anti-ILT2 (HP-F1) y las dianas con
anticuerpos especificos anti-HLA-I (HP-1F7).

Cocultivos PBMCs y dianas NK: 1 .5x10° PBMCs estimuladas durante 1 8h con IL-2
(25-100 U/ml) se cultivaron con células diana en medio RPMI-1640 suplementado con
10% de FBS e IL-2 (25-100 U/ml) en una proporcién 1:1 o 2:1 (efectora:diana). Para el
estudio de la produccion de IFN- en linfocitos T se pretrataron las células diana durante

30 minutos a 37°C con enterotoxina B de estafilococo (SEB) (10 ng/ml) (Sigma-Aldrich).
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Todos los cocultivos se realizaron en placas de 96 pocillos con fondo en U. Como control
positivo de la produccion de IFN- y TNF- se estimularon las células efectoras (NK-92 0 PBMCs)
con PMA (10 ng/ml) (Sigma-Aldrich) e ionomicina (lo) (500 ng/ml) (Sigma-Aldrich). Para la
deteccién de las citoquinas mediante citometria intracelular se realizaron los cocultivos en
presencia de brefeldina A (10 g/ml) (Sigma-Aldrich) durante 6 horas. Transcurrido este periodo
de estimulacion, se recogieron las células y se marcaron extracelularmente. A continuacion se
fijaron y permeabilizaron con Solucion Permeabilizante (BD Biosciences) siguiendo las
recomendaciones del fabricante durante 10-15 minutos a temperatura ambiente, se lavaron y se

marcaron intracelularmente con anticuerpos especificos anti-IFN- o anti-TNF-conjugados a PE.

Para la cuantificacion de IFN- liberado al medio los cocultivos se mantuvieron durante 20 horas
en ausencia de brefeldina A. Transcurrido este periodo de estimulacion se recogieron los
sobrenadantes de cultivo y se cuantifico la cantidad de citoquina secretada mediante citometria de
flujo usando Human IFN- cytometric bead array (CBA) Flex Set (BD Bioscences) y siguiendo las
indicaciones del fabricante.

12. ESTIMULACION CON POLY (I:C) Y NKp30

Las células NK-92, NK3.3 y NKs purificadas que expresaban un elevado porcentaje de los
iNKRs ILT2/CD85j, CD94/NKG2A o KIR3DL1 se cultivaron durante 20 horas en medio RPMI-
1640 suplementado con 10% de FBS e IL-2 (100 U/ml) en placas de 96 pocillos con fondo plano
recubiertas con anticuerpos F(ab “). de cabra anti-raton (20 g/ml) y 10 g/ml de los anticuerpos
especificos anti-CD7, anti-CD 16 y anti-NKp30 o 50 | de sobrenadante de hibridoma HP-F1
(anti-ILT2), Z199 (anti-NKG2A) y DX9 (anti-KIR3DL1).

En algunos casos el medio ademas se suplementd con I1L-12 (1 U/ml) (Pepro-Tech).

Para la estimulacion con poly (I:C) las células NK-92 y NK de sangre periférica se incubaron con
poly (I:C) (100 g/ml) (Sigma-A Idrich) durante 20 horas.

Se midi6 la concentracién de IFN- liberado al medio mediante citometria de flujo usando el kit

Human IFN- cytometric bead array (CBA) Flex Set (BD Bioscences).

Las células NK se preincubaron durante 24 horas con poly (1:C) (100 g/ml) previas a la

realizacion de los ensayos de liberacion de *'Cr frente a las dianas.
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13. COCULTIVOS DE NKs E iDCs

Se realizaron cocultivos de células NK-92 y NKs purificadas con iDCs alogénicas en placas de 96
pocillos con fondo en U en medio RPMI- 1640 suplementado con 10% de FBS e IL-2 (100 U/ml).
Para los estudios de blogueo las células efectoras se preincubaron durante 15 minutos con
concentraciones saturantes (10 g/ml) de anticuerpos especificos F(ab”). anti-CD94 (HP-3B1),
anti-ILT2 (HP-F1) y anticuerpos control. 1.5-1x10° células efectoras se cultivaron con iDCs en
una proporcion de 2:1 (NK:iDC). Como control negativo se realizaron cultivos de las NKs en
ausencia de iDCs. Para obtener muestras control de la produccion de IL-12 se estimularon las
iDCs con LPS (1 g/ml). Tras 20 horas de incubacidn, se recogieron los sobrenadantes de cultivo y
se procedié a la cuantificacion de IFN- e IL-12 liberado al medio mediante citometria de flujo
usando los kits Human IFN- y Human IL-12p70 CBA Flex Set (BD Biosciences).

Para determinar la citotoxicidad de células NK frente a iDCs se realizaron ensayos de liberacion
de *'Cr en presencia o no de anticuerpos bloqueantes en diferentes proporciones (NK:iDC).

14. ENSAYOS DE CITOTOXICIDAD Y LISIS REDIRIGIDA

Se realizaron ensayos de liberacion de *'Cr en los que se enfrentaron distintas células efectoras a
distintas dianas en diferentes proporciones (efectora:diana). En todos los casos las dianas se
marcaron con °'Cr (Amersham Biosciences) y se cocultivaron con las células efectoras en
presencia o ausencia de anticuerpos blogueantes durante 4 horas por triplicado en un volumen
final de 200 I en placas de 96 pocillos con fondo en U. Transcurrido este periodo de estimulacion
se recogieron 100 | de sobrenadante de cultivo y se calculé el porcentaje de lisis como 100 x
(liberacién de **Cr especifica (cpm) - liberacion de *'Cr esponténea (cpm) / liberaciéon méxima de
ICr (cpm) - liberacion de 'Cr esponténea (cpm)). Se entiende por liberacion maxima y
espontanea aquella resultante de cultivos en ausencia de células efectoras con o sin Triton X-100
(1%) respectivamente. La liberacién de *'Cr espontanea nunca superé el 20% de la liberacion

maxima.

o Citotoxicidad de la linea NKL frente a dianas NK haptenizadas: se enfrento la linea NKL a
las dianas 721.221 y 221 .B*2705 haptenizadas o no con AX en diferentes proporciones
(efectora:diana).

o Citotoxicidad de clones T CD8'CD56": se enfrentaron clones T CD8'CD56" a las lineas
721.221, 221 .AEH y HaCaT (preincubada o no con IFN-) en presencia o ausencia de
anticuerpos especificos (10 g/ml) anti-HLA-1 (W6/32) y anti-HLA-E (3D12).
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o Citotoxicidad de PBMCs de pacientes y controles: se enfrentaron PBMCs de controles o
pacientes con MPE, SJS y TEN en fase aguda a las dianas 721.221 y 221.AEH en
presencia o ausencia de anticuerpos bloqueantes anti-NKG2C (10 g/ml) en una proporcion
de 50:1 (efectora:diana).

o Citotoxicidad de BFMCs: se enfrentaron BFMCs de pacientes con reacciones ampollosas
a las lineas 721.221 y 221 .AEH o0 a queratinocitos alogénicos de controles tratados o no
con IFN- en una proporcion de 20:1 (efectora:diana).

o Citotoxicidad de la linea NK-92 frente a dianas NK: se enfrentaron células NK-92 a las
dianas 721.221, 221.Cw07, 221.G1m y 221.B*2705 en presencia o ausencia de 50 | de
sobrenadante de hibridoma HP-1F7 (anti-HLA-I), HP-3B1 (anti-CD94) o HP-F1
(anti-ILT2) en diferentes proporciones (efectora:diana).

o Citotoxicidad mediada por poly (I:C): se enfrentaron NKs aisladas de sangre periférica
preincubadas o no con poly (I:C) (100 g/ml) durante 24 horas a las dianas 721.221, 221
.B*2705 y 221 .AEH en diferentes proporciones (efectora:diana) en presencia o ausencia
de 50 I de sobrenadante de hibridoma HP-F1 (anti-ILT2) 0 2199 (anti-NKG2A).

o Lisis redirigida de células NK: se enfrentaron las lineas NK-92 y NK3.3 asi como NKs de
sangre periférica a la linea P815 preincubada con concentraciones saturantes (5 g/ml) de
anticuerpos especificos anti-CD7, anti-NKp30 y anti-CD16 en combinaciéon o no con
anticuerpos especificos anti-ILT2 (HP-F1) en diferentes proporciones (efectora:diana).

o Citotoxicidad de células NK frente a iDCs: se enfrentd la linea NK-92 y células NK de
sangre periférica a iDCs alogénicas en presencia 0 ausencia de anticuerpos F(ab ).
especificos (5 g/ml) anti-ILT2 (HP-F1) y anti-CD94 (HP-3B 1) o anticuerpos control en

diferentes proporciones (efectora:diana).

15. ENSAYOS DE MOVILIZACION DE CD107a

Se realizaron cocultivos de PBMCs y BFMCs de pacientes con reacciones ampollosas con
afectacion de mucosas (EM, SJS y TEN) en fase aguda en proporciones de 2:1 (efectora:diana)
con las dianas 721.221 y 221.AEH. Los cocultivos se mantuvieron en medio RPMI-1640
suplentado con 10% FBS durante 4 horas a 37°'C en presencia de anticuerpos especificos
anti-CD107a-PE y monensina A (2 M) (Sigma-A Idrich). En algunos casos se afiadieron
anticuerpos bloqueantes anti-NKG2C (10 g/ml). Tras el periodo de estimulacion, se incubaron las
celulas con anticuerpos especificos CD3-PerCP y/o CD8-FITC y/o anti-NKG2C. Para la deteccion
del
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receptor CD94/NKG2C se marcaron las células con anticuerpos F(ab “). de conejo anti-raton
conjugados a FITC.

16. EXTRACCION DE RNA Y RT-PCR CUANTITATIVA

La linea NK-92 se cultivo durante 3 horas con las dianas 721.221, 221.Cw07, 221.B*2705 y 221
.G1m. Transcurrido este periodo de estimulacion se recogieron las células y se extrajo el RNA
total mediante High Pure RNA Isolation kit (Roche). Como control positivo se estimularon células
NK-92 con PMA (10 ng/ml) e lo (500 ng/ml). Los RNAs se cuantificaron en un espectrofotometro
y se procedid a la retrotranscripcion de 1 g de RNA total mediante la incubacion con la enzima
transcriptasa inversa AMV-RT (Roche) durante 1 hora a 42°C en presencia de hexanucledtidos
(Random hexamers) en un volumen final de 20 .

Transcurrido el tiempo de incubacion se obtuvo el DNA complementario (CDNA) y se
cuantificaron los niveles de expresion génica de IFN- y CD94 mediante reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) cuantitativa en un termociclador a tiempo real Light Cycler (Roche) con el kit
FastStart DNA Master SYBR Green | (Roche).

Los oligonucle6tidos usados fueron: CD94 5-TCT GAC TGC TGT TCT TGC CAA G-3" y
5-GGT GTG CTC CTC ACT GTA AGA-3" e IFN- 5-CAG ATG TAG CGG ATA ATG GA-3'y
5-ACC TTG AAA CAG CAT CTG AC-3".

La cuantificacion del nimero de moléculas de RNA mensajero (MRNA) especifico se obtuvo en el
programa Light Cycler (Roche) mediante la interpolacion en las rectas patron previamente
realizadas a partir de la amplificacién de diluciones 1/10 seriadas de cantidades de productos
especificos de PCRs de IFN- o CD94. Las unidades relativas estimadas de la cuantificacion
representan el ratio entre las moléculas de mRNA de IFN- y las moléculas de MRNA de CD94 en

la misma muestra de cDNA.

17. EXTRACCION DE DNA Y SECUENCIACION

Se purifico el DNA a partir de PBMCs con High Pure DNA Isolation kit (Roche) y se cuantifico
en un espectrofotometro. Para amplificar KIR2DL4 gendmico se realiz6 una PCR usando los
oligonucledtidos: KIR2DL4 (600 pb) 5 "-CCA GAC ACC TGC ATG CTG-3" y 5 "-TCC CTG
TTC ACT GTT CTG TGT-3". Tras comprobar en un gel de agarosa gque se amplificaba una banda
Unica especifica se procedi6 a la amplificacion por PCR de la secuencia en un volumen final de 10
I con: 2 | de BigDye Terminator v 3.1 (Applied Biosystems), 1 | de oligonucleétidos KIR2DL4
5-CCA GAC ACCTGC ATGCTG-3" 05 -TCCCTG TTC ACT GTT CTG TGT-3" a 10 ng/ml,
0.51de DMSO, 1.51 de DNA diluidoa 0.2 g/mly51de
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agua. La reaccion de PCR consistié en 3 min-94'C; 25 ciclos (20 sg-94'C, 15 sg-55°C, 4
min-60'C); 15 min-72'C; 4°C.

La secuencia amplificada se precipité con etanol 95% y acetato sddico 3 M (pH 5.2) durante 15
minutos a -20°'C y se lavd con etanol 70% frio. La secuencia fue procesada en ABI PRISM™ 377
DNA Sequencer (Applied Biosystems).

18. ANALISIS ESTADISTICO

El andlisis estadistico de los porcentajes de LT CD8" y LT NKR™ de pacientes en fase aguda
segun el agrupamiento de reacciones ampollosas con afectacion de mucosas (EM, SIS y TEN),
exantematicas sin afectacion de mucosas (MPE y DRESS) y urticarias no inmediatas frente a
individuos control se realizé mediante el test t-Student. El andlisis estadistico de los porcentajes de
LT CD8" y LT NKR" de muestras de pacientes en fase aguda respecto de aquellas recogidas una
vez resuelto el cuadro clinico, asi como de pacientes en fase aguda segln la entidad clinica
respecto de individuos sanos se realizé mediante el test Wilcoxon.

Se aplico el test U Mann-Whitney para el andlisis estadistico de los porcentajes de lisis de la linea
NKL frente a la diana 221 .B*2705 haptenizada o0 no con AX, para el estudio de la inhibicion de la
produccién de IFN- a través de ILT2/CD85j en la linea NK-92 tras la union con sus moléculas
HLA-I especificas y para el analisis estadistico de los porcentajes de LT CD8" y LT NKR" de

pacientes en fase aguda y tras la resolucion del cuadro clinico segun la entidad clinica.
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Tabla 1: Pacientes con reacciones de hipersensibilidad a medicamentos incluidos en el estudio: La
tabla recoge todas las muestras de sangre periférica, de biopsias de piel y de ampollas de los pacientes en
fase aguda (A) o tras la resolucién del cuadro clinico (R).

Reacciones ampollosas Reacciones no ampollosas Urticarias no

con afectacion de mucosas sin afectacion de mucosas inmediatas

A
R

A MPE1

SJs1 R
Ampolla MPE2

SJS2 Q MPES
Ampolla MPE4

MPES5

5353 A MPE6
A MPE7
SJS4 MPE9
impolla MPES
SJS5 MPE10
Ampolla MPE11
356 2 MPE12
Ampolla MPE13
MPE14
MPE15
MPE16
MPE17

MPE18

U1l A
u2 A

U3

U4

us

U6

mpolla

u7

us
u9

u1o0

SJS7
SJS8
SJS9
SJS10

SJS11

SJS12
SJS13

U1l

OEOEEEEE .

U1z

MPE19 u13

u14

MPE20

TEN1

mpolla

P> > IPIP>IP>IOP> > IP>IP>IP>IP>ID>

u1s

MPE21
TEN2

mpolla MPE22
MPE23

TEN3
TEN4

MPE24
EM1

MPE25
MPE26
MPE27
MPE28
MPE29
MPE30
MPE31
MPE32
MPE33
MPE34
MPE35
MPE36
MPE37

Inmunoblot HLA-E soluble |MPE38
MPE39

Ensayo de citotoxicidad MPE40

EM2
EM3

EM4

TP (B> 0> >O> > > >> > > 0> > > > >

Citometria linfocitos

Citometria queratinocitos

Movilizacién de CD107a MPE4L
MPE42

MPE43

MPE44
MPE45

MPE46

MPE47
DRESS1

DRESS2

DRESS3

DRESS4
DRESS5

B> TOPI>>T>B>D>D>T >> |>> (B> (B> (>>>> > (> > > > 0> D> D> T|>D> T > > > > > > > > >> > > > > > 0>

SJS: Sindome de Stevens-Johnson; TEN: necrolisis epidérmica toxica; EM: eritema multiforme; MPE:
exantema maculopapular; DRESS: Reaccion de hipersensibilidad a farmacos con eosinofilia y sintomas
sitémicos; U: urticaria no inmediata.
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1. CARACTERIZACION FENOTIPICA DE LINFOCITOS DE SANGRE PERIFERICA
Y DEL INFILTRADO DE PIEL AFECTA O AMPOLLAS EN PACIENTES CON
HIPERSENSIBILIDAD RETARDADA A MEDICAMENTOS

Se ha descrito que las células mononucleares de liquido de ampolla (BFMCs) de pacientes con
TEN son mayoritariamente CD3'CD8" (LT CD8") activados (Correia et al., 1993). Estudios
posteriores han determinado que se trata de CTLs con actividad NK que expresan NKRs (Le
Cleach et al., 2000; Nassif et al., 2002). Aunque no existen datos acerca de si las células que
infiltran la piel en reacciones menos severas pertenecen a esta subpoblacion, si se han generado
clones y lineas T (CD3") con caracteristicas fenotipicas y funcionales de células NK a partir de
PBMCs de pacientes con MPE y AGEP (Kuechler et al., 2004). Sin embargo, debido a que estos
clones o lineas T procedian de cultivos primarios que habian permanecido un largo periodo de
tiempo en cultivo, no podia conocerse la frecuencia real de estas células en sangre periférica de
pacientes con reacciones no ampollosas. Se ha descrito que los linfocitos de sangre periférica
(PBLs) que expresan NKRs representan sélo entre un 1 y un 8% del total de linfocitos en
individuos sanos; sin embargo no hay datos publicados sobre el porcentaje de células
CD3'CD8'NKR™ en sangre periférica de pacientes con reacciones de hipersensibilidad a

medicamentos no inmediatas.

1.1. ANALISIS DE SUBPOBLACIONES LINFOIDES EN SANGRE PERIFERICA

Para determinar si en sangre periférica de los pacientes en fase aguda existia un enriquecimiento de
la poblacion descrita en las ampollas subepidérmicas de pacientes con TEN, se analizd el
porcentaje de células CD8" y NKR™ en la poblacién de PBLs CD3".

1.1.1. Linfocitos T CD8"

Se recogieron PBMCs de pacientes en fase aguda y tras la resolucion del cuadro clinico asi como
de individuos sanos y se analizaron mediante citometria de flujo los porcentajes de células CD8" en
el total de PBLs CD3". Como muestra la figura 7A, se observé un incremento significativo del
porcentaje de células CD3'CD8" en fase aguda de pacientes con reacciones ampollosas con
afectacion de mucosas (EM, SJS y TEN) (42.3+2.5) y con reacciones exantematicas sin
afectacion de mucosas (MPE y DRESS) (40.2+1.7) respecto de aquellos con urticarias no

inmediatas (36+2.3) e individuos control (34.9+1). A continuacion se analizé si
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disminuia la poblacion de células CD3*CD8" una vez se habia resuelto el cuadro clinico. No se
observaron diferencias significativas al comparar muestras de fase aguda (35.1+2.8) y basal
(32.2+2.5) de pacientes con urticarias no inmediatas (figura 7B, grafico derecha). Sin embargo, al
comparar muestras agudas con basales de los mismos pacientes con reacciones ampollosas (EM,
SJS y TEN) y exanteméticas (MPE y DRESS) se determinaron dos patrones de comportamiento
diferentes; los porcentajes de células CD8" en PBLs CD3" de muestras basales de pacientes con
reacciones exantematicas disminuyeron significativamente (34.8+2.7) respecto de muestras agudas
(39.7+3.7), sin embargo no se observaron diferencias significativas al comparar muestras agudas

(42.1+3.4) y basales (41£1.9) de pacientes con reacciones ampollosas (figura 7B).

El andlisis estadistico de las entidades clinicas por separado (tabla 2) mostré resultados similares
y permitié determinar diferencias entre los distintos tipos de reacciones de hipersensibilidad que
concordaban con el grado de gravedad. En este sentido, se observo que el mayor porcentaje de
células CD8" en el total de PBLs CD3*, asi como la mayor diferencia estadistica con respecto a
las muestras de individuos sanos, correspondia a las muestras de pacientes con TEN en fase
aguda (51+4; p=0.0001).

DRESS/MPE URTICARIA
g T

AGUDA RESOLUCION AGUDA RESOLUCION

Fig 7. Porcentajes de células CD8" en PBLs CD3" de pacientes y controles. Analisis mediante citometria
de flujo del porcentaje de linfocitos CD8* en PBMCs de individuos sanos y pacientes con distintas
reacciones de hipersensibilidad a medicamentos. (A) Porcentajes de células CD8" en el total de PBLs CD3"
de pacientes en fase aguda e individuos sanos. Las barras representan la media y el error estandar de varios
pacientes con TEN, SJS y EM (n"20), DRESS y MPE (n"43) o urticarias (n"1 5) y controles (n"56). El
analisis estadistico de los datos se realiz6 mediante el test t-Student. *; p<0.05 respecto de pacientes con
urticaria y controles. (B) Porcentajes de células CD8" en el total de PBLs CD3" de pacientes en fase aguda y
tras la resolucion del cuadro clinico. Las barras representan la media y el error estandar de varios pacientes
con TEN, SJS y EM (n=8), DRESS y MPE (n=13) o urticarias (n=1 1). El andlisis estadistico de los datos se
realizé mediante el test Wilcoxon. #; p<0.05 respecto de la muestra basal (resolucién).
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1.1.2. Linfocitos T NKR"

La expresion de NKRs en células T (CD3") esta restringida casi exclusivamente a la subpoblacion
CD8" (Arlettaz et al., 2004a; Arlettaz et al., 2004b; Baars et al., 2000; Mingari et al., 1997; Young
et al., 2001). Para determinar si existia un enriquecimiento de células CD3 -CD8 -NKR .en sangre
periférica de fase aguda de pacientes con reacciones de hipersensibilidad, se analizaron los
porcentajes de células KIR", CD94" e ILT2/CD85j" en el total de PBLs CD3" de muestras de fase
aguda y se compararon con los de muestras de los mismos pacientes recogidas una vez resuelto el
cuadro clinico e individuos sanos. Se observé un incremento significativo del porcentaje de
células CD3'KIR2DL2/2DL3/2DS2", pero no del porcentaje de células positivas para otros KIRs,
en fase aguda de pacientes con reacciones ampollosas con afectacion de mucosas (EM, SJS y
TEN) (8.2+2.3) y exantematicas sin afectacion de mucosas (DRESS y MPE) (5.4+0.7) respecto de
aquellos con urticarias no inmediatas (2.5+1) y controles (3.9+0.7) (figura 8A, gréafico superior).
El mismo tipo de andlisis determind un incremento significativo de los porcentajes de células
CD94" e ILT2/CD85j" en PBLs CD3" de fase aguda de pacientes con reacciones ampollosas
(CD3'CD94": 12.1+2.1; CD3'ILT2": 17+4.1) y exantematicas no ampollosas (CD3"CD94":
11.7+1.2; CD3'ILT2": 17+2.1) respecto de aquellos con urticarias no inmediatas (CD3"CD94":
8.7+1.6; CD3'ILT2": 6.8+1.6) e individuos sanos (CD3"CD94": 8.6+0.7; CD3*ILT2": 7+0.9)

(figura 8A, graficos inferiores).

Una vez determinada la existencia de un mayor porcentaje de células KIR2DL2/2DL3/2DS2",
CD94" e ILT2/CD85j" en linfocitos T de pacientes en fase aguda respecto de controles, se estudio
si estas poblaciones disminuian una vez superado el cuadro clinico. Como muestra la figura 8B, se
observd una disminucién en la frecuencia de células CD3*CD94" y CD3'KIR2DL2/2DL3/2DS2".
Sin embargo, las diferencias observadas entre muestras agudas y basales de pacientes con
reacciones ampollosas (CD3"CD94": aguda 8.8+1.5 y resolucion 7.2+0.6, p=0.62; CD3'KIRs"
aguda 5.5+1.2 y resolucion 3+0.6, p=0.11) no fueron estadisticamente significativas a diferencia
de las de pacientes con reacciones exantematicas (CD3"CD94": aguda 13.3+2.4 y resolucion
9.5+1.7, p=0.01; CD3"KIRs" aguda 6.8+2 y resolucion 3.2+0.7, p=0.04).

Estos datos en conjunto sugerian que tanto los porcentajes de células CD3*CD8" como los de
células CD3"NKR" en pacientes con reacciones ampollosas con afectacién de mucosas (EM, SIS
y TEN) se mantenian elevados una vez resuelto el cuadro clinico durante al menos dos meses

después de la reaccion alérgica (tiempo medio de recogida de las muestras basales).
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DRESS/MPE
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Fig 8. Porcentajes de células KIR", ILT2/CD85j" y CD94" en PBLs CD3" de pacientes y controles.
Analisis mediante citometria de flujo del porcentaje de células NKR* en PBMCs de controles y pacientes
con anticuerpos especificos anti-KIR2DL2/L3/S2, anti-KIR2DL1/S1/S4, anti-KIR3DL2, anti-KIR3DL1,
anti-1LT2, anti-CD94 y anti-CD3-PerCP. (A) Porcentajes de células KIR", ILT2/CD85j" y CD94" en el total
de PBLs CD3" de pacientes en fase aguda y controles. Las barras representan la media y el error estandar de
varios pacientes y controles. TEN/SJS/EM: KIR2DL2/L3/S2" (n=1 8); KIR2DL1/S 1/S4" (n=17);
KIR3DL2" (n=19); KIR3DL1" (n=18); CD94" (n=14) e ILT2" (n=17). MPE/DRESS: KIR2DL2/L3/S2"
(n=40); KIR2DL1/S 1/S4" (n=32); KIR3DL2" (n=33); KIR3DL1" (n=3 1); CD9%4" (n"41) e ILT2" (n"38).
Urticaria: KIR2DL2/L3/S2" (n79); KIR2DL1/S1/S4" (n™1 1); KIR3DL2" (n™1 1); KIR3DL1" (n"11); CD94"
(n"15) e ILT2" (n"14). Controles: KIR2DL2/L3/S2" (n"43); KIR2DL1/S1/S4" (n"52); KIR3DL2" (n"50);
KIR3DL1" (n"49); CD94" (n756) e ILT2" (n"49). El analisis estadistico de los datos se realizé mediante el
test t-Student. *; p<0.05 respecto de pacientes con urticaria no inmediata y controles. (B) Porcentajes de
células CD94" y KIR2DL2/L3/S2" en el total de PBLs CD3" de pacientes con TEN, SJS y EM (graficos
izquierda) o DRESS y MPE (graficos derecha) en fase aguda y tras la resolucion del cuadro clinico.
TEN/SIS/EM: KIR2DL2/L3/S2" (n=7); CD94" (n=6). MPE/DRESS: KIR2DL2/L3/S2" (n=9); CD94"
(n=12). El analisis estadistico de los datos se realiz6 mediante el test Wilcoxon. #; p<0.05 respecto de la
muestra basal (resolucidn).

De nuevo el andlisis estadistico de las distintas entidades clinicas por separado (tabla 2) mostrd
resultados similares a los observados tras el agrupamiento de los pacientes. Ademas, se determind
que, en general, los mayores porcentajes de células CD3"'NKR®, asi como las diferencias
estadisticas mas significativas con respecto a controles, correspondian a los pacientes con TEN y

SJS en fase aguda.

-44 -



Resultados

"OPRUIILIAAD Ol Jo[eA SN “BANRIIIUSIS BIDURIAND 50 0 "(Y st ) UOX0[IAL 1591 [0 £ (O sa 1) sapuaipuadopur soyep eled Aomigm,
-UURA] [] 1521 [@ 20URIP2OL QZI[BAI 95 SOJEP SO 2P 0ONSIPLISa SIsT[eue [F (D) S2IoNU0s ud owios 15t () 0orUI[> 0IpEnd [ap uQonosar g sen A () epnde asel u2 ‘(1y)
sepnse sensenul op [€10] [ U SeIUL[d SPPEPNUL SEIUNSIP Uod sueed op  ¢dD sTdd We [S8D/ZLTL @, TS/E LT TATII * 76D 8D L[ op safeqwaiod
SO[ 2P Jepupisa Jou [ £ seIpaw se[ 250321 L[qe) v "eUID PrpDUd ¥ undas syuaped Ip L ¢ID STAd U3 IDIN 4 8D SeIN[P ap saleyuadiod :7 vlqeL

9¢
1+8

ot
T+L

134
SOFeE

9¢
5243

[o.nuo)

- 45 -



Resultados

1.2. INFILTRADO DE PIEL AFECTA Y LIQUIDO DE AMPOLLAS

El infiltrado de ampollas de pacientes con TEN esta formado mayoritariamente por células
CD3'CD8'NKR" (Le Cleach et al., 2000; Nassif et al., 2002). Encontramos que en sangre
periférica de pacientes con reacciones ampollosas con afectacion de mucosas (EM, SISy TEN) y
exantematicas sin afectacion de mucosas (MPE y DRESS), pero no en aquellos con urticarias no
inmediatas, existia un incremento significativo del porcentaje de células CD8" y NKR" en el total
de PBLs CD3" respecto de individuos sanos. Estos datos sugerian que podria existir una
migracion especifica hacia la piel de células CD3*CD8'NKR™ también en reacciones no
ampollosas. Para verificarlo, se recogieron biopsias de piel afecta de estos pacientes y se
determinaron mediante citometria de flujo los porcentajes de células CD8" y NKR™ en el total de
linfocitos CD3". De igual forma se analizé el porcentaje de estas subpoblaciones en BFMCs de
pacientes con SJSy TEN.

A B

Fig 9. Porcentajes de células CD8*, CD94", CD56" y KIR" en el total de linfocitos CD3" de sangre
periférica, liquido de ampollas y piel afecta de pacientes con reacciones de hipersensibilidad a
medicamentos. Analisis mediante citometria de flujo del porcentaje de células CD8*, CD94", CD56" y
KIR2DL2/L3/S2" en el total de linfocitos CD3* con anticuerpos especificos anti-CD8-FITC,
anti-KIR2DL2/L3/S2, anti-CD94, anti-CD56 y anti-CD3-PerCP (A) en PBMCs de fase aguda y tras la
resolucion del cuadro clinico asi como del infiltrado ampolloso de un paciente con una reaccién ampollosa
(SJS1) y (B) en PBMCs de fase aguda y en el infiltrado de piel afecta de un paciente con una reaccion
exantematica sin afectacion de mucosas (DRESS 1).
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El andlisis del infiltrado de biopsias de piel afecta demostr6 que, mientras que la mayor parte de
células que migran a la piel en fase aguda de pacientes con DRESS son CD3*CD8" y muchas
expresan NKRs (figura 9B), en pacientes con MPE la mayoria son CD3"CD4" y NKR (datos no
mostrados). Sin embargo, los porcentajes de células CD3*CD8'NKR" tan elevados como los
determinados en ampollas de pacientes con SJS y TEN (figura 9A) nunca se detectaron en piel
afecta de pacientes con DRESS.

Todos estos datos sugerian que en fase aguda de pacientes con reacciones ampollosas (EM, SISy
TEN) y exantematicas no ampollosas (MPE y DRESS) ocurria una expansién de células
CD3'CD8'NKR" y una migracion de las mismas hacia la piel. Esta subpoblacion podria
desempefiar un papel importante en el establecimiento y desarrollo de las reacciones de
hipersensibilidad a medicamentos, exceptuando urticarias no inmediatas, pudiendo ser

especialmente relevante su funcion en SJSy TEN.
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2. DISMINUCION DEL UMBRAL DE ACTIVACION DE CELULAS
INMUNOCOMPETENTES QUE EXPRESAN NKRs TRAS LA HAPTENIZACION DE
MOLECULAS HLA-1 EN CELULAS DIANA

2.1. COMPORTAMIENTO DE LA AMOXICILINA COMO HAPTENO SOBRE
PROTEINAS DE MEMBRANA

2.1.1. Unién de la amoxicilina a la region extracelular de proteinas de membrana

Con el objetivo de analizar el efecto que la haptenizacion de moléculas HLA-I por farmacos
pueda tener en las interacciones entre NKRs y sus ligandos (moléculas HLA) se decidié
estudiar, en primera instancia, si la amoxicilina (AX) podia unirse de forma espontanea a las
proteinas de membrana en condiciones normales de cultivo celular. Para ello, se cultivo la linea
celular 721.221 deficiente en moléculas HLA-1 y sus transfectantes estables para HLA-B*2705,
HLA-G1 y HLA-E (221 .B*2705, 221 .G1 y 221 .AEH respectivamente) en ausencia o presencia
de AX. Como muestra la figura 10, el anlisis mediante citometria de flujo con anticuerpos
especificos anti-AX demostré que la AX era capaz de unirse a la region extracelular de las

proteinas de membrana de las lineas celulares usadas en las condiciones de cultivo utilizadas.

221.G1

Figura 10. La amoxicilina se une covalentemente a las proteinas de membrana. La linea celular
721.221 y sus transfectantes 221 .AEH, 221 .B*2705 y 221 .G1 se cultivaron 1 8h en presencia (paneles
inferiores) o ausencia (paneles superiores) de 1 mg/ml de AX. La deteccion del fArmaco en proteinas de
membrana se realiz6 mediante inmunofluorescencia indirecta con una mezcla de anticuerpos especificos
anti-AX y analisis por citometria de flujo. Los histogramas blancos muestran la tincién especifica con
anticuerpos anti-AX y los histogramas grises la tincion inespecifica con anticuerpos 1gG control.
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2.1.2. Unién covalente de la amoxicilina a moléculas HLA-I

Una vez demostrado que la AX era capaz de unirse a proteinas de superficie celular, se quiso
determinar si ésta era capaz de unirse a las moléculas HLA-I. Para ello, se usaron los
transfectantes 221.B*2705 y 221.G1 que expresan HLA-B*2705 y HLA-GL1 respectivamente con
una intensidad alta y, como control negativo, la linea parental 721.221. Tras 1 8h de incubacion en
presencia de AX se recogieron las células, se lisaron y se inmunoprecipitaron los lisados celulares
con un anticuerpo especifico anti-HLA-1 (HP-1F7). Los inmunoprecipitados se resolvieron en
SDS-PAGE vy se transfirieron a una membrana de PVDF que se incubd con una mezcla de
anticuerpos monoclonales especificos anti-AX. El anélisis por inmunoblot reveld la existencia de
bandas especificas de 45 kDa en los carriles correspondientes a los inmunoprecipitados de los
transfectantes preincubados con el farmaco (Figura 11, carril 4 panel izquierdo, carril 2 panel
derecho). Se demostrd, por tanto, que la AX era capaz de unirse covalentemente a las cadenas
pesadas de HLA-B*2705 y HLA-GL.

IP: anti-HLA-I

WB: anticuerpos anti-AX

Figura 11. La AX se une a moléculas HLA-I. La linea celular 721.221 y los trasfectantes 221.B*2705 y
221 .G1 se cultivaron en presencia o ausencia de 1 mg/ml de AX durante 1 8h. Transcurrido el periodo de
incubacién se recogieron las células, se lisaron, y se inmunoprecipitaron con el anticuerpo especifico
anti-HLA-I (HP-1F7). Los inmunoprecipitados se resolvieron en SDS-PAGE y se transfirieron a una
membrana de PVDF que se incubd con una mezcla de anticuerpos monoclonales anti-AX. Las flechas
indican las moléculas HLA -1 (45 kDa) haptenizadas.
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2.2. EFECTOS DE LA HAPTENIZACION DE DIANAS NK SOBRE LA ACTIVIDAD
CITOTOXICA DE CELULAS EFECTORAS

2.2.1. Incremento de la actividad citotoxica de la linea NKL frente a la diana 221.B*2705

haptenizada

La inhibicion de la citotoxicidad a través del reconocimiento de moléculas HLA-I especificas de
iINKRs se ha estudiado ampliamente (Lopez-Botet et al., 2000). Asi, se ha descrito que
ILT2/CD85j inhibe la lisis de células dianas que expresan moléculas HLA-I tanto clasicas como no
clasicas (Colonna et al., 1997). Para determinar si la union covalente de la AX a HLA-I podia
interferir en las interacciones INKR-ligando y modular asi la sefial inhibidora, se llevaron a cabo
ensayos de citotoxidad en los que se enfrento la linea NK humana NKL que expresa con alta
intensidad ILT2/CD85j a las dianas 721.221 y 221 .B*2705 preincubadas con AX. Como muestra
la figura 12, la haptenizacion celular aumenté la actividad citotoxica de la linea NKL frente al
transfectante 221 .B*2705.

721.221 221 .B*2705

120
100
IESO
=60
a0
20
00

E:D E:D

Figura 12. La preincubacion de dianas NK con AX incrementa la citotoxicidad mediada por la linea
NKL frente a células 221.B*2705. Ensayo de liberacién de *'Cr de la linea NKL frente a las dianas
721.221 y 221 .B*2705 preincubadas (linea discontinua) o no (linea continua) con AX. Los porcentajes de
lisis del transfectante preincubado con AX en las proporciones de 10:1, 25:1 y 50:1 (efectora:diana) son
estadisticamente significativos (p < 0.05 segun el test de U de Mann-Whitney).

2.2.2. Menor reclutamiento de la fosfatasa SHP-1 al INKR ILT2/CD85j tras la interaccion

con moléculas HLA-I haptenizadas

Se ha demostrado que el reclutamiento de la fosfatasa SHP-1 a las tirosinas fosforiladas de los
motivos ITIM del tallo citoplasméatico de ILT2/CD85j es responsable de la transmisién de la
sefial inhibidora tras el reconocimiento de la molécula HLA-I especifica (Bellon et al., 2002;
Colonna et al., 1997; Dietrich et al., 2001). Por otra parte se ha descrito que las interacciones

entre ILT2/CD85j y HLA-E son suficientes para inducir la fosforilacidn de las tirosinas de los
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motivos ITIM del tallo citoplasmético del iINKR y el posterior reclutamiento de la fosfatasa SHP-1
(Bellon et al., 2002). Para determinar si la haptenizacion por farmacos de las moléculas HLA-I
podia afectar a nivel molecular e inhibir las sefiales de activacion de ILT2/CD85j, se realizaron
ensayos con el transfectante estable de ILT2 en una linea de baséfilos de rata (RBL.ILT2) y el
transfectante 221 .AEH (que expresa HLA-E) preincubado con AX. Como control positivo de la
fosforilacion de las tirosinas y del reclutamiento de SHP-1 se trat6 con pervanadato la linea
RBL.ILT2. Tras la estimulacién se lisaron las células y se inmunoprecipitaron los lisados celulares
con anticuerpos especificos anti-ILT2 (HP-F 1). Los inmunocomplejos se analizaron mediante
inmunoblot revelando de forma secuencial la membrana de PVDF con anticuerpos especificos
anti-SHP-1, anti-PY y anti-ILT2.

BB

Figura 13. La preincubacién de dianas NK con AX reduce la fosforilacién de tirosinas del iNKR
ILT2/CD85j y el posterior reclutamiento de la fosfatasa SHP-1 tras la interaccion con HLA-I. Los
lisados celulares de la linea RBL.ILT2 tratada con pervanadato o cultivada con la diana 221.AEH
preincubada 0 no con AX se inmunoprecipitaron con anticuerpos especificos anti-1LT2, se resolvieron en un
gel SDS-PAGE vy se transfirieron a una membrana de PVDF que se incubd secuencialmente con los
anticuerpos especificos anti-SHP-1, anti-PY y anti-ILT2. (A) Gel representativo de dos experimentos
independientes. (B) Andlisis de la asociacion de SHP-1 con ILT2/CD85j y de la fosforilacion de las
tirosinas de ILT2/CD85j del experimento mostrado en A (expresado en unidades arbitrarias) determinado
como la relacion densitométrica de PY/ILT2 total (gréafico superior) y SHP-1/ILT2 total (gréfico inferior) en
células RBL.ILT2 enfrentadas a la linea 221 .AEH haptenizada (+AX) o no (-AX) con AX.

Como muestra la figura 13A, tras la conjugacion de la linea RBL.ILT2 con el transfectante 221
JAEH se indujo la fosforilacion (carril 1, panel medio) y el reclutamiento de la fosfatasa SHP-1
(carril 1, panel superior). Sin embargo, cuando los conjugados se realizaron con la diana 221.AEH
preincubada con AX se observo una menor fosforilacion de las tirosinas de los motivos ITIM

(carril 2, panel medio) y un menor reclutamiento de la fosfatasa SHP- 1 (carril 2,
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panel superior). A partir de un analisis densitométrico de las bandas especificas se determind una
reduccion del 50% de fosforilacion de las tirosinas (grafico superior) y del 75% del reclutamiento
de SHP-1 (gréfico inferior) relativa a la cantidad de ILT2/CD85j total coinmunoprecipitado

cuando el transfectante se preincubd con AX (figura 13B).

En conjunto estos datos sugerian que la haptenizacion de las moléculas HLA-I por farmacos
podria dificultar el reconocimiento por iNKRs y disminuir asi el umbral de activacion celular.
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3. CARACTERIZACION FUNCIONAL DE LOS LINFOCITOS DE SANGRE
PERIFERICA Y DEL INFILTRADO DE AMPOLLAS EN REACCIONES ADVERSAS A
MEDICAMENTOS NO INMEDIATAS

3.1. EXPRESION EN SUPERFICIE Y LIBERACION DE HLA-E

Como se ha comentado anteriormente se ha descrito que el infiltrado de las ampollas de pacientes
con TEN esta formado mayoritariamente por CTLs que expresan NKRs y que poseen actividad
NK (Le Cleach et al., 2000; Nassif et al., 2002). Se ha identificado una poblacion de CTLs
denominada NK-CTLs (CD3"CD8'CD45RO"iNKR™) que presentan un TCR especifico de HLA-E
(Moretta et al., 2003). Por otra parte, recientemente se ha descrito una ruta de activacion
alternativa en LT CD8" mediada por el receptor activador CD94/NKG2C (Guma et al., 2005;
Meresse et al., 2006). Estas células T CD8" generalmente expresan iNKRs y poseen actividad
citotoxica mediante el reconocimiento de HLA-E a través del receptor CD94/NKG2C. Dadas las
caracteristicas fenotipicas y funcionales de la poblacién mayoritaria en el infiltrado ampolloso, es
presumible pensar que estas células puedan pertenecer a alguna de estas dos subpoblaciones de LT
CD8" descritas y que utilicen, por tanto, alguno de los dos posibles mecanismos para lisar

gueratinocitos a través del reconocimiento de HLA-E.

3.1.1. Expresion de HLA-E en queratinocitos de piel afecta

Aunque la transcripcion de HLA-E se ha detectado en muchos tipos celulares (Ulbrecht et al.,
1992) el patron de expresion de estas moléculas no clésicas es bastante restringido (Carosella et
al., 2000). Si las células del infiltrado ampolloso lisan a los queratinocitos mediante el
reconocimiento de HLA-E a través del TCR y/o del receptor activador CD94/NKG2C, es
fundamental que los queratinocitos humanos puedan expresar esta molécula no clasica en
superficie. Se ha descrito que el IFN- es capaz de aumentar la expresion en membrana tanto de
HLA-I como de HLA-II y que ésto también ocurre en queratinocitos humanos (Basham et al.,
1985; Nassif et al., 2004a). Ademas, recientemente se ha demostrado que tanto melanocitos como
queratinocitos de biopsias de piel afecta de pacientes con melanomas expresan HLA-E en
superficie y que el tratamiento con IFN- induce la expresion de esta molécula en lineas de
melanomas (Derre et al., 2006). Sin embargo, no existen datos acerca de si los queratinocitos
pueden expresar HLA-E en condiciones basales y si su expresion puede aumentar en presencia de

IFN-. Para ello, se traté la linea de queratinocitos humanos HaCaT y queratinocitos de
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cultivo primario con IFN- y se analizd la expresién de HLA con anticuerpos especificos
anti-HLA-I, anti-HLA-DR y anti-HLA-E. Como muestra la figura 14, el analisis mediante
citometria de flujo demostré que el tratamiento con IFN- incrementd la expresion de HLA-I,
HLA-DR y HLA-E tanto en la linea de queratinocitos humanos HaCaT como en queratinocitos de
cultivo primario. Es importante resaltar que ni la linea HaCaT ni los gueratinocitos de cultivo

primario expresaban cantidades detectables de HLA-E en condiciones basales.

Queratinocitos
control

Linea celular
HaCaT

Fig 14. HLA-E se expresa en queratinocitos humanos tratados con IFN-. Queratinocitos primarios
(paneles superiores) y la linea de queratinocitos HaCaT (paneles inferiores) fueron tratados durante 48 horas
con 10 ng/ml (paneles superiores) o 2.5 ng/ml (paneles inferiores) de IFN-. Se estudi6 la expresion de
HLA-DR, HLA-I y HLA-E mediante inmunofluorescencia directa (HLA-DR) o indirecta (HLA-I1 y HLA-E)
incubando las células con anticuerpos especificos anti-HLA-DR-PE, anti-HLA-E (3D 12) y anti-HLA-I
(HP-1F7) y andlisis por citometria de flujo. La figura muestra la tincién con anticuerpos control 1gG1
(histogramas grises) y anticuerpos especificos (histogramas blancos) en queratinocitos pretratados (linea
continua) o no (linea discontinua) con IFN-.

Se ha descrito que los linfocitos del infiltrado ampolloso de pacientes con reacciones graves
producen IFN-. Asi, se han detectado concentraciones muy elevadas de esta citoquina en el liquido
de ampollas de pacientes con TEN y SJS (Nassif et al., 2004b y datos nuestros no publicados). Ya
que el tratamiento con IFN- aumentd la expresion de HLA-E en la linea HaCaT y en
queratinocitos primarios, se estudid la expresion de HLA-E en queratinocitos de biopsias de piel
afecta. Para ello se realizaron digestiones enzimaticas de biopsias de piel sana de controles y de
piel afecta de pacientes y la suspension celular se incubé con anticuerpos especificos anti-HLA-1 y
anti-HLA-E. La expresion de estas moléculas se determind en células vivas (no marcadas con
ioduro de propidio) CD45. Como muestra la figura 15, los queratinocitos de pacientes, a
diferencia de los de individuos control, expresaban HLA-E en superficie. Ademas, se demostro
que los queratinocitos de piel afecta expresaban HLA-1 con mayor intensidad que los de

individuos sanos (figura 15).
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Fig 15. Expresion de HLA-E en queratinocitos de piel afecta. Se estudié la expresion de HLA-I y
HLA-E mediante inmunofluorescencia indirecta en queratinocitos de pacientes y de individuos control con
anticuerpos especificos anti-HLA-1 (HP-1F7) y anti-HLA-E (3D12) y anélisis por citometria de flujo. Las
celulas muertas se excluyeron del analisis mediante tincion con ioduro de propidio. (A) Expresion de HLA-I
(linea continua), HLA-E (linea discontinua) o tincion inespecifica con anticuerpos control 1gG1l
(histogramas grises) en queratinocitos de piel afecta de un paciente representativo (DRESS1) (panel
superior) y de un individuo sano (panel inferior). (B) Intensidad media de fluorescencia (IMF) de la
expresiéon de HLA-I (grafico superior) y HLA-E (grafico inferior) en queratinocitos de pacientes (P) (n=8) y
controles (C) (n=6). La IMF de la tincidn no especifica con anticuerpos control IgG1 se rest6 de la IMF
determinada tras la incubacidn con anticuerpos especificos. Las lineas horizontales corresponden a los
valores medios de IMF.

3.1.2. Liberacion de HLA-E soluble al liquido de las ampollas

Recientemente se ha demostrado que tras la activacion de células endoteliales (Coupel et al.,
2007) y en cultivos de lineas de melanoma humano y de melanocitos primarios (Derre et al., 2006)
se produce HLA-Es. La sobreexpresion de HLA-E en queratinocitos de piel afecta de pacientes
con SJS o TEN sugeria la posibilidad de encontrar la forma soluble de esta molécula en el liquido
de ampollas. Para comprobarlo, se realizaron analisis de inmunoblot en liquidos de ampollas
usando anticuerpos especificos anti-HLA-E (MEM-E/02). En paralelo se analizo la presencia de
HLA-Es en sueros de pacientes en fase aguda y tras la resolucion del cuadro clinico. Como
muestra la figura 16, se observd una banda de 37 kDa correspondiente al peso molecular
especifico de la cadena pesada de HLA-E en los carriles correspondientes a muestras de liquidos
de ampollas. Esta banda era especifica ya que se encontraba también en el carril de sobrenadante
de cultivo del transfectante de HLA-E (221 .AEH) y no en el de la linea parental (721.221). No se
detect6 HLA-Es en sueros de estos mismos pacientes ni en fase aguda ni tras la resolucién del
cuadro clinico. Como era de esperar, tampoco se detect6 HLA-Es en sueros de individuos control
(ClyC2).
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SJS2 TEN1 TEN2

Fig 16. Liberacion de HLA-E en el liquido de ampollas. Se determind la presencia de HLA-Es mediante
inmunoblot en muestras de suero de individuos sanos (C1 y C2) y pacientes en fase aguda (SJS2 y TEN1) y
tras la resolucidn del cuadro clinico (SJS2) asi como de liquido de ampollas (SJS2, TEN1 y TEN2). Como
control negativo y positivo se usd sobrenadante de cultivo de las lineas 72 1.22 1 y 22 1.AEH
respectivamente.

3.2. ACTIVIDAD CITOTOXICA DE LOS LINFOCITOS DE SANGRE PERIFERICA Y
DEL LIQUIDO DE AMPOLLAS

3.2.1. Citotoxicidad de clones T CD8'CD56" frente a queratinocitos

Una vez determinado que los queratinocitos de piel afecta de pacientes con reacciones de
hipersensibilidad expresaban en superficie e incluso liberaban en forma soluble HLA-E, y tras
haberse demostrado que el tratamiento con IFN- incrementaba la expresion de esta molécula tanto
en la linea HaCaT como en queratinocitos primarios, se estudid si clones T citotdxicos similares a
los descritos en liquidos de ampollas de pacientes con TEN (Le Cleach et al; 2000) eran capaces
de lisar queratinocitos a través del reconocimiento de HLA-E. Para ello se generaron clones T
CD8'CD56" y se seleccionaron, mediante ensayos de citotoxicidad frente a las dianas 721.221 y

221.AEH, aquellos con mayor actividad citotoxica frente al transfectante de HLA-E (figura 17).

A continuacion se investigd si aquellos clones ‘“restringidos” por HLA-E podrian lisar
queratinocitos que expresaban HLA-E. Para ello se realizaron ensayos de citotoxicidad en los que
se us6 como diana la linea HaCaT preincubada con IFN-. Como muestra la figura 1 8A, los clones
T CD8'CD56" “restringidos™ por HLA-E eran capaces de lisar a la linea HaCaT y lo hacian de
manera mas eficiente cuando ésta habia sido tratada con IFN-. Para comprobar que la lisis era

especifica de HLA-E se repitieron los ensayos de citotoxicidad en presencia de
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anticuerpos bloqueantes especificos anti-HLA-I y anti-HLA-E o anticuerpos control. La
preincubacion de los queratinocitos con anticuerpos especificos disminuyé la citotoxicidad de los
dos clones analizados frente a la linea HaCaT tratada con IFN- (figura 1 8B). Estos datos sugerian
que clones con el fenotipo descrito para la subpoblacion mayoritaria de las ampollas de pacientes

con SJS y TEN podrian lisar queratinocitos a través del reconocimiento de HLA-E.

50 721.221

40 221.AEH
I 30

20

10
00

Fig 17. Clones T CD8'CD56" especificos de HLA-E. La citotoxicidad mediada por clones T CD8*CD56"
se midi6 en un ensayo de liberacion de >'Cr durante 4 horas frente a las dianas 721.221 y 221 AEH.

AA

\W6/32

HaCaT+IFN- 3D 12

Fig 18. Los clones T CD8"CD56" especificos de HLA-E lisan a la linea de queratinocitos HaCaT
preincubada con IFN-. La citotoxicidad mediada por clones T CD8"CD56" especificos de HLA-E se midi6
en un ensayo de liberacion de >'Cr durante 4 horas frente a la linea HaCaT tratada o no con IFN-(2.5 ng/ml).
Como control positivo y negativo se midi6 la actividad citotoxica frente a las dianas 721.221 y 221 .AEH
respectivamente. Los graficos muestran los porcentajes de lisis en ausencia (A) o presencia (B) de
anticuerpos blogueantes anti-HLA-E y anti-HLA-I en tres clones representativos.

-57 -



Resultados

3.2.2. Citotoxicidad de PBMCs y BFMCs

Como se ha descrito anteriormente, se observo un incremento en los porcentajes de células CD8"
y NKR" en el total de LT en fase aguda de pacientes con reacciones con y sin afectacion de
mucosas (excepto urticarias no inmediatas) respecto de individuos sanos (figuras 7A y 8A y tabla
2). Esta subpoblacién de LT que expresan CD8 y NKRs era la mayoritaria en el liquido de
ampollas (figura 9A) y muy representativa en piel afecta de pacientes con DRESS (figura 9B) por
lo que debia representar a la poblacidn de células efectoras. En un primer intento por determinar la
funcionalidad de esta subpoblacidn se llevaron a cabo ensayos de citotoxicidad en los que PBMCs
de pacientes en fase aguda y de individuos control se enfrentaron a las dianas 721.221 y 221
AEH. Cuando se usaron como efectoras PBMCs de individuos sanos se observo una disminucion
de los porcentajes de lisis frente a la diana 221.AEH (16+6.6) respecto de la linea parental
(28.619) (figura 19A, panel izquierda). En aquellos ensayos en los que se usaron como efectoras
PBMCs de pacientes se observaron dos patrones de comportamiento distintos de acuerdo con la
entidad clinica; las PBMCs de pacientes con MPE se comportaron igual que las de los controles y
lisaron més a la linea parental (18.2+4.6) que al transfectante (10+2.3), mientras que las PBMCs
de pacientes con TEN o SJS lisaron por igual a la diana 221 .AEH (19.6+4.1) que a la 721.221
(18.4+3.6).

A continuacion se quiso determinar si las células mononucleares de liquido de ampollas (BFMCs)
de pacientes con reacciones mas graves seguian este mismo patron de comportamiento y para ello
se enfrentaron en ensayos de citotoxicidad con *'Cr a las dianas NK. Como muestra la figura 19B,
a diferencia de lo observado con PBMCs de pacientes con TEN y SJS, las BFMCs lisaron mas al
transfectante 221 .AEH (12.6+4.7) que a la linea parental 721.221 (8.2+3.2).

Para determinar si las BFMCs podian lisar queratinocitos y, en su caso, si lo hacian mas
eficientemente cuando estos habian sido tratados con IFN-, se realizaron ensayos de citotoxicidad
frente a queratinocitos alogénicos tratados con la citoquina. Como muestra la figura 1 9C, se
observo que tanto las BFMCs de un test cutaneo que desarrollé una ampolla en un paciente que
habia sufrido un MPE como las de una ampolla de un paciente con TEN eran capaces de lisar
queratinocitos alogénicos y que la actividad citotoxica se incrementaba hasta 4 veces cuando los
queratinocitos habian sido tratados con IFN-. En conjunto estos datos apoyaban la hipétesis de que
una subpoblacion del infiltrado ampolloso podria lisar queratinocitos mediante el reconocimiento
de HLA-E.
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721.221 221 .AEH 721.221 221 .AEH

KC KC+IFN-

AA CONTROLES MPE TEN y SJS

Fig 19. Linfocitos citotoxicos especificos de HLA-E en sangre periférica y en ampollas de pacientes
con SJSy TEN. Se midié la actividad citotéxica de PBMCs de controles y pacientes con distintas entidades
clinicas en fase aguda asi como de BFMCs de pacientes con SJS y TEN frente a las dianas 721.221 y 221
AEH o a queratinocitos alogénicos en ensayos de liberacion de SIcr de 4 horas. (A) Porcentajes de lisis de
PBMCs de controles y pacientes con MPE o TEN y SJS frente a las dianas 721.221 y 221 .AEH en una
proporcion de 50:1 (efectora:diana). Las barras representan los valores medios y el error estandar de los
porcentajes de lisis en experimentos independientes con PBMCs de diferentes controles (n~4) y pacientes
con MPE (n"9) o TEN y SJS (n’5). (B) Porcentajes de lisis de BFMCs frente a las dianas 721.221 y 221
AEH. Las barras representan los valores medios y el error estdndar de los porcentajes de lisis en
experimentos independientes con BFMCs de distintos pacientes (n"5) en una proporcion de 20:1
(efectora:diana). (C) Porcentajes de lisis de BFMCs del paciente MPES8 (grafico izquierda) y TEN2 frente a
queratinocitos primarios tratados o no con IFN- (10 ng/ml).

3.2.3. Expresion y funcionalidad del receptor activador CD94/NKG2C en PBLsS y en

linfocitos del liquido de ampollas de pacientes con reacciones con afectacion mucocuténea

Como se ha comentado anteriormente PBMCs de pacientes con TEN y SJS en fase aguda, a
diferencia de las de pacientes con MPE e individuos sanos, lisaron por igual a la diana 721.221
(18.4+3.6) y al transfectante 221.AEH (19.6+4.1) (figura 19A). Este hecho podria deberse a la
existencia en sangre periférica de LT CD8" con TCRs especificos de HLA-E (Moretta et al., 2003)
y/o con actividad citotoxica mediada por el receptor activador CD94/NKG2C (Guma et al., 2005;
Meresse et al., 2006). La reciente disponibilidad de un anticuerpo monoclonal especifico
anti-NKG2C (MAB 1381) nos permitio determinar la posible existencia de linfocitos

CD94/NKG2C" en sangre periférica de fase aguda de pacientes con reacciones ampollosas. Como
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muestra la figura 20A, el anélisis mediante citometria de flujo en PBMCs de estos pacientes reveld

la presencia, en algunos casos, de una poblacién muy minoritaria de LT CD4"CD94/NKG2C" que
habia sido descrita anteriormente (Guma et al., 2005). No obstante, en
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todos los pacientes se observd una poblacién muy representativa de linfocitos citotoxicos
(CD3*CD8" y/o células NK (CD3)) que expresaban el receptor activador (figura 20A). Estudios
previos (Guma et al., 2005) habian demostrado que existe una alta variabilidad en el porcentaje de
linfocitos CD94/NKG2C™ en sangre periférica de individuos sanos (<0.1% a 22.1%). En concreto,
estos mismos autores determinaron que los porcentajes de células CD3CD94/NKG2C" variaban
entre el 0.1% vy el 45% y que los de células CD3"CD94/NKG2C", en su mayoria (>95%) CD8",
variaban entre el 0.1% y el 5%. Como muestra la figura 20A, el andlisis de la expresion de
CD94/NKG2C en células CD3"CD8" de algunos pacientes con reacciones mas severas revelo
valores muy por encima de los descritos en individuos sanos. Ademas, se observé que el
porcentaje de expresion de CD94/NKG2C en células CD3'CD8", y también en células CD3,
disminuia una vez se habia resuelto el cuadro clinico (figura 20A, graficos inferiores), lo que
sugeria que tanto los LT CD8"CD94/NKG2C" como las células NK CD94/NKG2C" podrian jugar

un papel importante en las reacciones mas graves.

Para determinar si la ausencia de inhibicion frente al transfectante 221 .AEH por parte de las
PBMCs de pacientes con reacciones ampollosas en fase aguda (figura 1 9A, gréfico derecha) se
debia a la presencia de linfocitos citotoxicos CD94/NKG2C®, se repitieron los ensayos de
citotoxicidad con PBMCs de pacientes en presencia de anticuerpos bloqueantes especificos
anti-NKG2C. Como muestra la figura 20B, en presencia de anticuerpos bloqueantes anti-NKG2C
se observo una disminucion de los porcentajes de lisis frente a la diana 221.AEH (4.7+3.8)
respecto a los observados con anticuerpos control (15.445.6). Es interesante mencionar que en
presencia de anticuerpos bloqueantes anti-NKG2C se observo una ligera disminucion de la
actividad citotoxica frente a la linea 721.221 (12.4+5.2) respecto de la determinada con
anticuerpos control (14.6+£5.1). Esta pequefia diferencia podria ser consecuencia de la baja
expresion en superficie de HLA-E descrita en la linea parental 721.221 (Braud et al., 1997;
Wainwright et al., 2000).

Los resultados del anélisis mediante citometria de flujo y de los ensayos de citotoxicidad en
presencia de anticuerpos bloqueantes anti-NKG2C demostraron la expresion y funcionalidad del
receptor CD94/NKG2C en linfocitos citotdxicos de sangre periférica de pacientes con reacciones
ampollosas con afectacion de mucosas (EM, SJS y TEN). Para determinar si los responsables de la
ausencia de inhibicion frente al transfectante 221 .AEH eran los LT CD8" y/o las células NK que
expresaban CD94/NKG2C, se realizaron ensayos de movilizacién de CD 1 07a en los que se
enfrentaron PBMCs de estos pacientes en fase aguda a las dianas NK. Tras 4 horas de incubacion,
se marcaron las células con anticuerpos especificos anti-NKG2C y anti-CD3-PerCP y se

determino el porcentaje de células CD107a" en las poblaciones de PBLs
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CD3"y CD3y en las subpoblaciones CD94/NKG2C* y CD94/NKG2C. Como muestra la figura
20C, se observo que el mayor porcentaje de células CD107a’, tanto en la poblacién de PBLs
CD3" como en la CD3, correspondia a la subpoblacién de células que expresaban el receptor
CD94/NKG2C y que habian sido enfrentadas al transfectante 221 .AEH. De acuerdo con los
datos obtenidos en los ensayos de citotoxicidad (figura 1 9A, gréfico derecha y figura 20B, barras
negras) los porcentajes de expresion de CD107a en PBLs CD3" y CD3 sin tener en cuenta la
expresion de CD94/NKG2C fueron los mismos cuando las PBMCs se enfrentaron a la linea
parental 721.221 vy al transfectante 221 .AEH.

AA

EM2

SJS2

TEN3 a

TEN3 r

Fig 20. Linfocitos T y células NK de sangre periférica de pacientes con reacciones con afectacion de
mucosas reconocen HLA-E a través de CD94/NKG2C. (A) Inmunofluorescencia en PBMCs de pacientes
con EM, SJS y TEN con anticuerpos especificos anti-NKG2C, anti-CD3-PerCP y anti-CD8-PE y analisis
por citometria de flujo. La figura muestra los porcentajes de expresion de CD94/NKG2C en PBLs
CD3CD8", CD3'CD8 y CD3 de tres pacientes representativos en fase aguda (EM2, SJS2 y TEN3a)
(gréaficos superiores) y tras la resolucion del cuadro clinico (TEN3r) (gréafico inferior). (B) Ensayo de
liberacién de **Cr durante 4 horas en los que se enfrentaron PBMCs de pacientes con reacciones ampollosas
con afectacion de mucosas a las dianas 721.221 y 221 .AEH en una proporcion de 50:1 (efectora:diana) en
presencia de anticuerpos bloqueantes anti-NKG2C (10 g/ml) o anticuerpos irrelevantes. Las barras muestran
el valor medio y el error estandar de los porcentajes de lisis de tres experimentos independientes realizados
con distintos pacientes (SJS2, SJS5 y EM2). (C) Ensayo de movilizacion de CD107a en PBMCs de
pacientes con reacciones ampollosas con afectacién de mucosas en fase aguda cultivadas con las dianas
721.221 y 221 .AEH en una proporcion de 2:1 (efetora:diana). La figura muestra los porcentajes de células
CD107a" tras los cultivos en las poblaciones de PBLs CD3" (grafico superior) y CD3 (grafico inferior) y en
las subpoblaciones positivas 0 negativas para el receptor CD94/NKG2C en un experimento representativo
con PBMCs del paciente EM2 en fase aguda.
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Todos estos resultados apoyaban la hipotesis de que los LT CD8'CD94/NKG2C*, y muy
probablemente las células NK CD94/NKG2C", migraban a la piel en la fase aguda de pacientes
con reacciones ampollosas y favorecian la lisis de los queratinocitos tras el reconocimiento de
HLA-E. Para confirmarla, se determindé mediante citometria de flujo el porcentaje de linfocitos
citotoxicos CD94/NKG2C" en el infiltrado de ampollas de pacientes con SJS y TEN. Como
muestra la figura 21A, se observo un elevado porcentaje de células CD94/NKG2C™ en linfocitos de
liquido de ampolla CD3*CD8" y CD3. Ademas, el analisis de la expresion del receptor activador
en blastos CD3'CD8* revel6 una frecuencia mayor de células CD94/NKG2C* en esta

subpoblacion del infiltrado ampolloso.

AA

721.221
721.221 + anti-NKG2C
221 .AEH

221 .AEH + anti-NKG2C

Fig 21. Los linfocitos T y NK del infiltrado de ampollas reconocen HLA-E a través de CD94/NKG2C.
(A) Anélisis mediante citometria de flujo de la expresion de NKG2C en BFMCs de pacientes con SJS. Los
paneles muestran los porcentajes de expresion de CD94/NKG2C en las poblaciones de linfocitos
CD3'CD8", CD3'CD8 y CD3 y en blastos CD3'CD8" de tres pacientes representativos (SJS4, SJS5 y
SJS2). (B-C) Ensayo de movilizacion de CD107a en BFMCs enfrentadas a las dianas 721.221 y 221 .AEH
en una proporcion de 2:1 (efectora:diana) en presencia o ausencia de anticuerpos bloqueantes anti-NKG2C
(10 g/ml). Como control negativo se cultivaron las BFMCs solas. Las células se marcaron con anticuerpos
especificos anti-CD8-FITC y/o anti-CD3-PerCP. (B) Porcentaje de células CD107a" en la poblacion de
linfocitos CD3"CD8" enfrentada o no a las dianas en un experimento representativo con BFMCs del
paciente SJS4. (C) Porcentaje de células CD107a* en la poblacion de linfocitos CD3 enfrentada o no a las
dianas en un experimento representativo con BFMCs del paciente SJS6.

-63 -



Resultados

Para demostrar la funcionalidad de CD94/NKG2C en BFMCs de pacientes con reacciones
ampollosas se llevaron a cabo ensayos de movilizacion de CD 1 07a frente a las dianas 721.221 y
221 .AEH en presencia de anticuerpos bloqueantes anti-NKG2C. En ausencia de anticuerpos
bloqueantes, de acuerdo con los resultados obtenidos en ensayos de citotoxicidad (figura 19B), se
determind un incremento del porcentaje de células CD107a" en la poblacién de linfocitos de
liquido de ampollas CD3"CD8" (figura 21B) y CD3 (figura 21C) enfrentada a la diana 221 .AEH.
Este incremento resultd ser especifico del reconocimiento de HLA-E por parte de CD94/NKG2C
ya que en presencia de anticuerpos bloqueantes anti-NKG2C el porcentaje de células CD 1 07a”
en ambas poblaciones de linfocitos (CD3*CD8" y CD3) enfrentadas a las diferentes dianas NK se

igualo (figura 2 1B-C).

En conjunto estos resultados apoyan la hipdtesis de que tanto los LT CD8"CD94/NKG2C* como
las células NK CD94/NKG2C" podrian lisar queratinocitos mediante el reconocimiento de HLA-E
a través de CD94/NKG2C y jugar un papel importante en el desarrollo de reacciones de

hipersensibilidad a medicamentos més graves como SJS y TEN.
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4. PAPEL REGULADOR DE ILT2/CD85j SOBRE LA PRODUCCION DE IFN-

Y LA CITOTOXICIDAD INDUCIDAS POR DISTINTOS ESTIMULOS EN CELULAS
NK

4.1. REGULACION DE LA PRODUCCION DE IFN- INDUCIDA TRAS EL
ENCUENTRO DE CELULAS NK CON DIANAS

4.1.1. Caracterizacion funcional ILT2/CD85j en la linea NK-92

Diversos estudios (Colonna et al., 1997; Navarro et al., 1999; Vitale et al., 1999) han
demostrado el papel regulador que tiene el INKR ILT2/CD85j sobre la citotoxicidad de células
NK. Sin embargo, poco se ha estudiado acerca del papel que este receptor pudiera tener sobre la
produccién de citoquinas y, en concreto, sobre la produccién de IFN-. En un primer intento por
determinar la posible funcién reguladora de ILT2/CD85j se usé la linea NK-92, ya que ha sido
utilizada en diversos estudios sobre la regulacién de la produccion de IFN-. Como muestra la
figura 22, se verifio que la linea NK-92 expresaba con una alta intensidad los receptores CD56 e
ILT2/CD85j, con una intensidad intermedia CD94/NKG2A y que era negativa para los
receptores de la familia de los KIRs y CD 16.

FL-1

Figura 22. Fenotipo de la linea NK-92. Inmunofluorescencia indirecta con anticuerpos especificos
anti-CD56, anti-CD16, anti-ILT2/CD85j, anti-CD94 y una mezcla de anticuerpos anti-KIR2DL2/L3/S2,
anti-KIR2DL1/S1/S4, anti-KIR3DL1 y anti-KIR3DL2 y analisis mediante citometria de flujo. La figura
muestra la tincién con el anticuerpo 1gG control (histogramas grises) y con los anticuerpos especificos
(histogramas blancos).
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Se ha descrito que ILT2/CD85j puede inhibir la citotoxicidad de células NK y de lineas NK
humanas tras el reconocimiento de sus moléculas HLA-I especificas (Colonna et al., 1997;
Navarro et al., 1999; Vitale et al., 1999). Para poder determinar el posible papel regulador que
pudiera tener ILT2/CD85j sobre la produccion de IFN- en la linea NK-92 lo primero que se
comprobd fue la funcionalidad del mismo. Asi, se realizaron ensayos de citotoxicidad en
presencia o ausencia de anticuerpos bloqueantes usando como células efectoras la linea NK-92 y
como dianas células 721.221, 221.Cw07, 221.B*2705 y 221.G1m. Ademas de la linea parental
721.221 se us6é como control negativo el transfectante 221 .CwO07 ya que se ha descrito que
HLA-CwO07 no es ligando de ILT2/CD85j (Draghi et al., 2005; Fanger et al., 1998). Se eligieron
los transfectantes 221 .B*2705 y 221 .G1m por expresar ligandos especificos de ILT2/CD85j
(HLA-B*2705 y HLA-G1 respectivamente) y porque se ha descrito que la transfeccion en la linea
721.221 de HLA-B*2705 y HLA-G1 conduce a la inhibicién de la citotoxicidad por parte de
células NK KIR (Colonna et al., 1997).

Como muestra la figura 23, se observo una menor actividad citotoxica de la linea NK-92 frente a
los transfectantes 221 .B*2705 y 221 .G1m. Esta inhibicion era especifica del reconocimiento de
HLA-B*2705 y HLA-G1m por parte de ILT2/CD85j ya que se revertia al realizar los ensayos en
presencia de anticuerpos blogueantes anti-ILT2 y anti-HLA-I pero no de anticuerpos anti-CD94.
De acuerdo con lo descrito, la expresion de HLA-CwO07 en el transfectante 221 .Cw07 no afecté a
la actividad citotoxica de la linea NK-92 y los porcentajes de lisis no variaron cuando los ensayos

se realizaron en presencia de anticuerpos bloqueantes.
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Figura 23. Citotoxicidad de la linea NK-92 frente a distintas dianas NK. La citotoxicidad mediada por
células NK-92 se midi6 en un ensayo de liberacion de *'Cr de 4 horas frente a las lineas 721.221 y sus
transfectantes 221 .Cw7, 221 .B*2705 y 221 .G1m en presencia o ausencia de anticuerpos blogueantes
anti-CD94, anti-ILT2 y anti-HLA-I. Los ensayos se realizaron por triplicado en diferentes proporciones
efectora:diana.
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Debido a sus caracteristicas fenotipicas y funcionales se determind que la linea NK-92 podria ser
un buen modelo para el estudio del posible efecto modulador del iINKR ILT2/CD85j sobre la
sintesis de IFN-.

4.1.2. Inhibicién de la sintesis de IFN-y TNF-en la linea NK-92

Se ha descrito que el encuentro de NKs con dianas conduce a la produccién de IFN- (Kurago et
al., 1998). Asi, para determinar el posible papel regulador que ILT2/CD85j pudiera tener sobre la
produccion de IFN- se realizaron cocultivos de células NK-92 con las dianas 721.221 y sus
trasfectantes estables.

No obstante, antes de llevarse a cabo los cocultivos, se descartd que las dianas fueran capaces de
producir IFN-. Asi, se tratd la linea 721.221 y sus transfectantes estables con PMA/lo y se
determind la produccion de IFN- mediante citometria intracelular con anticuerpos especificos
anti-IFN--PE. Como control positivo de la produccion de la citoquina se trato de igual forma la
linea NK-92. Para comprobar la activacion celular tras el tratamiento con PMA/lo se marcaron las
células extracelularmente con anticuerpos especificos anti-CD69-PE. Como muestra la figura 24,
se detectaron niveles de IFN- basales en células NK-92 que incrementaron tras el tratamiento con
PMA/lo. Sin embargo no se detectd expresion de la citoquina en la linea 721.221 ni siquiera tras

el tratamiento con PMA/Io (que si indujo un aumento de expresion de CD69 en superficie).

Figura 24. Expresion de CD69 y produccion de IFN-tras la activacion con PMA/lo en las lineas NK-92
y 721.221. Inmunofluorescencia extracelular con anticuerpos especificos anti-CD69-PE (graficos izquierda)
e intracelular con anticuerpos especificos anti-IFN--PE (graficos derecha) y analisis mediante citometria de
flujo en las lineas NK-92 (graficos superiores) y 721.221 (gréaficos inferiores) tratadas (histograma blanco,
linea continua) o no (histograma blanco, linea discontinua) con PMA (10 ng/ml) e lo (500 ng/ml) durante 3
horas a 37°C. Los histogramas grises muestran la tincién con el anticuerpo 1gG control.
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Una vez se habia demostrado que las dianas NK eran incapaces de producir IFN-, se cultivo la
linea NK-92 con las lineas 721.221, 221.Cw07, 221.B*2705 y 221.G1m durante 6 horas en
presencia de brefeldina A. Transcurrido el periodo de incubacién se recogieron las células, se
marcaron extracelularmente con anticuerpos especificos anti-CD56-FITC, se fijaron vy
permeabilizaron y se tifieron intracelularmente con anticuerpos especificos anti-1FN--PE.

221 .B*270

221.G1m
221.Cw07

-40% 0% 40% 80%
% células NK-92 inhibidas

Figura 25. Inhibicion de la produccion de IFN-a través de ILT2/CD85j en la linea NK-92.
Inmunofluorescencia en la linea NK-92 cocultivada con las dianas 721.221, 221 .Cw07, 221 .B*2705 y
221.G1m en una proporcién de 2:1 (efectora:diana) con anticuerpos especificos anti-CD56-FITC vy
anti-IFN--PE y andlisis mediante citometria de flujo. Como control positivo y negativo se incubé la linea
efectora con o sin PMA/Io respectivamente. La produccion de IFN- se determiné en las células CD56". (A)
Experimento representativo (panel izquierdo) y media y error estandar de los porcentajes de células
CD56'IFN-" de al menos 4 experimentos independientes (grafico derecha). El anélisis estadistico de los
datos se realiz6 mediante el test U Mann-Whitney. *, p<0.05; n.s., diferencia no significativa. (B) Porcentaje
de células NK-92 inhibidas tras los cultivos con los transfectantes relativo a la estimulaciéon de la
produccion de IFN- tras el cultivo con la linea parental. Las barras muestran los valores medios y las
desviaciones estandar de al menos 4 experimentos independientes. El porcentaje de inhibicion se calcul6
como 1 — (% células NK-92 IFN-" tras la incubacién con los transfectantes / % células NK-92 IFN-" tras la
incubacién con la linea parental) x 100.

Como muestra la figura 25A, en ausencia de dianas NK no se detectaban células CD56 IFN-". Sin
embargo, la presencia tanto de la linea 721.221 como de los transfectantes estimul6, a distintos
niveles, la produccién de IFN- por parte de la linea NK-92. Asi, cuando los cultivos se realizaron
en presencia de ligandos especificos para ILT2/CD85j (HLA-B*2705 y HLA-G1m) disminuyo
significativamente el porcentaje de células CD56°IFN-* (figura 25A, grafico derecha). Los
porcentajes de células NK-92 inhibidas se calcularon en relacion a la estimulacion de la
produccion de IFN- tras los cocultivos con la linea parental. Como muestra la figura 25B, se

observo una inhibicion de la produccion de IFN- superior al 50% en la mayor parte de los
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experimentos cuando la linea NK-92 se enfrent6 a los transfectantes 221 .B*2705 y 221 .G1m. De
acuerdo con la ausencia de expresion en la linea NK-92 de iNKRs especificos de HLACwO7, no
se observé inhibicion de la produccion de IFN- cuando la linea se enfrent6 al transfectante 221
.Cw07.

Una vez se habia demostrado el papel regulador de ILT2/CD85j sobre la produccion de IFN-en
células NK-92 tras el reconocimiento de moléculas HLA-I especificas, se estudid si este iNKR
podia modular la produccién de otras citoquinas, en concreto TNF-, en este mismo sistema. De
nuevo, antes de realizar los cocultivos se comprobo si las dianas producian TNF-y se encontr6 que
éstas producian la citoquina de forma basal (datos no mostrados). El analisis mediante citometria
de flujo intracelular de los cocultivos de la linea NK-92 con las dianas reveld, en todos los casos,
una menor produccién de TNF- que de IFN- por parte de las células CD56" (NK-92). Sin embargo
se observO que, al igual que ocurria con la produccion de IFN-, la presencia de dianas NK
estimul6 la produccion de TNF- en la linea efectora y la presencia de ligandos especificos de
ILT2/CD85j disminuyd los niveles de produccion de esta citoquina (figura 26).

CD56-FITC

Figura 26. Inhibiciéon de la produccion de TNF-a través de ILT2/CD85j en la linea NK-92.
Inmunofluorescencia en la linea NK-92 cultivada con las dianas 721.221, 221 .Cw07, 221 .B*2705 y
221.G1m en una proporcion de 2:1 (efectora:diana) con anticuerpos especificos anti-CD56-FITC y
anti-TNF--PE y analisis mediante citometria de flujo. Como control positivo y negativo se incubd la linea
efectora con o sin PMA/Io respectivamente. La produccion de TNF- se determind en las células CD56". La
figura muestra un experimento representativo.
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Para determinar si las diferencias en cuanto a la cantidad de citoquina detectada mediante
citometria intracelular eran o no relevantes en relacion a la cantidad de proteina secretada, se
realizaron cultivos en las mismas condiciones descritas anteriormente en ausencia de brefeldina A
y se cuantificd la cantidad de IFN- liberado al medio tras 20 horas de estimulacion. Como
muestra la figura 27, se observo un aumento en los niveles de IFN- secretado al medio cuando los
cultivos se realizaron en presencia de dianas. Sin embargo, estos niveles fueron menores cuando
la linea efectora se enfrentd a los transfectantes 221.B*2705 y 221.G1m que expresan moléculas
HLA-I especificas de ILT2/CD85j. La cantidad de citoquina cuantificada en los sobrenadantes de
cultivo se atribuyé Unicamente a la citoquina secretada por la linea efectora, ya que como se
habia demostrado anteriormente las dianas NK no producian IFN- ni siquiera tras la estimulacion
con PMA/lo. La produccién basal de TNF- por parte de las dianas imposibilitd cuantificar los
niveles de secrecion de esta citoquina por parte de la linea efectora.

190 l

90

300

Figura 27. Inhibicién de la cantidad de IFN-liberado al medio en la linea NK-92. Células NK-92 se
cultivaron en presencia de las dianas 721.221, 221 .Cw07, 221 .B*2705 y 221 .G1m en una proporcién de 2:1
(efectora:diana) durante 20 horas. Tras el periodo de estimulacién se recogieron los sobrenadantes de
cultivo y se cuantificé la cantidad de IFN- liberado al medio mediante citometria de flujo (CBA). El gréafico
muestra los nanogramos por mililitro de IFN- por cada 10s células NK-92. Como control positivo y
negativo se traté o no la linea NK-92 con PMA/lo respectivamente. Las barras representan la media de
triplicados de un experimento representativo.

Con el fin de confirmar el papel inhibidor de ILT2/CD85j sobre la produccion de IFN- en células
NK-92, se realizaron cocultivos como se ha descrito para la figura 25A en presencia o ausencia
de anticuerpos bloqueantes anti-ILT2 o anti-HLA-1. Como muestra la figura 28A, se observé un
aumento del porcentaje de células CD56IFN-" tras los cocultivos con las dianas. Sin embargo,
este porcentaje fue bastante menor en presencia del ligando especifico de ILT2/CD85j
HLA-B*2705 e incrementd en presencia de anticuerpos bloqueantes tanto anti-HLA-I como
anti-ILT2. En presencia de anticuerpos irrelevantes se observé una inhibicion del 80% de la

produccién de IFN- por parte del ligando HLA-B*2705 y esta inhibicion fue solo
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del 18% y del 45% en presencia de anticuerpos bloqueantes anti-HLA-I o anti-ILT2
respectivamente (figura 28, panel derecha).
Estos datos en conjunto sugerian que ILT2/CD85j podria modular la produccién de IFN- en la

linea NK-92 tras el reconocimiento de sus moléculas HLA-I especificas.

anti-CD7
anti-HLA-I
anti-1LT2
0 20406080
- .221 221.B*2705 % células NK-92 inhibidas
anti-CD7 anti-HLA-I anti-1LT2 por HLA-B*2705

Figura 28. La inhibicion de la produccion de IFN-se revierte en presencia de anticuerpos
blogueantes especificos anti-ILT2 y anti-HLA-I. Las células NK-92 se cultivaron con las lineas 721.221y
221 .B*2705 en una proporcion de 2:1 (efectora:diana) en presencia de anticuerpos blogueantes especificos
anti-ILT2 y anti-HLA-I o anticuerpos control (CD7). Tras 6 horas se trataron las células como se describe
en la figura 25 y se determiné el porcentaje de células CD56"IFN-" (gréfico izquierda) y de células NK-92
inhibidas por HLA-B*2705 (grafico derecha) en presencia de anticuerpos bloqueantes relativo a la
estimulacién por la linea parental 721.221. Las barras representan los valores medios de triplicados de un
experimento representativo. El porcentaje de inhibicion se calculé como 1 — (% células NK-92 IFN-" tras la
incubacion con el transfectante 221.B*2705 / % células NK-92 IFN-" tras la incubacion con la linea
parental) x 100.

4.1.3. Inhibicion de la expresién del mMRNA de IFN-en la linea NK-92

Existen estudios que demuestran que no siempre expresion y sintesis de proteinas estan
relacionadas (Anegon et al., 1988; Kalina et al., 2000). Para determinar si la modulacion de la
produccion de IFN- se debia a la inhibicion de la expresion del mRNA de la citoquina se
realizaron cocultivos de la linea efectora con las dianas y se midieron los niveles de expresion
génica de IFN-. Aunque se habia demostrado que las dianas no producian IFN-, se cuantifico la
expresion génica de esta citoquina en la linea 721.221 tratada o no con PMA/lo y se observo que
la cantidad de mRNA era insignificante en relacion a la de la linea NK-92 (datos no mostrados).
Tras enfrentar durante 3 horas la linea NK-92 a las dianas NK, se aislé el RNA total, se midieron
los niveles de expresion génica de IFN- por RT-PCR cuantitativa y se normalizaron de acuerdo a
los niveles de expresion génica del receptor CD94 (solo expresado en las células NK-92).
Previamente, para comprobar que se podia normalizar la expresion génica de IFN- a partir de la

expresion de CD94, se realizaron estudios en los que se demostrd
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gue los niveles de CD94 permanecian constantes tras tratar la linea efectora durante 3 horas con

PMA/Io (datos no mostrados).

Tras cultivar la linea NK-92 con las dianas se observo un incremento en los niveles de expresion
de IFN- (figura 29, grafico izquierda) que se inhibi6 en presencia de los ligandos especificos de
ILT2/CD85] HLA-B*2705 y HLA-G1 (figura 29, grafico derecha). De nuevo, la expresion de
HLA-CwO07 en el transfectante 221 .Cw07 no afecto a la expresion de IFN- en la linea NK-92.
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Figura 29. La induccién de la expresion de IFN-en la linea NK-92 se inhibe en presencia de ligandos
especificos de ILT2/CD85j en las dianas. Células NK-92 se cultivaron con las lineas 721.221,
221.B*2705, 221.G1m y 221.CwO07 en una proporcion de 2:1 (efectora:diana). Tras 3 horas se aislo el RNA
total y se cuantificaron los niveles de expresién de IFN- mediante RT-PCR cuantitativa. Como control
positivo y negativo se trat6 la linea NK-92 con o sin PMA/Io respectivamente. La figura muestra el cociente
entre las moléculas de mRNA de IFN- y de CD94 (grafico izquierda) y el porcentaje de inhibicién de la
expresién del mRNA de IFN- en la linea NK-92 tras los cultivos con los transfectantes relativo a la
expresién inducida por la diana 721.221 (grafico derecha) de un experimento representativo de 3 que se
realizaron con resultados similares. El porcentaje de inhibicion se calculé como 1 — (MRNA relativo de
IFN- tras la incubacion de la linea NK-92 con los transfectantes / mMRNA relativo de IFN-

tras la incubacion de la linea NK-92 con la parental) x 100.

4.1.4. Modulacion de la sintesis de IFN-en NKsy LT

Todos los resultados parecian indicar que las células NK eran capaces de regular la produccion de
IFN- a través de ILT2/CD85j tras el encuentro con ligandos especificos. Sin embargo, estos
experimentos se habian realizado en una linea celular (NK-92) que para su crecimiento y
funcionalidad requiere de elevadas concentraciones de IL-2. Una de las caracteristicas principales
de las células NK es su capacidad de intervenir rdpidamente en respuestas inmunes, por lo que

parecia importante determinar si ILT2/CD85j podia modular la produccién de IFN-

en células NK de sangre periférica. Se ha descrito que las células NK recién aisladas tienen baja
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actividad citotdxica frente a la diana 721.221 (Anfossi et al., 2006; Draghi et al., 2005) y que la
expresion de ILT2/CD85j en estas células, al igual que en LT, es muy variable entre individuos
(Vitale et al., 1999; Young et al., 2001 y datos de nuestro grupo no publicados). Asi, se aislaron
PBMCs de donantes seleccionados de acuerdo a su elevada expresion de ILT2/CD85j en la
subpoblacion de células CD3CD56" (NKs) y se mantuvieron de 1 a 3 dias en presencia de 1L-2
(50 U/ml) para estimular la produccion de citoquinas frente a la linea 721.221. Posteriormente, se
cocultivaron durante 6 horas con la diana 721.221 o sus distintos transfectantes en presencia de
brefeldina A y se determind el porcentaje de células IFN-* mediante citometria de flujo

intracelular.

Como muestra la figura 30, la presencia de dianas NK estimulé la produccién de IFN- en PBLs y
de nuevo la expresién de HLA-B*2705 y HLA-G1 en las dianas inhibi6 parte de la sintesis de
IFN-. A diferencia de lo observado en la linea NK-92, la expresion de HLA-CwO07 en el
transfectante 221 .CwO07 disminuy6 el porcentaje de PBLs IFN-" respecto del observado tras la
estimulacion con la linea parental, aunque esta inhibicién siempre fue menor a la observada con
células 221 .B*2705 y 221 .G1m. La figura 30 muestra un experimento representativo en el que los
niveles de induccién de IFN- se correspondieron con los porcentajes de células positivas para los
diferentes NKRs. El 24% de los PBLs del donante seleccionado eran ILT2/CD85j*, un 8%
KIR2DL2/3" (iNKRs que reconocen HLA-Cw07) y s6lo un 2% KIR3DL1" (iNKR que reconoce
HLA-B*2705).

Figura 30. Los iNKRs modulan la produccion de IFN-. PBMCs de donantes sanos se estimularon durante
1-3 dias con IL-2 (25-50 U/ml) y se cultivaron solos o con las lineas 721.221, 221.B*2705, 221 .G1my 221
.Cw07 en una proporcion de 1:1 (efectora:diana) en presencia de brefeldina A. Tras 6 horas de cocultivo se
recogieron las células y se realizd una inmunofluorescencia extracelular e intracelular con anticuerpos
especificos anti-CD3-PerCP, anti-CD56-FITC o anti-ILT2-FITC y anti-IFN--PE y posterior andlisis
mediante citometria de flujo de las diferentes subpoblaciones La figura muestra los porcentajes de PBLS
(seleccionados de acuerdo al tamafio y la complejidad) IFN-*, CD3CD56IFN-.y CD3ILT2*IFN- tras los
cultivos en las diferentes condiciones descritas en un experimento representativo.
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A continuacion se determino que en la subpoblacién de PBLs CD3, so6lo aquellas que expresaban
el receptor CD56 eran capaces de estimularse en presencia de las dianas (datos no mostrados). El
analisis de esta subpoblacion (en la que el 40% eran células ILT2/CD85j", el 25%
KIR2DL2/L3/S2" y el 10% KIR3DL1") reveld que sélo el 15% se estimulaban para producir IFN-
tras enfrentarse a células 721.221 (figura 30, grafico centro) y que aproximadamente el 76% y el
50% de esta produccion se inhibia tras el reconocimiento de HLA-B*2705 y HLA-G1
respectivamente. De acuerdo con el menor porcentaje de células CD3CD56 KIR2DL2/3", s6lo se
observo un 20% de inhibicion de la sintesis de IFN- en los cocultivos con la diana 221 .CwO07
respecto de la inducida por la linea parental. La diferencia que se observd en los niveles de
inhibicién tras el reconocimiento de HLA-B*2705 (76%) y HLA-G1 (50%) se podria atribuir a la
inhibicion adicional generada por el 10% de células CD3CD56 KIR3DL1".

Finalmente se analizaron los porcentajes de PBLs IFN-" en la subpoblacién CD3ILT2/CD85;".
Aunque los linfocitos B son células CD3ILT2/CD85j" el analisis de la produccion de IFN- en
células CD3CD56 tras la estimulacion con dianas NK, o incluso con PMA/Io, reveld que esta
subpoblacion era incapaz de producir la citoquina (datos no mostrados). La expresién de CD56 en
la subpoblacion de células CD3 ILT2/CD85j" reveld que el 60% eran NKs, sin embargo solo el
12% se estimularon para producir IFN- tras el encuentro con la diana 721.221 (figura 30, grafico
derecha). El andlisis de las células CD3ILT2/CD85j" reveld que solo un 5% expresaba el iNKR
KIR3DL1, consistente con el hecho de que los porcentajes de inhibicién determinados tras los
cocultivos con los transfectantes 221.B*2705 y 221 .G1m fueran mas similares (72% y 67%
respectivamente) que los observados en la subpoblacién CD3CD56".

Ya que una proporcion variable de las células NK ILT2/CD85j" eran KIR3DL1", se realizo el
mismo tipo de ensayos para determinar, mediante citometria de flujo con cuatro colores, la posible
contribucion que KIR3DL1 pudiera tener sobre la inhibicién observada en los cocultivos con el
transfectante 221 .B*2705. La figura 3 1A muestra los porcentajes de células
CD3ILT2/CD85j"KIR3DL1 IFN-" de un donante representativo en las distintas condiciones. La
figura 3 1B recoge los datos del porcentaje de células CD3ILT2/CD85j"KIR3DL1 inhibidas en
diferentes experimentos con PBMCs de varios donantes sanos. En la mayor parte de los casos se
observo un mayor porcentaje de inhibicion cuando las PBMCs se cultivaron con el transfectante
221 .B*2705 que con la diana 221 .G1m. En algunos casos se observd inhibicion tras la
estimulacién con células 221.CwQ7; el estudio de la expresion de KIR2DL2/3 demostrd que, en
estos casos, la inhibicion frente a la diana 221 .Cw07 concordaba con la expresion de el/los
receptores KIR2DL2 y/o KIR2DL3 (datos no mostrados).
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CD3ILT2'*KIR3DL1
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Figura 31. ILT2/CD85j inhibe la produccion de IFN-en NKs. PBMCs de donantes sanos estimulados
durante 3 dias con IL-2 (25-50U/ml) se enfrentaron en una proporcion de 1:1 (efectora:diana) a las lineas
721.221, 221.B*2705, 221.G1m y 221.Cw07 en presencia de brefeldina A. Tras 6 horas se recogieron las
células y se procedi6 al marcaje extracelular con anticuerpos especificos anti-KIR3DL1, anti-CD85j-FITC y
anti-CD3-PerCP e intracelular con anticuerpos especificos anti-IFN--PE. Como control positivo y negativo
se cultivaron las PBMCs en presencia o ausencia de PMA/lo respectivamente. (A) Porcentajes de células
CD3ILT2/CD85j"KIR3DL1 IFN-" tras las distintas condiciones de cultivo en un experimento
representativo. (B) Porcentajes de células CD3ILT2/CD85j"KIR3DLL1 inhibidas tras el encuentro con los
distintos ligandos en n=7 (HLA-B*2705), n=4 (HLA-G1) y n=4 (HLA-Cw07) experimentos independientes.
Los porcentajes de inhibicion se calcularon como 1 — (% células CD3ILT2/CD85j"KIR3DL1 IFN-" tras la
estimulacion con los transfectantes / % células CD3ILT2/CD85j"KIR3DL1 IFN-" tras la estimulacion con la
linea 721.221) x 100.

CD3*ILT2'KIR3DL1"

ILT2-FITC
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221.Glm
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Figura 32. ILT2/CD85j inhibe la produccion de IFN-en LT. PBMCs de donantes sanos estimulados
durante 3 dias con IL-2 (25-50 U/ml) se cultivaron con las dianas 721.221, 221.B*2705, 221.G1m y
221.Cw07 preincubadas durante 30 minutos con SEB (10 ng/ml) en una proporcion de 1:1 (efectora:diana)
en presencia de brefeldina A. Tras 6 horas se recogieron las células y se procedié al marcaje extracelular
con anticuerpos especificos anti-KIR3DL1, anti-CD85j-FITC y anti-CD3-PerCP e intracelular con
anticuerpos especificos anti-IFN--PE. Como control positivo y negativo se cultivaron las PBMCs en
presencia o ausencia de PMA/lo respectivamente. (A) Porcentajes de células CD3*ILT2/CD85j"KIR3DL1
IFN-" en las diferentes condiciones de cultivo en un experimento representativo. (B) Porcentajes de células
CD3*ILT2/CD85j"KIR3DL1 inhibidas tras el encuentro con los distintos ligandos en n=8 (HLA-B*2705),
n=6 (HLA-G1) y n=6 (HLA-CwO07) experimentos independientes. Los porcentajes de inhibicion se
calcularon como 1 — (% células CD3*ILT2/CD85j"KIR3DL1 IFN-" tras la estimulacién con los
transfectantes / % células CD3*ILT2/CD85j'KIR3DL1 IFN-" tras la estimulacion con la linea 721.221) x
100.
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Varios estudios se han centrado en analizar el papel regulador de ILT2/CD85j sobre la produccion
de IFN- en células T (CD3") (Ince et al., 2004; Merlo et al., 2001; Saverino et al., 2002), sin
embargo la contribucidén que sobre esta regulacion tienen las moléculas HLA-1 aln no ha sido
elucidada. Con este prop6sito, se aislaron PBMCs de donantes seleccionados de acuerdo con la

elevada expresion de ILT2/CD85j en LT y se determiné la produccion de IFN-

en células CD3'ILT2/CD85j". Para la estimulacion de la produccién de IFN- en LT se
preincubaron las dianas NK con SEB y se usaron como células presentadoras (D'Andrea et al.,
1996). La figura 32 muestra el elevado porcentaje de células CD3" que se inhibieron en todos los
experimentos realizados tras el reconocimiento de HLA-B*2705. Sin embargo, a diferencia de lo
observado en NKs, no siempre se inhibieron los LT cuando los cultivos se realizaron en presencia
de HLA-G1, sino que en la mitad de los casos se estimularon y se increment6 la produccion de
IFN- (figura 32, panel B).

Todos estos datos apoyaban el hecho de que ILT2/CD85j podria ejercer un papel sobre la
regulacion de la produccion de IFN- en NKs. No obstante, este nivel de regulacién parecia ser

distinto dependiendo del tipo celular (célula NK o LT).

4.2. REGULACION DE LA PRODUCCION DE IFN-Y LA CITOTOXICIDAD EN
CELULAS NK INDUCIDA POR PRODUCTOS VIRALES

Recientemente se ha publicado que las células NK no sélo participan en la respuesta contra
infecciones virales de forma indirecta lisando células infectadas, sino que también pueden
reconocer productos virales de forma directa a traves de TLRs, los. Asi, las NKs pueden detectar
RNA de doble cadena mediante el receptor TLR3 expresado en su membrana (Schmidt et al.,
2004; Sivori et al., 2004), y se ha demostrado que dosis subdptimas de IL-12 sinergizan con el
anélogo de RNA de doble cadena, poly (I:C), para inducir la secrecion de IFN- en células NK
(Pisegna et al., 2004; Sivori et al., 2004).

4.2.1. Regulacion de la sintesis de IFN-

Se determind si ILT2/CD85j podia modular la produccion de IFN- estimulada en NKs por
ligandos de TLR3 a partir cultivos de células NK-92 tratadas o no con poly (I:C) e IL-12 en placas
recubiertas con anticuerpos especificos anti-ILT2 inmovilizados. Como muestra la figura 33,
ILT2/CD85j no fue capaz de disminuir la produccién de IFN- estimulada por poly (I:C) e IL-12 a

pesar de expresarse con una intensidad muy elevada en la linea NK-92.
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Figura 33. ILT2/CD85j no inhibe la produccion de IFN-inducida tras la estimulacion con dosis
subdptimas de IL-12 y poly (1:C) en la linea NK-92. Se cultivé la linea NK-92 en placas de 96 pocillos con
fondo plano recubiertas o0 no con anticuerpos anti-ILT2 en presencia o ausencia de IL-12 (1 U/ml) y

de poly (1:C) (100 g/ml). Tras 20 horas de estimulacion, se recogieron los sobrenadantes de cultivo y se

cuantifico la cantidad de IFN- liberado al medio (CBA). El grafico muestra los nanogramos por mililitro

de IFN- por cada 10s células NK-92. Las barras representan la media y el error estandar de triplicados de
tres experimentos independientes.

Para determinar si ILT2/CD85j era capaz de regular la produccion de IFN- inducida por poly
(I:C) en NKs de sangre periférica, se repitieron los mismos experimentos usando NKs aisladas de
donantes seleccionados en los que al menos el 25% de las células NK eran ILT2/CD85j". Para
inducir la produccion de IFN- se estimularon las células NK durante 1 8h con IL-2 (100 U/ml).
Como muestra la figura 34, la cantidad de IFN- liberado al medio tras la estimulacién con IL-12 y
poly (I:C) fue muy variable entre individuos. Sin embargo, la coestimulacion del receptor
ILT2/CD85j disminuy6 la produccion de la citoquina en 5 de 6 experimentos realizados (media
de la inhibiciéntdesviacién estandar, 41.9+17.5%). Es interesante mencionar que en algunos
casos se observd un incremento en la produccién de IFN- tras la estimulacién con dosis
subdptimas de IL- 12 e IL-2 que se inhibio tras la activacién con anticuerpos especificos
anti-1ILT2.

A continuacién se quiso determinar si otros iINKRs, en concreto CD94/NKG2A y KIR3DL1,
podian modular la produccion de IFN- inducida por ligandos de TLR3 en NKs. Asi, se realizo el
mismo tipo de experimentos con NKs purificadas de donantes seleccionados de acuerdo a la
elevada expresion de dichos iNKRs en células NK. Como muestra la figura 35, ambos receptores
fueron capaces de regular la produccion de IFN- estimulada por IL-12 y poly (I:C) ya que la
estimulacion mediante anticuerpos especificos anti-NKG2A y anti-KIR3DL1 disminuyé en todos
los casos la produccién de la citoquina (media de la inhibiciontdesviacion estandar de
CD94/NKG2A 44.3+10.7% y de KIR3DL1 52+29.4%).
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Figura 34. ILT2/CD85j modula la produccion de IFN-inducida tras la estimulacion con dosis
suboptimas de IL-12 y poly (I:C) en NKs de sangre periférica. NKs tratadas durante 18h con IL-2 (100
U/ml) se estimularon con anticuerpos anti-ILT2 inmovilizados como se describe en materiales y métodos en
presencia o ausencia de 1L-12 (1 U/ml) y poly (I:C) (100 g/ml). Tras 20 horas de estimulacion, se recogieron
los sobrenadantes y se cuantifico la cantidad de IFN- liberado al medio de cultivo mediante citometria de
flujo (CBA). Los graficos muestran los nanogramos por mililitro de IFN-

por cada 10s NKs. Las barras representan los valores medios de triplicados en dos experimentos
representativos. Los histogramas muestran la expresion de ILT2/CD85j en las NKs usadas en los
respectivos experimentos.
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Figura 35. CD94/NKG2A y KIR3DL1 modulan la produccion de IFN-inducida tras la estimulacién
con dosis subdptimas de IL-12 y poly (1:C) en NKs de sangre periférica. NKs tratadas durante 18h con
IL-2 (100 U/ml) se estimularon con anticuerpos anti-NKG2A o anti-KIR3DL1 inmovilizados como se
describe en materiales y métodos y se trataron como se describe en la figura 34. Los graficos muestran los
nanogramos por mililitro de IFN- por cada 10s NKs. Las barras representan los valores medios de triplicados
en dos experimentos representativos para cada iINKR. Los histogramas muestran la expresion de
CD94/NKG2A o KIR3DL1 en las células NK usadas en los respectivos experimentos.
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4.2.2. Regulacion de la citotoxicidad

Se ha demostrado que la estimulacién por ligandos de TLR3 aumenta la actividad citotoxica de
células NK (Pisegna et al., 2004) por lo que nos propusimos estudiar si los iINKRs podian
modular esta activacion. A diferencia de lo que ocurria con la produccion de IFN-, cuando se
estimularon células NK de sangre periférica con poly (1:C) no siempre se observo un incremento en
la actividad citotdxica frente a la diana 721.221 (datos no mostrados). Al analizar los ensayos en los
que el tratamiento con poly (I:C) increment6 la citotoxicidad de las células NK se observé que la
adicion de anticuerpos blogueantes anti-1LT2, como ha sido descrito anteriormente, no afecto a la
lisis de las dianas 721.221 y 221 .AEH y si increment6 los niveles de actividad citotoxica de las
NKs tratadas o no con poly (I:C) frente al transfectante 221 .B*2705 (figura 36, panel izquierda).
Asi mismo, la adicion de anticuerpos bloqueantes anti-CD94/NKG2A increment6 la citotoxicidad
de las células NK tratadas o no con poly (I:C) frente al transfectante 221 .AEH (figura 36, panel
derecha).

721.221

46.9%

ILT2/CD85j ILT2/CD85j CD94/NKG2A

Figura 36. Los iNKRs modulan la citotoxicidad inducida en NKs tras la estimulacion con poly (I:C).
La citotoxicidad mediada por NKs de sangre periférica estimuladas durante 24 h con IL-2 (100 U/ml) en
presencia (linea discontinua) o ausencia (linea continua) de poly (1:C) (100 g/ml) se midi6 en un ensayo de
liberacién de *'Cr frente a las dianas 721.221, 221 .B*2705 y 221 .AEH en ausencia () o presencia de
anticuerpos especificos blogueantes anti-ILT2 () o anti-NKG2A (). Los ensayos se realizaron por triplicado
en distintas proporciones efectora:diana. La figura muestra dos experimentos representativos y la expresién
de ILT2/CD85j y CD94/NKG2A en las células NK usadas en cada ensayo.

Estos datos sugerian gque tanto ILT2/CD85j como otros iNKRs podian regular las sefiales

activadoras transmitidas por TLRs en células NK.
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4.3. REGULACION DE LA PRODUCCION DE IFN- Y DE LA CITOTOXICIDAD
INDUCIDA TRAS EL ENCUENTRO DE NKs CON iDCs

La interaccion entre una NK y una iDC es un proceso bidireccional y complejo que puede resultar
no solo en la activacion de células NK, sino también en la maduracion o lisis de las iDCs
(Nishioka et al., 2001; Piccioli et al., 2002; Vitale et al., 2005). Existen trabajos que involucran al
receptor de citotoxicidad natural NKp30 expresado en células NK como un elemento clave en
todos estos procesos (Ferlazzo et al., 2002; Vitale et al., 2005) y recientemente se ha descrito que
la principal poblacion NK responsable de promover la lisis de iDCs es aquella que expresa
CD94/NKG2A y que es negativa para los iNKRs de la familia de los KIRs (Della Chiesa et al.,
2003). Las iDCs, a diferencia de las DCs maduras (mDCs), expresan con muy baja intensidad
HLA-E (Della Chiesa et al., 2003). Esta baja expresion es precisamente lo que capacita a las NKs
CD94/NKG2A'KIR a lisar iDCs, ya que la sefial inhibidora transmitida a través de CD94/NKG2A
es insuficiente para bloquear la activacion mediada por NKp30.

Hasta el momento no existen datos acerca de si ILT2/CD85j se expresa en la subpoblacion NK
que lisa iDCs. Si fuera asi, posiblemente este iINKR podria ejercer un papel regulador sobre la lisis
de las iDCs a traves del reconocimiento de moléculas HLA-I que si se expresan con alta

intensidad en estas células.

4.3.1. Modulacién a través de ILT2/CD85j de la produccion de IFN-y la citotoxicidad
inducidas por NKp30

4.3.1.a. En lineas celulares NK

Tras el encuentro de NKs con iDCs se secretan citoquinas, como IFN- y TNF-, que conduciran a
la maduracion o a la lisis de las iDCs, procesos en los que NKp30 esta muy implicado (Ferlazzo et
al., 2002; Vitale et al., 2005). Recientemente se ha descrito que los iINKRs pueden tener un papel
modulador sobre la lisis de iDCs (Della Chiesa et al., 2003; Ferlazzo et al., 2002). Sin embargo,
no existen datos acerca de la implicacion de ILT2/CD85j. Se ha descrito que NKp30 se asocia a la
molécula adaptadora CD3 para transmitir las sefiales activadoras y que el reconocimiento de
moléculas HLA-I especificas por parte de ILT2/CD85j puede modular la citotoxicidad mediada
por la activacion del receptor CD 16 (Colonna et al., 1997). Este receptor también se asocia a
CD3, por lo que ILT2/CD85j podria modular también la activacion de NKp30 de igual forma que
lo hace para CD 16. Para comprobarlo, se realizaron ensayos de lisis redirigida frente a la linea

P815 preincubada con anticuerpos especificos anti-
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NKp30 y anti-CD 16 en combinacion o no con anticuerpos especificos anti-ILT2. Debido a que la
linea NK-92 no expresa el receptor CD16, se incluyé en los estudios a la linea NK3.3 (CD 1
6'ILT2/CD85)") y se compard la posible regulacién de la activacion de NKp30 a través de
ILT2/CD85j con la descrita para CD 16. Como muestra la figura 37A, la citotoxicidad de la linea
NK3 .3 mediada por activacion de CD 16 se inhibio en presencia de anticuerpos especificos
anti-ILT2. Ademas, aunque en la linea NK3.3 la activacion de NKp30 indujo una menor actividad
citotoxica que la del receptor CD 16, tanto en células NK-92 como en células NK3 .3 se observo
una disminucién de los niveles de citotoxicidad cuando se estimulé simultaneamente el receptor
ILT2/CD85;j.

anti-CD7
anti-NKp30

anti-CD16
anti-1LT2
anti-NKp30 + anti-ILT2

anti-CD16 +
anti-1LT2

BB
40 NK-92
35 35
30
25 B3
20 25
15 y22/)
15
anti-CD7 anti-CD7
anti-ILT2 anti-ILT2 *
anti-NKp30 anti-NKp30
anti-CD16

Figura 37. ILT2/CD85j modula la citotoxicidad y la produccion de IFN-inducida por NKp30 en
células NK3.3 y N-92. (A) Ensayo de lisis redirigida con células NK3.3 (gréaficos izquierda) y NK-92
(grafico derecha). Los ensayos se realizaron por triplicado en diferentes proporciones efectora:diana. Los
graficos muestran los porcentajes de lisis en las distintas condiciones descritas. (B) Las lineas NK3.3 (panel
izquierda) y NK-92 (panel derecha) se estimularon durante 20 horas con anticuerpos inmovilizados
especificos anti-NKp30, anti-CD16, anti-CD7 y anti-ILT2 como se describe en material y métodos. Tras el
periodo de estimulacion se recogieron los sobrenadantes de cultivo y se cuantificd la cantidad de
IFN-mediante citometria de flujo (CBA). El grafico muestra los nanogramos por mililitro de IFN- por cada
10s células NK3.3 0 NK-92. Las barras representan los valores medios de triplicados de dos experimentos
representativos.

Para determinar si ILT2/CD85j podia modular la produccion de IFN- estimulada a través de

NKp30, se cultivaron las lineas celulares NK en placas recubiertas con anticuerpos especificos
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anti-NKp30 y anti-CD16 en combinacién o no con anticuerpos especificos anti-ILT2 y se
cuantifico el IFN- liberado a los sobrenadantes tras 20 horas de cultivo. La activacion de NKp30
en la linea NK3 .3 indujo una mayor liberacion de IFN- que la activacion de CD 16. No obstante,
en ambos casos la coestimulacion con anticuerpos especificos anti-ILT2 disminuyé los niveles de
citoquina secretada por células NK3.3 (figura 37B, gréfico izquierda). La secrecion de IFN-
inducida por la activacion de NKp30 disminuy0 tras la coestimulacién con anticuerpos anti-1LT2
(media de inhibiciontdesviacion estandar, 73+34%) en tres experimentos realizados de manera
independiente con la linea NK-92. La figura 37B (grafico derecha) muestra un experimento

representativo.

4.3.1.b. En células NK de sangre periférica

Para determinar si ILT2/CD85j podia modular la citotoxicidad y la produccion de IFN-estimulada
por la activacion de NKp30 en NKs recién aisladas, se realizé el mismo tipo de ensayos usando
como células efectoras NKs purificadas de donantes seleccionados de acuerdo a la elevada
expresion de ILT2/CD85j.

i W Ningln Ac

+ anti-ILT2

'l Ningln Ac

+ anti-1ILT2

010 20 30 40
% inhibicién

CD7 NKp30 CD16

CD7 NKp30 CD16

AA BB CcC

Figura 38. ILT2/CD85j modula la citotoxicidad y la produccion de IFN-inducida por NKp30 en NKs
de sangre periférica. (A) Ensayo de lisis redirigida con NKs purificadas de donantes seleccionados Los
ensayos se realizaron por triplicado. Se muestra un experimento representativo en una proporcion de 40:1
(efectora:diana) en el cual el 80% de las células NK expresaban ILT2/CD85j. (B-C) Las NKs purificadas de
donantes seleccionados se estimularon durante 20 horas con anticuerpos inmovilizados especificos
anti-NKp30, anti-CD16, anti-CD7 y anti-ILT2 como se describe en material y métodos. Transcurrido el
periodo de estimulacién se recogieron los sobrenadantes y se cuantifico la cantidad de IFN- mediante
citometria de flujo (CBA). (B) Nanogramos por mililitro de IFN- por cada 10s células NK. Las barras
representan los valores medios de triplicados de un experimento representativo. (C) Porcentajes de
inhibicion de la produccion de IFN- por parte de ILT2/CD85j relativos a la produccion mediada por la
estimulacién de los receptores NKp30 y CD16. Las barras representan los valores medios y las desviaciones
estandar de los triplicados de 3 experimentos independientes. Los porcentajes de inhibicion se calcularon
como 1 — (ng/ml de IFN- tras la activacion de NKp30 o CD16 junto con la activacion de ILT2/CD85j /

-82 -



Resultados

ng/ml de IFN- tras la activacion de NKp30 o CD16 solos) x 100. En todos los casos el porcentaje de células
NK ILT2/CD85j" en los donantes era superior al 50%.
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Como muestra la figura 38, se observaron niveles de inhibicién de la citotoxicidad y de la
produccién de IFN- mediada por NKp30 muy discretos incluso cuando se usaron poblaciones NK
con mas de un 80% de células ILT2/CD85j". Sin embargo, aunque la inhibicién de la produccion
de IFN- fue discreta (nunca excedié del 30%), fue reproducible y comparable a la observada tras

la activacion de CD16 (figura 38B, gréafico derecha).

Los datos obtenidos sugerian que ILT2/CD85j podria ejercer un papel sobre la regulacion de la
citotoxicidad y la produccion de IFN- mediada por NKp30 en lineas NK y, aunque débil, de forma
consistente en NKs de sangre periférica recién aisladas.

4.3.2. Cooperacion de CD94/NKG2A e ILT2/CD85j sobre la regulacion de la produccién de
IFN-y la citotoxicidad en NKs estimuladas por iDCs

Para estudiar la contribucion de ILT2/CD85j y CD94/NKG2A sobre la modulacion de la
produccion de IFN- tras el encuentro de NKs con iDCs, se realizaron cocultivos de estas
poblaciones en presencia de anticuerpos bloqueantes F(ab “). anti-ILT2 y/o anti-CD94/NKG2A.
Como células efectoras se usaron la linea NK-92 y NKs purificadas de donantes sanos
seleccionados. La presencia de iDCs alogénicas indujo la produccién de IFN- por parte tanto de la
linea NK-92 como de NKs de sangre periférica (figura 39A). Sin embargo, mientras que en los
cultivos con la linea NK-92 s6lo el blogueo de ambos iNKRs incrementé de forma sustancial los
niveles de IFN- liberado al medio, en los cultivos con NKs purificadas ILT2/CD85j" se
observaron dos patrones de comportamiento diferentes; uno idéntico al descrito en la linea NK-92,
gue apoyaba un papel complementario de ambos receptores en el reconocimiento de iDCs, y otro
en el que el blogueo de CD94/NKG2A fue capaz por si sélo de incrementar de forma sustancial
los niveles de citoquina liberada. No obstante, en ambos casos se observo que el blogueo
simultaneo de ambos iNKRs siempre indujo una mayor secrecion de IFN- (figura 39). Cuando los
cocultivos se realizaron con poblaciones NK con muy baja expresion de ILT2/CD85j se observé
que el bloqueo simultaneo de ambos receptores nunca super6 la produccion de IFN- inducida tras
el bloqueo Unico de CD94/NKG2A (figura 39A, graficos derecha).

Finalmente, se quiso determinar la posible contribucion de ILT2/CD85j sobre la regulacién de la
lisis de iDCs. Para ello se realizaron ensayos de citotoxicidad con **Cr en los que células NK-92 y
NK purificadas preincubadas con las combinaciones de anticuerpos F(ab "). descritas
anteriormente se enfrentaron a iDCs aldgenicas. Como muestra la figura 40, cuando se blogque6 el
receptor ILT2/CD85j se observo un incremento débil de la citotoxicidad de la linea NK-92 y de
NKs purificadas ILT2/CD85j" frente a iDCs. Sin embargo, el blogqueo de CD94/NKG2A
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incrementd en gran medida la lisis de las iDCs y este incremento no se superd tras el bloqueo
simultaneo de ambos iINKRs.

NK 6
7 1FEN- (ng/ml)
NK 7

Accontrol - + + —++++

anti-ILT2 - - + +—
anti-CD94 - - - F+++
anti-CD94 + anti-ILT2
0 0.5 1 0 005 0.1 NKs NKs+iDCs
IFN- (ng/ml) IEN- (ng/ml)

Figura 39. ILT2/CD85j coopera con CD94/NKG2A para modular la produccién de IFN-inducida por
iDCs alogénicas en NKs. (A) Células NK-92 y NK purificadas activadas durante 18h con IL-2 (100 U/ml)
se preincubaron con combinaciones de anticuerpos F(ab"): anti-ILT2, anti-CD94/NKG2A vy anticuerpos
control y se enfrentaron a iDCs alogénicas en una proporcion de 2:1 (efectora:diana). Transcurridas 20 horas
se midi6 la concentracion de IFN- liberado al medio mediante citometria de flujo (CBA). Los graficos
muestran los nanogramos por mililitro de IFN- por cada 10s células NK-92 o NK purificadas ILT2/CD85j" .
Las barras representan los valores medios de triplicados de varios experimentos representativos. Al menos
el 50% y el 45% de las NKs de los donantes 6 y 7 eran ILT2/CD85j" y CD94/NKG2A" respectivamente,
mientras no mas del 4% de las NKs de los donantes 8 y 9 eran ILT2/CD85j" y al menos un 25%
CD94/NKG2A". (B) NKs de donantes sanos que expresaban al menos un 40% de ILT2/CD85j se trataron de
igual forma que en el apartado A. El grafico muestra los nanogramos de IFN- por mililitro de sobrenadante
de cultivo por cada 10s células NK. Las barras representan los valores medios y las desviaciones estandar de
5 experimentos representativos.

Ac control

anti-CD94 ++ Ac control
anti-ILT2 ++ Ac control
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Figura 40. CD94/NKG2A modula la lisis de iDCs tras el encuentro con NKs. Ensayos de liberacién de
*ICr en los que células NK-92 y NK purificadas (ILT2/CD85j" o ILT2/CD85j) preincubadas con las
combinaciones de anticuerpos F(ab"). anti-ILT2, anti-CD94/NKG2A y anticuerpos control se enfrentaron a
iDCs alogénicas en diferentes proporciones efectora:diana. En todos los casos las NKs purificadas fueron
estimuladas con IL-2 (100 U/ml) durante 6 dias. Todos los ensayos se realizaron por triplicado. La figura
muestra tres experimentos representativos de 5 que se hicieron con células NK-92, 3 con NKs ILT2/CD85;"
y 3 con NKs ILT2/CD85j que mostraron resultados similares.

-85 -



Resultados

De acuerdo con lo publicado (Della Chiesa et al., 2003) nuestros resultados indicaban que, aunque
ILT2/CD85j podria contribuir en la regulacién de la lisis de las iDCs, este proceso parecia ser
principalmente controlado mediante el reconocimiento de HLA-E a través de CD94/NKG2A. Las
interacciones entre moléculas HLA-I e ILT2/CD85j parecian ser mas relevantes en la regulacion

de la produccion de IFN- tras el encuentro de NKs con iDCs

-86 -



DISCUSION
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Los farmacos pueden producir reacciones adversas ligadas a las propiedades farmacolégicas del
medicamento (efectos colaterales, secundarios y sobredosis) o reacciones impredecibles ligadas a
la respuesta que el paciente desarrolla y basadas generalmente en mecanismos de naturaleza
inmunoldgica que pueden ser inmediatas o retardadas. Las reacciones de hipersensibilidad a
medicamentos no inmediatas comprenden una amplia gama de manifestaciones clinicas entre las
cuales se incluyen desde la urticaria y los exantemas hasta las reacciones mas graves como SJS y
TEN. Todas ellas tienen en comun la piel como 6rgano diana. Dentro de este grupo el MPE es la
entidad clinica mas frecuente y se ha descrito que cada vez presenta mayor incidencia en la
poblacién. SISy TEN se caracterizan por la formacion de ampollas y el posterior desprendimiento
de la epidermis y aunque son reacciones raras pueden llegar a comprometer la vida de los

pacientes.

Los mecanismos moleculares implicados en la patogénesis de estas reacciones son complejos,
aunque existen evidencias de que los linfocitos T y las células citotoxicas que expresan NKRs
tienen un papel relevante en estas patologias. Asi, se ha determinado que el infiltrado ampolloso
de pacientes con TEN estd formado mayoritariamente por CTLs que expresan NKRs y tienen
actividad NK (Le Cleach et al., 2000; Nassif et al., 2002). Con el objetivo de determinar si la
poblacion mayoritaria descrita en el infiltrado ampolloso se encontraba incrementada en sangre
periférica, se analizd la expresion del receptor CD8 y de los NKRs CD94, ILT2/CD85j asi como
receptores de la familia de los KIRs en la subpoblacion de PBLs CD3" de pacientes con
reacciones de hipersensibilidad retardada a medicamentos en fase aguda y se compard con
individuos sanos. Nuestros resultados mostraron un incremento significativo del porcentaje de
células CD8", CD94", ILT2/CD85j" y KIR2DL2" y/o 2DL3" y/o 2DS2*, pero no de otros
receptores de la familia de los KIRs, en PBLs CD3" de fase aguda de pacientes con reacciones
ampollosas con afectacion de mucosas (TEN, SJS y EM) y reacciones exantematicas sin
afectacion de mucosas (DRESS y MPE) respecto de aquellos con urticarias no inmediatas e
individuos sanos.

A continuacion se compararon muestras agudas con muestras basales de pacientes con reacciones
ampollosas (EM, SJS y TEN) y exantematicas (MPE y DRESS). Los resultados mostraron que el
porcentaje de células CD8" en linfocitos T (CD3") de pacientes que habian sufrido MPE o DRESS
disminuia significativamente una vez resuelta la reaccion de hipersensibilidad. Sin embargo, en
aquellos que desarrollaron reacciones ampollosas el porcentaje de células CD8" en LT se mantenia
constante durante al menos dos meses después de la fase aguda (tiempo medio de recogida de la
muestra basal). Con respecto a los porcentajes de células NKR -en el total de linfocitos CD3 -se
observd un descenso de los mismos una vez superado el cuadro clinico tanto en pacientes que

habian sufrido reacciones ampollosas como en
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aquellos que sufrieron reacciones exantematicas sin afectacion de mucosas. No obstante,
probablemente en parte debido al limitado nimero de muestras agudas y basales de pacientes con
EM, SIS y TEN, el descenso s6lo fue estadisticamente significativo en aquellos que habian
sufrido MPE y DRESS. Diversos estudios correlacionan la expresion de NKRs con la funcién
efectora citolitica de células CD3'CD8" (Arlettaz et al., 2004a; Arlettaz et al., 2004b; Baars et al.,
2000; Mingari et al., 1997; Pittet et al., 2000; Young et al., 2001). En este sentido, se ha
demostrado que en PBMCs de pacientes con reacciones de hipersensibilidad en fase aguda existe
un aumento en la expresion de granzima B, perforina e IFN- respecto de individuos sanos y de
muestras de estos mismos pacientes recogidas una vez resuelto el cuadro clinico (Posadas et al.,
2002). Ademas, estos mismos autores determinaron que existe una correlacion positiva entre el
grado de expresion de estos marcadores de citotoxicidad y la gravedad de la patologia. En base a
estos datos nuestros resultados sugieren que, independientemente del descenso en la expresion de
granzima B, perforina e IFN- en PBMCs de muestras basales, los pacientes que han padecido
reacciones ampollosas (EM, SJS y TEN) mantienen los porcentajes de células CDS8", y
probablemente de células NKR*, en la poblacién total de PBLs CD3" elevados durante algunas
semanas tras la resolucion del cuadro clinico.

Los pacientes con SIDA presentan mayor susceptibilidad a desarrollar SIS o TEN (Saiag et al.,
1992). Por otra parte, modelos de TEN con animales sugieren que las células T CD4" reguladoras
previenen el desarrollo de esta reaccion inducida por LT CD8" (Azukizawa et al., 2003;
Azukizawa et al., 2005). En este sentido se ha descrito que en pacientes con SIDA, con bajos
niveles de LT CD4" totales en periferia, el elevado porcentaje de LT CD8" es uno de los factores
que determinan la susceptibilidad a desarrollar respuestas de hipersensibilidad a farmacos
(Eliaszewicz et al., 2002). Seria interesante, por tanto, hacer un seguimiento de aquellos pacientes
que han sufrido reacciones ampollosas y determinar si los porcentajes de células CD8" en el total
de LT de muestras de sangre periférica recogidas durante varios meses después de la fase aguda se
mantienen elevados en el tiempo como ocurre en individuos con SIDA. Si fuera asi, ésta podria
ser una de las razones que determinaran la susceptibilidad a sufrir reacciones de hipersensibilidad
a medicamentos en individuos sanos como se ha descrito en pacientes con SIDA. Ademas, al igual
que se observd en fase aguda de pacientes con reacciones de hipersensibilidad retardada a
medicamentos (excepto urticarias), en sangre periférica de individuos con SIDA existe un
enriquecimiento de células CD3"CD8"NKR" (De Maria and Moretta, 2000; Galiani et al., 1999).

El andlisis estadistico de las entidades clinicas por separado (ver Tabla 2) mostrd resultados
similares y permitié determinar diferencias entre los distintos tipos de patologias que concordaban
con la gravedad de la reaccion. En este sentido, se encontraron los mayores porcentajes de células

CD8" en LT de sangre periférica de pacientes con TEN, SJS, EM y
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DRESS en fase aguda, mientras que la mayor diferencia estadistica con respecto a las muestras de
individuos sanos correspondi6 a las muestras agudas de pacientes con TEN (5 1+4, p=0.0001).
Ademas, en general el mayor porcentaje de células NKR* en PBLs CD3", asi como las diferencias
estadisticamente mas significativas con respecto a individuos sanos, correspondieron a muestras
de sangre periférica de pacientes con TEN y SJS en fase aguda. No obstante, al contrario de lo que
ocurrié al comparar en conjunto pacientes con reacciones ampollosas (EM, SJS y TEN) e
individuos sanos, no se encontraron diferencias estadisticamente significativas al comparar los
porcentajes de células CD94" en linfocitos T de muestras agudas de estos pacientes por separado
con muestras de controles. Una explicacion a esta discordancia podria ser que el nimero de
muestras en las que se estudié la expresion de CD94 (n(EM)=4, n(SJS)=7 y n(TEN)=3) es muy
reducido respecto al tamafio muestral de individuos sanos (n=56), al analizar la expresion de
CD94 en el conjunto de pacientes con reacciones ampollosas se comparan 14 muestras frente a las
56 de controles. Es interesante destacar también que los porcentajes de células CD8" y NKR" en
PBLs CD3" de pacientes con DRESS en fase aguda, reacciones que muchas veces son graves y a
las que se asocian con frecuencia afectaciones sistémicas (higado, pulmén o rifién), se acercaban
mas a los determinados en muestras de pacientes con reacciones ampollosas (EM, SISy TEN) que
a los de pacientes con MPE. Por ultimo, el analisis de estos marcadores en PBLs CD3" de
muestras agudas y basales de pacientes con urticarias no inmediatas demostr6 que los porcentajes
de células CD8" y NKR" eran los mismos que en individuos sanos. Estos datos sugieren que, al
contrario que en reacciones ampollosas y exantematicas, los LT CD8"'NKR™ parecen no estar

implicados en este tipo de patologias mas leves.

El hecho de que en PBLs CD3" de fase aguda tanto de pacientes con reacciones ampollosas como
de aquellos con reacciones exantematicas exista un incremento del porcentaje de células CD8" y
NKR*, sugiere la posibilidad de que en reacciones no ampollosas ocurra también una migracion
especifica hacia la piel de poblaciones celulares CD3"CD8'NKR®. Estudios inmunohistoquimicos
han demostrado que el infiltrado de biopsias de piel afecta de pacientes con MPE esta compuesto
principalmente por células CD3" (40-70%) (Yawalkar et al., 2000). Estos mismos autores
determinaron que mientras que en la dermis predominan las células CD3"CD4", en la epidermis
existe el mismo nimero de células CD3"CD8" que CD3'CD4". El analisis mediante citometria de
flujo del fenotipo del infiltrado de biopsias de piel afecta de pacientes con reacciones
exantematicas no ampollosas (MPE y DRESS) revel6 que el porcentaje de células CD8" en el total
de linfocitos CD3" era menor que en el liquido de ampollas de pacientes con reacciones
ampollosas (SJS y TEN). No obstante, se encontraron diferencias entre los infiltrados de biopsias
de pacientes con MPE y DRESS; mientras que en el infiltrado de pacientes con MPE el numero de

células CD3"CD4" solia superar al de células
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CD3"CDS8", en el de pacientes con DRESS el nimero de ambas subpoblaciones resultd ser
bastante similar (datos no mostrados) y en algunos casos superior el de células CD3"CD8" (ver
figura 9B). Asi mismo, el analisis del porcentaje de células NKR™ en linfocitos T de biopsias de
pacientes con MPE mostr6 la presencia de una subpoblacion de células CD3*NKR"™ mucho mas
minoritaria que en biopsias de pacientes con DRESS (datos no mostrados). Ya que la expresion de
NKRs en LT esta limitada casi exclusivamente a la subpoblacion CD8" (Arlettaz et al., 2004a;
Arlettaz et al., 2004b; Baars et al., 2000; Mingari et al., 1997; Pittet et al., 2000; Young et al.,
2001), es ldgico que exista un menor porcentaje de células NKR™ en el infiltrado de pacientes con
MPE que con DRESS y, que en ambos casos, estos porcentajes nunca superen los observados en
liquidos de ampollas donde el ndmero de células CD3"CD8" siempre sobrepasa con creces el de
células CD3'CD4". Los datos del andlisis del infiltrado de biopsias sugieren, por tanto, que en
reacciones exantematicas sin afectacion de mucosas, especialmente en DRESS, también podria
existir una migracion especifica hacia la piel de células CD3"CD8'NKR".

Existen multitud de estudios que demuestran que las funciones de LT pueden estar moduladas, o
incluso inhibidas, a través de la activacion de iNKRs (Mingari et al., 1996; Saverino et al., 2000).
Asi, se ha propuesto que los iINKRs aumentan el umbral de activacion de las células T y que la
expresion de éstos en LT CD8" efectores puede representar un mecanismo de regulacion frente a
lo propio. Nuestros resultados demuestran que existe un enriquecimiento en sangre periférica y
piel afecta de células CD3'CD8" y CD3'NKR" (CD3'ILT2/CD85j", CD3'CD9%4" vy
CD3'KIR2DL2" y/o 2DL3" y/o 2DS2"). Sin embargo, debido al uso de un anticuerpo monoclonal
(CH-L) que reconoce las tres formas KIRs (KIR2DL2/2DL3/2DS2) y al hecho de que CD94
puede heterodimerizar con NKG2A o NKG2C para dar lugar a un receptor inhibidor
(CD94/NKG2A) o activador (CD94/NKG2C), excepto en el caso de ILT2/CD85j no se podia
discernir si el aumento del porcentaje de células CD94" y KIR" en la poblacién de células CD3" se
debia a las formas activadores y/o inhibidoras.

Un incremento en el nimero de células KIR2DS2" y/o CD94/NKG2C" en la poblacién de
linfocitos T que migran a la piel podria contribuir a la lisis de los queratinocitos. Asi, se ha
descrito una ruta de activacion alternativa en LT CD8" mediada por el receptor activador
CD94/NKG2C (Guma et al., 2005; Meresse et al., 2006) y existen trabajos que implican a
receptores activadores de la familia de los KIRs, entre ellos a KIR2DS2, en la induccion de la
citotoxicidad y la liberacion de citoquinas por parte de células citotoxicas (Della Chiesa et al.,
2008; Moretta et al., 1995; Vitale et al., 2004). Ademas, estudios preliminares de nuestro grupo
sugieren un incremento en la expresion del gen KIR2DS2 en PBMCs de pacientes respecto de

individuos sanos. Este incremento podria estar relacionado con la respuesta inmunitaria en
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reacciones de hipersensibilidad, ya que otro KIR activador ha sido relacionado con psoriasis
(Luszczek et al., 2004). Sin embargo, parece que en LT CD8" KIR2DS?2 suele coexpresarse con
las formas inhibidoras KIR2DL2 y/o KIR2DL3 (Arlettaz et al., 2004a).

Segln nuestros resultados el porcentaje de células ILT2/CD85j" en PBLs CD3" de pacientes con
reacciones ampollosas (EM, SJS y TEN) y exantematicas (MPE y DRESS) en fase aguda es
mayor que el de células KIR2DL2/2DL3/2DS2". Estos datos concuerdan con lo descrito en sangre
periférica de individuos sanos, donde ILT2/CD85j se expresa en un mayor nimero de LT CD8"
que los receptores KIRs (Young et al., 2001). Sin embargo, los porcentajes de células
ILT2/CD85j" y KIR2DL2/2DL3/2DS2" determinados en linfocitos T de piel afecta y liquido de
ampollas fueron muy similares (datos no mostrados). En este sentido se ha descrito que la
expresion en superficie de ILT2/CD85j, al contrario de lo que ocurre con la de receptores KIRs,
disminuye con las divisiones celulares (Anfossi et al., 2004 y datos de nuestro grupo no
publicados). Ademas, se ha sugerido que la expresion de ILT2/CD85j en linfocitos T precede a la
de KIRs (Young et al., 2001). Estos datos apoyan la hipotesis de que células CD3*ILT2/CD85j"
podrian migrar a la piel (el 6rgano diana comln en este tipo de reacciones) e ir disminuyendo la
expresion de ILT2/CD85j al tiempo que adquieren la de otros NKRs (KIRs y heterodimeros de la
familia CD94/NKG2). No obstante, en el infiltrado ampolloso y de piel afecta existe un elevado
ndmero de células CD3*ILT2/CD85j" cuya actividad citotoxica podria estar modulada por el
reconocimiento de moléculas HLA-I expresadas en los queratinocitos. Sin embargo, se ha
sugerido que pacientes con lupus eritematoso (que al igual que individuos con SIDA son mas
susceptibles a desarrollar SJS y TEN) expresan formas del iNKR ILT2/CD85j con una menor
capacidad inhibidora que las de individuos sanos (Monsivais-Urenda et al., 2007). En este sentido,
seria interesante estudiar la funcionalidad de ILT2/CD85j, y quizas también de otros iINKRs que
posiblemente se expresen en las subpoblaciones celulares que infiltran la piel, y compararla con la

de individuos sanos.

Los farmacos, al igual que otros compuestos quimicos de bajo peso molecular, se comportan como
haptenos o prohaptenos y necesitan unirse a proteinas celulares o del suero para ser presentados a
los LT en el contexto de moléculas HLA. Los antibidticos -lactamicos son los méas usados en el
tratamiento de infecciones bacterianas y en humanos constituyen la causa mas frecuente de
respuestas de hipersensibilidad no inmediatas (Weltzien and Padovan, 1998). Se ha descrito que
estos antibidticos se unen de forma espontanea a residuos de aminoacidos mediante el ataque
nucleofilico de su anillo -lactdmico por los grupos amino libres de las proteinas (Batchelor et al.,
1965). La union covalente a proteinas les confiere capacidad inmunogénica de forma que pueden

dar lugar a reacciones de hipersensibilidad. Por esta razon, multitud de
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estudios se han centrado en el anélisis de la naturaleza de los determinantes antigénicos
implicados en su inmunogenicidad y alergenicidad asi como en el reconocimiento por parte del
TCR e IgE (Blanca et al., 2005; Britschgi et al., 2003; Cavani and De Pita, 2006). Sin embargo,
existen pocos trabajos acerca de la interaccion de farmacos con otros componentes del sistema
inmune y se han descrito pocas proteinas a las que se puedan unir antibidticos -lactamicos.
Aunque en un principio estos compuestos pueden unirse a residuos de lisina e histidina, se ha
demostrado que la unién, que puede tener consecuencias funcionales en las proteinas
haptenizadas, es preferente en unas proteinas y no en otras. En este sentido, se ha determinado que
la bencilpenicilina es capaz de unirse a varias citoquinas y afecta a la actividad del IFN-

(Brooks et al., 2001; Brooks et al., 2003).

Las células que infiltran la piel en reacciones de hipersensibilidad expresan NKRs. La presencia
del farmaco (hapteno) en moléculas HLA-I podria afectar al reconocimiento entre los NKRS y sus
ligandos. En nuestro estudio se demuestra que las células que infiltran la piel expresan al menos
un iNKR, ILT2/CD85j, que a diferencia de los heterodimeros de la familias CD94/NKG2 y de los
receptores de la familia de los KIRs, reconoce un elevado nimero de moléculas HLA-I (Colonna
etal., 1997; Lepin et al., 2000) y tiene una distribucién mas amplia (ademas de expresarse en NKs
y LT se expresa en linfocitos B, monocitos y DCs) (Colonna et al., 1997). Ya que los iNKRs
incrementan el umbral de activacion celular a través de la transmision de sefiales inhibidoras tras
la interaccion con sus ligandos especificos (Ravetch and Lanier, 2000), es posible que varios
linajes celulares hayan adoptado el reconocimiento de HLA-I como una estrategia comun para
controlar la activacién celular durante una respuesta inmune y que los iNKRs contribuyan a la
tolerancia de lo propio (Colonna et al., 1997; Lopez-Botet et al., 2000; Mingari et al., 2005). En
este sentido se ha demostrado que ILT2/CD85j modula las funciones de células mieloides, la sefial
activadora transmitida por el TCR en LT y la citotoxicidad de células NK (Colonna et al., 1997;
Fanger et al., 1998; Merlo et al., 2005; Saverino et al., 2000; Tenca et al., 2005). Si los LT CD8"
efectores que lisan a los queratinocitos son ILT2/CD85j", y quizas positivos también para otros
iINKRs, la presencia del farmaco en HLA-I podria interrumpir el reconocimiento de estos iNKRs
con sus ligandos. En este sentido, el umbral de activacion de las células citotdxicas que han
migrado a la piel disminuiria y podrian provocar respuestas exacerbadas.

En nuestro estudio se analizé si la haptenizacion en moléculas HLA-I por parte de la amoxicilina
(AX) (antibidtico que se engloba dentro del grupo de -lactdmicos) podria interrumpir el
reconocimiento de ILT2/CD85j con sus ligandos especificos. Nuestros resultados mostraron que
la AX podia unirse de forma covalente a proteinas de la membrana celular en condiciones
normales de cultivo celular. Ademas, mediante ensayos de inmunoprecipitacion con anticuerpos

especificos anti-HLA-I e inmunoblot con anticuerpos especificos anti-AX se
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demostrd que este farmaco podia unirse a las cadenas pesadas de varias moléculas HLA-I clasicas
y no clasicas (HLA-B*2705 y HLA-G1).

Se habia determinado que la linea NKL (ILT2/CD85j") inhibe su actividad citotoxica frente a
dianas que expresan HLA-B*2705 a través de la activacion del receptor ILT2/CD85j (Colonna et
al., 1997). De esta forma, se estudid el reconocimiento a través de este iINKR de la molécula
HLA-B*2705 haptenizada con AX mediante ensayos de citotoxidad. Nuestros resultados
mostraron que la haptenizacion de HLA-B*2705 en el transfectante 221 .B*2705 incrementaba de
forma parcial la actividad citotoxica de la linea NKL, lo que sugeria que la presencia de AX en
moléculas HLA-I podria disminuir la sefial inhibidora transmitida por ILT2/CD85j en células
citotoxicas. La activacion de ILT2/CD85j induce la fosforilacion de tirosinas de los motivos ITIM
y el reclutamiento de la fosfatasa SHP- 1 responsable de transmitir la sefial inhibidora (Colonna et
al., 1997). Asi, para analizar los efectos a nivel molecular que la presencia de AX podria tener
sobre el reconocimiento de iINKRs con sus ligandos, se estudi6 el grado de fosforilacion de las
tirosinas y el reclutamiento de SHP-1 tras enfrentar la linea RBL.ILT2 (ILT2/CD85j") al
transfectante 221.AEH (HLA-E"). Nuestros resultados mostraron que la presencia de la AX en
HLA-I conllevaba a una menor fosforilacion de las tirosinas de los motivos ITIM del receptor
ILT2/CD85j y a un menor reclutamiento de la fosfatasa SHP-1 al mismo. Al menos en el caso del
iNKR ILT2/CD85j y de antibioticos -lactdmicos parece que la presencia del farmaco en HLA-I
podria interferir en el reconocimiento entre este INKR y sus ligandos especificos y disminuir asi el

umbral de activacion de los LT CD8" efectores que han migrado a la piel.

En lo que respecta al incremento del porcentaje de células CD94" en linfocitos T de sangre
periférica y en el infiltrado de ampollas o piel afecta de pacientes en fase aguda, existian varios
argumentos que sugerian la posibilidad de que ocurriera una migracion especifica de células
CD3'CD8'CD94/NKG2C" hacia la piel. Un primer argumento era el hecho de que la expresion de
CD94/NKG2C, a diferencia de la de CD94/NKG2A, estd restringida a células efectoras
CD3'CD8" (Arlettaz et al., 2004b). Los LT CD8" efectores son células CCR7 CD28CD27 que
expresan de forma constitutiva granzima B, perforina e IFN-. En el infiltrado de ampollas de
pacientes con TEN y SJS existe un aumento de expresion de estos mediadores de citotoxicidad
(Posadas et al., 2002; Yawalkar et al., 2000) y se han detectado concentraciones muy elevadas de
IFN- en liquidos de ampollas (Nassif et al., 2004b y datos de nuestro grupo no publicados).
Ademas, se ha demostrado que las células CD3"CD8"'NKR" del infiltrado ampolloso son CD28
(Le Cleach et al., 2000 y datos de nuestro grupo no publicados) que lisan a los queratinocitos

mediante la liberacion de granzima B y perforina (Nassif et al., 2004a). Un segundo argumento
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a favor de una migracion especifica de células CD3"CD8'CD94/NKG2C" hacia la piel era la
descripcion de una ruta de activacion alternativa de citotoxicidad mediada por CD94/NKG2C en LT
CD8" de individuos sanos (Guma et al., 2005) y en CTLs intraepiteliales de intestino de pacientes
celiacos (Meresse et al., 2006). Se ha demostrado que existe una expansion tanto de LT como de
células NK que expresan CD94/NKG2C, ILT2/CD85j y KIR2DL2/2DS2 en sangre periférica de
individuos infectados por el CMV humano respecto de aquellos con serologia negativa para este
herpesvirus (Guma et al., 2004). En este sentido, se ha descrito que el curso de algunas reacciones
de hipersensibilidad retardadas a medicamentos se asocia con episodios de reactivacion viral
(Aihara et al., 2001; Descamps et al., 2003; Suzuki et al., 1998). Sin embargo, recientemente se ha
identificado una poblacion de LT CD8'CD28iNKR" denominada NK-CTLs que esta restringida
por HLA-E vy tiene actividad NK (Moretta et al., 2003). Dadas las caracteristicas fenotipicas (LT
CD8") y funcionales (con actividad NK) descritas en células del infiltrado de ampollas de
pacientes con TEN (Le Cleach et al., 2000; Nassif et al., 2002) era presumible pensar que
pertenecieran a alguna de estas dos subpoblaciones celulares y que lisaran a los queratinocitos
autdlogos a través del TCR y/o de CD94/NKG2C mediante el reconocimiento de HLA-E.

Aunque la transcripcion de HLA-E se ha detectado en muchos tipos celulares (Ulbrecht et al.,
1992), la expresion de la proteina en superficie requiere de la disponibilidad de una serie de
péptidos derivados de la secuencia sefial de varias moléculas HLA-I que incluyen HLA-A,
HLA-B, HLA-C y HLA-G (Braud et al., 1997; Lee et al.,, 1998a). Este hecho sugiere que la
expresion de HLA-E puede estar limitada a algunos tipos celulares y/o a procesos de activacién
celular. En este sentido, se ha descrito recientemente que tanto melanocitos como queratinocitos
de biopsias de piel afecta de pacientes con melanomas asi como enterocitos de intestino de
pacientes celiacos en fase aguda expresan HLA-E (Derre et al., 2006; Meresse et al., 2006). El
IFN- es capaz de aumentar la expresion de HLA-I y HLA-II en queratinocitos humanos (Basham
et al., 1985; Nassif et al., 2004a), sin embargo no existian datos acerca de si los queratinocitos
expresan en condiciones basales HLA-E y de si su expresion podria aumentar en presencia de
IFN-. Nuestro estudio demostrd que tras el tratamiento con IFN- se inducen niveles detectables de
expresion de HLA-E en la superficie de queratinocitos de la linea HaCaT e individuos sanos,
mientras que aquellos provenientes de biopsias de piel afecta de pacientes con reacciones de
hipersensibilidad expresan HLA-E. Estos datos sugieren que la liberacion de IFN- al liquido de
ampollas por parte del infiltrado puede generar un incremento de la expresion de HLA-E, aunque

se ha descrito que el tratamiento de células endoteliales con IFN-

y TNF-, presente también en el liquido de ampollas (Nassif et al., 2004b), incrementa ain mas
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los niveles de expresién de esta molécula no clasica (Coupel et al., 2007). Recientemente se ha
demostrado que tras la activacion de células endoteliales (Coupel et al., 2007) y en cultivos de
lineas de melanoma humano y melanocitos primarios (Derre et al., 2006) se libera HLA-E de
forma soluble. Nuestros resultados sugieren gque la sobreexpresion de HLA-E en queratinocitos de
piel afecta de pacientes con SJS o TEN podria conllevar a la liberacién en el liquido de ampollas
de HLA-Es. Existen varios estudios que sugieren un papel inmunoregulador para las formas
solubles de HLA. Asi, se ha descrito que la forma soluble HLA-G inhibe la actividad citotdxica de
NKs (Park et al., 2004) y la proliferacion de LT aloreactivos (Bahri et al., 2006). Por otra parte,
MIC-A soluble bloquea el reconocimiento de NKG2D con sus ligandos de membrana y disminuye
los niveles de expresion del receptor en superficie (Groh et al., 2002) y se ha propuesto que
HLA-Es puede actuar como agonista y proteger de la lisis mediada por células NK
CD94/NKG2A" (Coupel et al., 2007). En este sentido, si las células del infiltrado ampolloso lisan
a los queratinocitos mediante el reconocimiento de HLA-E a través de CD94/NKG2C y/o del TCR
(NK-CTLs), la presencia de HLA-Es podria aumentar la respuesta citotoxica de las células

efectoras.

A continuacién se estudid si clones T con el fenotipo observado en el infiltrado de ampollas
(CD8'CD56") y “restringidos” por HLA-E (cuya actividad citolitica frente al transfectante 221
AEH era superior a la actividad frente a la linea parental 721.221) eran capaces de lisar
queratinocitos. Nuestros resultados demostraron que algunos de estos clones podian lisar
queratinocitos a través del reconocimiento de HLA-E, siendo mayor el porcentaje lisis cuando los
queratinocitos habian sido pretratados con IFN-.

Para determinar si existia un enriquecimiento de estas poblaciones “restringidas” por HLA-E en
sangre periférica de fase aguda de pacientes con reacciones de hipersensibilidad retardada a
medicamentos, se realizaron ensayos de liberacion de *'Cr en los que se enfrentaron PBMCs de
pacientes con MPE, SJS y TEN a las dianas 721.221 y 221.AEH y se compararon con ensayos en
los que se usaron PBMCs de individuos sanos como efectoras. Nuestro estudio demostrd que
PBMCs de pacientes con MPE, al igual que las de controles, se inhibieron en presencia de
HLA-E, mientras que las de pacientes con SJSy TEN lisaron por igual a la linea parental 721.221
y al transfectante 221 .AEH. Estos datos sugieren que en sangre periférica de pacientes con
reacciones ampollosas existen células citotoxicas “restringidas” por HLA-E que enmascaran la
inhibicion mediada por el receptor CD94/NKG2A expresado en otras subpoblaciones de PBMCs.
En sangre periférica de pacientes con MPE podrian existir también LT CD8"CD94/NKG2C" y/o
NK-CTLs pero en un porcentaje mucho menor que en pacientes con SJS y TEN, lo que coincide
con el fenotipo observado en biopsias de piel afecta de estos pacientes (datos no mostrados) y con

la gravedad de este tipo de reaccion.
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A continuacion se estudié mediante ensayos de liberacion de *'Cr la actividad citotoxica de las
células mononucleares de liquido de ampollas (BFMCs). Nuestro estudio demostré que existia un
enriquecimiento en el infiltrado ampolloso de células citotoxicas que pueden lisar a los
gueratinocitos mediante el reconocimiento de HLA-E, ya que lisaron més eficientemente al
transfectante 221.AEH que a la linea 721.221 y a queratinocitos alogénicos tratados con IFN-, y
que por tanto expresaban HLA-E, que a los que no se habian tratado con la citoquina. Estos datos
contradicen los publicados por el grupo del Dr. Roujeau, que sugieren que las BFMCs lisan a
queratinocitos autélogos tratados con IFN- Gnicamente en presencia del fA&rmaco causante de la
reaccion (Nassif et al., 2004a).

La reciente disponibilidad de un anticuerpo monoclonal especifico anti-NKG2C nos permitié
analizar la expresion de este receptor en muestras de sangre periférica e infiltrado de ampollas de
pacientes con SIS y TEN en fase aguda. Nuestros datos mostraron que tanto en sangre periférica
como en ampollas existia un enriquecimiento de linfocitos citotdxicos (T y NK) que expresaban
CD94/NKG2C. Ademas, el andlisis de la expresion de este receptor en blastos CD3"CD8" de
liquido de ampollas demostré que los niveles de expresion eran muy superiores a los observados
en PBLs CD3"CD8". Precisamente los blastos son las células mas activadas y, por tanto, las que
probablemente estén mas implicadas en la lisis de los queratinocitos. En este sentido, nuestros
resultados mostraron que la expresion de CD94/NKG2C en células CD3"'CD8" y NK de sangre
periférica de pacientes que han sufrido SJS y TEN disminuia una vez resuelto el cuadro clinico
(ver figura 20A). Ademas, mediante ensayos de citotoxicidad en los que se enfrentaron PBMCs de
pacientes con SJS y TEN en fase aguda a las dianas NK en presencia de anticuerpos blogueantes
anti-NKG2C se demostr6 que la ausencia de inhibicion de las PBMCs de pacientes con reacciones
ampollosas frente a la diana 221 .AEH se debia al reconocimiento de HLA-E a través del receptor
CD94/NKG2C.

Estos resultados apoyan la hip6tesis de que en sangre periférica de pacientes con SJS'y TEN en
fase aguda existe un enriquecimiento de células citotéxicas (T y NK) CD94/NKG2C" que migran
a la piel y participan en la lisis de los queratinocitos, sin embargo no proporcionan informacién
acerca de si son las NKs y/o los LT los responsables de la ausencia de inhibicién frente al
transfectante 221 .AEH. Para determinar si ambas poblaciones (CD3"CD8"CD94/NKG2C" y/o
CD3CD94/NKG2C") pueden lisar a través del reconocimiento de HLA-E se realizaron ensayos de
movilizacion de CD 1 07a enfrentando PBMCs y BFMCs de pacientes con SIS y TEN a las dianas
721.221 y 221.AEH. Nuestros resultados sugieren que ambas poblaciones podrian lisar a los
queratinocitos a través de CD94/NKG2C mediante el reconocimiento de HLA-E ya que mostraron

que el mayor porcentaje de células CD107a" tanto
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en la poblacion de LT (CD3%) como en la poblacion CD3 de sangre periférica e infiltrado
ampolloso correspondia a la subpoblacidn de células que expresaban el receptor CD94/NKG2C y
que se habian enfrentado al transfectante 221 .AEH. En este sentido, se ha demostrado que la
disminucion del porcentaje de células NK CD94/NKG2A™ en sangre periférica de individuos con
SIDA, que tienen mayor susceptibilidad a sufrir SJS y TEN, se correlaciona con una expansion de
células NK CD94/NKG2C" (Mela et al., 2005).

El hecho de que las células T que migran a la piel en reacciones de hipersensibilidad retardada a
medicamentos tengan caracteristicas fenotipicas y funcionales muy similares a las de los CTLs
intraepiteliales de intestino de pacientes celiacos (Meresse et al., 2006) y a la subpoblacion de
CTLs detectada en sangre periférica de individuos infectados por el CMV humano (Guma et al.,
2004) sugiere que esta transformacién de CTLs a células con caracteristicas tipicas de NKs podria
ser un proceso comin en la inmunopatologia de varias infecciones crénicas y enfermedades

inflamatorias.

Los datos publicados (Nassif et al., 2004b; Posadas et al., 2002) asi como los obtenidos en
nuestro estudio sugieren que el IFN- juega un papel importante en el desarrollo de las reacciones
de hipersensibilidad méas graves, y recientemente se ha descrito que la secrecion de esta
citoquina por parte de células NK puede determinar respuestas inmunes adaptativas. Asi, aunque
las NKs siempre se han descrito como componentes del sistema inmune innato que participan en
respuestas tempranas contra patégenos o células transformadas a través de su actividad
citotoxica y de la liberacion de citoquinas y quimioquinas (Trinchieri, 1989), recientemente se
ha atribuido a esta poblacion un papel regulador en diferentes procesos inmunes y no inmunes
(Hanna and Mandelboim, 2007). Entre las citoquinas producidas por células NK se ha
demostrado que el IFN- conlleva a la maduracion de DCs y a la polarizacion de respuestas
inmunes (Martin-Fontecha et al., 2004; Vitale et al., 2005). Aungue se ha asumido de forma
general que la subpoblacion de células NK CD56""CD 1 6 es la principal responsable de la
produccion de citoquinas (Cooper et al., 2001b), recientemente se ha demostrado que la
dicotomia entre células “NK citotoxicas” y “NKs productoras de citoquinas” no se aplica cuando
se enfrentan NKs frescas a células tumorales (Anfossi et al., 2006). Estos autores demostraron
que la mayor parte de las células NK que son citotdxicas y/o producen IFN- tras la estimulacién
con la linea K562 o la linea P815 preincubada con anticuerpos especificos pertenecen a la
subpoblacion de células NK CD56°CD 1 6", mientras que aquellas que responden a citoquinas

tales como IL-12 o IL-15 pertenecen a la subpoblacion CD56""CD16. De esta forma, estos

autores proponen definir a las
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subpoblaciones NK CD56™" y CD56" como aquellas subpoblaciones “que responden a células
diana” y “que responden a citoquinas” respectivamente.

La variabilidad de iNKRs para moléculas de HLA-I confiere especificidad a las células NK.
Ademas, las NKs expresan una gran variedad de receptores activadores y la manera en la que los
iINKRs interfieren con las rutas de activacion de éstos no ha sido del todo elucidada (Bryceson et
al., 2006).

Se asume que los iINKRs regulan las funciones efectoras de las células NK. Mientras que la
regulacién de la citotoxicidad por parte de iINKRs ha sido ampliamente estudiada, existen muy
pocos trabajos acerca del papel que pueden desempefiar estos receptores sobre la produccién de
citoquinas. Se ha demostrado que en LT y NKs KIR3DL1 y KIR2DL2/3 pueden modular la
produccion de IFN- tras la unién con sus ligandos especificos (D'Andrea et al., 1996; Draghi et al.,
2005; Kurago et al., 1998; Mingari et al., 1995) mientras que CD94/NKG2A puede regular la
produccion tanto de IFN- y TNF- (Jinushi et al., 2004; Mingari et al., 1995; Terrazzano et al.,
2002; Watzl et al., 2000). Existen algunos trabajos que sugieren un posible papel regulador de
ILT2/CD85j sobre la actividad citotoxica de células y clones NK (Colonna et al., 1997; Navarro et
al., 1999; Vitale et al., 1999). Ademas, parece que la produccion de IFN- y la citotoxicidad
mediada por LT también puede ser modulada por este iNKR (Colonna et al., 1997; Ince et al.,
2004; Merlo et al., 2001; Saverino et al., 2002). Sin embargo, no existian datos acerca de la
funcidn reguladora de ILT2/CD85j en LT tras la interaccion con ligandos especificos ni sobre la

regulacion de la produccion de IFN- en células NK.

En nuestro estudio se analizé la posible funcién reguladora que pudiera tener ILT2/CD85j sobre la
secrecion de IFN- por parte de células NK en tres situaciones fisiologicas en las que se ha descrito
gue las NKs producen esta citoquina: tras la interaccion con células diana, en respuesta a

productos virales y durante el encuentro con iDCs.

Nuestros datos demostraron que la interaccion de la linea NK-92 con dianas incrementaba los
niveles de expresion de mRNA de IFN- en las NKs y que este incremento se bloqueaba mediante
el reconocimiento de moléculas de HLA-I especificas de ILT2/CD85j expresadas en las dianas.
Ademés de disminuir los niveles de expresion de mRNA de IFN-, la expresion de moléculas de
HLA-I que son ligandos especificos del iINKR ILT2/CD85j en células diana disminuy¢ tanto la
sintesis como la secrecién de la citoquina en celulas NK-92 y NKs de sangre periférica. Por otra
parte, también se demostré que la expresion de ligandos especificos de este receptor en APCs

disminuy0 la produccién de IFN- inducida por superantigenos en células T.

En estos experimentos se usaron los transfectantes de la linea celular 721.221 para HLA-Cw07
(221 .Cw07) que se ha descrito que no es ligando de ILT2/CD85j (Draghi et al., 2005; Fanger et
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al., 1998) y para HLA-B*2705 (221.B*2705) y HLA-G1 (221.G1m) que son ligandos especificos
de ILT2/CD85j (Colonna et al., 1997). Estudios basados en cristalografia han determinado que
HLA-GL1 se une con mayor afinidad al receptor ILT2/CD85j que moléculas HLA-B (Shiroishi et
al., 2003). Sin embargo, nuestros experimentos con NKs de de sangre periférica mostraron una
mayor inhibicion frente a HLA-B*2705 que frente a HLA-G1. Asi, mientras que la presencia de
HLA-B*2705 siempre inhibi¢ la produccion de IFN- en células T y NK, en cultivos de PBMCs de
algunos donantes con el transfectante 221 .G1m se observo inhibicién de la sintesis de IFN- en
celulas NK y aumento de la produccion de esta citoquina en células T (ver figuras 31 y 32). Estas
diferencias no pueden deberse al reconocimiento de HLAE a través de receptores CD94/NKG2A
y/o CD94/NKG2C expresados en las células efectoras, ya que se usaron transfectantes de la linea
721.221 de tres moléculas de HLA-I que no estabilizan la expresion en membrana de HLA-E
(Draghi et al., 2005; Lee et al., 1998a; Navarro et al., 1999). KIR2DL4 es el unico receptor de la
familia de los KIRs que reconoce moléculas de HLA-G, y se ha descrito que KIR2DL4 puede
inhibir la citotoxicidad (Rajagopalan et al., 1999) e inducir la produccién de IFN- (Rajagopalan et
al., 2006) en NKs a través del reconocimiento de esta molécula. Debido a que HLA-B*2705
expresado en el transfectante 221 .B*2705 es ligando especifico de KIR3DL1 (y de ningln otro
KIR inhibidor) y a que se desconocen KIRs que inhiban la sintesis de IFN- mediante el
reconocimiento de HLA-G, se realizaron citometrias de cuatro colores para analizar la produccion
de IFN- en células ILT2/CD85j"KIR3DL1 . KIR2DL4 se transcribe en todas las células NK que
expresan KIRs (Rajagopalan et al., 1999). En este sentido, es posible que el reconocimiento de
HLA-GL1 por parte de KIR2DL4 (u otro receptor activador aun desconocido) interrumpa la sefial
inhibidora transmitida por ILT2/CD85j en células T de aquellos donantes en los que la presencia
de HLAG increment6 la produccion de IFN-. Ademas, la mayor parte de los LT ILT2/CD85j" son
KIR pero expresan KIR2DL4 (Young et al.,, 2001). Se ha descrito que existen individuos
homocigotos con genotipo KIR2DL4.2/9A que no expresan el receptor KIR2DL4 en la superficie
de las células NK (Goodridge et al., 2003; Kikuchi-Maki et al., 2003). Sin embargo, nuestro
estudio demostrd que uno de los donantes en los que los LT incrementaban la sintesis de IFN- tras
el encuentro con células 221.G1m era homocigoto para KIR2DL4.2 (datos no mostrados), por lo
que o bien existen mecanismos adicionales que controlan la expresion de este receptor en LT o
bien existen receptores activadores aun desconocidos que inducen la sintesis de IFN- a través del

reconocimiento de HLA-G.

Los resultados obtenidos tras la estimulacion de LT con células 221 .B*2705 preincubadas con
SEB sugieren que las moléculas HLA-I clasicas modulan la sintesis de citoquinas tras la unién al
receptor ILT2/CD85j. Sin embargo, los datos obtenidos tras la estimulacion con células 221 .G1m

preincubadas con SEB sugieren que otros receptores especificos de HLA-G podrian
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bloquear las sefales inhibidoras transmitidas por ILT2/CD85j tras el reconocimiento de moléculas
de HLA-I clasicas en células T. No obstante, las interacciones ILT2/CD85j-HLA-G podrian ser
relevantes en algunas condiciones patolégicas y fisioldgicas. HLA-G tiene un patron de expresion
limitado restringido a células trofoblasticas, que no transcriben moléculas HLA-A ni HLA-B. En
este sentido, se ha propuesto que HLA-G juega un papel crucial en la tolerancia materno-fetal a
través de la unién con ILT2/CD85j expresado en células del sistema inmune uterinas (Shiroishi et
al., 2003), de las cuales durante las primeras semanas de embarazo el 85% son NKs (Hanna and
Mandelboim, 2007). Sin embargo, también se ha descrito que la expresion de HLA-G en células
trofoblasticas conduce a la produccién de IFN- por parte de NKs deciduales (van der Meer et al.,
2004). Estos datos sugieren que la interaccion de HLA-G con ILT2/CD85j podria modular la
secrecion de IFN- y mantener unos niveles de la citoquina éptimos y esenciales para una
placentacion normal (Hanna and Mandelboim, 2007). Ademas de en células trofoblasticas, se ha
propuesto que la expresion de HLA-G podria inducirse como respuesta a procesos de inflamacion,
transformacion e infeccion en otros tipos celulares (LeMaoult et al., 2003). En este sentido, se ha
descrito que las células infectadas por CMV humano incrementan los niveles de expresion de
HLA-G y, como se ha comentado anteriormente, existe un elevado porcentaje de células T y NK
ILT2/CD85j" en sangre periférica de individuos infectados con CMV (Guma et al., 2004).

Recientemente se ha descrito que las células NK pueden estimularse de forma directa a través de
productos virales y sintetizar IFN- (Pisegna et al., 2004; Schmidt et al., 2004; Sivori et al., 2004).
En nuestro estudio se determind si ILT2/CD85j podia modular la produccion de IFN-tras la
activacién de TLR3. Nuestros resultados mostraron que, aunque no se observé inhibicion en
células NK-92, la produccion de IFN- disminuyé cuando se estimuld ILT2/CD85j en NKs de
sangre periférica activadas con poly (I:C). Para determinar si esta capacidad inhibidora podia
atribuirse a otros iNKRs se repitieron los ensayos con NKs purificadas de donantes seleccionados
de acuerdo a la elevada expresion de KIR3DL1 o CD94/NKG2A. Los resultados demostraron que,
al igual que ocurria con ILT2/CD85j, cuando se estimulaban estos iINKRs también se inhibia la
secrecion de IFN- mediada por poly (I:C). Para determinar si la falta de inhibicion al estimular
ILT2/CD85j en células NK-92 tratadas con poly (I:C) era exclusiva de este iNKR, se realizaron
los mismos experimentos estimulando CD94/NKG2A. Nuestros resultados revelaron que
CD94/NKG2A tampoco era capaz de modular la sintesis de IFN-mediada por poly (I:C) en la
linea NK-92 (datos no mostrados). Existen varias explicaciones posibles a este hecho. Una
primera explicacion podria ser que no se observe inhibicidn debido a la elevada cantidad de IFN-

secretado, sin embargo ésta parece ser improbable ya que los
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niveles de citoquina producidos tras la estimulacion de la linea NK-92 con células 721.221 fueron
mayores y en ese caso se observo que la expresidon en las dianas de ligandos especificos de
ILT2/CD85j inhibia la sintesis de IFN- (ver figura 27). No obstante, podria ser que el efecto de los
anticuerpos inmovilizados en placas ho mimetice exactamente la interaccion del iNKR con sus
ligandos especificos. Una segunda explicacion podria ser que ya que la maquinaria inicial de
transduccion de sefiales que sigue a la activacion de TLR3 (Pisegna et al., 2004) es distinta a la
que acontece tras sinapsis con células diana, el paso donde los iINKRs bloquean las sefiales
activadoras transmitidas por TLR3 podria estar alterado en células NK-92 o bien en todas las NKs
gue se han mantenido durante un largo periodo de tiempo en cultivo. En este sentido, se ha
descrito lo contrario en cuanto a la secrecion de IFN- inducida por KIR2DLA4. Asi, la secrecion de
esta citoquina se inhibe a traves de la activacion de CD94/NKG2A en NKs activadas pero no en
NKs recién aisladas (Rajagopalan et al., 2001).

Los ensayos de citotoxicidad con NKs aisladas de sangre periférica tratadas con poly (I:C) frente a
la linea 721.221 o transfectantes estables de esta linea que expresan ligandos especificos de
ILT2/CD85j y/o CD94/NKG2A demostraron que las moléculas de HLA-I especificas de estos
iNKRs modulaban la actividad citotoxica estimulada por poly (I:C) en NKs. Estos datos, en
conjunto con los anteriores, refuerzan la hipdtesis de que los iINKRs pueden regular sefiales

activadoras inducidas por productos virales.

Tras la interaccién con iDCs las células NK se estimulan y secretan IFN-. Se ha descrito que el
receptor NKp30 ejerce un importante papel en este proceso. En este sentido se ha demostrado que
tras enfrentar NKs activadas con iDCs se produce la liberacion de grandes cantidades de IFN- (del
orden de las detectadas tras el encuentro con dianas) que disminuyen en presencia de anticuerpos
blogueantes anti-NKp30 (Ferlazzo et al., 2002). Ademas se ha demostrado que la maduracion de
DCs a partir de NKs depende de la liberacion de IFN- y TNF- estimulada en células NK mediante
la activacion de NKp30 (Vitale et al., 2005). Estos mismos autores no observaron diferencias en la
cantidad de IFN- producido cuando las NKs se enfrentaron a iDCs aut6logas y alogénicas, y
aungue parecia que la estimulacion de KIRs disminuia la capacidad de las células NK de inducir la
maduracion de las DCs, no existian datos acerca de si ILT2/CD85j podia ejercer alguna funcién
reguladora en estos procesos. En nuestro estudio se demostrd que tanto la actividad citotoxica
como la secrecion de citoquinas mediada por la activacion de NKp30 en dos lineas celulares NK
diferentes podrian estar moduladas por la activacion de ILT2/CD85j. En concreto, nuestros
resultados mostraron que la produccion de IFN- se inhibia un 80% en células NK-92 pero s6lo un
20% en NKs recién aisladas (aunque se hubieran seleccionado poblaciones NK con un alto

porcentaje de expresion de ILT2/CD85j) (ver figuras
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37 y 38B y C). La explicacion a estas diferencias de nuevo podria ser que los anticuerpos
inmovilizados en placa ho mimeticen los efectos de la interaccion con moléculas HLA, aunque
otra explicacion posible seria que en poblaciones de NKs policlonales la produccion de IFN-por
parte de células CD16"ILT2/CD85j 0 NKp30*ILT2/CD85j podria enmascarar la inhibicion de la
produccion de esta citoquina en las subpoblaciones CD16*ILT2/CD85j" 0 NKp30*ILT2/CD85j".
En este sentido, se ha descrito que las células NK ILT2/CD85j" expresan con menor intensidad el
receptor NKp30 (Guma et al., 2004).

A continuacién se estudio la contribucion de ILT2/CD85j y CD94/NKG2A sobre la modulacién
de la produccion de IFN- tras el encuentro de NKs con iDCs. Para ello se realizaron cocultivos de
la linea NK-92 o NKs purificadas preincubadas con anticuerpos blogueantes F(ab “). anti-ILT2 y/o
anti-CD94/NKG2A con iDCs alogénicas. Las DCs expresan ILT2/CD85j, por lo que la presencia
de anticuerpos blogueantes F(ab ). anti-ILT2 durante el cocultivo podria disminuir el umbral de
activacion de las iDCs y aumentar la secrecion de IL-12, citoquina que parece esencial en la
estimulacién de la sintesis de IFN- por parte de NKs, aunque se ha descrito que las células NK
pueden sintetizar IFN- en ausencia de IL-12 (Gerosa et al., 2002). En nuestro modelo
experimental no se observé ningin incremento en la concentracién de IL- 12 producida por las
iDCs en comparacion con la cantidad de citoquina sintetizada por iDCs cultivadas en ausencia de
NKs (datos no mostrados). En lo que respecta a la cantidad de IFN- secretado tras estimular
células NK-92 con iDCs alogénicas, los resultados mostraron que sélo en presencia de ambos
anticuerpos bloqueantes (anti-ILT2 y anti-CD94) aument6 de forma sustancial la cantidad de
citoquina liberada al medio. Sin embargo, cuando se usaron como efectoras NKs policlonales los
resultados revelaron dos patrones distintos de comportamiento; uno similar al de la linea NK-92, y
otro en el que sélo el bloqueo del receptor CD94/NKG2A incrementd de forma sustancial la
sintesis de IFN-. No obstante, es importante mencionar que en este caso el bloqueo simultaneo de
ambos iNKRs indujo una secrecién ain mayor de la citoquina. Este efecto complementario de
ambos anticuerpos bloqueantes siempre se observé cuando se midié la concentracion de IFN- en
sobrenadantes de cocultivos en los que se enfrentaron células NK ILT2/CD85j" con iDCs pero no

en aquellos en los que las células NK eran ILT2/CD85;j.

Por el contrario, los resultados del analisis de la posible contribucién de ILT2/CD85j sobre la
regulacién de la lisis de iDCs demostraron que el bloqueo de ILT2/CD85j incrementd de forma
débil la actividad citotoxica de células NK-92 y NK purificadas ILT2/CD85j" frente a iDCs, y que
solo el blogueo de CD94/NKG2A fue capaz de incrementar la citotoxicidad hasta niveles que no
se superaron en presencia de ambos anticuerpos blogqueantes. En este sentido, se ha demostrado
que en LT CD8" el bloqueo del receptor ILT2/CD85j afecta poco a la actividad citotoxica de esta

poblacidn pero si incrementa en gran medida la produccion de IFN- (Ince et
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al., 2004). Ademas, la union de KIR2DL2 a su ligando especifico en LT CD4"KIR2DL2" no
inhibe la degranulacion pero si la sintesis de IFN- (Henel et al., 2006).

De acuerdo con lo publicado (Della Chiesa et al., 2003) nuestros resultados indican que, aunque
ILT2/CD85j podria contribuir en la regulacion de la lisis de las iDCs, este proceso parece ser
controlado principalmente por el reconocimiento de HLA-E a través de CD94/NKG2A. Segln
nuestros datos, las interacciones entre moléculas HLA-I e ILT2/CD85j tras el encuentro de NKs

con iDCs parecen ser mas relevantes en la regulacion de la produccion de IFN-.

En conjunto, nuestros datos demuestran que ILT2/CD85j regula la produccién de IFN- tras la
interaccién con moléculas HLA-I especificas tanto en células NK como en LT. Por otra parte,
sugieren que ILT2/CD85j ademas de incrementar el umbral de activacién de células
inmunoefectoras podria participar en mecanismos de regulacién manteniendo niveles 6ptimos de
citoquinas o finalizando respuestas inmunes. Por Gltimo, nuestro estudio sugiere por primera vez

un papel regulador de iINKRs sobre las funciones estimuladas a través de TLRs en NKs.
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Conclusiones

Las subpoblaciones CD8, CD9%, ILT2/CD85j y KIR2DL2/L3/S2 aumentan en PBLs
CD3" de pacientes con reacciones ampollosas (EM, SJS y TEN) y exanteméaticas (DRESS
y MPE) en fase aguda respecto de aquellos con urticarias no inmediatas e individuos

Sanos.

La frecuencia de LT que expresan CD8 y NKRs (CD3'CD8'NKR") en piel afecta de
pacientes con reacciones de hipersensibilidad retardada a medicamentos aumenta de
forma proporcional a la gravedad de la patologia.

La haptenizacion por farmacos de moléculas HLA-I podria dificultar el reconocimiento
por iINKRs disminuyendo el umbral de activacion de células efectoras.

Los queratinocitos de piel afecta de pacientes con reacciones de hipersensibilidad
retardada a medicamentos, a diferencia de los de individuos sanos o la linea de

gueratinocitos humanos HaCaT, expresan HLA-E en la superficie celular.

Existe un incremento del porcentaje de LT CD8" y células NK que expresan
CD94/NKG2C en sangre periférica de fase aguda y liquido de ampollas de pacientes con
reacciones ampollosas. Estas subpoblaciones linfoides podrian participar en la lisis de los

gueratinocitos mediante el reconocimiento de HLA-E.

ILT2/CD85j regula la produccidn de IFN- en células NK tras la interaccion con dianas

que expresan ligandos especificos de este receptor.

ILT2/CD85j y otros iNKRs modulan las sefiales activadoras transmitidas por TLRs en

celulas NK de sangre periférica.

ILT2/CD85j y CD94/NKG2A cooperan en la regulacion de la sintesis de IFN-estimulada
en células NK tras el encuentro con iDCs, mientras que la actividad citotoxica es

controlada principalmente por el reconocimiento de HLA-E a través de CD94/NKG2A.
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