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RESUMEN

Introduccién: La enfermedad celiaca (EC) es una enteropatia inflamatoria crénica desencadenada
por una respuesta andmala al gluten en individuos genéticamente susceptibles. Los linfocitos
intraepiteliales (LIE) desempefian un papel crucial en esta respuesta inmune, causando dafio en la
mucosa intestinal. Se sabe que la IL-15 y la toxicidad celular desempefian un importante papel en la
respuesta inmune frente al gluten, por ello creemos que son precisas mas investigaciones sobre la
expresion de IL-15 y su papel citotéxico en los LIE.

Objetivo: Desarrollar un panel de citometria que permita estudiar la actividad citotéxica de los LIE
del duodeno humano medida por la expresion de IL-15, perforina y granzima B.

Métodos: Para la construccion del panel se emplearon biopsias duodenales y muestras de sangre
periférica de donantes. Las muestras fueron procesadas para los aislamientos de los LIE y de las
células mononucleares de sangre periférica (CMSP). Posteriormente, las células fueron cultivadas y
estimuladas con LPS e IL-15, y se realizaron tinciones de citometria intra y extracelular. Las muestras
fueron adquiridas en el citometro de flujo Gallios FC500 (Beckman Coulter) y los resultados fueron
analizados mediante el software FlowJo versién 10.8.1

Resultados: En la optimizacion del panel se ajustaron los limites de positividad para IL-15, perforina
y granzima B. Se determiné que las diluciones 1/50 son las mas adecuadas para la deteccion de
estos marcadores. Sin embargo, resulta relevante destacar que no se han identificado poblaciones
de LIE que expresen IL-15, granzima B y perforina usando citometria de flujo, tanto en condiciones
basales como en presencia de estimulacion.

Conclusion: Se descarta como modelo para el estudio de la citotoxicidad de los LIE tanto la tinciéon
extracelular de la IL-15 como la tincidn intracelular de granzima B, y perforina mediante citometria de
flujo en los LIE.

Palabras clave: Enfermedad celiaca, linfocitos intraepiteliales, citometria de flujo, IL-15, perforina,
granzima B.



1 INTRODUCCION

1.1 CONCEPTO Y EPIDEMIOLOGIA DE ENFERMEDAD CELIACA

La enfermedad celiaca (EC) es una enteropatia inflamatoria cronica de caracter multiorganico
mediada por el sistema inmune y desencadenada por una respuesta anémala al gluten de la dieta
en individuos genéticamente susceptibles portadores del alelo HLA (antigenos leucocitarios

humanos, su acronimo en inglés HLA, Human Leukocyte Antigen) tipo 1| DQ2/DQS8 (1,2).

El gluten es un complejo proteico constituido por varios péptidos inmundgenos no digeribles,
presentes en una gran variedad de cereales (trigo, avena, cebada, centeno) (3) siendo las prolaminas
(gliadina-trigo, secalina-centeno, hordeina-cebada) las principales proteinas responsables de la

respuesta autoinmune mediada por linfocitos T (4).

La evidencia actual pone de manifiesto un aumento global de la prevalencia de la EC. Se estima una
prevalencia mundial de entre un 0,5 y 1,5%, siendo mas frecuente entre las mujeres que entre

varones (1).

En las ultimas décadas la EC se ha convertido en un importante problema de salud publica, no
solamente en paises occidentales donde la incidencia es mayor, sino también en paises como
América del Sur, Asia y Oceania (5). Ademas, puede expresarse en todas las edades de la vida, a
través de un espectro variable de signos y sintomas intestinales y extraintestinales como resultado

de la activacion inmunoldgica y dafio intestinal (1).

Hace unas décadas la mayoria de los diagnosticos se realizaban en pacientes pediatricos y con
manifestaciones organicas mas severas. Sin embargo, actualmente la mayoria de los pacientes son

adultos paucisintomaticos (6,7).

1.2 DIAGNOSTICO

El diagndstico definitivo de la EC en adultos se establece con una serologia positiva junto con una
evidencia de atrofia de las vellosidades duodenales. Sin embargo, en caso de discordancia entre las
pruebas anteriores (serologia e histologia) se debe recurrir a las pruebas genéticas de
histocompatibilidad HLA (8). En cualquier caso, hasta la fecha el unico tratamiento eficaz y disponible

es la dieta exenta de gluten de por vida (7).
La biopsia intestinal sigue siendo un pilar fundamental para el diagnéstico de la EC en adultos (8).

La lesion histopatolégica se categoriza de acuerdo con la clasificacion recomendada por Marsh y
modificada por Oberhuber, considerandose una lesion tipica y diagnostica de la EC un Marsh 3,

definido como un aumento de los LIE acompafiado con atrofia de las vellosidades duodenales. Marsh



1 se considera un aumento de los LIE sin atrofia de las vellosidades y Marsh 2 un aumento de los

LIE en combinacion con hiperplasia de las criptas duodenales (8).

En la actualidad, la mayoria de los laboratorios utilizan la citometria de flujo para el analisis histolégico
de las biopsias intestinales, es una herramienta altamente sensible y especifica para el estudio de
las células intraepiteliales del intestino delgado, por lo tanto, es de eleccién en el diagndstico de la

enfermedad celiaca (9).

Gracias a esta técnica se ha establecido el patron de LIE tipico de la enfermedad celiaca,

caracterizado por un aumento de la TCRy® y un descenso de los linfocitos CD3 (10).

1.3 IMPLICACION INMUNOLOGICA DE LA IL-15, PERFORINA Y GRANZIMA B EN LA
PATOGENIA DE LA EC

Cuando se digiere el gluten de forma incompleta se forman péptidos como la gliadina, rica en prolinas
y glutaminas. Estas moléculas proteicas son digeridas parcialmente por las enzimas intestinales vy,
COmMo consecuencia, se genera una situacién de estrés sobre el epitelio intestinal, activando los
mecanismos de la inmunidad innata y la produccion de la IL-15 (11). Esta interleucina induce la
proliferacion y activacién de los LIE T CD8, que expresan receptores propios de las células NK
(natural kKiller cells): NKGD2 y CD94'NKG2A, cuyos ligandos son moléculas como MIC-A (HLA-I) y
HLA-E, respectivamente, expresadas por los enterocitos ante situaciones de estrés (12). Como
resultado, se produce una alteracion de la funcién de la barrera intestinal por la apoptosis de los
enterocitos, lo que permite el paso de estos péptidos grandes. La IL-15 también promueve la
produccion de IFN-y y la citotoxicidad dependiente de proteinas citoliticas (perforinas y granzimas)
(9,3).

Los péptidos inmundgenos, una vez procesados por la transglutaminasa tisular (TG2), son
presentados por las células presentadoras de antigeno que expresan HLADQZ2 y/o DQ8 a los
linfocitos T CD4 especificos de la lamina propia. Los linfocitos T CD4 se diferencian hacia linfocitos
Th1, que producen citocinas proinflamatorias como interleucina 2 (IL-2), interferén gamma (IFNy) e
interleucina 21 (IL-21), que favorecen, a su vez, les cambios en los LIE para que se comporten como
células citotoxicas. Por otro lado, los CD4 activados colaboran con los linfocitos B en la produccion
de autoanticuerpos contra la TG2 (13). En este trabajo pretendemos sentar las bases para el
posterior analisis de la IL-15, la perforina y la granzima B como factores inmunégenos mediadores

del dano tisular en la EC.

1.3.1 Interleucina 15 (IL-15)

La IL-15 es una citocina proinflamatoria, de la familia de citocinas de tipo | que se asocian con otras

como la IL-2, IL-7 e IL-21, cuya principal funcién es el control de la homeostasis inmunitaria mediante
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la regulacién de la activacién y proliferacion de los linfocitos T citotdxicos, neutréfilos, mastocitos y
las células NK (natural killer cells) (11). Por lo tanto, en la patogenia de la EC esta implicada tanto la

inmunidad innata como la inmunidad adaptativa (14).

La IL-15 ejerce varias funciones bioldgicas esenciales para un correcto manteamiento y
funcionamiento de multiples tipos celulares, motivo por el cual su expresion esta sujeta a una estricta
regulacion (15). Cabe sefialar su papel sobre las células NK, donde promueve su desarrollo,
diferenciacion y citotoxicidad, favoreciendo la expresion de interferon gamma (IFN-y) y factor de
necrosis tumoral alfa (TNF-a), de igual modo, que en los linfocitos T CD8 promueve la proliferaciéon

y el desarrollo de memoria inmunologica (16).

De modo similar a lo descrito anteriormente, a nivel intestinal la IL-15 promueve la supervivencia de
las células T TCRap CD8aa y TCRyd, favoreciendo la integridad epitelial y reparacién de dafio (17).
Sin embargo, en procesos inflamatorios, como en el caso de la EC, la IL-15 parece aumentar la
capacidad citolitica de las células T TCRa3 CD8ac. y TCRyd al incrementar la expresiéon de moléculas
de estrés y de receptores de células NK en los LIE (NKGD2 /CD94-NKG2A). Estos receptores NK
median la destruccion de las células epiteliales al reducir el umbral de activacion de los LIE y al
mediar directamente la citdlisis independiente de células T citotdxicas, hecho fundamental en la
patogenia de la EC. (17,18). Ademas, se ha demostrado el incremento de la expresion de IL-15y

células citotoxicas en el intestino de pacientes con EC (11).

1.3.2 Granzima B y perforina

Tanto la perforina como la granzima B pertenecen a la familia de serina proteasas que se almacenan
en los granulos de linfocitos T y células NK. Son mediadores de la citdlisis a través de los linfocitos

T citotoxicos y linfocitos NK (19).

El mecanismo de accién de las perforinas es la integracion en la membrana de la célula para inducir
la formacion de poros que causan la lisis osmaética de la célula diana. En cambio, las granzimas
penetran en la célula por endocitosis y producen la apoptosis celular a través de la activacién de

caspasas (20).

Hay un amplio conocimiento en la literatura acerca del papel de los receptores NKGD2 /CD94 y de
la IL-15 en la inmunopatogenia de la EC, sin embargo, de acuerdo con la evidencia disponible hasta
la fecha, no se ha evaluado el papel citotoxico de la granzima y perforina en la patogenia de la EC.
Por este motivo, en el presente trabajo se plantea planteamos evaluar la expresion de IL-15, perforina

y granzima B en muestras duodenales de pacientes con enfermedad celiaca.



2 HIPOTESIS Y OBJETIVOS

2.1 HIPOTESIS
Nuestra hipétesis es que el estudio de la actividad citotéxica de los LIE del duodeno humano permitira

identificar nuevos biomarcadores con utilidad diagndstica y profundizar en las bases patogénicas que

subyacen al desencadenamiento de la EC.

2.2 _OBJETIVOS

El objetivo primario que se plantea en este trabajo es desarrollar un panel sencillo de citometria que
permita estudiar la actividad citotoxica de los LIE del duodeno humano, medida por la expresion de

IL-15, perforina y granzima B. Para ello, se plantean los siguientes objetivos especificos:

o Titulacion de la dosis 6ptima de IL-15, perforina y granzima B en el panel de citometria.
e Creacion de una matriz de compensacion para este panel con todos los marcadores.

o Determinacion de los limites de positividad de los distintos marcadores en este panel.



3 MATERIALES Y METODOS

3.1 DEMOGRAFIA

Las muestras duodenales fueron obtenidas de un total de 16 individuos (10 mujeres y 6 varones) que
acudieron a la consulta del Servicio de Gastroenterologia del Hospital Clinico Universitario de
Valladolid para realizarse una endoscopia en el contexto de la practica clinica. La toma de biopsias
se realizé en 14 sujetos (10 mujeres y 2 varones) y las muestras de sangre periférica fueron
donaciones de 2 varones. La edad media de los participantes en el momento de la toma de muestras

fue de 47 anos, 40 anos entre las mujeres y 58 afios entre los varones.

3.2 POBLACION DE ESTUDIO

Se utilizaron muestras procedentes del duodeno de diversos pacientes sometidos a una endoscopia
en el servicio de Gastroenterologia del Hospital Clinico Universitario de Valladolid en el contexto de

la practica clinica habitual para el diagndstico o seguimiento de la EC.

3.3 OBTENCION DE MUESTRAS

Se obtuvo el consentimiento informado por escrito de cada uno de los pacientes participantes y dicho
consentimiento fue aprobado en el contexto del proyecto con cédigo PI._GR_20 1980 por el Comité
Etico de investigacion con medicamentos (CEIm) del Area de salud de Valladolid Este. A su vez, se
utilizaron muestras de sangre periférica obtenidas de donantes del Centro de Hemoterapia y

Hemodonacion de Valladolid.

Las biopsias obtenidas se preservaron en medio de cultivo RPMI (Medio completo de cultivo Roswell
Park Memorial Gibco) a 4°C en el hospital donde fueron extraidas. Tras su traslado al laboratorio,
parte de las muestras fueron criopreservadas en medio de congelacion a -80°C (90% disolucion
tampén salina y 10% dimetilsulféxido) y pasadas 24h se trasladaron a nitrégeno liquido. Para el

presente trabajo se utilizaron tanto nuestras frescas como muestras criopreservadas.

3.4 MATERIALES Y EQUIPAMIENTO

El material y equipamiento de laboratorio utilizados en los experimentos fueron los siguientes:

3.4.1 Materiales

Pipetas Pasteur (Fisherbrand); Micropipetas (Gilson); Tubos Falcon-15 y de 50ml (Corning Corning);
Tubos citometria 5mL polipropileno Falcon-A (Coming Brand); Placa Petri (Corning); Puntas pipetas

(Fisherbrand); Placa de pocillos de superficie plana de cultivo (Flat delta Surface).

3.4.2 Equipos
Agitador tipo Vortex (Heldolph Reax Top); Microcentrifuga “Centrifuge 5424R” (Eppendorf);
Centrifuga "Rotanta 460R” (Hettich Zentrifugen); Agitador tipo Shaker “MaxQ 4000” (Barnstead Lab-
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Line); Campana de extraccion (Thermo Scientific MSC Advantage 1.2); Bafio Térmico (BWendigen

wb6); Citémetro de flujo (Citdmetro Gallios, Beckman detectores Coulter, 3 laseres y 10).

3.5 PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS BIOLOGICAS

3.5.1 Aislamiento de células mononucleares de sangre periférica (CMSP)

El procedimiento se realiz6 bajo condiciones de esterilidad partiendo de una muestra de capa
leucoplaquetaria. Se realizé una dilucién del volumen de sangre en solucién PBS (disolucion tampén
salina sigma-Aldrich) estéril se obtuvieron las CMSP mediante un gradiente discontinuo: con ayuda
de una pipeta pasteur se afnadié la solucion de sangre-PBS sobre el volumen de Ficoll-Paque Plus
en proporcion 3:1. Posteriormente, se centrifugé a 800g durante 30 minutos, 4°C sin freno, y se

recogio el halo de células creado en la fase entre el plasma y el ficoll.

Finalmente, se centrifugd diluido en 10ml de RPMI durante 5 minutos 4°C a 400g con freno.

3.5.2 Aislamiento de linfocitos intraepiteliales (LIE)

Se utilizaron biopsias duodenales criopreservadas en medio de congelaciéon y conservadas en un
tanque de nitrégeno liquido. Los crioviales se descongelaron en un bafio a 37°C. Posteriormente, las
biopsias se pasaron a una placa Petri con HBSS (solucién salina equilibrada Thermo Scientific Pierce
Hanks Gibco). Con ayuda de una pipeta pasteur, las muestras se pasaron a un tubo falcon de 15ml
con 5ml del medio de aislamiento de LIE, DTT (Ditiotreitol) /EDTA (Acido etilendiaminotetraacético
disédico) (1mM DTT y 1mM solucion de EDTA en RPMI).

A continuacion, se incubd durante 30 minutos a 37°C y 250rmp en un agitador orbital. Después, se

transfirié la solucion a un falcon de 50ml mediante un filtro celular de 100um.

Se repitié la incubacion del tejido residual en el agitado orbital y posteriormente se filtré la solucién
con una malla de 100um. Por ultimo, la solucion obtenida en ambas incubaciones se centrifugd a
400g durante 5minutos a 4°C con freno, se aspiré el sobrenadante y posteriormente se resuspendio

el pellet agitando en el vortex durante 10 segundos.

3.5.3 Cultivo celular

En los experimentos de estimulacion, tanto con las muestras duodenales como con CMSP, se
cultivaron 1x10° células/ml en AIM-V (Serum Free medium, Gibco) en placas de 24 pocillos. La
incubacion se realizé durante 18h a 37°C, 5% CO2 con LPS (dilucion 1:10) e IL-15 como factores

estimulantes.

En las ultimas 4h de incubacién se afiadid monensina (BioLegend) 1X en cada uno de los pocillos.



3.5.4 Tincion extracelular.

La suspension celular se llevo a 1ml de volumen con FACS buffer (Disoluciéon de citometria: 1 mM
de etilendiaminotetraacético disddico y 0.02% azida sddico en Disolucion tampédn salina) y con ayuda

de una pipeta se traspaso el contenido celular a un tubo de citometria.

Seguidamente se afadio 0,5ul de tincion de viabilidad celular, (LIVE/DEAD™ Fixable Near-IR Dead
Cell Stain Kit), y se incub6 durante 30s a temperatura ambiente. A continuacion, se centrifugé durante

5 minutos a 400g, 4°C con freno, se retird el sobrenadante y el pellet celular se resuspendié.

Después, se bloquearon las uniones inespecificas mediante la incubaciéon de las células en una
dilucion de 100ul de FACS-buffer y 2ul de FcBlock (tincion bloqueante de receptores Fc, Becton

Dickinson) durante 10minutos en oscuridad a temperatura ambiente.

Posteriormente, se lavd afnadiendo 1ml de FACS-buffer, se centrifugd durante 5Sminutos a 400g, 4 °C

con freno, se retird el sobrenadante y se resuspendi6 el pellet celular.

Para la tincion celular se afiadieron 100ul de una suspension de anticuerpos marcados con
fluorocromos (Tabla1) diluidos en FACS Buffer. Se incub6 durante 20 minutos a 4°C en oscuridad.
Posteriormente se afadié FACS-buffer, se centrifugd durante 5 minutos a 400g, 4°C con freno. Tras
retirar el sobrenadante, el pellet celular se resuspendi6 en 250ul de paraformaldehido al 2% (dilucién
de paraformaldehido Protocol al 10% con FACS buffer) se incub6é durante 10minutos a 4°C en

oscuridad, para fijar las células. Nuevamente se lavd con tampdn FACS-buffer.

Finalmente, el pellet celular se resuspendié en 500ul de FACS-buffer y se conservaron las células a

4°C hasta su adquisicion en el citometro de flujo.

Tabla 1. Tincién extracelular

50 FITC Tyd BD B1

800 PE-Cy7 CD45 BD HI30 (RUO)
400 APC CD3 BioLegend HIT3a

200 BV510 CD8 BioLegend RPA-T8
800 BVv421 CD7 BD M-T701

100 Alexa700 CD4 BioLegend A161A1

3.5.5 Tincidn intracelular

En los casos en los que se realizaron tinciones intracelulares, éstas se llevaron a cabo después de
la tincion extracelular, pero antes de su fijacién con paraformaldehido. Para ello se anadié una

solucién de FACS-buffer y se lavo (centrifugacion durante 5 minutos a 400g, 4°C con freno). Tras
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retirar el sobrenadante, se resuspendio el pellet de células en 100pl de reactivo A (FIX & PERM
MEDIUM A Life Technologies) para fijar la tincion extracelular y se incub6 durante 15minutos a

temperatura ambiente en oscuridad. Tras este tiempo, se lavdé nuevamente en tampon FACS-buffer.

Posteriormente, el pellet celular se resuspendié en 100ul de una suspensién de anticuerpos diluidos
en Reactivo B (FIX & PERM MEDIUM B Life Technologies) (tabla 2), y se incubd durante 20 minutos
a temperatura ambiente en oscuridad, se lavé nuevamente aplicando la misma metodologia descrita

previamente

Tabla 2. Tincién intracelular

50 PerCP Cy5.5 Perforina BioLegend dG9
50 PE Dazzle 594 Granzima B | BioLegend QA16A02
50 PE IL-15 RD 34559

3.6 ANALISIS DE DATOS

La adquisicién de las tinciones se realizé en el citometro de flujo Beckman Coulter Gallios FC500,
cuyos resultados fueron analizados mediante el software FlowJo version 10.8.1. En todos los casos

se realiz6 un analisis funcional y fenotipico los LIE.



4 RESULTADOS

4.1 ESTRATEGIA DE IDENTIFICACION DE LINFOCITOS INTRAEPITELIALES (LIE).

Para el andlisis se adquirieron todas las muestras en el citdmetro de flujo Gallios FC500 (Beckman
Coulter) y se analizaron con medidas directas para obtener informacién sobre el tamario celular (FS),
la complejidad o granularidad celular (SS) y fluorescencia (FL). Se utilizé el software FlowJo 10.3
para el analisis de datos. Para mejorar la precision en la identificacién de la poblacién de LIE y
distinguirla de otras subpoblaciones linfocitarias presentes en la muestra, se llevaron a cabo una
serie de acotaciones denominadas "gatings". Estos procedimientos analiticos permitieron obtener

datos mas precisos y confiables para el posterior analisis y la interpretacion de los resultados.

La estrategia de identificacion de las poblaciones de interés se muestra en la figura 1. En primer
lugar, se identificaré la poblacion leucocitaria como CD45 y baja granularidad, posteriormente se

descartaron los dobletes y finalmente se seleccionaron las células viables.

En el andlisis de leucocitos, fue necesario realizar la discriminacion de dobletes y seleccion de
singletes (fig.1). Para ello, se seleccionaron los LIE vivos mediante la tincion de viabilidad para tenir
las células muertas. Este procedimiento es importante, ya que las células no viables pueden interferir
con los resultados. La subpoblacion negativa representa las células vivas, mientras que la positiva
representa las células muertas. Por ultimo, dentro de la fraccidon de LIE viables, identificamos las
células CD3 y Tyd (fig.2), dentro de las cuales se determinara la expresién de IL-15, granzima B y

perforina mediante la titulacién.

1.0M < L 280K Single Cells ]
1 PR 971

800K — ELs

200K =
1142 1

00K = 150K =

100K =
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200K

e e L e e T e e I B e e |
0 200K 400K GO0K 800K 1,06 1] 200K 400k BOOK 200K 1,00

Comp-FLS-A :: CD45 PECYT FS-AFSINTLIN FS-A  FSINT LIN

Figura.1: ESTRATEGIA DE IDENTIFICACION DE LOS IEL: A) Caracterizacién de leucocitos con el
marcador CD45. B) Discriminacion de dobletes y seleccion de singletes. C) Identificacion de células viables
(viabilidad-)
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Figura2: ESTRATEGIA DE IDENTIFICACION CD3 Y Tyé.

4.2 TITULACIONES.

Para la optimizacién del panel se determiné la concentracion adecuada de anticuerpo necesaria para
observar la expresion de los marcadores bajo estudio. En este caso, la IL-15, Granzima B y perforina
son los unicos anticuerpos del panel que no estaban ya en uso y, por tanto, titulados por el laboratorio.
Los resultados de las diluciones seriadas de 1:50; 1:100; 1:200; 1:400; 1:800, se recogen en la figura
Suplementaria 1. Dado que para las 3 moléculas los mayores niveles de expresién se encontraban
a la dilucién 1:50, fue esta la que se tomd como referencia optima para realizar los experimentos,

como se muestra en la Figura 3.
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Figura.3: TITULACIONES DILUCION 1:50: Granzima B; IL-15; perforina.

Sin embargo, y dada la baja expresion Granzima B IL-15 y perforina observada en la primera
titulacion, se llevaron a cabo nuevas titulaciones utilizando estimulos (LPS e IL-15) y ampliando el
numero de diluciones (1:10; 1:25; 1:50: 1:100) (Figura Suplementaria 2). Sin embargo, los resultados
de estas titulaciones mostraron una vez mas una baja expresividad en todos los casos y sin

diferencias significativas entre las distintas diluciones.
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Comp-FL4-A :: Perforina

Comp-FL4-A :: Perforing

Para estimular las células, se utilizaron LPS en dos concentraciones diferentes (100 ng/ml y 200

ng/ml) y también se utiliz6 IL-15 en una concentracion de 50 ng/ml (Fig. 4, 5 y 6). Se observé que, al

estimular las células con LPS 100 ng/ml, la visibilidad disminuye a medida que la concentracion se

reduce, pero no se aprecian diferencias significativas entre las distintas concentraciones. Estos

mismos resultados se observaron tanto cuando las células se estimularon con LPS 200 ng/ml como

con IL-15 50 ng/ml. Por lo tanto, se decidid seleccionar la dilucion estandar en citometria, que es la

dilucion 1:50, en todos los casos.
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4.3 CONTROL DE ANTICUERPO

Dada la baja expresion de citocinas observada en las muestras, se realiza una comprobacion del
correcto funcionamiento de uno de los anticuerpos: IL-15 PE. Tras comparar la expresion del mismo

con IL-15 Alexa Fluor 594, se determina que el marcaje con IL-15 PE es fidedigno.

No se realizaron comprobaciones similares con los anticuerpos para las otras dos citocinas debido a
falta de stock.

4.4 DETERMINACION INTRACELULAR DE IL-15

Tras la ausencia de expresiéon extracelular de IL-15 apreciada hasta el momento, se plante6
determinar si era mas conveniente evaluar su expresion intracelular. Como resultados observamos
una nula expresidon en ambos casos, sin diferencia alguna entre ambos casos, como se puede

apreciar en la figura 7.

Intracelular Extracelular

80 =

) 4

60 =

100 —

Court
Count

Comp-FL2-A :: IL15RA PE Comp-FL2-A 2 IL15RA PE

Figura.7: MARCAJE DE IL-15 INTRACELULAR Y EXTRACELULAR. Se representa el
marcaje de IL-15 en IEL provenientes de 3 pacientes distintos (paciente 1 en color rojo, paciente 2 en
color naranja y paciente 3 en color azul).

45 MATRIZ DE COMPENSACION

Para eliminar la superposicion espectral en nuestro panel de marcadores, realizamos una matriz de
compensacion. Para ello, se utilizd una serie de bolas de captura de antigenos para analizar
individualmente 9 de los 10 marcadores del panel (FITC>Tgd, PE>IL-15PE-Dazzle 594> Granzima
B, PerCP-CY5.5>Perforina, PE-Cy7->CD45, APC->CD3, BV510->CD8, BV421->CD7,
Alexa700->CD4), en cuanto al marcador de viabilidad, se utilizd una mezcla de células vivas y
muertas tras ser mantenidas a 95°C durante 5 minutos. De esta manera, se generé una matriz de
compensacion (Figura Suplementaria 3) mediante el software del citdmetro, que permitié corregir las
interferencias entre los diferentes canales. De esta forma, se garantizé la adecuada cuantificaciéon

de la intensidad de florescencia de cada fluoréforo.
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4.6 DETERMINACION DE LOS LIMITES DE POSITIVIDAD.

Para la construccion y evaluacion de paneles multicolor de citometria de flujo, es fundamental realizar
controles de fluorescencia menos uno (FMOs, sus siglas en ingles). Esta técnica consiste en

determinar donde se van a fijar los limites de positividad de cada anticuerpo.

El procedimiento se basa en el marcaje de células con todos los anticuerpos conjugados menos uno,
al se va a avaluar. De este modo, analizamos los limites de positividad de cada anticuerpo. En la
figura 8, se pueden apreciar los controles FMOs de Tgd, CD45" y en la figura 9, los limites de IL-15,

perforina y granzima B.

L Net] az
8,51 018

S5-A: 55 INTLIN

Comp-FL1-A 2 Tgd FITC

Comp-FLE-A 0 CD3 APC Comp-FLS-A 0 CD45 PECY7

Figura.8 CONTROLES FMOS PARA MARCADOR CD3 y CD45.
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=
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Comp-FLE-A © CD3 APC Comp-FLB-A 2 CD3 APC Comp-FLE-& 2 CD3 APC

Figura.9: CONTROLES FMOS PARA LOS MARCADORES DE IL-15, PERFORINAy
GRANZIMA B

En vista de la ausencia de una poblacion positiva para IL-15 perforina y granzima B, se repite el
ensayo anadiendo monensina, un bloqueador del transporte intracelular a nivel del aparato de Golgi,
con la finalidad de mejorar la expresion de citocinas intracelulares cuando es afadido en las ultimas
horas del cultivo celular. En consecuencia, se afiadi® monensina durante las ultimas cuatro horas del
cultivo celular en una fraccién de las células, sin embargo, no se aprecio la presencia de perforina ni

de granzima B en las células (fig.10).
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Figura.10: TINCION CON FMOS DE CITOCINAS INTRACELULARES (GRANZIMA B Y PERFORINA) CON
MONENSINA

4.7 _DETERMINACION DE IL-15 EN CMSP

Finalmente, para determinar si el marcaje de IL-15 extracelular mediante citometria de flujo puede

aplicarse a muestras distintas de los LIE, analizamos su expresién en CMSP. En un segundo

experimento se cultivaron las células con estimulo de 100 ng/ml de LPS, incluyendo un FMO de IL-

15, en ambos casos se aprecié baja expresion de IL-15 en las CMSP (fig. 11).
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Figura 11. EXPRESION DE IL-15 EN CMSP. Tincién FMO IL-15 en CMSP
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5 DISCUSION DE LOS RESULTADOS

Este trabajo tuvo como objetivo desarrollar un panel sencillo de citometria de flujo para analizar la
actividad citotoxica de los linfocitos intraepiteliales del duodeno humano, en relacién con la expresion
de las moléculas IL-15, perforina y granzima B, con el fin de encontrar nuevos biomarcadores para

el diagndstico de la enfermedad celiaca y profundizar en su origen inmunopatogénico.

Los resultados obtenidos muestran una baja expresividad de IL-15, perforina y granziama B en todos
los casos. A pesar de realizar mas titulaciones vy utilizar diluciones mas bajas, la expresion de los
marcadores se mantuvo baja y sin hallar diferencias significativas entre las diferentes
concentraciones. De este modo, en este trabajo no se ha podido demostrar que la estimulacion con
LPS e IL-15 favorezca la liberacion de marcadores de citotoxicidad celular en LIE y en CMSP. No
obstante, otros trabajos han asociado la sobreexpresion de IL-15 en LIE con la inmunopatogenia de
la enfermedad celiaca y la activacion de células T intraepiteliales en la mucosa intestinal de pacientes
en EC (11, 21, 22).

De igual modo, un estudio realizado por Di Sabatino et al. (23) demostré que la estimulacion con IL-
15 mejoré significativamente la liberacién de granzima B (IL-15) en pacientes con EC no controlada,
y que la presencia de IL-15 en LIE y CMSP era significativamente mayor en estos pacientes. Ademas,
otros estudios también han demostrado que la expresidn moléculas citotdéxicas, puede estar

aumentada en LIE de pacientes con EC tras la estimulacion con IL-15 (24, 25).

Ademas, por un lado, la ausencia de expresion intracelular de IL-15 lleva a cuestionarse la necesidad
de anadir monensina para la visualizacion de los marcadores intracelularmente, sin embargo, los
resultados del presente estudio indican que la falta de visualizacion de los marcadores no se debe a
la falta de uso de monensina, por lo tanto, en futuros estudios se planteara la necesidad de afadir

otros agentes bloqueadores del transporte intracelular, como la brefeldina o la cicloheximida.

Por otro lado, la comprobacion del correcto funcionamiento de los anticuerpos es una medida de
control importante que se debe implementar en los experimentos de inmunofenotipado celular. En
este caso, se realizé una comprobacion especifica para el anticuerpo de IL-15 PE y este control se
llevé a cabo para asegurarse de que la baja expresion de los marcadores observada en las muestras

no era debido a un problema en el funcionamiento del anticuerpo.

El hecho de que se haya determinado que el marcaje con IL-15 PE es fidedigno, proporciona
confianza en los resultados obtenidos y permite descartar la posibilidad de que los resultados
negativos en la expresiéon de las moléculas sean debidos a un problema en la deteccion con
anticuerpos. Sin embargo, el hecho de que no se hayan realizado comprobaciones similares con los
anticuerpos para los otros dos marcadores debido a la falta de stock es constituye una limitacion del

estudio. La falta de control en la deteccion de estas moléculas puede generar cierta incertidumbre
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en la interpretacion de los resultados. Por lo tanto, en futuros trabajos es recomendable contar con
suficiente stock de los anticuerpos necesarios para realizar los controles necesarios y asegurar la

validez de los resultados obtenidos.

Aunque los resultados obtenidos no son concluyentes para el desarrollo del panel de citometria que
permita estudiar la actividad citotéxica de los LIE del duodeno humano, la construccién de una matriz
de compensacioén y la determinacion de los limites de positividad con FMOs son pasos esenciales
en el desarrollo de un panel de citometria de flujo para el analisis de linfocitos intraepiteliales (26) y
pueden mejorar significativamente la precision y la fiabilidad de los resultados obtenidos en el analisis
de estas células, por lo tanto, son fundamentales para el diagnostico inmunopatologico de la

enfermedad celiaca y otros trastornos relacionados con el sistema inmunoldgico.

Existen multiples evidencias que respaldan la produccion de IL-15, perforina y granzima B por los
LIE, y la posibilidad de detectarlos tanto a nivel genémico como a nivel proteico. Por ejemplo, un
estudio realizado por Meresse et al. (25) utilizando técnicas de inmunohistoquimica, demostro la
presencia de estos marcadores en células intraepiteliales de pacientes con EC. Ademas, varios
estudios han utilizado PCR en tiempo real para demostrar la expresion de estos genes en los
linfocitos intraepiteliales (27,28). En relacion con esto, en futuros estudios seria conveniente
comprobar mediante ELISA (por su acronimo del inglés Enzyme-Linked-Immuno Sorbent-Assay) la
expresion de estas proteinas en células intraepiteliales, de igual modo, para mejorar la sensibilidad
de la deteccion, se recomienda el uso de un anticuerpo secundario para amplificar la sefial y asi

lograr el objetivo deseado.
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6 CONCLUSION

Con los resultados obtenidos en este estudio, se descarta la tincion extracelular de IL-15 y la tincién
intracelular de granzima B y perforina mediante citometria de flujo en los linfocitos intraepiteliales

como modelo para el estudio de la citotoxicidad.

Sin embargo, es importante tener en cuenta que esta conclusion se basa en los experimentos
realizados en este estudio en concreto. Se necesitarian mas investigaciones para determinar cual es

la mejor manera de evaluar la expresién de IL-15, perforina y granzima B en la enfermedad celiaca.
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GLOSARIO DE TERMINOS

= EC: Enfermedad celiaca

= HLA: Antigenos leucocitarios humanos

= LIE: Linfocitos intraepiteliales

= CMSP: Células mononucleares de sangre periférica

= TCRYyd: Receptor de células T gamma-delta

= TCRap: Receptor de células T alfa-beta

= CD: Antigenos de diferenciacion (cluster of differentiation, en inglés)

= |L-15: Interleucina 15

= |L-2: Interleucina 2

= |L-21: Interleucina 21

» Linfocitos NK: Linfocitos naturales killer

= NKGD2: Receptor activador de células natural killer grupo 2, miembro D

= |FN-y: Interferon gamma

= TG2la: Transglutaminasa tisular A

» TNF-a: factor de necrosis tumoral alfa

= FMOs: Controles de fluorescencia menos uno (Fluorescence Minus One, en inglés)
= PCR: Reaccion en Cadena de la Polimerasa

=  ELISA: Enzimoinmuno analisis de adsorcion (Enzyme-Linked-Immuno Sorbent-Assay, en

inglés)
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ANEXOS: MATERIAL SUPLEMENTARIO

Figura Suplementaria 1: Titulaciones de anticuerpos para IL-15, Granzima B y perforina con
diluciones seriadas de 1:50; 1:100; 1:200; 1:400; 1:800.
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Figura Suplementaria 2: Titulaciones de anticuerpos para Granzima B y perforina con diluciones
seriadas de 1:10; 1:25; 1:50; 1:100.
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Figura Suplementaria 3: Matriz de compensacion
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EL DUODENO HUMANO
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INTRODUCCION RESULTADOS 1

Los linfocitos intraepiteliales (LIE), se encuentran entre las 3 ! 3 !
células epiteliales, son la primera linea de defensa del sistema i T v g g
inmune en la mucosa intestinal. Por tanto, una mayor : L] - : i retova
comprension de su perfil inmunolégico en la enfermedad i : 3 "
celiaca (EC) puede ser de gran interés para comprender todos R S LA
los mecanismos inmunes que se desencadenan en la EC. 5 Wy i LI
s Disefiado en Biorander.com ‘Iim_qwlim e s “:mn.rls.\‘n‘cm e & - ‘m; &
¢ o R { Fig2: CONTROLES FMOS PARA LOS MARCADORES DE
IL-15, PERFORINA y GRANZIMA B
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Figl. RESPUESTA INMUNITARIA FRENTE AL GLUTEN

OBJETIVO Fig3: TINCION DE MARCADORES INTRACELULARES

(GRANZIMA B Y PERFORINA) CON MONENSINA

Desarrollar un panel de citometria que permita estudiar la
actividad citotoxica de los LIE del duodeno humano medida por
la expresion de IL-15, perforina y granzima B.

MATERIAL Y METODOS

POBLACION DE ESTUDIO
O Biopsias duodenales de pacientes con EC
O Muestras de sangre periférica de donantes. P e e PR i e ey e
PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS BIOLOGICAS
O Aislamiento de células mononucleares de sangre periférica Fig4: TITULACIONES DILUCION 1:50: GRANZIMA B; IL-15;
(CMSP). PERFORINA
Aislamiento de LIE.
Cultivo celular.
Tincién extracelular.
Tincioén intracelula.r
ANALISIS DE DATOS
La adquisicion de las tinciones se realizé en el citémetro de flujo
Beckman Coulter Gallios, cuyos resultados fueron analizados
mediante el sofware FlowJo versién 10.8.1.
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Fig5.TITULACION CON ESTIMULACION LPS 100 NG/ML.
DILUCION 1:50. PERFORINA. GRANZIMA B. IL15

RESULTADOS 2

En la optimizacion del panel se han ajustado los limites de positividad para IL-15, perforina y granzima B (Figuras 2 y 3). Ademas, se determin6
que las diluciones 1/50 son las mas adecuadas para la deteccion de estos marcadores (Figuras 4 y 5). Sin embargo, resulta relevante destacar
que no se han identificado poblaciones de LIE que expresen IL-15, granzima B y perforina usando citometria de flujo, tanto en condiciones
basales como en presencia de estimulacion.

Con los resultados obtenidos en este estudio, se descarta la tincién extracelular de IL-15 y la tincién intracelular de granzima B y perforina
mediante citometria de flujo en los LIE como modelo para el estudio de la citotoxicidad.
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