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“Somos mdquinas de supervivencia,
automatas programados a ciegas
con el fin de perpetuar la existencia
de los egoistas genes que
albergamos en nuestras células.”

Richard Dawkin

“Aquello que cada uno de nosotros es,
en cada momento de su vida,

es la suma de sus elecciones previas.
El hombre es lo que decide ser.”

Jean-Paul Sartre
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SUMMARY

Secondary lymphoid organs (SLOs) originate during embryonic development
through a close interaction between lymphoid tissue inducer cells (LTi cells) and
lymphoid tissue organizers cells (LTo cells). This interaction results in the
proliferation and maturation of both cell types, and the expansion of the SLO
germinal primordium. Subsequently, B and T Ilymphocytes arrive to the
primordium, the lymphoid microdomains are organized and LTo cells differentiate
into Follicular Dendritic Cells (FDC), Marginal Reticular Cells (MRC) or Fibroblastic
Reticular Cells (FRC), depending on the region of SLO.

In this thesis, we obtain cell lines of tonsil stromal cells (TSC) and, for the
first time in humans adult SLOs, we identified a cell population with a phenotype
similar to murine LTo cells (Podoplanin®, CCL19%, CCL21%, CXCL13", TRANCE", ICAM-
1%, VCAM-1" and IL-7%), and, like LTo cells, they can also adhere and rescue from
apoptosis to lymphoid cells. Moreover, these cell lines express mesenchymal stem
cells (MSC) markers (CD10°, CD29°, CD44', CD73%, CD271%, c-Kit", Nestina®,
NAGOG®, STRO-1%, and OCT-3/4%) and they can be differentiate into other

mesenchymal lineage cell types.

Furthermore, a perivascular origin of TSC is proposed, since they express
markers associated to pericytes (aSMA®, CD146°, MFG-E8*, PDGFRB" and VWFY)
and angiogenic factors mRNA (Angiopoyetine-1*, HGF', PGF" and VEGF'). We also
study tonsil cryosections by confocal microscopy and we identified aSMA*, MFG-

E8" and CD146" cells around blood vessels.

On the other hand, we evaluated the effect of factors involved in the SLOs
stromal cells differentiation on TSC. We show that LTqs, and TNF produce a
decrease in PDGFRP expression and in cell proliferation, while characteristics
associated to LTo cells are enhanced (CCL19, TRANCE and adhesion molecules are
upregulated, and the ability to adhere lymphocytes increases), but we found no
evidence of differentiation into any of the three adult stromal cell types. In order to
induce FDC differentiation, the TSC were treated with retinoic acid, anti-CD40, IL-17
and IL-21, alone or in combination with LTa1B2 and TNF, although none of these
treatments induced CD21 or CD35, typical markers of FDC.



SUMMARY

Finally, the relationship between FDC and decidual stromal cells (DSC) was
also studied. They are two types of stromal cells apparently distant and distinct,
but they have many properties in common: both cell types share the expression of
antigens, exhibit hematopoietic cell support activity and cell contractility. Their
antigen phenotype and hematopoietic cell support activity also relate these cells
with mesenchymal stem cells (MSC). In this work we analyze these relationships by
studying distinctive characteristics of each cell type in the other two cell types. Like
MSC, FDC and DSC show fibroblast morphology in culture and express markers
associated to MSC (CD10, CD29 or CD73. However, DSC and FDC exhibited
characteristics not observed in MSC: DSC expressed FDC-associated antigens CD14,
CD21 and CD23, BAFF, a distinctive FDC molecule, and secreted CXCL13, a cytokine
characteristic of FDC. Moreover, DSC lines but not MSC lines inhibited the
spontaneous apoptosis of B lymphocytes, a typical functional activity attribute of
FDC. FDC, like DSC, but in contrast to MSC, under the effect of progesterone and
cAMP (factors involve in the differentiation of DSC) change their fibroblastic
morphology to a rounder shape and secrete prolactin. According to that, it can be
suggested that the DSC and the FDC share a common precursor in MSC, and this

precursor acquires new capacities in the peripheral tissues.
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RESUMEN

Los Organos Linfoides Secundarios (SLOs, secondary lymphoid organs) se
originan durante el desarrollo embrionario a través de la interaccion entre las
células inductoras de tejido linfoide (LTi, lymphoid tissue inducer) y las células
organizadoras de tejido linfoide (LTo, lymphoid tissue organizer). Dicha interaccién
determina un ciclo de retroalimentacién positiva en el que las células LTiy LTo se
estimulan mutuamente, permitiendo la expansion del primordio germinal del SLO.
Posteriormente, con la llegada de los linfocitos B y T, se produce la organizacion de
los microdominios linfoides y la diferenciacidon terminal de las células LTo hasta
Células Dendriticas Foliculares (FDC, follicular dendritic cells), Células Reticulares
Marginales (MRC, marginal reticular cells) o Células Reticulares Fibrobldsticas (FRC,

fibroblastic reticular cells), dependiendo de la regién del SLO.

En esta tesis doctoral, se demuestra, por primera vez en SLOs adultos
humanos, la existencia de una poblacidon celular con un fenotipo similar al de las
células LTo de ratén (Podoplanina®, CCL19", CCL21%, CXCL13", TRANCE®, ICAM-1%,
VCAM-1, IL-7%) a través de la obtencién de lineas de células estromales de
amigdalas (TSC, tonsil stromal cells). Al igual que las células LTo de ratén, estas
lineas también son capaces de adherir y rescatar de la apoptosis a células linfoides.
Las TSC, ademds, muestran caracteristicas asociadas con las células madre
mesenquimales (MSC, mesenchymal stem cells), como su fenotipo (CD10", CD29",
CD44*, CD73%, CD271%, c-Kit", Nestina®, NAGOG®, STRO-1', y OCT-3/4") o su

capacidad para diferenciarse en otros tipos celulares del linaje mesenquimal.

Por otro lado, se propone un origen perivascular de las TSC, pues éstas
expresan marcadores asociados a pericitos (aSMA*, CD146°, MFG-E8", PDGFRB" y
VWF') y, mediante el estudio de criosecciones de amigdala por microscopia
confocal, se identifican en torno a los vasos sanguineos células aSMA*, MFG-E8" y
CD146". Ademas, en las lineas celulares, se detecta la expresion de ARNm de

factores angiogénicos (Angiopoyetina-1*, HGF', PGF" y VEGF").

A continuacién, se evalua el efecto sobre las TSC de distintos factores
implicados en la diferenciacién de las células estromales de los SLOs. Asi, se

muestra como la LTqip, ¥ €l TNF producen una disminucidn en la expresion del
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marcador de pericitos PDGFRB y en la proliferacion celular, mientras las
caracteristicas asociadas con las células LTo se ven potenciadas (aumenta la
produccién de CCL19 y TRANCE, la expresion de moléculas de adhesion vy la
capacidad de retener linfocitos); sin embargo, no se observa ningun indicio de
diferenciacion en alguno de los tres tipos celulares adultos. Ademas, con la
intencion de inducir la diferenciacién hasta FDC, las TSC se tratan con acido
retinoico, anti-CD40, IL-17 e IL-21, solos 0 en combinacidn con LTqp, Y TNF, aunque
ninguno de estos tratamientos consigue inducir la expresiéon de CD21 6 CD35,

marcadores caracteristicos ambos de FDC.

Finalmente, se profundiza en la relacion existente entre las FDC y las células
estromales deciduales (DSC, decidual stromal cells), dos tipos celulares
aparentemente distantes y distintos que comparten la expresion de ciertos
marcadores antigénicos, tienen capacidad contractil y regulan la funcion de células
de origen hematopoyético, propiedades que, ademas, las relacionan con las MSC.
Asi, se observa que las FDC y las DSC muestran, en cultivo, una morfologia
fibroblastica y expresan marcadores antigénicos asociados con MSC (CD10, CD29 6
CD73); sin embargo, estos dos tipos celulares presentan caracteristicas no
observadas en MSC, como la expresidon de los marcadores asociados a FDC: CD14,
CD21, CD23, BAFF y CXCL13. Ademas, las lineas de DSC, pero no las MSC, inhiben la
apoptosis espontanea de linfocitos B, una capacidad tradicionalmente atribuida a
las FDC. Por su parte, las FDC, pero no las MSC, pueden diferenciarse in vitro bajo la
presencia de progesterona y cAMP, factores involucrados en la diferenciacion
(decidualizacion) de las DSC. En estas condiciones, la morfologia de las DSC y FDC
cambia de fibroblastica a redondeada y secretan prolactina. Todo esto sugiere que
las DSC y las FDC comparten un precursor comun, las MSC, que adquiriria

capacidades distintas en cada uno de los tejidos.
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aSMA: Actina de Musculo Liso a (o« Smooth Muscle Actin)

APC: Célula Presentadora de Antigeno (Antigen Presenting Cell)

cAMP: Adenosin Monofosfato-3,5 ciclico (3°-5cyclic Adenosine Monophosphate)
BAFF: Factor activador de células B (B-cell activating factor)

BM-MSC: Células Estromales Mesenquimales de Médula Osea (Bone Marrow

Mesenchymal Stromal Cells)
Célula LTi: Célula Inductora de Tejido Linfoide (Lymphoid-Tissue induzer cell)

Célula LTo: Célula Organizadora de Tejido Linfoide (Lymphoid-Tissue organizer cell)
Célula Tfh: Célula T colaboradora folicular (Follicular helper T cell)

DC: Célula Dendritica (Dendritic Cell)

DSC: Células Estromales Deciduales (Decidual Stromal cells)

FDC: Células Dendriticas Foliculares (Follicular Dendritic Cells)

FF: Fibroblastos de Prepucio (Foreskin Fibroblast)

FGF: Factor de Crecimiento Fibroblastico (Fibroblastic Growth Factor)
FRC: Células Fibroblasticas Reticulares (Fibroblastic Reticular Cells)

HEV: Venulas de Endotelio Alto (High Endothelial Venules)
HGF: Factor de Crecimiento de Hepatocitos (Hepatocites Growth Factor)

IDO: Indolamina 2,3-dioxigenasa

IFN: Interferdn

IL: Interleucina

LN: Ganglio Linfatico (Lymphatic Node)
LT: Linfotoxina

MALT: Tejido Linfoide Asociado a Mucosas (Mucosa-Associated Lymphoid Tissue)

11


http://en.wikipedia.org/wiki/Mucosa

ABREVIATURAS

MFG-E8: Factor de Crecimiento Epidermico de los Globulos de Grasa de la Leche 8 (Milk
Fat Globule Epidermal growth factor 8)

MHC: Complejo Principal de Histocompatibilidad (Mayor Histocompatibility Complex)
MRC: Células Reticulares Marginales (Marginal Reticular Cells)

MSC: Células Estromales Mesenquimales (Mesenchymal Stromal Cells)

p-MHC: Peptido unido a MHC

PALS: Vaina Linfoide Periarteriolar (Periarteriolar Lymphatic Sheath)

PDGFRp: Receptor B del Factor de Crecimiento Derivado de Plaquetas (Platelet-Derived
Growth Factor Receptor 8)

PGF: Factor de Crecimiento Placentario (Placental Growth Factor)
PRL: Prolactina

RA: Acido Retinoico (Retinoic Acid)

S1P: Esfingosina-1-Fosfato (Sphingosine-1-Phosphate)

SCS: Seno Subcapsular (Subcapsular Sinus)

SD: Desviacion Estandar (Standard Deviation)

SLO: Organo Linfoide Secundario (Secondary Lymphoid Organs)

TLO: Organo Linfoide Terciario (Terciary Lymphoid Organs)

TRANCE: Citocina inducida por Activacion Relacionada con el TNF (TNF-Related Activation-
induced cytokine)

TNF: Factor de Necrosis Tumoral (Tumoral Necrotic Factor)
TSC: Células Estromales de Amigdala (Tonsil Stromal Cells)

VEGF: Factor de Crecimiento Endotelial Vascular (Vascular Endothelial Growth)

VWEF: Factor de Von Willebrand (Von Willebrand Factor)
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INTRODUCCION

El sistema inmunitario adaptativo de los vertebrados se basa en la
generacion aleatoria de un vasto repertorio de receptores linfociticos, expresados
de forma clonal. La aparicion de este sistema determind la evolucidn de tejidos y
d0rganos especializados, los cuales, en base a un criterio funcional, pueden ser
divididos en dos categorias principales: primarios y secundarios. En los Organos
Linfoides Primarios, como la medula 6sea de mamiferos o el timo, tiene lugar la
formacion del repertorio primario de linfocitos; en cambio, los Organos Linfoides
Secundarios son responsables de la coordinacién de la respuesta inmunitaria,
siendo el lugar en el que las células linfoides se disponen, a la espera de entrar en
contacto con su antigeno especifico. Ademas, durante los procesos inflamatorios,
pueden aparecer tejidos linfoides funcionalmente equivalentes a los secundarios,
siendo estos denominados Organos Linfoides Terciarios (Boehm et al. 2012,
Hofmann et al. 2010).

1.LOS ORGANOS LINFOIDES SECUNDARIOS: ESTRUCTURA Y
FUNCIONES

Los Organos Linfoides Secundarios (SLOs, secondary lymphoid organs)
constituyen una red diversa y compleja de tejidos anatémicamente diferentes, que
actuan como filtros, atrapando y concentrando antigenos. De este modo, los SLOs
facilitan la interaccién entre las células inmunitarias y los microorganismos,
brindando todos los factores requeridos para la iniciacion de una respuesta

inmunitaria efectiva.

Cuando un patogeno atraviesa las barreras fisicas del cuerpo, éste intenta
dispersarse a través del hospedador, buscando lugares en los que poder sobrevivir
y multiplicarse. Asi, la primera funcién de los SLOs consiste en evitar la dispersion
de los patdgenos, para ello estos tejidos cuentan con macrofagos estratégicamente
localizados (Junt et al. 2007) y con la produccidon de mediadores innatos, como
interferones de tipo | (Cervantes-Barragan et al. 2007), que ayudan a mantener el

patégeno controlado, mientras se activa la respuesta inmunitaria adaptativa.
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Al mismo tiempo que se intenta limitar la dispersion de los patdégenos, los
SLOs aumentan la probabilidad de que los pocos linfocitos especificos del
patégeno, no mas de 2.000 en todo el cuerpo (Blattman et al. 2002, Moon et al.
2007), puedan ser activados. Es por este motivo que los linfocitos T y B circulan
continuamente entre los distintos SLOs, para de esta forma aumentar las
probabilidades de encontrar a su antigeno (von Andrian and Mempel 2003).
Ademas, la entrada de un patdégeno, por efecto de mecanismos innatos, promueve
una rapida acumulacién de linfocitos en los SLOs infectados. Esta redistribucion se
debe a la produccion de quimiocinas por las células endoteliales (Soderberg et al.
2005, Webster et al. 2006) y a la reduccidn de la capacidad de los linfocitos para
abandonar los SLOs, debido a que los interferones (IFN) de tipo | disminuyen la
sensibilidad a los lisofosfolipidos Esfingosina-1-fosfato (S1P, Sphingosine-1-

Phosphate), presentes en los vasos linfaticos aferentes (Cyster and Schwab 2012).

Por otro lado, la llegada de DCs y antigenos procedentes de la periferia,
permite la activacion de los linfocitos, induciendo la respuesta inmunitaria
adaptativa (Cavanagh and Von Andrian 2002). Durante esta etapa, los SLOs
proveeran los factores necesarios para la supervivencia y diferenciacién de los
linfocitos hacia células efectoras o de memoria, asi como los factores implicados en
la maduracion de la afinidad de los linfocitos B (Turley et al. 2010). Finalmente, a
través de estos mecanismos, los SLOs consiguen activar linfocitos T colaboradores
(Th) que producen citocinas, linfocitos T citotdxicos que pueden lisar células

infectadas y linfocitos B que producen anticuerpos con una elevada afinidad.

Dado que los patdgenos pueden dispersarse a través del hospedador por
distintas vias, los vertebrados han desarrollado diferentes tipos de SLOs. Asi, en los
mamiferos encontramos tres tipos de SLOs: los ganglios linfaticos destinados a
analizar la linfa; el bazo que actua como filtro de la sangre; y los tejidos linfoides

asociados a mucosas (MALT, Mucosa-Associated Lymphoid Tissue).
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1.1.Los Ganglios Linfaticos

Los ganglios linfaticos (LN, Lymphatic Node) son estructuras recubiertas por
una capsula proteica, que se encuentran localizados en los puntos de union de los
vasos linfaticos, esto les permite detectar antigenos procedentes del liquido
intersticial (Willard-Mack 2006).

Patogenos

st
Vaso Linfatico APCs

Aferente

ZonaB

ZonaT

Linfocitos

Medula Red Reticular

Vaso Linfatico
Eferente

Figura 1 Representacion esquematica de un ganglio linfatico. Imagen tomada y modificado de
Junt et al. 2007.

Desde en un punto de vista histolégico, los LN pueden dividirse en tres
regiones concéntricas: corteza, paracorteza y medula, cada una de las cuales
soporta un microambiente distinto (Fig. 1). En la zona mas externa, la corteza, se
concentran linfocitos B formando agregados denominados foliculos linfoides. Esta
zona se encuentra justo debajo de la capsula y en ella también encontramos un
gran numero de macroéfagos, células Th foliculares y células estromales. Bajo la
corteza, se halla la paracorteza constituida fundamentalmente por linfocitos T y

células dendriticas, dispuestos sobre una red fibrosa, producida por las células
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reticulares fibrobldasticas. Finalmente, en la zona mas central del LN, con una menor
densidad celular, se encuentra la médula, en la que existe una gran cantidad de
células plasmaticas que producen anticuerpos activamente (Junt et al. 2008,
Willard-Mack 2006).

La llegada de los linfocitos a los LNs ocurre a través de las vénulas del
endotelio alto (HEV, High Endothelial Venules), las cuales se encuentran localizadas
en una region conocida como anillo cortical (Katakai et al. 2004b) y se caracterizan
por la expresion de moléculas de adhesidon y quimiocinas, como por ejemplo CD62P
o CCL21. Una vez en el interior de los LNs, los linfocitos migran hacia su darea
linfoide correspondiente, siendo guiados por células estromales (Bajenoff et al.
2006).

Por otro lado, La llegada de los antigenos hasta los LN ocurre a través de los
vasos linfaticos aferentes, siendo la linfa vertida en el seno subcapsular (SCS,
Subcapsular Sinus), espacio comprendido entre la cdpsula y la corteza (Szakal et al.
1983). Para impedir la dispersion de los patdgenos por el interior del parénquima,
en el suelo del SCS, existe una linea de macréfagos y células estromales, que
capturan antigenos, particulas y células apoptéticas, y limita el paso de moléculas
hacia la corteza en base a su tamano (Sainte-Marie and Peng 1982). Dicha
restriccion en el acceso de las particulas protege a los linfocitos de una serie de
sustancias que puede resultar especialmente adversas para la respuesta
inmunitaria. Por ejemplo, durante las infecciones microbianas, esta barrera es
importante al impedir que productos microbianos, como el LPS, perturben los

procesos inmunitarios (Gretz et al. 2000).

1.2.El Bazo

El bazo se encuentra localizado en la cavidad abdominal, bajo el diafragma,
y su funcién principal es la de actuar como filtro de la sangre, siendo clave en la
deteccidon y eliminacién de patégenos sanguineos (Mebius and Kraal 2005). Este
organo se encuentra dividido en dos compartimentos, la pulpa blanca y la pulpa

roja, separadas ambas por una region difusa conocida como zona marginal (Fig. 2).
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La pulpa roja esta constituida por una compleja red de senos venosos,
donde tiene lugar la filtracion de la sangre y la eliminacién de los glébulos rojos
envejecidos, jugando por ello un importante papel en el reciclado del hierro. La
pulpa roja, ademas, tiene un importante papel inmunoldgico, pues en ella residen
abundantes células plasmaticas que producen anticuerpos, asi como macroéfagos
que fagocitan restos celulares y patégenos (MaclLennan et al. 2003, Mebius and
Kraal 2005).

Linfocitos APCs

ZonaB
Arteriola Zonai
Central Red Reticular
I - Zona Marginal
pulpaRola Patogenos

Figura 2 Representacion esquematica de la pulpa blanca del bazo. Imagen tomada y modificado
de Junt et al. 2007.

La pulpa blanca es el lugar en el que se encuentran los linfocitos, existiendo
una region rica en células T y otra en células B. Los linfocitos T se disponen en la
vaina linfoide periarteriolar (PALS, periarteriolar lymphatic sheath), localizada esta
en torno a las ramas de la arteria esplénica y recubriendo a los foliculos linfoides,
lugar en el que se acumulan las células B (Fig. 2). La segregacién de los linfocitos en

estas dos dreas se debe, como en el resto de SLOs, a la existencia de células
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estromales que producen quimiocinas que atraen a un tipo u otro de linfocitos
(Ngo et al. 1999).

La zona marginal es una importante zona de paso para los linfocitos que
salen del torrente sanguineo y que se dirigen hacia la pulpa blanca, siendo este
desplazamiento un proceso activo, probablemente similar a la transmigracidon que
ocurre a nivel de las HEV en los LNs, aunque las interacciones moleculares exactas
no son totalmente comprendidas (Cyster and Goodnow 1995). A través de esta
region se produce, también, la entrada de los antigenos, pues es aqui donde
desemboca la arteria esplénica. Del mismo modo que ocurre a nivel del SCS de los
LNs, los macréfagos que residen en la zona marginal, junto con otras células no
hematopoyéticas, impiden la dispersion de moléculas hacia la pulpa blanca (Nolte
et al. 2003).

En cuanto a la forma en la que los linfocitos abandonan el bazo, se conocen
pocos detalles, aunque se piensa que las células T activadas podrian salir de la
pulpa blanca a través de canales existentes en la zona marginal y entrar en el
torrente sanguineo a través de los senos venosos. No obstante, otra posibilidad es
que los linfocitos salgan del bazo través de la red de vasos linfaticos eferentes que

se forma en torno a las arteriolas centrales (Pellas and Weiss 1990).

1.3.El Tejido Linfoide Asociado a Mucosas

Las mucosas que recubren los tractos respiratorio, gastrointestinal y
urogenital son dreas especialmente expuestas al contacto con microorganismos,
por este motivo, en estas localizaciones existen una extensa red de tejidos linfoides
organizados en los que se acumulan, aproximadamente, la mitad de los linfocitos
del organismo. En conjunto, estas estructuras reciben el nombre de tejido linfoide
asociado a mucosas, incluyéndose dentro de este grupo el tejido linfoide bronquial
(BALT, Broncus Associated Lymphoid Tissues), el tejido linfoide géstrico (GALT, Gut
Associated Lymphoid Tissues), el anillo de Waldeyer (constituido por las amigdalas

palatinas y lingual, y las adenoides) o las placas de Peyer (Junt et al. 2008).
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Desde un punto de vista estructural, el MALT varia desde grupos laxos de
células linfoides en la lamina propia de las vellosidades intestinales, hasta
estructuras bien organizadas como las placas de Peyer, constituidos por la
agregacion de 30 a 40 foliculos linfoides a nivel del intestino delgado.

Patogenos

Célula Comensales

Epitelial Célula M

Cupula
Subepitelial

- ~

ZonaB — Linfocitos | y

< 7/

4

HEV —O
O

Figura 3 Representacion esquematica de una placa de Peyer. Imagen tomada y modificado de
Junt et al. 2007.

Estos tejidos linfoides se encuentran limitados hacia el exterior por una
capa de células epiteliales que actia como primera linea de defensa, impidiendo la
entrada de microorganismos. Inmersos en esta capa, ademas de una gran cantidad
de linfocitos intraepiteliales, aparece un tipo de célula epitelial especializada en el
transporte de antigenos desde el exterior hacia el tejido linfoide subyacente,
denominadas células M. Estas células presentan una morfologia aplanada, carecen
de microvellosidades y cuentan con una profunda invaginacién en la membrana

basolateral, donde se vierten antigenos y se alojan linfocitos y macréfagos (Pickard
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and Chervonsky 2010), por lo que las células M juegan un papel relevante en la

activacion de la respuesta inmunitaria en los MALT.

Bajo las células epiteliales se encuentra la [dmina propia, en la cual existe
una gran cantidad de células plasmaticas. Dichas células efectoras se caracterizan
por la produccién y secrecion de inmunoglobulina A, que es vertida al exterior a
través de las células epiteliales, jugando un papel importante en el control de la
flora bacteriana que reside sobre los epitelios (Kiyono and Fukuyama 2004,
Macpherson et al. 2012).

A nivel de la mucosa, y en algunos casos en la submucosa, aparecen grandes
agregados de células B (foliculos), rodeados por abundantes células T que forman
las regiones interfoliculares. En estos SLOs, de forma similar a lo que ocurre en los
LNs, los linfocitos entran a través de las HEVs y, a continuacion, migran a través del
organo, siendo guiados por las células estromales residentes en el SLO. Finalmente,
los linfocitos abandonan este tejido a través de los vasos linfaticos eferentes (Junt
et al. 2008, Kiyono and Fukuyama 2004).

2. MICRODOMINIOS DE LOS ORGANOS LINFOIDES SECUNDARIOS

A pesar de las grandes diferencias estructurales de los SLOs descritos en el
apartado anterior, debidas en gran parte a la forma en la que captan los antigenos,
su microanatomia es bastante similar cuando no existe infeccion. De forma
simplificada, podemos identificar dos zonas diferentes en estos drganos: una en la
que se acumulan y activan los linfocitos B (zona linfoide B o foliculos); y otra en la
que lo hacen los linfocitos T (zona linfoide T) (Junt et al. 2008). La existencia de
estas dos zonas fue apreciada incluso antes de la caracterizacién de los linfocitos T
y B, siendo en ese momento definidas en base a su dependencia o independencia
del timo (Parrott et al. 1966).
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2.1. Zona Linfoide T

La vaina linfoide periarteriolar del bazo, la paracorteza de los ganglios
linfaticos y la zona interfolicular de las placas de Peyer son conocidas de forma
general como zona linfoide T. Esta regidon esta constituida, principalmente, por
linfocitos T CD4" y CD8" que migran activamente sobre células estromales, siendo
la zona T, el lugar donde estos linfocitos encuentran su antigeno especifico
(Bajenoff et al. 2006, Junt et al. 2008).

Los linfocitos T virgenes recorren rapidamente y de forma aleatoria los SLOs
durante aproximadamente 24 horas, tiempo que puede extenderse de 3 a 4 dias si
son expuestos a su antigeno especifico (Miller et al. 2002). Durante esta migracion,
los linfocitos T establecen contactos con las células dendriticas a través del TCR, lo
que permite, en el caso de encontrar su antigeno, la activacion de la célula,
produciéndose expansion clonal y diferenciacion hacia células T memoria y

efectoras (von Andrian and Mempel 2003).

En ausencia de antigenos, las células T se desplazan a una velocidad media
de entre 11-14 um/min, realizando contactos cortos y aleatorios con multitud de
DCs, en los que no se disminuye la velocidad ni se movilizan sefiales de calcio (Wei
et al. 2007). Tal es la velocidad de los linfocitos T que las DC pueden llegar a
contactar con entre 500 y 5000 células T distintas en una hora, maximizandose las
oportunidades de encontrar su antigeno especifico (Bousso and Robey 2003, Miller
et al. 2004b).

El ratio de contactos entre células T y DC en ausencia de antigenos no es
solamente resultado del azar, pues las células T CD8+ tienden a encontrar mas
frecuentemente DC que han establecido interacciones con otras células T, debido a
la produccién de CCL3 y CCL4 en las zonas donde se forman los conjugados T-DC
(Castellino et al. 2006, Hugues et al. 2007).

En presencia de antigenos, las células dendriticas, procedentes de la
periferia, llegan a los ganglios linfaticos al cabo de entre 12 y 18 horas tras la

exposicidon al antigeno, expresando elevados niveles de MHC de clase Il y moléculas
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coestimuladoras que permiten la activacidon de los linfocitos T (Garcia et al. 2007).
Ademas, existe una segunda via de presentacion de antigenos mediada por DC
residentes en los SLOs, las cuales se encuentran ancladas sobre la red estromal,
presentando una baja motilidad y localizandose en torno a los vasos sanguineos
(Garcia et al. 2007). Asi, la administracion periférica de un antigeno soluble puede
producir la activacién de linfocitos T, mucho antes de que algin DC procedente de
la periferia sea detectada en los SLOs. La existencia de estas dos poblaciones de DC,
origina dos oleadas de presentacién de antigenos, que probablemente inducen
respuestas diferentes en las células T (Itano and Jenkins 2003, von Andrian and
Mempel 2003).

Independientemente del tipo célula DC, los linfocitos van a empezar a
establecer contactos con estas células presentadoras de antigenos, los cuales seran
rapidos y sin movilizacion de calcio en los casos de células T no especifica para el
antigeno que porta (Mempel et al. 2004, Miller et al. 2004a). En el caso de que un
linfocito T encuentre una DC con su antigeno especifico, inicialmente, se establecen
interacciones transitorias, durante unas 8 horas, entre ambas células y, sélo
después de esta fase inicial de interacciones dindmicas, se producen contactos
estables que duran mas de 1 hora y que inducen una robusta activacién de las
células T (Hugues et al. 2007, Miller et al. 2004a).

2.2.Zona B: Los Foliculos Linfoides

En los mamiferos, la mayor parte de linfocitos B se encuentran
concentrados en el interior de los SLOs, formando estructuras conocidas como
foliculos linfoides. Estas agrupaciones de células B se encuentran localizadas de
forma adyacente al lugar de entrada de los antigenos: bajo el seno subcapsular en
los LN, junto al seno marginal en el bazo o bajo las células M en el tejido linfoide

asociado a mucosas (Cyster 2010, Cyster et al. 2000).

Aunque todos los foliculos se encuentran constituidos principalmente por
linfocitos B, en funcién del estado de activacion de estas células, los foliculos

pueden ser de dos tipos: primarios o secundarios. Los foliculos linfoides primarios
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contienen células quiescentes, fundamentalmente linfocitos B virgenes, que migran
a gran velocidad en busca de su antigeno especifico. Los foliculos linfoides
secundarios, por su parte, contiene linfocitos B activados, que se hayan formando
una estructura conocida como centro germinal (GC, germinal center), lugar este en
el que ocurren los procesos de cambio de isotipo y maduracién de la afinidad, a
través de la supervivencia y expansion selectiva de clones de células B con

mutaciones somaticas (Cyster et al. 2000).

Foliculos Linfoides Primarios. Las células B virgenes se encuentran en
constante recirculaciéon a través del cuerpo y van a llegar hasta la zona T de los
SLOs atraidas por las quimiocinas CXCL13, CCL19 y CCL21 (Luther et al. 2002).
Desde esta region, los linfocitos B migran hacia los foliculos linfoides primarios,
atraidos por CXCL13 y otras moléculas quimioatrayentes, como los oxiesteroles
presentes en la superficie de las células estromales (Gatto et al. 2009, Muller et al.
2003, Okada et al. 2002). Los estudios de imagen bifotdnica han demostrado que
estas células B foliculares presentan una elevada motilidad, moviéndose
aleatoriamente por los foliculos a una velocidad de 6 um/min (Miller et al. 2002). Al
cabo de un dia, si estas células no encuentran su antigeno, vuelven a la circulacion
dirigiéndose hacia otros SLOs (Miller et al. 2002).

Activacion de las Células B. Cuando los linfocitos B, en su migracion a través
del foliculo, encuentran su antigeno especifico, éstos disminuyen temporalmente
su velocidad a la mitad (Okada et al. 2005), de forma similar a lo que ocurre cuando
las células T son activadas (Mempel et al. 2004). Al cabo de unas horas tras la
activacion, los linfocitos B comienzan a desplazarse nuevamente, pero en esta
ocasién siguen un patréon dirigido, migrando hacia el limite o borde B:T (Cyster
2010). Este cambio en el patron de migracion se debe a un incremento en la
expresion de CCR7, cuyos ligandos (CCL19 y CCL21) son expresados por las células

estromales de la zona T (Reif et al. 2002).

Hasta el borde B:T también llegan linfocitos T activados, debido a que estas
células experimentan una reduccién en la expresion de CCR7 y a que comienzan a

expresar CXCR5, siendo su ligando (CXCL13) expresado por las células estromales
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de los foliculos (Ansel et al. 1999, Haynes et al. 2007, Randolph et al. 1999). En este
proceso, las células dendriticas también juegan un papel importante, pues se
acumulan en el borde B:T y producen quimiocinas, como la CCL22, que atraen a los
linfocitos T recién activados (Bystry et al. 2001, Tang and Cyster 1999).

Una vez que ambos tipos de linfocitos se encuentran en el borde B:T, las
células B compiten por los linfocitos Th, de modo que solo aquellas células B con
una afinidad mayor por el antigeno seran capaces de captar linfocitos Th, y por lo
tanto seran las uUnicas que podrdn dar lugar a un centro germinal (Victora and
Nussenzweig 2012). En este proceso juega un papel fundamental los niveles de
MHC unido a péptido (p-MHC) que presentan las células B en su superficie, lo que a
su vez depende de la afinidad del BCR por el antigeno. Asi, los linfocitos B con una
mayor afinidad, presentan una mayor cantidad de p-MHC, lo que determina la
formacion de un conjugado estable con linfocitos T, que pueden durar hasta una
hora. En cambio, si la célula T reconoce un antigeno distinto, esta unién dura
menos de 10 minutos, sugiriendo que el escaneo inicial del complejo MHC-péptido

se concluye durante este periodo (Okada and Cyster 2006).

Foliculos Linfoides Secundarios. Aquellas células B que establecen sinapsis
estables con los linfocitos Th experimentan un descenso en el receptor del
fosfolipido S1P y en el receptor de oxisteroles EBI2, lo que determina la migracion
de los linfocitos B hacia el centro del foliculo, donde existe una menor expresion de
estas moléculas (Hannedouche et al. 2011, Liu C. et al. 2011, Pereira et al. 2009).
Asi, las células B migran al centro de los foliculos primarios y, al cabo de 6 dias tras
la inmunizacidon primaria, comienzan a proliferar y a diferenciarse, originando
focos que incrementan rdpidamente su tamafio, apareciendo, finalmente, los

centros germinales maduros (Victora and Nussenzweig 2012).

Centros Germinales. En los centros germinales maduros se pueden
distinguir dos compartimentos, denominados zona clara y zona oscura (Fig. 4), en
base a su apariencia histolégica bajo el microscopio Optico (Victora and

Nussenzweig 2012).
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La zona oscura esta localizada cerca de la zona T y se encuentra constituida,
casi en su totalidad, por células B, denominadas centroblastos. Dichos linfocitos
presentan una elevada expresion de CXCR4, lo que determina que sean
mantenidos en la zona oscura, debido a la mayor expresiéon de CXCL12 en estas
areas (Allen D. C. et al. 2004). Los centroblastos presentan un gran tamafio y una
baja expresion de inmunoglobulinas de membrana, estan en continua proliferacion
y expresan AID (activation-induced deaminase), enzima clave para los procesos de
hipermutacion somdtica y de cambio de clase (Muramatsu et al. 2000). Debido a
los procesos mediados por la AID una gran cantidad de centroblastos van a morir
por apoptosis, debido a la acumulacién de dano en el ADN o a la aparicion de

mutaciones que impiden la expresion del BCR (Victora and Nussenzweig 2012).
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Figura 4 Representacidon esquematica de los procesos que ocurren en el interior de los Centros
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Germinales. Imagen modificado a partir de Victora y Nussenzweig, 2012.
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Tras el ciclo de division/mutacion, las centroblastos supervivientes
aumentan la expresion de CXCR5 y disminuyen la de CXCR4, siendo atraidos hacia
la zona clara, debido a los elevados niveles de CXCL13 que existen en esta region
(Beltman et al. 2011, Victora et al. 2010). En la salida de la zona oscura también
parecen jugar un papel importante CCR6, Ebi2 y S1P3 (Victora and Nussenzweig
2012).

La zona clara, localizada en el polo distal, es el lugar donde se produce la
seleccion de los linfocitos con una mayor afinidad por el antigeno. Esta region esta
constituida por linfocitos B, conocidos como centrocitos, y por una extensa red de
células dendriticas foliculares, que retienen en su superficie antigenos intactos,
necesarios para la seleccién de los linfocitos B (Cyster et al. 2000, Mandel et al.
1980). En esta zona, también existe una poblacidon de células B IgD+ en constante
movimiento a través del GC; células T, la mayoria de las cuales son CD4"CXCR5",
siendo conocidas como células T colaboradoras foliculares (Tfh); un pequefio
numero de células dendriticas; y macréfagos (Allen C. D. and Cyster 2008, Fazilleau
et al. 2009, Lindquist et al. 2004, Schwickert et al. 2007).

Los centrocitos son células muy susceptibles de morir por apoptosis debido
a la gran expresion de receptores de muerte y a la perdida de moléculas
antiapoptoticas (Liu Y. J. et al. 1991, Yoshino et al. 1994), por lo que su
supervivencia depende de la obtencion de factores antiapoptoticos y proliferativos
(Park et al. 2004). Es por este motivo que los centrocitos necesitan competir entre
ellos por la obtencidon de dichas senales, de modo que aquellos con una menor
afinidad por el antigeno mueren por apoptosis, lo que determina el aumento en la
afinidad tras sucesivas inmunizaciones (Rajewsky 1996, Victora and Nussenzweig
2012).

Los centrocitos reciben sefales de supervivencia al interactuar con los
inmunocomplejos retenidos sobre las células estromales de la zona clara, de modo
que aquellas células con escasa afinidad entran en apoptosis al no recibir estas
sefiales (Tarlinton and Smith 2000).
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Los ultimos estudios parecen demostrar que no se establece una
competencia directa por los antigenos retenidos sobre las células estromales, sino
que el factor limitante en la seleccion son las células Tfh (Victora et al. 2010). Estos
linfocitos producen factores imprescindibles para el desarrollo del centro germinal
como la IL-21 (Linterman et al. 2010, Zotos et al. 2010) o CD40L (Foy et al. 1994), de
hecho el tamaiio de los GC esta relacionado con la disponibilidad de células Tfh
(Rolf et al. 2010). Segun los ultimos datos, la seleccién de las células B parece
ocurrir a través de los niveles de p-MHC expresado en su superficie, de modo que
aquellas células B con una mayor expresion de p-MHC establecen sinapsis de
mayor duracién con células T, facilitdndoles estas los factores de supervivencia
(Depoil et al. 2005, Victora and Nussenzweig 2012).

Finalmente, las células que consiguen interactuar con las Tfh pueden seguir
tres caminos: volver a la zona oscura, como consecuencia de un aumento en la
expresion de CXCR4, y comenzar un nuevo ciclo de proliferacion/mutacioén
determinando un mayor aumento en la afinidad (Kepler and Perelson 1993, Oprea
and Perelson 1997); salir del CG como plasmoblastos (precursores de las células
plasmaticas) (Shapiro-Shelef and Calame 2005); o bien salir como células B
memoria, las cuales ante una nueva exposicion al antigeno, rapidamente se
diferenciaran hacia células plasmaticas (Pape et al. 2011). No estd claro el proceso
por el cual una célula B sigue alguno de estos caminos; los datos disponibles,
parecen indicar que las células B del centro germinal con una mayor afinidad
(aquellas con una mayor cantidad de pHMC) tienden a diferenciarse hacia células B
plasmaticas mientras aquellas que presentan una afinidad menos alta se
diferencian hacia células memoria o vuelven a la zona oscura del centro germinal
(Depoil et al. 2005, Victora and Nussenzweig 2012).
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3.POBLACIONES ESTROMALES EN LOS ORGANOS LINFOIDES
SECUNDARIOS

Los estudios realizados sobre los SLOs, tradicionalmente, se han centrado
en el estudio de las células de origen hematopoyético (caracterizadas por la
expresion de CD45), gracias a los cuales hoy conocemos con bastante detalle los
mecanismos por los que los linfocitos B y T son activados. Sin embargo, la mayoria
de inmundlogos han ignorado, durante mucho tiempo, el compartimento CD45
(Fig. 5A), involucrado en la organizacion y compartimentacion de los SLOs, asi como
en la regulacién de la respuesta inmunitaria. Este grupo de células muestra una
enorme heterogeneidad, lo que junto con la falta de marcadores especificos, ha
dificultado los avances en el conocimiento de estas células. Ademas, la gran
mayoria de los marcadores que a continuacién se describen, solo han sido
identificados en ratdn, siendo los datos en humanos aun escasos, por lo que en
este trabajo se asume, en algunos casos, un fenotipo similar entre las células

murinas y las humanas.

En el estudio de las células no hematopoyéticas, una combinacion
especialmente util de marcadores de superficie fue introducida por Link vy
colaboradores, quienes, basandose en la expresion de CD31 y podoplanina (Gp38)
(Fig. 5B), consiguieron diferenciar cuatro poblaciones diferentes dentro de los
ganglios linfaticos de ratéon. Asi, pudieron diferenciar las Células Endoteliales
Sanguineas (BEC) como células CD31+GP38-, las Células Endoteliales Linfaticas
(LEC) como CD31+Gp38+ y las Células Estromales que fueron CD31-Gp38+ (Fig. 5B)
(Link et al. 2007). Sin embargo, esta clasificacién aun se muestra incompleta pues
las células CD45-CD31-Gp38- constituyen una mezcla de poblaciones pobremente
caracterizadas, de las cuales solo algunas han sido identificadas. El estudio de estas
células se ve complicado, especialmente, por la dificultad para obtener
suspensiones unicelulares, debido a los fuertes contactos establecidos entre las
distintas células (Sukumar et al. 2006a), asi como por la sensibilidad de ciertos
marcadores de superficie a la accion de proteasas, como la dispasa, usadas en

algunos protocolos de digestion (Roozendaal and Mebius 2010).
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CélulasT / Células B Red Reticular

10°F
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CD31

100L
10°

CD45

Figura 5 Identificacion de células no hematopoyéticas mediante inmunofluorescencia y
citometria de flujo. A) Secciones consecutivas de un LN de ratén tefiido con anticuerpos frente a
CD3 (células T), B220 (células B) y ER-TR7 (red reticular). Imdgenes tomadas de Katakai et al., 2004.
B) Analisis mediante citometria de flujo de células de LN obtenidas por digestidn con colagenasa.
Las células vivas (IP’, loduro de Propidio negativas) CD45’, pueden ser dividas en cuatro

poblaciones en base a CD31 y Gp38. Imagen tomada de Roozendaal and Mebius, 2010.

Las células estromales de los SLOs son, a su vez, un grupo heterogéneo de
células, a las que tan solo se les atribuyd, inicialmente, un simple papel en el
soporte estructural de los SLOs, pues estas células producen importantes proteinas
de la matriz extracelular como laminina, coldgeno o fibrindgeno, ignorando su
capacidad para afectar al desarrollo de la respuesta inmunitaria. Actualmente,
existen abundantes trabajos que demuestra que estas células son responsables de
la migracion de los linfocitos hacia los SLOs y determinan su segregacién en las
distintas zonas linfoides (Forster et al. 1996, Forster et al. 1999, Gunn et al. 1998a);

presentan antigenos a los linfocitos, producen sefales coestimuladoras y expresan

31



moléculas inhibitorias, regulando la respuesta inmunitaria e induciendo anergia en
células autoreactivas, una funcion previamente atribuida al timo (Fletcher et al.
2010, Gardner et al. 2008, Hammerschmidt et al. 2008, Lee J. W. et al. 2007,
Lukacs-Kornek et al. 2011).

Ademas, estas células de origen no hematopoyético pueden ser divididas en
tres categorias diferentes basandonos, principalmente, en su localizacién dentro
del SLOs. De este modo, encontramos en la zona T las Células Reticulares
Fibroblastica (FRC), en la zona B las Células Dendriticas Foliculares (FDC), y las
Células Reticulares Marginales (MRC) localizadas en la regién mas periférica, justo

bajo la zona de entrada de los antigenos (Buettner et al. 2010).

3.1.Las Células Reticulares Fibroblasticas

Gran parte de los estudios sobre las células estromales de los SLOs se han
focalizado en la caracterizacion de las Células Reticulares Fibroblasticas y las fibras
que producen. Los primeros estudios sobre estas células se llevaron a cabo a partir
de los afios 60 y en ellos se analizaron sus caracteristicas ultraestructurales (Clark
1963, Tykocinski et al. 1983). En estos estudios ya se identificd la red reticular
formada por las FRC y se asumid una funcién esencialmente estructural,
describiendo a las FRC como células miofibroblasticas que intervendrian en el
control del tamafno del érgano durante los procesos inmunitarios (Tykocinski et al.
1983). Sin embargo, no seria hasta algunos afios después cuando se comprendié la
importancia real de estas células, al demostrarse su capacidad para transportar
antigenos hacia las HEVs, a través de la red de la red reticular (Gretz et al. 2000), su
implicacion en la segregacién de los linfocitos (Gunn et al. 1998b) y su papel

inmunorregulador (Link et al. 2007, Lukacs-Kornek et al. 2011).

Fenotipo. A pesar de que no se han identificado marcadores realmente
especificos, en ratén las FRC se caracterizan por la expresion de Gp38, ERTR-7,
desmina, alfa-SM-actina (Sixt et al. 2005) y moléculas de adhesién como ICAM-1 o
VCAM-1 (Cupedo et al. 2004a).
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Las FRC también han sido identificadas como una importante fuente de
guimiocinas, tales como CXCL12, CXCL16, CCL19 y CCL21 (Hara et al. 2006, Luther
et al. 2000, Umemoto et al. 2012). Estas quimiocinas son responsables de la
migracion de linfocitos y DCs a través de las dreas T y participan en la segregacién
de los linfocitos en las distintas areas linfoides (Bajenoff et al. 2006, Gunn et al.
1998b, Hara et al. 2006, Umemoto et al. 2012).

Red Reticular. La propiedad mas estudiada de las FRC ha sido su capacidad
para formar la red de conductos que atraviesa toda la zona T. Esta red conecta
fisicamente la zona subcapsular de los LN y la zona marginal del bazo con las
paredes de los vasos sanguineos (Anderson and Shaw 1993). Sin embargo, la red

reticular aun no ha sido descrita en los MALTSs.

La red de conductos se encuentra rellena por una gran cantidad de
proteinas fibrilares producidas por las propias FRC. Estas proteinasse organizan
dando lugar a tres regiones concéntricas: (1) regidéncentral, rica en fibras paralelas
de colageno | y Ill, zona por la cual las quimiocinas y los antigenos son
transportados; (2) a continuacién, aparece una region microfibrilar formada por
fibrilina 1 y 2, que podria actuar como filtro y/6 contribuir a la estabilidad y
elasticidad de los conductos; y (3) finalmente, en contacto con las FRC, aparece una
region que presenta una estructura similar a la de la membrana basal,formada por
colageno tipo IV, perlecan, nidogen 1, laminina 8 y 10, y fibronectina (Hayakawa et
al. 1990, Kaldjian et al. 2001, Karttunen et al. 1989, Sixt et al. 2005). Todas estas
fibras son envueltas a su vez por las FRC, dando lugar a un compartimento aislado

de los microdominios linfoides por el que transitan distintas moléculas.

A través de la red reticular circulan solamente moléculas de pequeio
tamafio, como citocinas y algunos antigenos (Gretz et al. 2000); sin embargo, las
moléculas con un peso molecular superior a 70 KDa, como el LPS, son excluidas de
los conductos, de modo que no aparecen en la corteza de los LNs, sino que se
acumulan en el seno subcapsular, donde pueden ser atrapadas por macréfagos o

drenar hacia los vasos linfaticos aferentes (Gretz et al. 2000, Nolte et al. 2003).
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Esta red, también, tiene una gran importancia en el transporte de
qguimiocinas. En su interior, se han identificado quimiocinas producidas localmente,
como CCL19, CCL21 y CXCL13 (Baekkevold et al. 2001, Nolte et al. 2003), y otras
precedentes de los tejidos periféricos inflamados, como CCL2 (Palframan et al.
2001). Estas quimiocinas actian a nivel del lumen de las HEVs, controlando el
reclutamiento de linfocitos y otras células inmunitarias, como monocitos (Nolte et
al. 2003, Palframan et al. 2001).

A pesar de que las FRC producen y envuelven las fibras reticulares, no toda
la superficie de dichas fibras aparece cubierta por estas células estromales, si no
que el 10% esta ocupada por DCs, especialmente en las regiones cercanas a las
HEVs. Estas DCs se encuentran en contacto directo con las moléculas que circulan
por los conductos, siendo capaces de tomar antigenos y procesarlos (Sixt et al.
2005). No obstante, las DCs maduras, procedentes de la periferia, rara vez se
asocian a la red reticular, pues de acuerdo a su funcién, estas células no requieren
acceder a los antigenos que llegan a través de la red (Bajenoff et al. 2006, Sixt et al.
2005).

Capacidad Inmunorreguladora. Las FRC no solo actian como simples
plataformas de migracion, sino que también producen factores de supervivencia
para los linfocitos T, como la IL-7 o la propia CCL19 (Link et al. 2007). En el caso de
la IL-7, se ha sugerido su implicacidon en el control sistémico del numero de células
T virgenes, al competir estos linfocitos por tales sefiales a nivel de los SLOs
(Marrack and Kappler 2004, Surh and Sprent 2005).

Por otro lado, las FRC tienen un importante papel inhibidor durante la
respuesta inmunitaria. Estas células expresan la oxido nitrico sintasa 2 (NOS2) y
producen oxido nitrico de forma paralela a la activacion de las células T, para lo que
requieren del contacto directo con estos linfocitos activados, los cuales aumentan
la expresion de NOS2 a través de la produccién de IFN-y y del factor de necrosis
tumoral (TNF). De este modo, la expresidon de NOS2 por las FRC y las LECs, regulan

el tamano de la poblacién de células T activadas (Lukacs-Kornek et al. 2011).
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Las FRC, ademads, cooperan con las DCs en la modulaciéon del “homing” de
los linfocitos T hacia los SLOs (Hammerschmidt et al. 2008, Molenaar et al. 2009).
Asi, se ha demostrado que las FRC de los LN mesentéricos, pero no las de los
periféricos, inducen la produccién de la integrina-a4p7 y de CCR9 en los linfocitos T
activados en dichos ganglios, lo que promueve la recirculacion por estos SLOs
(Hammerschmidt et al. 2008).

Finalmente, las FRC junto con las DCs y los linfocitos, son responsables de la
proliferacion de las células endoteliales vasculares y linfaticas a través de la
produccién de VEGF (Angeli et al. 2006, Chyou et al. 2011, Chyou et al. 2008,
Webster et al. 2006). La produccién de este factor durante los procesos
inflamatorios, fomenta la llegada de APCs desde los tejidos, y de linfocitos desde el

torrente sa nguineo.

3.2.Las Células Dendriticas Foliculares

El estudio de las Células Dendriticas Foliculares también comienza a
mediados de los anos 60, cuando se identificd, en el interior de los SLOs, un
peculiar tipo celular que poseia procesos filiformes, y que era capaz de capturar y
de retener antigenos en su superficie (Mitchell and Abbot 1965). Desde entonces,
los estudios sobre la biologia de las FDC han avanzado lentamente debido, por un
lado, a la dificultad de obtener suspensiones unicelulares de FDCs, pues son
realmente dificiles de desligar de la matriz extracelular y, ademas, se encuentran
fuertemente asociadas a las células B (Sukumar et al. 2006a); y por otro lado,
debido a la falta de marcadores especificos de FDC y de sus precursores (Allen C. D.
and Cyster 2008).

A pesar de todo, las FDC son generalmente distinguidas del resto de células
estromales por la elevada expresidn de los receptores del complemento 1 (CD35) y
2 (CD21) (Roozendaal and Carroll 2007) y, actualmente, se les han adjudicado tres
funciones principales: organizar la arquitectura de los foliculos linfoides; capturary
retener antigenos en forma de inmunocomplejos; y regular los procesos de

activacion y diferenciacion de las células B.
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Fenotipo. Las células dendriticas foliculares presentan una enorme
variabilidad, existiendo notables diferencias entre las FDC que residen en los
foliculos linfoides primarios y las que se encuentran en los secundarios. En los
foliculos primarios las FDC se localizan en la regién central, mientras que en los
secundarios, estas células se extienden hacia el seno subcapsular llegando a ser
contiguas a las MRC. Ademas, en los GCs las FDC muestran una distribucion
polarizada, con procesos mas densos en la zona clara que en la oscura (Allen C. D.
and Cyster 2008, El Shikh and Pitzalis 2012).

En cuanto a los marcadores expresados por estas células existen
importantes diferencias, como ocurre por ejemplo con los marcadores FDC-M1
(también conocido como Mfge8), FDC-M2 o la proteina pridnica (PrP),
considerados marcadores de FDC y que aparecen mucho mas elevados en la zona
clara que en la zona oscura o que en los foliculos primarios (Allen C. D. and Cyster
2008). Las FDC de la zona clara también expresan una mayor cantidad de moléculas
implicadas en la retencion de inmunocomplejos, como los receptores de
inmunoglobulinas de baja afinidad CD23 y el CD32 (Qin et al. 2000, Sukumar et al.
2006b), y moléculas de adhesion como ICAM-1, VCAM-1 o MAdCAM-1 (Balogh et
al. 2002, Maeda et al. 1995, Szabo et al. 1997).

Ante la imposibilidad de obtener grandes cantidades de FDC puras que
permitan el fenotipado de las distintas subpoblaciones, en los ultimos afios, se ha
llevado a cabo un interesante abordaje en la identificacion de potenciales
marcadores, a través de lo que los autores denominan “substraccién in silico”
(Huber et al. 2005, Wilke et al. 2010). Esta técnica consiste en aislar redes de FDC
CD21" mediante microdiseccién laser y, en paralelo, aislar células B foliculares
mediante “sorting”. A partir de estas muestras, se obtuvieron los perfiles de
expresion y se substrajo numéricamente el transcriptoma de las células B.
Mediante estos estudios se han encontrado un total de 575 transcriptos
expresados por las FDC, de los cuales los que presentaron una mayor expresion son
CXCL13, Clusterina y Mfge8, todos ellos descritos previamente. Ademas, casi el 90%

de estos genes son expresados por las células estromales de ratones SCID (los
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cuales carecen de FDC maduras) lo que sugiere que las FDC se desarrollarian a
partir de dichas células estromales, produciéndose tan solo pequeias

modificaciones en el perfil de expresidn génica (Wilke et al. 2010).

Expresion de quimiocinas y funcion organizadora. Una de las funciones
mejor establecidas de las FDC es su capacidad para organizar los foliculos linfoides,
gracias a la produccion de CXCL13, una quimiocina critica para la migracién de las
células B hacia los foliculos (Forster et al. 1996, Gunn et al. 1998a) y requerida para
la migracién de los centroblastos desde la zona oscura hacia la zona clara del
centro germinal (Allen D. C. et al. 2004). De hecho, se ha comprobado que células B
gue carecen del receptor de CXCL13 pueden entrar en la pulpa blanca, sin
embargo, estos linfocitos se sitlan en una posicidn errénea e inducen la formacién
de FDC en lugares atipicos, como los espacios periarteriolares (Voigt et al. 2000).
Las FDC, ademas, guian a los linfocitos B a través de los foliculos primarios y los
centros germinales, de modo que estas células recorren la superficie de las propias
FDC, asi como de las DCs y de los macréfagos en busca de antigenos, siendo este
movimiento dependiente, al menos en parte, de CXCL13 (Allen C. D. et al. 2007,
Bajenoff et al. 2006).

Otra quimiocina importante en la organizacién de los foliculos linfoides es
CXCL12, cuya produccidon corre a cargo principalmente de las FDC de la zona
oscura. Esta quimiocina juega un papel crucial en la compartimentacion de los
centros germinales (Allen D. C. et al. 2004); de hecho, la posicidn de las células B en
la zona oscura, como ya se ha descrito anteriormente, depende de la expresién de
CXCR4, el receptor de CXCL12 (Allen D. C. et al. 2004).

Presentacion de Inmuncomplejos. Otro de los papeles principales asumidos
por las FDC es el de presentar antigenos, en forma de inmunocomplejos, a los
linfocitos B (ElI Shikh et al. 2010). Los inmunocomplejos estdn constituidos por
antigenos recubiertos de anticuerpos y/o proteinas del sistema del complemento,
los cuales se forman poco después de la exposicidon al patégeno, siendo

rapidamente transportados y depositados sobre las FDCs, proceso en el que
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intervienen los linfocitos B (Phan et al. 2007) y las DC (Martinez-Pomares et al.
1996, Szakal et al. 1983).

En el interior de los GC, los inmunocomplejos presentados por las FDC
constituyen un depdsito de antigenos por el cual las células B van a competir
durante el proceso de maduracion de la afinidad. Un gran nimero de estudios “in
vitro” han mostrado que los inmunocomplejos localizados sobre las FDC tienen un
gran efecto estimulador (Tew et al. 2001) y pueden inducir la expresién de la
enzima AID (Aydar et al. 2005). Ademas, los inmunocomplejos pueden ser
retenidos por las FDC durante largos periodos de tiempo, por lo que se ha
propuesto que estos depdsitos podrian estar involucrados en el mantenimiento de
las células B memoria (Tew et al. 1997). Sin embargo, estas funciones han sido
dificiles de testar in vivo y es un tema de gran debate (Haberman and Shlomchik
2003, Kosco-Vilbois 2003). Por ello, son necesarios estudios adicionales para poder
establecer el papel de los inmunocomplejos en la iniciacion de la respuesta de las

células B, la funcion en el centro germinal o la memoria inmunoldgica

Produccidn de factores troficos. Ademas de presentar inmunocomplejos a
los linfocitos B, las FDC producen abundantes moléculas coestimuladoras que
regulan la respuesta inmunitaria de las células B. Entre las moléculas producidas se
encuentra BAFF, factor involucrado en la inhibicion de la apoptosis de los linfocitos
B, en la respuesta de células B T-independientes y en el cambio de isotipo
(Schneider 2005). Otros factores son, la IL-6, implicada en el desarrollo del centro
germinal y en la produccion de IgG (Wu et al. 2009); la IL-7, la IL-15 vy los ligandos
de Notch (Delta-likel y Jagged1), todos ellos inhiben la apoptosis de los linfocitos B
y potencian su proliferaciéon (Kroncke et al. 1996, Park et al. 2004, Yoon et al.
2009). Ademas, recientemente, las FDC han sido descritas como productoras de
prostaglandinas (Cho W. et al. 2011), factores que regulan la reaccién del centro
germinal, afectando a la expresién de CD54, CD80 y CD86 en las células B, lo que

aumentan su capacidad para presentar antigenos (Kim J. et al. 2012).

Finalmente, las FDC también pueden regular la activacién y el cambio de

isotipo de los linfocitos B de forma indirecta, a través de las células Thf. Asi, las FDC
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mediante la produccién de BAFF, IL-6 e IL-15 son capaces de inducir la produccion
de IL-4, IL-5, INFy y TNFa, factores implicados en los procesos mencionados
anteriormente (El Shikh and Pitzalis 2012).

Relacion de las FDC con las Células Estromales Deciduales. A pesar de
tratarse de dos tipos celulares aparentemente distintos y distantes, varios estudios
han demostrado la existencia de una relacion fenotipica entre las células
dendriticas foliculares y las células estromales deciduales (DSC, Decidual Stromal
Cells)(Montes et al. 1996, Munoz-Fernandez et al. 2006).

Las DSC son el componente celular mas abundante de la decidua humana,
tejido que constituye el componente materno de la placenta, encontrandose en
contacto directo con el trofoblasto. Este tejido se forma a partir del endometrio,
tras la implantacion del blastocisto, mediante un proceso conocido como reaccion
decidual, a través del cual aumenta el nimero de arterias espirales y el tamafio en
las células del endometrio, acumulandose en ellas una gran cantidad de nutrientes.
Ademas, la decidua actua como una importante fuente de factores de crecimiento
y citoquinas que controlaran los procesos de proliferacién, diferenciacion e
invasion del trofoblasto, y tiene un importante papel inmunorregulador (Ramathal
et al. 2010). El origen de estas células estromales se encuentran en precursores
fibroblasticos localizados en torno a los vasos sanguineos, los cuales proliferan y
bajo el efecto de la progesterona y otras hormonas, se diferencia en DSC, a través

de un proceso denominado decidualizacién (Richards et al. 1995).

Las DSC maduras tienen una morfologia redondeada y, debido al elevado
contenido en granulos de glucégeno (Krebhiel 1937) y a su capacidad de secretar
prolactina (PRL) (Riddick and Kusmik 1977), inicialmente se les asigno un simple
papel nutricional y endocrino durante el embarazo. Sin embargo, estudios
posteriores han demostrado que las DSC, ademas, presentan importantes
funciones inmunitarias. Asi, las células estromales deciduales producen citocinas
(Dudley et al. 1993, Iwabe et al. 2000, Montes et al. 1995), tienen actividad

fagocitica (Ruiz et al. 1997), son capaces de presentar antigenos (Olivares et al.
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1997) y rescatan de la apoptosis a linfocitos T y NK deciduales (Blanco et al. 2009)

para lo que expresan moléculas relacionadas con el sistema inmunitario.

En trabajos previos, se observo que las DSC y las FDC comparten la
expresion de marcadores mesenquimales, tienen actividad contractil y carecen de
CD45 (Garcia-Pacheco et al. 2001, Montes et al. 1995, Munoz-Fernandez et al.
2006, Oliver et al. 1999). Ademas, las DSC expresan numerosos marcadores
asociados con las FDC como DCR-1, CNA.42 o HJ2 (Montes et al. 1996, Muiioz-
Fernandez et al. 2006).

3.3.Las Células Reticulares Marginales

Las Células Reticulares Marginales constituyen la tercera poblacién de
células estromales de los SLOs, habiendo sido descritas hace tan solo unos afios
(Katakai et al. 2008), aunque en el bazo se documenté su existencia ya en los afios
noventa (Kraal et al. 1995), denomindndose entonces como células de
revestimiento del seno. Estas células han sido descritas en todos los SLOs de ratén,
pudiendo ser identificadas ya en el momento del nacimiento, sin embargo, aun no
se disponen de resultados sobre la existencia de MRC en humanos (Katakai et al.
2008).

Fenotipo. Esta poblacion celular constituye una fina capa, localizada en la
zona subcapsular de los LNs, en la zona marginal del bazo y en la regién sub-
epitelial de los MALTs. Las MRC de ratén se caracterizan por la expresion de
algunos marcadores propios de FDC como BP-3, CXCL-13, MAdCAM-1, VCAM-1 o
ICAM-1; aunque carecen de otros marcadores como CD21, CD35, PrP o CD32
(Katakai 2012). Ademas, estas células expresan elevados niveles de TRANCE, una
citocina de la familia del TNF (Katakai et al. 2008, Knoop et al. 2009), y de IL-7
(Repass et al. 2009).

Funciones. Actualmente, las funciones inmunolégicas de estas células no
han sido identificadas, sin embargo, por su posicidon se ha propuesto que estas

células podrian influir en los macréfagos CD169" que aparecen localizados en las

40



INTRODUCCION

zonas marginales (Katakai 2012). Las MRC también podrian afectar al desarrollo de
las células M de los MALTSs, pues estas células requieren para su desarrollo de
TRANCE (Knoop et al. 2009). Ademas, la expresion de CXCL13 sugiere que las MRC
pueden controlar la migracion de las células B, guidndolas hacia las zonas
marginales, donde pueden captar antigenos liberados directamente por los

macrofagos de esta region (Katakai 2012).

Finalmente, debido al parecido fenotipico, las MRC han sido propuestas
como las homodlogas, en el adulto, de las células organizadoras de tejido linfoide,
células estromales que aparecen durante el desarrollo embrionario de los SLOs y
que, tras la llegada de los linfocitos, se diferencian en FDC, FRC y MRC (Katakai et
al. 2008, Koning et al. Sometido). Esto hace pensar que, quizd, las MRC puedan
representar una fuente de células estromales, que bajo ciertas condiciones podrian

diferenciarse en FDCy FRC.

4.DESARROLLO EMBRIONARIO DE LOS ORGANOS LINFOIDES
SECUNDARIOS

La formacidon de los 6rganos linfoides secundarios ocurre durante el
desarrollo embrionario y depende de la correcta interaccidon entre células de origen
mesenquimal y hematopoyético. Aunque es un proceso extremadamente
complejo, en el que cada SLO requiere de senales especificas, actualmente, se ha
conseguido identificar un programa comun de desarrollo en ratén. En dicho
programa se han establecido varias etapas, de las cuales las primeras son las que
determinan la posicidn, ocurriendo de forma diferente en cada tipo de SLO (van de
Pavert and Mebius 2010); sin embargo, después de este evento inicial, los

mecanismos de embriogénesis convergen.

Segun el modelo actual (Fig. 6), las sefiales que inician la formacién de los
SLOs son producidas por neuronas. Dichas sefiales, inducen la produccidon de
guimiocinas, como CXCL13, CCL19 o CCL21, por las células estromales circundantes,
atrayendo hasta este lugar células de origen hematopoyético (van de Pavert and

Mebius 2010). De este modo, se forman agregados celulares, constituidos por las
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células de origen hematopoyético recién llegadas y las MSC circundantes, que a
partir de este momento reciben el nombre de células organizadoras de tejido
linfoide (células LTo) (Honda et al. 2001, Mebius 2003). Asi, se origina una
estructura primitiva y definitiva que, posteriormente, dara lugar al SLO.

Entre las moléculas que podrian estar involucradas en esta primera etapa,
se encuentra el acido retinoico (RA, retinoic acid). Este derivado de la vitamina A
juega un papel fundamental en el desarrollo de los LNs periféricos, siendo esencial
para la induccion de CXCL13 (van de Pavert et al. 2009). Ademas, se ha visto que
fibras nerviosas cercanas al sitio de formacién de los ganglios expresan RALDH2
(enzima que cataliza una de las etapas de oxidacion de la vitamina A hasta RA), lo
que hace pensar que estas células inducirian la produccidon de CXCL13 a través del
RA (van de Pavert et al. 2009). Asi, este modelo propone que la formacién de los
LNs periféricos ocurre en los lugares de liberacién de RA, sin embargo, este
metabolito estd implicado en multitud de procesos embrionarios y, como
consecuencia, se expresa en diferentes lugares, es por ello que este modelo no
puede explicar por qué los LNs solo se desarrollan en ciertos lugares especificos
(van de Pavert and Mebius 2010).

Entre los factores inducidos en esta primera etapa, la quimiocina CXCL13
parece ser imprescindible para la formacién de los agregados celulares que mas
tarde dardn lugar a los LNs periféricos (Ansel et al. 2000, Luther et al. 2003),
aunqgue en el proceso son importantes también otras quimiocinas, como CCL19 y
CCL21 (Luther et al. 2003, Ohl et al. 2003). En el caso de los LNs mesentéricos, su
desarrollo puede ocurrir en ausencia de las quimiocinas anteriormente expuestas,
por lo que probablemente existen otras adicionales (Luther et al. 2003, Ohl et al.
2003); no obstante, la producciéon de estas otras quimiocinas también debe
depender del RA, pues en ausencia de RALDH2 la formacion de LNs mesentéricos
falla (van de Pavert et al. 2009). En el caso del MALT, parece que las quimiocinas o
sefiales que median la etapa inicial de reclutamiento podrian ser las mismas que las

involucradas en la formacion de los LNs mesentéricos, pues estos érganos también
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pueden formarse en ausencia de CXCL13, CCL19 y CCL21 (Fukuyama et al. 2006,
Rangel-Moreno et al. 2005).

Independientemente del origen y la naturaleza de las primeras senales que
inducen la formacion de los SLOs, hasta las regiones donde se originaran dichos
organos van a llegar células de origen hematopoyético conocidas como células
inductoras de Tejido Linfoide (LTi, Lymphoid-Tissue inducer) (Withers et al. 2007).
Estas células derivan de precursores CD45+KITmidIL-7RG+CD3‘CD4' gue pueden ser
aisladas del higado fetal de ratén y que, ademas, son capaces de generar linfocitos
B, T, NK y células dendriticas (Mebius et al. 2001). Las células LTi humanas son
similares a las de ratdén, ambas se caracterizan por la ausencia de marcadores de
linaje y por la expresiéon de ID2, RORyt y IL-7R,, ademas, las células LTi de ratdn,

pero no las humanas, expresan CD4 (Cupedo et al. 2009).

Una vez que las células LTi comienzan a ser reclutadas y a formar agregados,
estas células van a activarse a través de un mecanismo en el que parece estar
involucrado la molécula TRANCE y su receptor. Las células LTi expresan ambas
moléculas, de modo que se ha propuesto que la acumulaciéon de estas células

produciria una activacion en trans (Vondenhoff et al. 2009).

Al activarse, las células LTi comienzan a expresar en sus membranas
linfotoxina a;B, (LTqip2), otro miembro de la familia del TNF esencial para la
formacion de los SLOs. A través de esta citocina las células LTi interaccionaran con
las células LTo, potencidndose la expresién de moléculas quimioatrayentes
(CXCL13, CCL19 y CCI21), moléculas de adhesion (VCAM-1, ICAM-1 y MAdCAM-1),
citocinas (TRANCE e IL-7) y factores angiogénicos. De este modo, la LT4;5, completa
la diferenciacion de las celulas mesenquimales hasta células LTo, lo que permite
atraer a un mayor numero de células LTi que son eficientemente retenidas en los
agregados. De hecho, si las moléculas de adhesidon no son inducidas, como ocurre
en los ratones deficientes en LTy, estos agregados se deshacen y no se forman LNs
(Vondenhoff et al. 2009, Yoshida et al. 2002). Ademas, el aumento en la expresion
de TRANCE e IL-7 potencian la activacién y proliferacién de las células LTi, lo que a

su vez induce una mayor expresion de LTq1p,, produciéndose de este modo un ciclo
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de retroalimentacién positiva, que conlleva a la expansién del primordio del SLO
(Yoshida et al. 2002).

La sefializacion a través del receptor de la LTqp, (LTBR) también
determinara la produccion de factores implicados en la formacidn de vasos
sanguineos vy linfaticos, como el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF,
Vascular Endothelial Growth Factor)-C, el VEGF-D, el factor de crecimiento
fibroblastico (FGF, Fibroblastic Growth Factor)-2 y el factor de crecimiento de
hepatocitos (HGF, Hepatocites Growth Factor). De este modo, las células LTo
promueven la proliferacion de las células endoteliales, permitiendo la conexién del
primordio con los vasos sanguineos y linfaticos que también se encuentran en
desarrollo (Vondenhoff et al. 2009).

En el caso de las placas de Peyer, la LT, al menos en los primeros
momentos del desarrollo, no es producida por las células LTi, si no por un tipo
adicional de célula de origen hematopoyético, caracterizada por el fenotipo
CD45IL-7Ra"CD4'CD3 CD11c’RET’ y que se encuentra distribuida a lo largo del
tubo digestivo, de forma aleatoria, antes de empezar el proceso de organogénesis.
Estas células, posteriormente, se concentran en los lugares en los que se originaran
las placas de Peyer, activandose a través del receptor RET y comenzado a expresar
LTap2- Mediante esta citocina, se consigue activar las MSC de la zona, las cuales
empiezan a producir factores que atraen y retienen a las células LTi, continuando

estas células el proceso de organogénesis (Veiga-Fernandes et al. 2007).

Finalmente, hasta las regiones de formacion de los SLOs comienzan a llegar
linfocitos T y B, que producen un aumento del tamafio y la reorganizacion del
primordio, determinando la expansion y diferenciacion de las células LTo en las
subpoblaciones estromales caracteristicas de los SLOs adultos (Fig. 6), origindndose
los microdominios By T (Cupedo et al. 2004b, Koning J. J. and Mebius 2012).
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Figura 6 Representacion esquematica de las posibles vias de diferenciacion de las células
estromales de los SLOs. Las flechas continuas indican vias de diferenciaciéon bien establecidas,
mientras que las discontinuas necesitan se trata de vias que deben ser verificadas

experimentalmente.
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La importancia de la llegada de los linfocitos hasta los primordios de los
SLOs se pone de manifiesto en ratones que carecen de linfocitos (Rag2‘/'IL2rg'/'), en
ellos, las células LTi presentan una reducida expresion de LTq, ¥ los primordios
acaban desapareciendo por la ausencia de linfocitos (Coles et al. 2006, Luther et al.
2003). Sin embargo, la transferencia de células T o células NK1.1, pero no las
células B, durante la primera semana después del nacimiento, evita la desaparicidon
del primordio (Coles et al. 2006), lo que pone de manifiesto la importancia de los

linfocitos maduros en la organogénesis de los LNs murinos.

4.1.Diferenciacion de las Células Reticulares Marginales

Durante la expansion del primordio, las células LTo proliferan hacia la
periferia y, tras la acumulacién de los linfocitos T y B, estas células acaban siendo
confinadas a las regiones mas periféricas, convirtiéndose en la capa de MRC
(Katakai et al. 2008). Ademas, en base a su relacion con las células LTo, se ha
sugerido que estas células podrian tener la capacidad para diferenciarse en FDC y
en FRC (Katakai 2012, Krautler et al. 2012), aunque actualmente no existen datos

solidos que demuestren esta posibilidad.

Las MRC son detectadas en LNs murinos desde el momento del nacimiento,
antes incluso de que lleguen los linfocitos T y B. Ademas, estas células pueden ser
identificadas en ratones deficientes en linfocitos (Ragl'/'), lo que indica que estos
linfocitos no intervienen en el programa de desarrollo de las MRC (Katakai et al.
2008). No obstante, los requerimientos de las MRC aun deben ser identificados,
aungue ya se sabe que el mantenimiento de esta poblacidon estromal depende de
un estimulo continuo a través de LTBR, pues su bloqueo induce su desaparicion en
el bazo, mientras en los ganglios se produce la pérdida de expresidon de CXCL13 y
MAdCAM-1, aunque persisten células que expresan TRANCE en esta localizaciéon
(Katakai 2012, Krautler et al. 2012) . Puesto que las MRC se encuentran en contacto
directo con células LTi, que expresan LTgp,, €stas células son unas buenas
candidatas para mantener la diferenciacién de las MRC, asi como la expresion de
CXCL13 y MAdCAM-1 (Cupedo et al. 2004b). A pesar de todo, la contribucién las
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células LTi después del nacimiento en el mantenimiento de las células estromales

es una incognita.

4.2.Diferenciacion de las Células Dendriticas Foliculares

La formacion de los foliculos linfoides se inicia antes de que los linfocitos B
comiencen a llegar a los SLOs (Hashi et al. 2001, White et al. 2007), por efecto de
las células LTi (Cupedo et al. 2004b). Posteriormente, cuando las células B
comienzan a abandonar la medula 6sea, estos linfocitos se acumulan en las
regiones mas periféricas de los SLOs, siendo responsables del intenso proceso de

remodelacién de la red estromal (Bajenoff and Germain 2009).

A pesar de que la formacién de los foliculos no requiere de células B, la
maduracion de las FDC si depende de dichos linfocitos (Cyster et al. 2000). Las FDC
comienzan a aparecer, en ratones, al cabo de 7 dias tras el nacimiento, siendo
necesarios en este proceso, tanto la LTqp, (implicada también en su supervivencia

y mantenimiento) como el TNF (De Togni et al. 1994, Le Hir et al. 1995).

Los linfocitos B son la fuente principal de TNF y LTqp, en los foliculos,
aungue también se ha documentado la participacién de las células T (Endres et al.
1999, Tumanov A. V. et al. 2003). La estimulacién de las células B, a través de
CXCR5, aumenta la expresion de LTqi5, en estas células, activando a las FDC y
aumentando la secrecidon de CXCL13, lo que origina un bucle de retroalimentacion
positiva, importante en el desarrollo y mantenimiento de los foliculos (Ansel et al.
2000). Este bucle se rompe en los centros germinales, donde la expresion de LTqp,
es independiente de CXL13.

La estimulacion de los receptores de TNFa y LT4;5, produce la activacion de
las vias de sefializacidon cldsica y alternativa de NFKB, un factor de transcripcion
implicado en multitud de procesos de diferenciacién (Bonizzi and Karin 2004).
Estudios in vivo han revelado que ratones deficientes en la via cldsica presentan
redes normales de FDC, mientras los deficientes en la via alternativa (p52‘/'o ReIB‘/‘)
carecen de células MAdCAM-1" o FDC-M1" en los foliculos (Matsumoto et al. 1997,
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Poljak et al. 1999). La alteracidon en la via alternativa también produce defectos en
la expresion de CXCL13, coincidiendo los defectos de los ratones CXCL13”" con los
deficientes en p52 o en RelB (Ansel et al. 2000). En todos estos ratones deficientes
en alguna via de sefalizacion, se observa la existencia de una completa
superposicion entre mutaciones que afectan al desarrollo de FDC y MRC
(Pasparakis et al. 2000), por lo que se piensa que ambos tipos celulares son parte
de una via comun de diferenciacion, dependiente de TNF y LT ;5.

Otras muchas moléculas, ademas de las sefiales dependientes de los
receptores de TNF y LTqs, deben de estar implicadas en el proceso de
diferenciacion de las FDC, aunque actualmente se desconocen la mayor parte de
ellas, lo que ha impedido conseguir la diferenciacidn in vitro de estas células. Estas
otras sefales deben de proceder de los linfocitos activados o ser resultado de los
cambios producidos durante la respuesta inmunitaria. Entre ellas se ha descrito el
papel de los inmunocomplejos, a través de FcRllb, lo cuales inducen un aumento en
la expresiéon de ICAM-1 y VCAM-1 en las zonas claras de los foliculos linfoides (Allen
C. D. and Cyster 2008). Otros estudios, han identificado el CD40, la IL-4 y el INF-y,

como inductores potenciales del CD23 en las FDC (Sukumar et al. 2006b).

4.3. Diferenciacion de las Células Reticulares Fibroblasticas

La diferenciacién de las FRC tampoco esta bien caracterizada, aunque
existen evidencias que demuestran que las células T CD4", asi como la sefializacion
combinada a través de TNFR1 y LTBR, serian responsables de la diferenciacion de
las células LTo hasta FRC. Asi, las células Th son capaces de inducir in vitro la
expresion de componentes de la matriz extracelular de la zona T (Katakai et al.
2004a). No obstante, al menos en el bazo, el desarrollo de la zona T depende de la
LTa1p2 producida por las células B (Ngo et al. 1999). Indistintamente del origen, el
TNF y la LTqp; inducen la expresion, en las células estromales de la zona T, de
quimiocinas como CCL21, marcadores como BP3, ERTR-7 y podoplanina e influyen
en el desarrollo de la red de conductos del bazo (Ngo et al. 1999, van de Pavert and
Mebius 2010).
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5.REMODELACION DE LOS ORGANOS LINFOIDES SECUNDARIOS

Si bien las interacciones entre las células estromales y las células
hematopoyéticas juegan un papel imprescindible en el desarrollo de los SLOs, estas
mismas interacciones participan en el mantenimiento, remodelacion vy

regeneracion de la arquitectura de los SLO (Roozendaal and Mebius 2010).

Durante los procesos inflamatorios, los SLOs sufren un aumento de tamafio
debido, en su mayor parte, a la migracién y proliferaciéon de linfocitos. Del mismo
modo, el compartimento estromal debe aumentar para poder alojar al creciente
numero de linfocitos, aunque existen grandes incdgnitas sobre el origen y la
plasticidad de las células que lo permiten (Katakai et al. 2004a). Se ha propuesto
gue las MRC, debido a su relacidn con las células LTo, podria actuar como fuente de
células estromales, permitiendo la expansion de las redes de FRC y FDC (Katakai et
al. 2008); sin embargo, aun no existen datos que apoyen esta hipdtesis. Segun los
ultimos resultados publicados, la fuente de células estromales en los SLOs adultos
se encontraria en torno a los vasos sanguineos (Krautler et al. 2012), lugar en el
gue reside un grupo de células conocido como pericitos. Estas células se
identifican, fundamentalmente, por su localizacién (apareciendo en contacto
directo con las células endoteliales de la microvasculatura) y por la expresion de
marcadores como CD146, PDGFRP o NG2 (Covas et al. 2008). Los pericitos, ademas,
han sido propuestos como los homdlogos, in situ, de las Células Madre

Mesenquimales (MSC, Mesenchymal Stem Cells) (Crisan et al. 2008).

Las MSC, inicialmente, fueron identificadas en medula 6ésea y se
caracterizan por su capacidad de adherirse al plastico, proliferar extensamente, y
diferenciarse hacia distintos tipos celulares del linaje mesenquimal, bajo
condiciones apropiadas de cultivo (Friedenstein et al. 1974, Pittenger et al. 1999).
Posteriormente, se ha encontrado que estas células se encuentran virtualmente en
todos los tejidos del cuerpo (da Silva Meirelles et al. 2006) y tienen un potente
efecto inmunosupresor (Uccelli et al. 2008). Ademas, se ha demostrado el potencial
de los pericitos en la regeneracion de tejidos, siendo capaces de diferenciarse en

adipocitos, osteoblastos, condroblastos, fibroblastos, células miogénicas vy
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odontoblastos (Crisan et al. 2008), lo que sugiere que también podrian originar FDC
y FRC en los SLOs, a través de los factores producidos por los linfocitos activados.
Ademas, las MSC aparecen en sangre periférica durante procesos inflamatorios (da
Silva Meirelles et al. 2006), por lo que, quizds, en estas condiciones las MSC podrian
llegar a los SLOs a través de los vasos sanguineos, favoreciendo el desarrollo del
compartimento estromal (da Silva Meirelles et al. 2006, Koning J. J. and Mebius
2012).

Las MSC probablemente jueguen un importante papel no sélo durante el
aumento del tamafio de los SLOs, sino también en la recuperacion de la integridad
estructural tras ciertos procesos inflamatorios, pues su microanatomia puede ser
destruida por los efectos citopdticos de los microorganismos o por procesos
inmunopatoldgicos durante respuestas inmunitarias cronicas y/o agudas (Junt et al.
2008). En estos casos, también es necesaria una fuente de células estromales que
permita el desarrollo de nuevas redes de FDC y FRC. Esto ocurre, por ejemplo,
cuando las FRC son infectadas por el virus de la coriomeningitis linfocitica (LCMV,
Lymphocytic Choriomeningitis Virus) que produce una completa destruccion de la
red de reticular, acompafiada por la desintegracién de la pulpa blanca del bazo
(Mueller et al. 2007), lo que ocasiona una pérdida de la inmunocompetencia
transitoria (Odermatt et al. 1991, Scandella et al. 2008). Una vez que el virus ha
sido eliminado, la micronatomia de los SLOs va a ser regenerada, a través de la
proliferacion de las células estromales, en un proceso dependiente de las células
LTi y de la sefalizacién mediada por LTBR, de una manera similar a lo que ocurre

durante la embriogénesis (Scandella et al. 2008).

6.L.0S ORGANOS LINFOIDES TERCIARIOS

Durante los procesos de inflamacidn crénica, en los que existe una
extravasacion continuada de leucocitos y una fuente persistente de antigenos, se
produce el desarrollo de estructuras linfoides en lugares ectdpicos, que reciben el
nombre de Organos Linfoides Terciarios (TLO, Tertiary Lymphoid Organs). Estas

condiciones ocurren durante infecciones, rechazos de trasplantes o en
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enfermedades autoinmunitarias y las estructuras que se forman suelen
denominarse en base a su localizacién anatdmica, como por ejemplo, el tejido
linfoide inducible asociado a los bronquios (iBALT, inducible bronchus-associated
lymphoid tissue) o el tejido linfoide asociado a la vasculatura (VALT, vascular-
associated lymphoid tissue) (Neyt et al. 2012).

Los TLOs tienen una estructura similar a los secundarios, presentando
grandes foliculos linfoides y zonas de linfocitos T, produciéndose en ellas la
activacién de linfocitos T y B virgenes. El principal componente de estos érganos
son las células B, las cuales se acumulan sobre una red de FDC vy, a través de la
expresion de AID, se produce cambio de clase y maduracién de la afinidad.
Ademads, en estos lugares se forman células B memoria y plasmaticas que aparecen
en las inmediaciones de los TLOs, produciendo anticuerpos (Perros et al. 2012).Por
otro lado, en las zonas T se puede identificar HEVs, por las que entran los linfocitos,
asi como FRC, que forman la caracteristica red estromal y guian la migracién de los
linfocitos T. Ademas, entre las FRC vy los linfocitos aparecen DCs activadas que
estimulan a los linfocitos T, favoreciendo su diferenciacion hasta células efectoras
(Halle et al. 2009).

TLOs en Infecciones Cronicas. Durante los procesos infectivos, los TLOs
tienen un efecto protector, pues se forman en los sitios de infeccion, ayudando a
eliminar y neutralizar patdégenos al facilitar la generacidon de células plasmaticas
qgue producen anticuerpos especificos (Junt et al. 2008). Un ejemplo de estos TLOs,
se encuentra en el Tejido Linfoide Asociado a los Bronquios formado en el pulmdén
tras una infeccién con el virus de la gripe (Neyt et al. 2012). A pesar del claro
beneficio que supone el desarrollo de estas estructuras, existen infecciones que no
producen TLOs, mientras que otras si lo hacen, el motivo por el cual esto ocurre es

desconocido.

TLOs en Inmunopatologias. La presencia de TLOS en enfermedades
autoinmunitarias y en rechazo de trasplantes ha sugerido que estos 6rganos son
importantes sitios de induccion de linfocitos T autorreactivos y de produccion de

autoanticuerpos, que contribuyen a la progresiéon de la patologia. Asi, los TLOs
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pueden ser encontradas en pacientes con aterosclerosis, artritis reumatoide o, con
tiroiditis autoinmune, los cuales presentan células B productoras de
autoanticuerpos en estos organos (Armengol et al. 2001, Rangel-Moreno et al.
2006, Serafini et al. 2004).

Desarrollo de los TLOs. La formacion de los TLOs tiene lugar mediante un
proceso conocido como neogénesis linfoide, bastante similar a lo que ocurre
durante el desarrollo embrionario de los SLOs. De este modo, durante una
inflamacién crdénica, se produce un aumento gradual de células plasmaticas y
linfocitos en la regidn, lo que induce la formacién de vasos linfaticos, mientras que
los vasos sanguineos adquieren caracteristicas de HEVs, permitiendo la
extravasacion de una mayor cantidad de linfocitos, que se organizan en distintas
areas linfoides, produciéndose la diferenciacion de células estromales
perivasculares en FDC y FRC (Krautler et al. 2012, Neyt et al. 2012). En cuanto a la
formacion de MRC, Katakai y colaboradores observaron que estas células no
aparecen en TLOs en estdmago, lo que podria sugerir que la formacion de estas
células esta limitada a cierto periodo de tiempo durante el desarrollo durante el
tiempo (Katakai et al. 2003). Sin embargo, estructuras linfoides terciarias inducidas
después de infeccidon por gripe, origina un patron de células CXCL13 que no se
superpone completamente con la red de FDC, pudiendo sugerir la presencia de
MRCs (Moyron-Quiroz et al. 2004).

Este proceso depende de citocinas expresadas durante el desarrollo
embrionario e involucradas en la homeostasis de los SLOs, como son LTg1p,, IL-7,
CCL19, CCL21 o CXCL13 (van de Pavert and Mebius 2010). El hecho de que los
mismos factores sean necesarios para el desarrollo de ambos tejidos, hace pensar
que quizas los TLOs inducidos durante procesos inflamatorios podrian haber sido

los precursores evolutivos de los SLOs (Neyt et al. 2012).

En contraste con el desarrollo de los SLOs, durante el desarrollo de los TLOs
la necesidad de células LTi es controvertida, pues ratones que carecen de estas
células son capaces de desarrollar BALT o, en modelos de colitis, aparecen TLOS en

el intestino (Marinkovic et al. 2006, Rangel-Moreno et al. 2011). No obstante, la
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simple inyeccion de células LTi en la piel induce la formacion de tejido linfoide
terciario (Link et al. 2011). A pesar de no estar clara la necesidad de células LTi, la
LTq1p2 Si €S necesaria para la induccion de TLOs (Furtado et al. 2007), de modo que
en modelos en los que las células LTi son prescindibles, otras células que expresan
esta citocina, como las células B, T o DCs, podrian ser las responsables de inducir la

diferenciacion de las células estromales e iniciar la formacion de los TLOs.
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OBIJETIVOS

Las células estromales de los érganos linfoides secundarios (SLOs) y sus
precursores estan pobremente caracterizadas en humanos, por ello el primer
objetivo de esta tesis doctoral es el Aislamiento y caracterizacion de células
estromales humanas obtenidas de amigdalas.

En ratdn, los precursores de las células estromales de los SLOs han sido
localizados en torno a los vasos sanguineos, habiéndose descrito algunos de sus
marcadores. Asi, el segundo objetivo consiste en la Localizacion de los precursores

de las células estromales de los SLOs en criosecciones de amigdalas humanas.

Los experimentos con ratones transgénicos han mostrado la implicacion de
una gran cantidad de factores en la diferenciacion de las células estromales de los
SLOs, por lo que el tercer objetivo es Analizar el efecto in vitro de distintos

factores sobre la diferenciacion de las células estromales de amigdala.

En estudios previos, se demostré que las Células Estromales Deciduales
(DSC) expresaron algunos marcadores caracteristicos de las Células Foliculares
Dendriticas (FDC), por ello el cuarto objetivo de esta tesis doctoral consiste en el
Estudio de las caracteristicas funcionales y fenotipicas distintivas compartidas por

DSC y FDC.
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MATERIALES Y METODOS

1. MUESTRAS

Las muestras de amigdala fueron obtenidas de pacientes de entre 3 y 10
aflos con amigdalitis crdnica, en completa remisidon antes de la intervencién. Las
muestras procedieron del Hospital Universitario Virgen de las Nieves y del Hospital

Universitario San Cecilio (Granada).

Las muestras de medula 6sea fueron obtenidas a partir de aspirados

sobrantes de donantes hematolégicamente normales del Hospital de Baza.

Las muestras de prepucio procedieron de pacientes adultos operados de

fimosis en el Hospital Universitario San Cecilio (Granada).

Las muestras de decidua fueron obtenidas de mujeres sanas de entre 20 y
30 anos, que se sometieron a interrupciones voluntarias del embarazo durante el
primer trimestre (6—11 semanas). Excluimos a mujeres que recibian medicacién o
que presentaban enfermedades infecciosas, autoinmunes u otras enfermedades
sistémicas. Ninguno de los abortos fue inducido farmacolégicamente. Estas
muestras fueron obtenidas mediante legrados practicados en la Clinica “El Sur” en

Malaga o de la Clinica “Ginegranada” en Granada.

Este estudio ha sido aprobado por el Comité Etico y de Investigacién del
Hospital Universitario Virgen de las Nieves y por el Comité Etico de la Universidad
de Granada. Adema3s, se obtuvo el consentimiento informado de cada paciente, y
en el caso de los menores de edad, se obtuvo el consentimiento informado de los

padres o tutores de cada paciente.

2.AISLAMIENTO Y CULTIVO DE CELULAS ESTROMALES

Para la obtencion de células estromales de amigdala, decidua y prepucio, el
tejido fue lavado con PBS (Gibco, California, USA) y troceado utilizando un bisturi. A
continuacion, se afiadio una solucién de colagenasa tipo V (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, USA) a una concentracion de 5mg/ml, incubandose a 37°C durante 2 horas en

el caso de las amigdalas y el prepucio, y durante 30 minutos en el de la decidua.
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Tras este tiempo, la suspension fue agitada, filtrada y centrifugada a 400g durante
5 minutos. El botén de células fue resuspendido en PBS y centrifugado sobre Ficoll-
Histopaque (Sigma-Aldrich) durante 20 minutos a 600g. Las células mononucleares
fueron recogidas de la interfase, lavadas con PBS, y resuspendidas, finalmente, en

medio de cultivo.

Para la obtencion de células estromales de medula 6ésea, la sangre
procedente de aspirados fue directamente diluida con PBS y centrifugada sobre
Ficoll-Histopaque. Al igual que en los casos anteriores, las células fueron recogidas

de la interfase, lavadas con PBS y resuspendidas en medio de cultivo.

En todos los casos, las células mononucleares fueron incubadas durante 24
horas a 37°C, tiempo en el que las células estromales se adhirieron al frasco de
cultivo. Transcurrido dicho periodo de tiempo, las células presentes en el
sobrenadante fueron descartadas, mientras que las adheridas fueron mantenidas
en cultivo, cambiandose el medio dos veces por semana. Al cabo de una o dos
semanas, las células adherentes tuvieron una morfologia uniforme de aspecto
fibroblastico y cubrieron la superficie del frasco de cultivo, siendo expandidas a
otros frascos tras ser despegadas con Tripsina-EDTA (Sigma-Aldrich). Las células
fueron usadas en experimentos a partir del segundo pase y fueron mantenidas en

cultivo durante dos meses.

El medio de cultivo utilizado para el mantenimiento de células estromales
procedentes de la amigdala, prepucio y medula dsea fue EMEM (Eagle’s Minimal
Esencial Medium, Lonza, Allendale, NJ, USA) suplementado con un 3% de suero
bovino fetal (FBS, Gibco), 2mM de Glutamina, 100 Ul/ml de Penicilina, 100 Ul/ml de
Estreptomicina y 0,25ug/ml de Anfotericina (Sigma-Aldrich); mientras que para la
obtencién de DSC y FDC, las células procedentes de la disgregacion de la decidua y
la amigdala, respectivamente, se cultivaron en medio Opti-MEM (Invitrogen, Grand
Island, NY, USA) suplementado con un 3% de FBS, 100 Ul/ml de Penicilina, 100
Ul/ml de Estreptomicina y 0,25ug/ml de Anfotericina.
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3. AISLAMIENTO DE DSC FRESCAS

Para obtener suspensiones frescas de DSC, se utilizd el protocolo descrito
por Montes et al. (1996). Asi, la decidua fue lavada en PBS y desmenuzada con un
bisturi, en un pequefio volumen de PBS. A continuacidn, se afiadidé una solucion de
colagenasa tipo V a 5mg/ml, incubdandose a 37°C durante 30 minutos. Esta
suspension fue centrifugada a 650g durante 30 minutos sobre un gradiente
discontinuo de Percoll (Sigma-Aldrich). Finalmente, las células fueron recogidas de
la interfase 20/30% y lavadas con PBS.

4. AISLAMIENTO DE LINFOCITOS

La obtencion de linfocitos, para el co-cultivo con células estromales, se
realizd a partir del sobrenadante de las preparaciones de amigdala. Los linfocitos,
tras ser recogidos y lavados con PBS, fueron tefiidos de forma separada con anti-
CD20 (Biolegends, San Diego, CA, USA) para la obtencidn de linfocitos B, o con anti-
CD3 (Biolegends) para linfoticos T. A continuacion, se utilizd un anticuerpo
secundario unido a bolitas magnéticas (goat anti-mouse IgG Microbeads, Miltenyi
Biotec, GmbH, Alemania) y las células fueron separadas tras pasar por columnas
(Miltenyi Biotec).

La pureza de los linfocitos fue determinada por citometria de flujo, siendo

siempre superior al 95%.

5.ANALISIS DE EXPRESION MEDIANTE CITOMETRIA DE FLUJO

Las células estromales fueron despegadas del frasco de cultivo mediante el
tratamiento con Tripsina-EDTA a 37°C durante 3 minutos. La reaccion fue detenida
afladiendo un 20% de FBS. Las células fueron centrifugadas, el sobrenadante
descartado y el pellet resuspendido en PBS a una concentracidn 10° células/ml y

suplementado con un 4% de suero AB humano.

Para marcajes de superficie, 100 pL de la suspension celular fue incubada

con el apropiado anticuerpo durante 30 min a 4°C en oscuridad. Las células fueron
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lavadas, resuspendidas en 200uL de PBS, e inmediatamente analizadas en un
citometro de flujo FACScan o FACSCalibur (Becton Dickinson). El porcentaje de
células que fueron positivas se calculd por comparacion con el apropiado control

de isotipo.

Para marcajes intracitoplasmaticos, las células fueron fijadas con
paraformaldehido al 4% durante 20 min a 4°C y permeabilizadas con PBS saponina
frio al 0.05% (MERCK, Darmstadt, Germany) antes de afiadir el anticuerpo

monoclonal (mAb).

6. ANTICUERPOS MONOCLONALES

Los mAbs usados en este estudio fueron: CD3-FITC, CD10-PE, CD19-FITC,
CD21-PE, CD29-APC, CD31-FITC, CD34-FITC, CD35-FITC, CD-44, CD45-PE, CD54-FITC,
CD56-APC, CD73-PE, CD106-PE, CD140b, CD146, CD271-FITC, c-kit-PE, gp38-Alexa
Fluor 647, TRANCE-PE (Biolegends), CD29-APC (Caltag Laboratories, Burlingame,
CA, USA), OCT-3/4-FITC (eBioscience), BAFF-FITC, CCL19-PE, CXCL12-APC, CXCL13-
APC, MadCAM-1-APC, MFG-E8-PE, STRO-1 (R&D Systems, Minneapolis, MN), aSM-
actina-FITC, aSM-actina-Cy3 (Sigma-Aldrich), FVW, FLK-1, HLA-G clon MEM-G/9 y
MEM-G/1 (Abcam). Los controles de isotipo utilizados fuero IgG1-FITC/PE/APC de
raton, IgG2-FITC/PE/APC de ratén y IgG-Alexa647 de rata (Biolegends). El
anticuerpo secundario utilizado en los marcajes indirectos fue una anti-IgG de

raton hecha en cabra y marcada con Alexa Fluor 488.

7.ANALISIS DE EXPRESION GENICA

Los analisis de expresion génica de las células estromales se llevaron a cabo
mediante PCR cuantitativa y no cuantitativa. En ambos casos, se procedid a extraer
el ARN total de las células usando Trizol (Invitrogen, Grand Island, NY, USA) y el
ADN complementario (cDNA) fue sintetizado usando cebadores Oligo-dT t y MVRT

(Invitrogen) de acuerdo con los protocolos del fabricante.
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La PCR no cuantitativa fue realizada en un termociclador (2720 Thermal
Cycler Geneamp, Applied Biosystems) usando un volumen total de 20 ul, que
contenia cDNA (el equivalente a 100ng de ARN), 200nM deoxy-NTPs, 800nm de
cada cebador y 0,5U de polimerasa GoTaq (Biotools). Tras la incubacion a 95°C
durante 3 minutos, se llevaron a cabo 35 ciclos consistentes en 95°C durante 30
segundos, 55°C durante 45 segundos and 72°C durante 45 segundos. Los productos
de PCR fueron separados en base a su tamafo en geles de agarosa (Merck,
Darmstadtm, Germany) tefiidos con bromuro de etidio (Sigma-Aldrich),

incluyéndose un marcador de peso molecular de 100 pares de bases (Biotools).

La PCR cuantitativa fue realizada en un termociclador (7500 Real Time PCR
System, Applied Biosystems) usando un volumen total de 10 pl que contenia cDNA,
300nM de cada primer y SYBR green mastermix (Roche Basel, Switzerland). Para la
correccion de la eficiencia de los primers, se generd una curva estandar para cada
par de cebadores utilizando cDNA de amigdala. El factor de normalizacion fue
obtenido a partir de la media geométrica de la expresion de dos genes
relativamente estables (GADPH y HAMPSY).

8.0BTENCION DE CLONES DE CELULAS ESTROMALES DE
AMIGDALA

A partir de las lineas de células estromales de amigdala se obtuvieron clones
mediante dilucién seriada en placas de 96 pocillos. Al cabo de 24 horas tras
dispensarse las células en las placas, se revisaron los pocillos y se seleccionaron
aquellos en los que solo existia una célula, incubandolas durante dos semanas en
medio EMEM suplementado con un 10% de FBS, 2mM de Glutamina, 100 Ul/ml de
Penicilina, 100 Ul/ml de Estreptomicina y 0,25ug/ml de Anfotericina. Transcurrido
dicho periodo de tiempo, las células que habian formado colonias fueron
tripsinizadas y sembradas en placas de 12 pocillos, siendo ya cultivadas en medio
EMEM suplementado con un 3% de FBS. Una vez obtenido un nimero suficiente de
células, se procedid a estudiar la expresion de marcadores mediante PCR vy

citometria de flujo.
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9. DIFERENCIACION MESENQUIMAL DE CELULAS ESTROMALES

9.1.Diferenciacion Adipogénica

Para la diferenciacion adipogénica usamos el método descrito por Schutze
et al. (Schutze et al. 2005) con algunas modificaciones. Brevemente, las células
estromales fueron sembradas en placas de seis pocillos a una densidad de 2x10°
células/cm?® y crecidas hasta un 100% de confluencia en medio de cultivo. A
continuacion, las células se incubaron durante 4 dias en medio de induccién de
adipogénesis (medio Opti-MEM suplementado con un 3%FBS, Estreptomicina
100UIl/ml, Amfotericina 0,25ug/ml, dexametasona 1uM, 3-isobutyl-1-metilxantina
100puM, indometacina 0.1mM vy insulina 10ug/ml) y 3 dias en medio de
mantenimiento de adipogénesis (medio Opti-MEM suplementado con un 3% de
FBS, Estreptomicina 100 Ul/ml, Amfotericina 0,25ug/ml y insulina 10pg/ml). Este

proceso se repitié durante tres semanas.

9.2.Diferenciacion Condrogénica

Para la diferenciacidon condrogénica, nosotros seguimos el método descrito
por Schutze et al. (Schutze et al. 2005). Brevemente, 25x10" células fueron
centrifugadas en tubos cénicos de 15ml y mantenidas durante 3 semanas en medio
Opti-MEM suplementado con 100 Ul/ml de Estreptomicina, 0,25ug/ml de
Amfotericina, 0,15 mM de acido ascérbico y 10 ng/ml de TGF-B (Sigma-Aldricht). La

mitad del medio de diferenciacion fue sustituido cada 3 o 4 dias.

9.3.Diferenciacion Osteogénica

La diferenciacién osteogénica fue lograda usando el método descrito por
Jaiswal et al. (Jaiswal et al. 1997), que consistié en sembrar las células a una
densidad de 2x10° células/cm y crecerlas hasta el 100% de confluencia. Después,
las células estromales fueron cultivadas en EMEM suplementado con un 3% de FBS,
2mM de Glutamina, 100 Ul/ml de Penicilina, 100 Ul/ml de Estreptomicina,
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0,25ug/ml de Amfotericina, 0,1 mM de acido ascérbico, 100 nM de dexametasona

y 10nM glicerol-P (Sigma-Aldricht) durante tres semanas.

9.4, Diferenciacion Endotelial

Para comprobar la capacidad de las TSC para diferenciarse en células
endoteliales nosotros seguimos el protocolo descrito por Zhang y colaboradores
(Zhang et al. 2009). Asi, se procedié a cultivar las TSC en medio EMEM con un 3%
de suero, como control, o en medio de crecimiento endotelial 2 (EGM-2, endotelial
growth media-2; Lonza) que contenia VEGF, hFGF-b, EGF, factor de crecimiento
tipo insulina — 1, heparina, acido ascdrbico y un 10% de FBS. Las células fueron
mantenidas en estas condiciones durante tres semanas, cambidandose el medio

cada 3 6 4 dias.

10.CITOQUIMICA

10.1. Tincion con Cristal Violeta

Células frescas o cultivadas durante al menos dos semanas, fueron
sembradas en places de 6 pocillos hasta que alcanzaron una confluencia del 80%.
Entonces, fueron fijadas con paraformaldehido (PFA) al 4% durante 5 minutos y
tefiidas con cristal violeta al 0.05% durante media hora. Después de lavar, las

células fueron observadas bajo el microscopio invertido

10.2. Tincion con Oil Red O

Células mantenidas en EMEM o en medio adipogénico durante tres
semanas, fueron lavadas dos veces con PBS, fijadas con PFA al 4% y tefiidas con QOil
red O (Sigma-Aldrich) durante 30 minutos a temperatura ambiente. Finalmente, las
células fueron lavadas y visualizadas bajo el microscopio invertido para detectar la

presencia de vesiculas de grasa.
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10.3. Tincion con Alizarin Red S

Células cultivadas durante 21 dias en EMEM o en medio osteogénico fueron
fijadas con etanol al 70% vy tefiidas durante 15 minutos con Alizarin red S (Sigma
Aldrich) al 2% y pH 4.2 Finalmente, las células fueron lavadas y visualizadas bajo el
microscopio invertido para detectar la presencia de depdsitos de calcio.

10.4. Tincion con Safranina

Los botones de células incubados durante 3 semanas en medio
condrogénico, fueron fijados con PFA al 4%, lavados con PBS e incluidos en OCT. A
continuacion fueron cortados en un criostato y tefidos con Safranina (Sigma

Aldrich) para detectar la formacion de proteoglicanos.

11.INMUNOFLUORESCENCIA

Las muestras de amigdala y de prepucio recién obtenidas fueron fijadas con
PFA al 4% durante 24 horas. A continuacidn, las muestras fueron lavadas con PBS,
criopreservadas en una soluciéon de sucrosa durante 24 horas e incluidas en OCT
Tissue-Tek (Sakura, The Netherlands). A partir de los bloques de OCT, se obtuvieron
secciones de 6um de grosor en un criostato Leica CM1510S, que fueron fijadas con
acetona gélida durante 10 minutos y secadas al aire. Las secciones fueron
incubadas con anticuerpos primarios durante 24 horas a 4°C, seguido por una
incubacién de 30 minutos a temperatura ambiente con el anticuerpo secundario
marcado con AlexFluor-488 o AlexaFluor-594 (invitrogen), en el caso de marcajes
indirectos. Finalmente, las secciones fueron embebidas en medio de montaje
(Vector laboratories, Burlingame, CA, USA) y analizadas en un microscopio confocal
Nikon Al.
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12.TRATAMIENTO DE CULTIVOS DE CELULAS ESTROMALES

Las lineas estromales fueron estimuladas durante 72 horas con los
siguientes factores: TNFa (10ng/ml), LTa;8, (10ng/ml), Acido Retinoico (1uM), IL-17
(10 ng/ml) (Abcam), IL-21 (25ng/ml) y anti-CD40 (1ug/ml) (eBioscience).

Para inducir decidualizacidn, las lineas de DSC y FDC fueron tratadas con
300nM de progesterona y 500mM de cAMP (Sigma-Aldricht) durante 15 dias.

13.ANALISIS DE LA ADHESION DE LINFOCITOS

Linfocitos sin purificar, obtenidos del sobrenadante de las preparaciones de
amigdala, fueron incubados durante dos horas con células estromales, a una
proporcién 10:1. A continuacion, las células no unidas fueron eliminadas lavando 3
veces con PBS, mientras que las células adheridas fueron recogidas mediante
tripsinizacion y tefidas con anti-CD45 (PE) y anti-CD3 o anti-CD19 (FITC). La mezcla
de células obtenidas fue analizada en un FACSCalibur y los resultados expresados
como el numero de células CD3 6 CD19 positivas por millon de células CD45

negativas.

14.ANALISIS DE CELULAS EN SUB-G1

Para el estudio de la apoptosis tanto en células estromales como en
linfocitos se realizo un analisis de células Sub-G1, siguiendo el método descrito por
Gong et al. (Gong et al. 1994). Brevemente, las células fueron lavadas con PBS,
fijadas con etanol frio al 70% durante 5 minutos. A continuacién, se volvié a lavar,
centrifugando a 3500 rpm durante 2 minutos, y las células fueron resuspendidas en
una solucion de extraccion de ADN (0,2M NaHPO4, 0,1M Acido Citrico, pH 7,8),
incubando durante 10 minutos a 37°C. Finalmente, se tifio el ADN con yoduro de
propidio (40ug/ml) mientras se trataba con RNasa (100ug/ml) (Sigma-Aldrich)
durante 30 minutos a 37°C en oscuridad. El analisis cuantitativo de las células sub-

G1 fue realizado en un citdmetro FACScan.
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15. ANALISIS DE PROLIFERACION CELULAR MEDIANTE CFDA-SE

Para el estudio de la proliferacion celular, las células fueron incubados con
CFDA-SE (Carboxyfluorescein diacetate succinimidyl ester) a una concentracién de
5 uM durante 5 minutos, a 37°C en oscuridad. Transcurrido este tiempo, las células
fueron lavadas 3 veces con 20 ml de PBS suplementado con un 20% de FBS vy
centrifugando a 400xg durante 5 minutos. Antes de la ultima centrifugacidn, las

células fueron incubadas durante 10 minutos a 379C.

Las células fueron sembradas en placas y al cabo de 72 horas, fueron

recogidas, lavadas y analizadas en un citometro FACSCalibur.

16. WESTERN-BLOT

Las células estromales fueron lavadas con PBS y despegadas de las placas de
cultivo con un raspador. Tras centrifugar, las células fueron resuspendidas en
tampon de lisis, se cuantificd la cantidad de proteinas mediante el método
Bradford (Sigma-Aldrich) y se afiadié el tampdn de carga sin agente reductor, a
cada muestra. Finalmente las muestras fueron sonicadas y divididas en dos,

anadiéndose a una de ellas DTT (Sigma-Aldrich) como agente reductor.

Las proteinas se separaron en base a su tamano mediante SDS-PAGE vy se
transfirieron a una membrana de PVDF (Millipore, Billerica, MA, USA) mediante
transferencia semiseca, empleando el sistema Trans-Blot SD (Bio-Rad, California,
USA). A continuacion, la membrana se incubd, durante 1 hora, con una solucion de
bloqued, que contenia un 5% de leche en polvo. Después, se lavd la membrana con
PBS tween al 0.1% y se incubo durante toda la noche a 4 2C con el anticuerpo
monoclonal frente a la proteina de interés, diluido previamente en PBS tween con
leche en polvo al 1%. Tras la incubacidn, se lavo la membrana y se incubd durante
una hora a temperatura ambiente con el anticuerpo secundario (anti-IgG de ratén)
marcado con peroxidasa de rabano (GE Amersham Biosciences, Uppsala, Sweden)

preparado en solucién de bloqueo. Finalmente, la membrana se revelé mediante
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guimioluminiscencia, empleando el reactivo ECL (GE Amersham Biosciences) y el

sistema de analisis de imagen LAS-4000 mini Fujifilm.

17. ANALISIS DE SOBRENADANTES DE CULTIVO

La concentracion de CXCL13 en sobrenadantes de DSC, FDC o MSC fue
determinada mediante ensayo por inmunoabsorcién ligado a enzimas (ELISA,
Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay; R&D Systems). Del mismo modo, la
concentracion de prolactina en sobrenadantes de DSC, FDC y MSC tratadas con

progesterona y cAMP fue determinada mediante ELISA (Roche, Basel, Switzerland).

18. ANALISIS ESTADISTICO

Los datos fueron analizados mediante el test de la t de Student, no pareado.
Los valores de p<0,05 se consideraron significativos; p<0,05-0,01*, p 0,01-0,001 **,
p<0,001***,
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RESULTADOS

1. CARACTERIZACION FENOTIPICA Y FUNCIONAL DE LAS CELULAS
ESTROMALES DE AMIGDALA

1.1. Aislamiento de Células Estromales de Amigdala

Con el objeto de caracterizar in vitro las células estromales de los SLOs
humanos y sus precursores, se utilizaron muestras de amigdala procedentes de
pacientes con amigdalitis crénica. Estas muestras fueron disgregadas e incubadas
con colagenasa V, obteniéndose una suspension celular que fue sembrada en
frascos de cultivo y mantenida en medio EMEM suplementado con un 3% de FBS.
Al cabo de 24 horas, en las preparaciones se pudo observar una pequefia
proporcion de células adheridas al frasco (Fig. 7A) que fueron capaces de proliferar,
formando colonias de fibroblastos al cabo de 3 6 4 dias. Estas células se
expandieron hasta cubrir la superficie del frasco, momento en el que fueron

despegadas con tripsina y expandidas.

Figura 7 Morfologia de las células estromales obtenidas de amigdala. Las células procedentes de
las preparaciones de amigdala fueron cultivadas, mostrandose a las 24 horas de la siembra (A) y
tras dos semanas de cultivo (B) en medio EMEM al 3% de FBS y tefiidas con cristal violeta.

Después de dos semanas de cultivo, las células no adherentes habian sido
eliminadas con los sucesivos cambios de medio y las adherentes, por su parte,
habian formado una poblacién uniforme con una morfologia fibroblastica (Fig. 7B).
Los analisis de citometria de flujo confirmaron la existencia de una poblacion
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homogénea, en la que no existid contaminacion por leucocitos o por células
endoteliales (CD45 y CD31 negativas, respectivamente; Fig. 8) y donde todas las
células expresaron los marcadores mesenquimales aSM-actina, CD10, CD29, CD44
y CD73 (Fig. 8). Ademas, se detectd la expresion de podoplanina, un marcador
tradicionalmente asociado con las células estromales de los tejidos linfoides
secundarios (Fig. 8). Esta poblacion celular mantenida en cultivo fue denominada
como Células Estromales de Amigdala (TSC, Tonsil Stromal Cells), término utilizado
previamente por(Cho K. A. et al. 2012)).
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Figura 8. Caracterizacion fenotipica de las Células Estromales de Amigdala. Mediante citometria
de flujo, se muestra la existencia de una poblacién homogénea, caracterizada por la expresién de
aSM-actina, podoplanina, CD10, CD29, CD44 y CD73, y la ausencia de CD31 y CDA45. La figura

muestra un fenotipo representativo de los cinco realizados con diferentes lineas celulares.
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1.2. Las TSC presentan un fenotipo similar a las células LTo

Establecidas las lineas de células estromales de amigdala, se decidié

estudiar la relacién existente entre estas células y las principales poblaciones

estromales descritas en los drganos linfoides secundarios adultos. Para ello, se

seleccionaron marcadores caracteristicos de cada una de las poblaciones, a partir

de los estudios llevados a cabo en ratdn, y se determind su expresion en las TSC.

Asi, en la figura 9 se muestra, mediante PCR, como dichas células mantenidas en

cultivo son negativas para CD35 (marcador de FDC) y positivas para CXCL13
(marcador de FDC y MRC), TRANCE (marcador de MRC), CCL19 y CCL21

(marcadores de FRC).

FDC

— [VIRC

Trance [ —

Figura 9. Expresion de marcadores asociados a FDC, FRC y MRC. Mediante PCR, se determino la
expresion de CD35, CXCL13, TRANCE, CCL19 y CCL21 en 4 lineas de TSC. La B2MG fue utilizada

como control positivo.

77



TRANCE m TRANCE c CCL19

= 100
©

o

— 75
o

>

(NN ]

S 50
2

S

c 25
Q

Q

| .

Q

Q. 0 e

Figura 10. Andlisis de expresion de marcadores asociados a FDC, FRC y MRC mediante citometria
de flujo. La expresiéon de CD21, CD35, CXCL13, TRANCE en membrana (m) y citoplasmatico (c), y
CCL19 fue determinada, mostrandose histogramas representativos de cada uno de los

marcadores. Ademas, se representa el valor medio obtenido a partir del estudio de cinco lineas

celulares. La barra de error muestra la SD de la media. Control de isotipo (—); mAb (—).
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El fenotipo obtenido mediante PCR parecia indicar que las lineas estromales
se encuentran constituidas por una mezcla de MRC y de FRC, por ello se procedid6 a
analizar el fenotipo mediante citometria de flujo. A través de esta técnica, se
confirmé la ausencia de los marcadores de FDC CD21 y CD35, asi como la expresién
de CXCL13 por gran parte de las TSC. Sin embargo, al contrario de lo esperado, se
encontrd que la practica totalidad de las células expresan CCL19 y TRANCE a nivel
citoplasmatico (Fig. 10), lo que demostré que los cultivos de TSC no estan
constituidos por una mezcla de FRC y MRC, sino una unica poOblacion que
presentan un fenotipo similar al de las células LTo de ratén, caracterizadas por la
expresion de CXCL13, TRANCE, CCL19 y CCL21, entre otras moléculas.

1.3. Clones obtenidos a partir de lineas de TSC mantienen un fenotipo
similar al de las células LTo.

Para excluir la posibilidad de una mezcla de células, también se aislaron
colonias de TSC formadas a partir de una uUnica célula, mediante dilucion limite en
placas de 96 pocillos. Los clones obtenidos fueron expandidos hasta obtener un
ndmero suficiente de células que permitiera su estudio mediante citometria de

flujo.

CD 45
CD 31
CD 44
CD 73

aSM-Actina Podoplanina cD10 CD29

Figura 11. Caracterizacion fenotipica de clones de TSC. Los clones de TSC obtenidos mediante
dilucion limite mostraron, mediante citometria de flujo, expresién de aSMA, CD10, CD29, CD31,
CD44, CD45, CD73 y podoplanina, mostrando una poblacién homogéneo. La figura muestra un

fenotipo representativo, de los cinco clones analizados.
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Figura 12. Expresion de marcadores asociados a FDC, FRC y MRC por los clones de TSC. Mediante
citometria de flujo, se determino la expresion de CD21, CD35, CXCL13, TRANCE en membrana y
citoplasmdtico, y CCL19, mostrandose histogramas representativos de cada uno de los
marcadores. Ademas, se representa el valor medio obtenido a partir del andlisis de cinco clones.

La barra de error muestra la SD de la media. Control de isotipo (—); mAb (—).
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El andlisis de los clones mostré un fenotipo idéntico al de las lineas
parentales, pues no se detectd expresion de marcadores del linaje hematopoyético
(CD45-) o endotelial (CD31-), y los marcadores estromales mostraron una poblacién
homogénea donde todas las células fueron positivas para aSMA, CD10, CD29,
CD31, CD44, CD45, CD73 y podoplanina (Fig. 11). Del mismo modo, el patrén de
expresion de marcadores asociados con las distintas poblaciones estromales fue
idéntico al de las lineas originarias, encontrandose una expresion cercana al 100%
de TRANCE y CCL19. Por su parte, CD21 y CD35 no fueron detectados (Fig. 12) y la
expresion de CXCL13 fue positiva aunque variable, al igual que ocurre con las lineas
de TSC no clonadas (Fig. 10y 12).

1.4. Comparacion del fenotipo de las TSC con otras Células Estromales

La presencia de células estromales con un fenotipo similar al de las células
LTo en las amigdalas, llevd a considerar si este fenotipo seria caracteristico de las
TSC o si, por el contrario, se encontraria en cualquier otra célula estromal aislada
en las mismas condiciones, independientemente del érgano de origen. Para
comprobar esta hipdtesis, se aislaron fibroblastos de prepucio (FF, foreskin
fibroblast) y células estromales mesenquimales de médula ésea (BM-MSC, bone
marrow mesenchymal stromal cell), manteniéndolas en las mismas condiciones

gue las TSC.

Al igual que en las preparaciones de amigdala, las células procedentes de la
digestiéon con colagenasa V del prepucio o de los aspirados de medula ésea fueron
sembradas en frascos de cultivo, observandose, al cabo de 24 horas, una pequeiia
proporcidon de células adherentes, que proliferd y formd colonias de fibroblastos.
Tras dos semanas de cultivo, se pudo observar una poblacion uniforme de células
adherentes con morfologia fibroblastica y un fenotipo estromal, similar a las TSC,
donde todas las células expresaron de forma homogénea aSMA, CD10, CD29, CD44

y CD73, y no existié contaminacién por leucocitos o células endoteliales (Fig. 13).
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Figura 13. Caracterizacion fenotipica de BM-MSC y de FF. Mediante citometria de flujo, se analizé
la expresién de aSMA, CD10, CD29, CD44, CD45y CD73 en BM-MSC (A) y en FF (B), mostrando un
fenotipo homogéneo e idéntico al de las células estromales de amigdala. La figura muestra un
fenotipo representativo, de los cuatro realizados con diferentes lineas celulares.

A pesar de compartir la expresidon de antigenos mesenquimales, el patrén
de los marcadores asociados con las células LTo fue distinto al descrito en las TSC.
En el caso de los fibroblastos de prepucio, estas células carecian de los marcadores
CD35, CXCL13 y CCL19, pero expresaron TRANCE y CCL21 (Fig. 14). Por su parte, las
BM-MSC solo mostraron expresion de CCL21 (Fig. 14). Estos resultados demuestran
qgue si bien algunos marcadores asociados con las células LTo pueden ser
identificados en distintos tipos de células estromales, las Unicas que mostraron

todos los marcadores asociados con las TSC fueron las TSC.
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Figura 14. Expresion de marcadores asociados a FDC, FRC y MRC por las BM-MSC y los FF.

Mediante PCR, se determino la expresion de CD35, CXCL13, TRANCE, CCL19 y CCL21 en 4 lineas de
MSC (A) y de FF (B). La 2MG fue utilizada como control positivo.

1.5. Las TSC expresan marcadores asociados con Pericitos y Células
Madre

Los resultados mostrados anteriormente indican que las TSC son el
resultado de la proliferacion in vitro de células con un fenotipo similar a las células
LTo y, ademas, sugieren que las TSC podrian actuar como precursores estromales.
En ratdn, se sabe que la fuente de células estromales de los SLOs adultos se
encuentra en torno a los vasos sanguineos, presentando un fenotipo similar al de
pericitos y MSC (Koning et al. Sometido, Krautler et al. 2012). Por ello, se procedié a
estudiar la expresion de distintos marcadores asociados con los precursores

estromales de ratén, asi como otros asociados con células perivasculares.

De este modo, se comprobd que las TSC expresan MFG-E8 y PDGFRp (Fig. 15
A y B), marcadores asociados con el precursor de FDC (Krautler et al. 2012); asi
como Nestina (Fig. 15D), marcador relacionado por Koning y colaboradores
(sometido)0 con el precursor comun de FDC, FRC y MRC. Ademas, las TSC también
expresan otros marcadores caracteristicos de pericitos como CD146 o el factor de
Von Willenbrand (VWF, Von Willebrand Factor) (Fig. 15 Ay B).
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Figura 15. Expresion de marcadores asociados con pericitos y células madre. Mediante citometria
de flujo, se determiné la expresién de PDGFRB, MFG-E8, CD146, VWF, CD271, c-Kit, STRO-1 y OCT-
3/4 (A). Representacion de la media de expresion de marcadores asociados a pericitos (B) y a
células madre (C), obtenido del analisis de 5 lineas. La barra de error muestra la SD de la media.

Mediante PCR se muestra la expresion de Nestina y NANOG (D). La B2MG fue utilizada como

control positivo. Control de isotipo (—); mAb (—).
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Los pericitos, como se describié anteriormente, han sido propuestos como
los homologos in situ de las MSC (Crisan et al. 2008), por lo que también se estudid
la expresidn de marcadores tradicionalmente asociados con estas células, como
CD271, c-kit o STRO-1, observandose que una cierta proporcion de TSC los
expresaron (Fig. 15 Ay C). Finalmente, se observo que las TSC también expresaron
marcadores caracteristicos de Células Madre Embrionarias como OCT3/4 y NANOG
(Fig. 15).

1.6. Las TSC tienen capacidad de diferenciacion mesenquimal

La expresion, por parte de las TSC, de marcadores asociados con las MSC
llevd a considerar la posibilidad de que estas células conservaran la capacidad de
diferenciarse en otros tipos celulares del linaje mesenquimal. En consecuencia, se
utilizaron medios descritos en la bibliografia para inducir la diferenciacién de las

TSC en adipocitos, condrocitos y osteocitos.

La diferenciacién adipogénica fue inducida en las TSC mediante el
tratamiento con 1-metil-3-isobutilxantina, dexametasona, insulina, e indometacina,
lo que determino la acumulaciéon de vesiculas lipidicas en el interior de las células
(Fig. 16B). Estas, ademas, aumentaron la expresién del receptor activador de la
proliferacién de peroxisomas y2 (PPARy2, peroxisome proliferation-activated
receptor y2) y la proteina de unién a acidos grasos aP2, marcadores caracteristicos

de adipocitos (Fig. 17).

Para la induccion de la diferenciacién condrogénica las células estromales
fueron centrifugadas, formando una micromasa que fue incubada en medio de
cultivo OPTI-MEM suplementado con TGF-B, acido ascérbico y dexametasona. Bajo
estas condiciones, la masa celular dio lugar a una esfera de gran consistencia, que
presentaba una matriz extracelular rica en proteoglicanos (Fig. 16D). Ademas, las
células comenzaron a expresar colageno tipo Il y IX (Fig. 17), marcadores tipicos del

cartilago articular.

85



CONTROL DIFERENCIADAS

oS TR
)

>

=

. | ©

Oil Red 4 ©

(20X) S

[¢]

@0,

O

o)

2

Safranina || 3

(10X) ®.

>

o

L8

wv

@)

> “a

Alizarina

(4X)

siIsaus8oa

Figura 16 Diferenciacion mesenquimal de las células aisladas de amigdala. La capacidad de
diferenciacion de las TSC en varios linajes fue estudiada “in vitro”, mediante el uso de medios
adipogénicos, condrogénicos y osteogénicos. La adipogénesis se comprobd mediante la
acumulacién de vesiculas lipidicas, tefiidas con oil red O (B). La capacidad condrogénica se
demostré por la capacidad de acumular proteoglicanos en la matriz extracelular, tefiidos con
safranina (D). La osteogénesis fue puesta de manifiesto a través de la acumulacién de calcio en la
matriz extracelular, tefiido mediante el uso de alizarina (F). Tales cambios no fueron evidentes en
las células mantenidas con el medio de crecimiento (A,C,E). La figura muestra un experimento
representativo, de los cinco realizados con diferentes lineas celulares.
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Por ultimo, las TSC fueron diferenciadas en osteocitos, bajo la accién del -
glicerol fosfato, la dexametasona y el acido ascorbico, lo que determino Ia
formacion de densos agregados celulares que produjeron una matriz extracelular
en la que se depositaron grandes cantidades de calcio (Fig. 16 F). Mediante PCR,
ademas, se comprobd el incremento en la expresion de fosfatasa alcalina y

osteocalcina (Fig. 17).
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Figura 17. Analisis de expresion de marcadores asociados a adipocitos, condrocitos vy
osteoblastos. La capacidad de diferenciacién fue confirmada mediante PCR de genes asociados a
adipocitos (PPARy2 y aP2), condrocitos (colageno tipo Il y IX) y osteocitos (osteopontina vy
fosfatasa alcalina). Las células mantenidas en medio adipogénico experimentaron un aumento en
la expresidon de PPARy2 y aP2, mientras que las que se cultivaron en condiciones condrogénicas
comenzaron a expresar colageno tipo Il y IX. Finalmente, las células diferenciadas en osteocitos
aumentaron la expresion de osteopontina y fosfatasa alcalina. La 2MG fue utilizada como control
de carga. La figura muestra un experimento representativo, de los cinco realizados con diferentes

lineas celulares.
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Para confirmar la hipdétesis de la existencia de una unica célula estromal con
capacidad para diferenciarse en los tres tipos celulares expuestos, tres de los
clones de TSC fueron diferenciados en adipocitos, condrocitos y osteocitos (Fig. 18),
observandose la misma capacidad que las lineas originales. No obstante, en la
diferenciacion adipogénica se pudo observar un menor numero de células con

vesiculas lipidicas.
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Figura 18. Diferenciacion mesenquimal del clon TSC 142-3. Tres de los clones obtenidos fueron
mantenidos en los distintos medios de diferenciacién para evaluar su capacidad adipogénica,
condrogénica y osteogénica. La respuesta fue similar a la de las lineas celulares de partida,
acumuldndose vesiculas lipidicas (B), proteoglicanos (D) o calcio (F) en funcién del medio de
diferenciacion utilizado. Tales cambios no fueron evidentes en las células mantenidas con el medio

de crecimiento (A,C,E).
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1.7. Localizacion de las TSC en secciones de Amigdala

La localizacidon de los precursores de las células estromales de los SLOs aln
no ha sido identificada en humanos, aunque los estudios en ratén sugieren que
podrian ocupar una posicion perivascular (Koning et al. Sometido, Krautler et al.
2012). No obstante, los resultados presentados anteriormente indican que las TSC
son el resultado de la proliferacién “in vitro” de un precursor estromal con un
fenotipo similar a los precursores descritos en ratdn. Teniendo en cuenta todo ello,
se decidid estudiar la localizadacién de las TSC en el interior de la amigdala, para

ello se utilizaron marcadores expresados por las células cultivadas.

En primer lugar, se procedié al estudio de la expresidon de podoplanina y
aSMA en criosecciones de amigdala, dos antigenos estromales fuertemente
expresados por las TSC (Fig. 8). En el caso de la podoplanina, se pudo observar el
patréon estromal caracteristico de este antigeno, siendo expresado tanto por las
FRC en las zonas interfoliculares, como por las FDC en los foliculos, donde co-
localizé con el CD35 (Fig. 19 A y B). Por otro lado, en las secciones teflidas con
aSMA se pudo observar que este marcador es expresado por las FRC pero no por
las FDC, apareciendo las segundas como simples positivas para CD35 (Fig. 19 By C).
A pesar de ello, en el interior de los foliculos, se detectaron células perivasculares

gue expresaron aSMA, pero que carecian de CD35 (Fig. 19D).

A continuacion, se decidié estudiar la localizaciéon de marcadores asociados
con los precursores estromales y expresados por las TSC. Asi, se comprobd que
tanto el CD146 como el MFG-E8 son expresados en el interior de los foliculos (Fig.
20 By E), dando un patréon estromal similar al CD35. Ademds, ambos marcadores
co-localizan con células perivasculares aSMA" en las zonas interfoliculares (Fig. 20 C
y F), mientras que en el interior de los foliculos ésto solo ocurre con el CD146 (Fig.
20 B y E). De este modo, demostramos la existencia de células perivasculares con

un fenotipo similar al de las TSC.
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CD34 / CD35/
Podoplanina

CD34 /CD35/
aSM-Actina

Figura 19. Expresiéon de Podoplanina y aSM-actina en criosecciones de amigdala. Mediante
microscopia confocal, se muestran las distintas poblaciones estromales en base a la expresion de
podoplanina (A y B, en rojo), aSM-actina (C y D, en rojo) y CD35 (en verde), y de células
endoteliales a través de CD34 (en azul) (barra: 100 pm). Las imagenes By D son aumentos de los
recuadros de las figuras A y C, respectivamente. La flecha muestra una célula perivascular aSM-

actina’. El experimento fue repetido con tres amigdalas de distintos pacientes.
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CD34 / CD146 / aSM-Actina

Figura 20. CD146 y MFG-E8 son expresados por las FDC y por células perivasculares. Secciones de
amigdala fueron tefiidas con anticuerpos que reconocen CD146 (A-C, en verde), MFG-E8 (D-E en
verde), aSM-actina (A-C, en rojo), podoplanina (D-E, en rojo) y CD34 (en azul). La imagen By E son
aumentos digitales de la zona folicular de la imagen A, mientras C y E son aumentos digitalesde las
zonas interfoliculares de A y D, respectivamente. El experimento fue repetido con tres amigdalas

de distinto pacientes. Barra: 100 um.

1.8. Las TSC producen factores angiogénicos.

La regeneracién y mantenimiento de los vasos sanguineos depende de la
proliferacién de un precursor endotelial localizado en las paredes de los vasos
sanguineos (Zengin et al. 2006). Ademas, en experimentos recientes, se ha podido

o"

comprobar que MSC derivadas de medula d6sea pueden ser diferenciadas, “in

vitro”, en células endoteliales (Janeczek Portalska et al. 2012). Asi pues, dado que
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las TSC, en base a su fenotipo, podrian ocupar una posicidon perivascular y que, al
igual que las MSC, presentan una gran plasticidad, se decidié estudiar si estas
células podrian diferenciarse en células endoteliales. Para comprobar esta
hipotesis, se utilizo el protocolo descrito por Zhang y colaboradores, cultivando las
TSC en medio EGM-2 durante tres semanas y analizando, al cabo de este tiempo, la
expresion de marcadores endoteliales. Mediante citometria de flujo, se muestra
como el medio EGM-2 fue incapaz de inducir la diferenciacion endotelial en las TSC,
debido a que la expresidon de los marcadores asociados al endotelio, CD31, CD34,
CD62P o VEGFR-2 fue negativa (Fig. 21); tan solo se pudo apreciar un incremento
en la proliferacidon de las TSC, posiblemente debido a la mayor proporcidon de FBS

de este medio.

2
n

CD3 CD34 CD62P VEGFR-2

Figura 21. El medio EGM-2 no induce la expresion de marcadores endoteliales en las TSC. La
capacidad de diferenciacion endotelial de las TSC fue estudiada “in vitro”, por ello lo que estas
células fueron mantenidas durante 3 semanas en un medio de diferenciacién endotelial (EGM-2).
Finalmente, se analizé mediante citometria de flujo la expresién de CD31, CD34, CD62P o VEGFR-2

en estas células. El experimento fue repetido seis veces con distintas lineas celulares. Control de

isotipo (—); mAb (—).

A pesar de que las TSC parecen no mostrar capacidad de diferenciacidon endotelial,
se decidid estudiar si estas células podrian expresar factores implicados en la
angiogénesis, como ocurre con otras células estromales o con los pericitos
(Gaengel et al. 2009, Zhang et al. 2009). Mediante PCR se comprobd que,
efectivamente, las TSC expresan ARNm de factores implicados en la proliferacion y

diferenciacion de las células endoteliales como la angiopoyetina-1 (AP-1), el factor
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de crecimiento fibrobldstico 2 (FGF2, Fibroblastic Growth Factor 2), el factor de
crecimiento de hepatocitos (HGF, Hepatocites Growth Factor), el factor de
crecimiento placentario (PGF, Placental Growth Factor) o el VEGF (Fig. 22). La
expresion de todos estos factores, ademas, apoya el origen perivascular de las TSC.

VEGF

B2MG

Figura 22. Expresion de factores angiogénicos por las TSC. Mediante PCR, se estudié la expresion
de ARNm de AP-1, FGF2, HGF, PGF y VEGF. La B2MG fue utilizada como control positivo.

1.9. Las TSC son capaces de retener linfocitos By T en su superficie

La localizacion de las TSC y la produccién de quimiocinas (Fig. 8 y 9) sugieren
que estas células podrian jugar un papel importante en el reclutamiento de
linfocitos que migran desde el torrente sanguineo hacia los SLOs. Ademas, las
células estromales de los SLOs, asi como las células LTo, se caracterizan por una
elevada expresion de moléculas de adhesion que permiten la retenciéon de
linfocitos sobre sus superficies. Por este motivo, se decidié estudiar si las lineas de
TSC expresan moléculas de adhesion, comprobandose que parte de ellas expresan
ICAM-1, NCAM-1 y VCAM-1 (Fig. 23), asi como la B-integrina CD29 (Fig. 8).
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Figura 23. Expresion de moléculas de adhesién por las TSC. A) Mediante citometria de flujo se
analizd la expresion de ICAM-1, MadCAM-1, NCAM-1 y VCAM-1, mostrandose un histograma
representativo de cada uno de los marcadores. Ademas, se representa el valor medio obtenido a
partir del estudio de cinco lineas celulares distintas. La barra de error muestra la SD de la media.

Control de isotipo (—); mAb (—).

Estudios “in vitro” han demostrado que las moléculas de adhesién, como
ICAM-1 y VCAM-1, facilitan la activacion y evitan la muerte por apoptosis de
linfocitos al ser retenidos sobre células estromales (Allen C. D. and Cyster 2008),
por lo que se analizé la capacidad de las TSC para adherir linfocitos en su superficie.
Con este fin, sobre las TSC se anadieron leucocitos de amigdala y, al cabo de dos
horas, las células no adheridas se descartaron y las que se unieron fueron
recolectadas usando tripsina, siendo cuantificadas en base a la expresion de CD45.
Este experimento permitid comprobar que las TSC son capaces de retener en su
superficie leucocitos (Fig. 24 A y B), siendo la mayor parte de ellos linfocitos Ty B
(Fig. 24 C), aunque algun otro tipo celular debié unirse, pues en algunos

experimentos la suma del porcentaje de linfocitos T y B fue inferior al 100%.
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Figura 24. Retencion de linfocitos sobre las TSC. Leucocitos de amigdala fueron incubados
durante dos horas con TSC. Al cabo de este tiempo, las células sin unir fueron eliminadas y las
células adheridas recolectadas usando tripsina y cuantificadas en base a CD45 mediante citometria
de flujo (A). Se muestra el nimero de células CD45+ retenidas por millon de TSC, definidas como
CD45-, en 5 lineas diferentes (B) y la proporcion de células CD3+ y CD20+ dentro de la poblacion

CD45+ (C). La barra de error muestra la SD de la media.

95



1.10. Las TSC rescatan de la apoptosis a linfocitos By T

Las células estromales de los SLOs son conocidas por controlar la
supervivencia y proliferacién de los linfocitos a través de distintos factores (Gorelik
et al. 2003, Huang and Luther 2012, Park et al. 2004). En este sentido, se decidio
evaluar si las TSC podrian influir también en la supervivencia de los linfocitos,
comprobandose, mediante PCR, que estas células expresan el factor anti-

apoptoticos BAFF, y las interleucinas IL-7 e IL-15 (Fig. 25).
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Figura 25. Las TSC expresan el ARNm de factores anti-apoptoéticos. Mediante PCR, se analizo la

expresion de BAFF, IL-7 e IL-15 en 4 lineas de TSC. La B2MG fue utilizada como control positivo.

Dada la elevada expresion de factores anti-apoptdticos, se procedid a
estudiar si las TSC serian capaces de inhibir la apoptosis espontanea de linfocitos
obtenidos de amigdalas. Para ello, linfocitos B y T de amigdala, de forma
independiente, fueron cultivados durante 3 dias en presencia de TSC, de sus
sobrenadantes o de medio fresco. Transcurrido este tiempo, se analizé el
porcentaje de células sub-G1, pudiéndose comprobar que las TSC reducen
significativamente el numero de linfocitos B y T apoptdticos (Fig. 26),
especialmente cuando los linfocitos estan en contacto con las células estromales
(Fig. 26, p-valor<0.001), aunque su sobrenadante también mostré tener esta

capacidad (Fig. 27, p-valor< 0.05).
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Figura 26. TSC protegen de la apoptosis espontanea a linfocitos B y T. Linfocitos B (A) y T (B)
purificados a partir de preparaciones de amigdala, fueron incubados solos, con TSC o con
sobrenadante de éstas durante tres dias. El porcentaje de linfocitos apoptéticos fue determinado,
mediante citometria de flujo, analizando la fase Sub-G1 del ciclo celular. Los graficos muestran la
media de los resultados obtenidos a partir de cinco experimentos independientes. La barra de

error muestra la SD de la media *p<0,05, ***p<0,001.

2.ESTUDIO DE LA CAPACIDAD DE DIFERENCIACION DE LAS
CELULAS ESTROMALES DE AMIGDALA

2.1. Papel de la LT,1p2y el TNF en la diferenciacion de las TSC

El origen de las células estromales de los SLOs adultos en ratén, como ya se
ha expuesto anteriormente, se encuentra en precursores perivasculares (Krautler
et al. 2012), los cuales, durante procesos inflamatorios, proliferarian y se
diferenciarian en FDC, FRC o MRC, permitiendo la expansidon del estroma. Si esta
hipotesis es correcta, las TSC, como posibles precursores estromales, deberian de
ser capaces de diferenciarse “in vitro” en las distintas poblaciones. Sin embargo,
actualmente, la comprobacidon de esta hipodtesis es dificil, pues se desconocen la

mayoria de factores implicados en estos procesos. A pesar de ello, se sabe que la
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LTaip2 Y el TNF tienen un papel central en los procesos de diferenciacion y
mantenimiento del estroma de los SLOs. En base a todo esto, se procedié a

estudiar el efecto de la LTq4p,y el TNF sobre las TSC.

CTRL LT TNF LT + TNF
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CTRL LT TNF LT+TNF

Figura 27. La LT, y el TNF no afectan a la supervivencia de las TSC, pero el TNF disminuye la
proliferacion. A) Ciclo celular obtenido mediante citometria de flujo de las TSC mantenidas en
cultivo durante 3 dias con medio control, LT, TNF, o con LT y TNF. El experimento fue repetido tres
veces. B) Determinacién, mediante citometria de flujo, de la fluorescencia de TSC marcadas con
CFDA-SE tras la tincion (linea roja) y al cabo de tres dias, tanto en las células control (linea gris)
como en las tratadas con citocinas (linea azul). C) Representacion del valor medio del incremento
de la mediana de fluorescencia (IMF), al cabo de tres dias, de células tefiidas con CFDA-SE vy
tratadas con citocinas, respecto a las células control. La barra de error muestra la SD de la media.

El experimento fue repetido cinco veces. ***p<0,001.
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En primer lugar, se estudid si estas citocinas podrian tener algun efecto
toxico o inductor de apoptosis, para lo que se analizd el ciclo celular de TSC
mantenidas con medio o tratadas con LT, TNF o la combinacion de ambas,
observandose que dichos tratamientos no afectan a su supervivencia, siendo el
porcentaje de células sub-G1 practicamente nulo (Fig. 27 A). Ademas, se estudio si
podrian afectar a la tasa de proliferacion de las TSC, para lo que estas células
fueron tefidas con la sonda fluorescente CFDA-SE y se cultivaron durante 3 dias en
presencia o ausencia de las citocinas. Finalmente, se analizé la perdida de
fluorescencia y se pudo comprobar que si bien la LTq;p, no afecta a la proliferacion
de las TSC (Fig. 27 B y C), el TNF disminuye significativamente la proliferacion de
estas células (Fig. 27 C, p-valor<0.001).
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Figura 28. La LT,5, vy el TNF disminuyen la expresion de PDGFRB en las TSC. Analisis, mediante
citometria de flujo, de la expresidn de PDGFRP en células control y mantenidas 72 horas con LT,
TNF o LT y TNF. En el grafico se representa el valor medio de expresién obtenido a partir de cinco

experimentos. La barra de error muestra la SD de la media. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001.
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A continuacidn, se procedidé a estudiar los cambios fenotipicos producidos
por la LTqis2 ¥ el TNF sobre las TSC. Asi, se pudo observar una disminucion,
estadisticamente significativa, en la proporcion de células positivas para el
marcador de pericitos PDGFRB (p-valor<0.01, Fig. 28), apareciendo un efecto

sinérgico entre ambas citocinas.

Mediante PCR cuantitativa, se estudio el efecto de la LTq1p, Yy €l TNF sobre la
expresion de los marcadores CD35, CXCL13, TRANCE, CCL19 y CCL21, de los cuales,
tan solo variaron su expresién TRANCE y CCL19 (Fig. 29). En el caso de CCL19, se vio
un efecto sinérgico entre la LTq3p, y €l TNF, siendo el TNF el principal responsable

del aumento de expresion (Fig. 29).

TRANCE CCL19

750

500

250

CTRL LT TNF  LT+TNF CTRL LT TNF LT+ TNF

Figura 29. La LT45, Y el TNF aumentan la expresiéon de TRANCE y CCL19. Mediante PCR a tiempo
real se cuantifico la expresidn de TRANCE y CCL19 en TSC controles y tratadas con LT, TNF o ambas
durante 72 horas. El factor de normalizacion fue obtenido a partir de la media geométrica de la
expresion de GADPH y HAMPSY y todos los resultados fueron relativizados en base al control. La
barra de error muestra la SD de la media de un experimento. Se muestran los resultados de un

experimento de los tres realizados.

Finalmente, también se pudo observar un aumento, significativamente
estadistico, en la expresion de ICAM-1, MadCAM-1 y VCAM-1 al ser tratadas las TSC
tanto con LTqp, como con TNF (Fig. 30), aunque no se detecto ningun efecto
sinérgico. El aumento en la expresion de moléculas de adhesién, ademas, vino
acompafado de una mayor capacidad de la retenciéon de linfocitos sobre la
superficie de las TSC (Fig. 31).
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Figura 30. La LTy, y el TNF aumentan la expresiéon de moléculas de adhesion. A) Mediante
citometria de flujo se evalud la expresidon ICAM-1, MadCAM-1 y VCAM-1 en células control y
células mantenidas 72 horas con LT, TNF o LT y TNF. B) En los graficos se representa el valor medio
del incremento de la mediana de fluorescencia (IMF) de los distintos tratamientos respecto a las
células control. El experimento fue repetido cinco veces de forma independiente. La barra de error
muestra la SD de la media. **p<0,01, ***p<0,001.
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Figura 31. La LTq15, Y €l TNF aumentan la adhesion de linfocitos a las TSC. Leucocitos de amigdala
fueron incubados durante dos horas con TSC controles o pre-tratadas durante 72 horas con LT,
TNF o ambas. Transcurrida la incubacién, las células sin unir fueron eliminadas y las células
adheridas se recolectaron usando tripsina y se cuantificé el numero de células CD45+ retenidas
por millén de células CD45- en cinco lineas diferentes. En el grafico se representa el valor medio
del incremento de la retencidn de linfocitos por las TSC en cada tratamiento. La barra de error

muestra la SD de la media. La barra de error muestra la SD de la media. *p<0,05.

2.2. Papel del Acido Retinoico, el Anti-CD40, la IL-17 ylalL-21 enla
diferenciacion de las TSC.

Como se muestra en el apartado anterior la LTq15, ¥ el TNF potencian la
expresion de marcadores asociados con las células LTo y un descenso en el
marcador de pericitos PDGFRpB; sin embargo, no se detecta una polarizacién del
fenotipo hacia alguna de las tres poblaciones estromales. En consecuencia, se
decidio estudiar si otras moléculas podrian determinar la diferenciacion de las TSC
hacia FDC. Asi, se seleccionaron moléculas implicadas en su desarrollo como el
acido retinoico (Suzuki et al. 2010), o factores como el CD40L, la IL17 y la 1L21
producidos por las células Th foliculares (Ma et al. 2012, Sukumar et al. 2006b).

En primer lugar, se estudid la expresion de los receptores de estos factores,

comprobdandose, mediante PCR, que las TSC expresan el ARNm del IL17R, del IL21R
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y del receptor de acido retinoico B (RARB) (Fig. 32). Ademas, mediante citometria
de flujo se comprobd que estas células también expresan el receptor del CD40L

(dato no mostrado).

Figura 32. TSC expresan IL-17R, IL-21R y RARB. Mediante PCR, se analizd la expresion de
receptores de factores asociados con la diferenciacidn de las FDC en 4 lineas de TSC. La B2MG fue

utilizada como control positivo.

A continuacién, dada la expresidon de los receptores de IL-17, IL-21 y RA se
procedid a tratar las células con estos factores, II-17, 1I-21, RA y anti-CD40,
anticuerpo estimulante que reproduce el efecto del CD40L; sin embargo, tras 72
horas, ningunos de estos factores consiguid inducir los marcadores de FDC, CD21 ¢
CD35 (Fig.33). Finalmente, se decidié combinar los factores anteriores con LTqg; ¥
TNF, por ser estos ultimos imprescindibles en el desarrollo de las FDC, pero esta
ultima combinacién tampoco consiguid inducir los marcadores caracteristicos (Fig.
34).
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Figura 33. IL-17, IL-21, RA o Anti-CD40 no inducen la expresiéon de CD21 ni CD35. Las TSC fueron
tratadas durante 72 horas con factores implicados en la diferenciacion de las FDC vy, al cabo de
este tiempo, se analizé mediante citometria de flujo la expresién de CD21 y CD35. El experimento

se realizo tres veces con distintas lineas celulares. Control de isotipo (—); mAb (—).

LT + TNF LT + TNF LT + TNF LT + TNF
Anti-CD40 +IL-17 +1L-21 +RA

CD35

Figura 34. La combinacion de IL-17, IL-21, RA o Anti-CD40 con LT, Yy TNF no induce expresion
de CD21 ni CD35. Las TSC fueron tratadas durante 72 horas con factores implicados en la
diferenciacion de las FDC, junto con LTy Y TNF y, al cabo de este tiempo, se analizé6 mediante

citometria de flujo la expresion de CD21 y CD35. El experimento fue repetido tres veces con

distintas lineas celulares. Control de isotipo (—); mAb (—).
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2.3. Efecto de la LT 4152y el TNF sobre los Fibroblastos de Prepucio

La aparicion de FDC y FRC en los TLOs parece ocurrir a partir de la
diferenciacion de células estromales perivasculares residentes en el propio tejido
(Krautler et al. 2012). Este proceso depende de citocinas involucradas en el
desarrollo de los SLOs, como son la LTq1p; Y el TNF (van de Pavert and Mebius
2010). Por este motivo, se estudio si los fibroblastos de prepucio podrian adquirir
un fenotipo tipo LTo al ser tratadas con dichas citocinas. Asi, se comprobd
mediante PCR que la LTq1p, ¥ el TNF son capaces de producir un aumento en la
expresion TRANCE, al igual que ocurre en el caso de las TSC, y determinaron la
expresion de CCL19. Sin embargo, a pesar de que la similaridad con las células LTo

aumento, los FF no expresaron CXCL13 (Fig. 35).
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Figura 35. La LTy, Y el TNF aumentan la expresion de TRANCE y CCL19 en Fibroblastos de
Prepucio. Mediante PCR se analizd la expresion CD35, CXCL13 TRANCE, CCL19 y CCL21 en FF
controles y tratados con LT, TNF o ambas durante 72 horas. Se muestran los resultados de un

experimento de los tres realizados.
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3. ANALISIS DE LA EXPRESION DE HLA-G POR LAS CELULAS
ESTROMALES DE AMIGDALA

El HLA-G es un miembro del complejo principal de histocompatibilidad
(MHC, mayor histocompatibility complex) de clase | no cldsica que se expresa en el
trofoblasto (Kovats et al. 1990) y en distintos tipos de células estromales de tejidos
adultos, como las MSC (Nasef et al. 2007) o las células deciduales estromales
(Blanco et al. 2008). Al contrario que las moléculas de MHC de clase | clasicas, el
HLA-G posee una potente actividad inmunosupresora, a través de la inhibicion
directa de células T, de la induccidn células T reguladoras y de la modificacién de la
maduracion de las APCs (Gonzalez et al. 2012). Otra importante diferencia con el
resto de moléculas MHC-I es la existencia de 7 isoformas originadas mediante
maduracién alternativa del ARNm, asi el transcrito primario es capaz de dar lugar a
4 isoformas de membrana (HLA-G1, G2, G3 y G4) y 3 solubles (HLA-G5, G6 y G7)
(Carosella et al. 2008). Ademds, estas isoformas son capaces de formar puentes
disulfuro entre ellas gracias a la existencia de dos residuos de cisteina, lo que
origina dimeros y trimeros de HLA-G con una mayor actividad que los mondmeros
(Apps et al. 2007).

En este trabajo, se muestra como las TSC también son capaces de expresar
HLA-G, aunque existe una gran variabilidad entre lineas celulares de distinto
paciente, siendo algunas positivas y otras negativas. Mediante PCR, se comprobd
que las TSC expresan ARNm de las isoformas HLA-G1 y HLA-G5 (Fig, 36 A) y por
citometria de flujo se pudo detectar tanto en membrana como en el citosol,
aunque la cantidad de HLA-G en el segundo compartimento siempre fue
considerablemente mayor (Fig. 36 B). Finalmente, mediante western blot, se
muestra como las TSC, al igual que las DSC y las células JEG-3, expresan dimeros de
HLA-G de aproximadamente 80 KDa (Fig. 36 C). Estos dimeros, a pesar de haber
utilizado potentes agentes reductores como el DTT, no pudieron ser reducidos en

ningun momento.
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Figura 36. Las TSC expresan dimeros de HLA-G. A) Mediante PCR se analizé la expresion de las
distintas isoformas de HLA-G, observandose que algunas lineas expresan la isoforma larga. B)
Mediante citometria de flujo, se detecto expresion de proteina tanto en membrana (HLA-G m)
como en el citoplasmas (HLA-G c) y (C) por western blot se observaron dimeros que no pudieron
ser reducidos. Como controles de expresion se utilizaron las lineas Raji (control negativo), JEG-3 y

DSC (controles positivos).
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4. ESTUDIO DE LAS CARACTERISTICAS FUNCIONALES Y
FENOTIPICAS COMPARTIDAS POR LAS CESLULAS DENDRITICAS
FOLICULARES Y LAS CELULAS ESTROMALES DECIDUALES

En estudios previos sobre la caracterizacién de las Células Estromales Deciduales, nuestro
grupo de investigacion mostré que estas células expresan antigenos caracteristicos de las Células
Dendriticas Foliculares (Montes et al. 1996) y, posteriormente, comprobé que ambos tipos
celulares estdn estrechamente relacionados con las células madre mesenquimales (Garcia-
Pacheco et al. 2001, Munoz-Fernandez et al. 2006, Oliver et al. 1999). En esta tesis, se profundiza
en la relacidn existente entre las FDC y las DSC, mediante el estudio de caracteristicas distintivas
de ambos tipos celulares, comparandolas, ademas, con las MSC.

DSC

FDC

Figura 37. Morfologia de las DSC y FDC en cultivo. Las DSC y FDC fueron observadas 24 horas
después del aislamiento (izquierda) y tras dos semanas de cultivo células. Las FDC muestran una
morfologia dendritica con células linfoides adheridas. Después de dos semanas de cultivo, las
células no adherentes murieron en ambas preparaciones, y las DSC y las FDC mostraron una
morfologia fibroblastica uniforme (derecha). Barra: 100um.
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4.1.Las DSC muestran caracteristicas distintivas de FDC

Para este estudio, se obtuvieron lineas celulares de DSC, FDC y MSC,
manteniendo dichas células en medio de cultivo OPTI-MEM al 3% de FBS. Tras 24
horas de cultivo, en las preparaciones de decidua, aparecieron células adherentes
poligonales y redondeadas, mientras en las de amigdala aparecieron células con
morfologia dendritica, asociadas a células linfoides (Fig. 37 lzquierda). Después de
una semana de cultivo, las células linfoides fueron eliminadas con los sucesivos
cambios de medio, apareciendo una poblacion uniforme de células adherentes con

morfologia fibrobldstica (Fig. 37 Derecha).

En ambos tipos de lineas celulares, la gran mayoria de células fueron
positivas para CD10, CD29 y CD73, y carecieron de CD45; una proporcion de estas,
también expresé CD14, CD21, CD23, ICAM-1 y BAFF, y secretaron CXCL-13 (Fig. 38y
39).
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Figura 38. DSC y FDC expresan marcadores asociados a MSC. Mediante citometria de flujo, se
muestra como la mayoria de las DSC y FDC son positivas para CD10, CD29 y CD73. Este

experimento fue realizado tres veces.
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Figura 39. Expresion antigénica y secrecion de CXCL13 por DSC y FDC. A) Mediante citometria de
flujo, se muestra como parte de las DSC y FDC expresan CD14, CD21, CD23, CD54 y BAFF
(intracelular). Control de isotipo (- - -); mAb (—). Los porcentajes muestran la proporcién de
células que expresan el antigeno. Este experimento fue realizado tres veces. B) Secrecion de
CXCL13 por diferentes lineas de DSC, FDC y MSC.

Para comprobar que las DSC expresan BAFF CXCL13 “in vivo”, se analizaron,
mediante citometria de flujo, células deciduales de baja densidad obtenidas
mediante un gradiente Percol y seleccionadas por la expresién de CD10. De este
modo se demuestra la presencia células estromales deciduales capaces de expresar
BAFF y CXCL13 (Fig. 40).

Finalmente, de forma comparativa, en la tabla 1 se muestra como las DSC,
FDC y MSC expresan los antigenos asociados a células mesenquimales CD10, CD29,
CD54, CD73, CD106 y carecen de CD45. Sin embargo, al contrario que las lineas de
DSCy FDC, las de MSC no expresan CD14, CD21, CD23, BAFF o CXCL13.
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Figura 40. Expresion de BAFF y CXCL13 en DSC frescas. Las DSC frescas fueron aisladas mediante

gradiente de percoll y seleccionadas en base a la expresién de CD10 durante el andlisis. La mayoria

de las DSC frescas CD10+ fueron positivas para BAFF, y una proporcion de ellas también para

CXCL13. Este experimento fue realizado tres veces de forma independiente.

Antigenos DSC(n=10) FDC(n=10) MSC(n=5)
CD10 +++ +++ +++
CD14 +/- + -
CD21 ++ +++ -
CD23 ++ ++ -
CD29 +++ +++ +++
CD45 - - -
CD54 4+ ++ +
CD73 +++ +++ +++

CD106 +/- +/- +/-
BAFF +++ +++ -
CXCL13 S s -

Tabla 1. Expresion antigénica de lineas de DSC, FDC y MSC. +++, 67-100% de
células positivas; ++, 34-66 % de células positivas; +/-, algunas lineas positivas y

otras negativas.
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4.2. Tratamiento de DSC, FDC y MSC con TNF y LT y1p2

Previamente, ha sido demostrado que el TNF y la LTy, producen un

incremento en la expresion de ICAM-1 y VCAM-1 en las FDC (Munoz-Fernandez et
al. 2006). Como las FDC, las lineas de DSC y MSC tratadas con TNF y LT414, también

incrementan la expresion de estas moléculas de adhesion.CD54 y CD106 (Fig. 41).
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Figura 41. Tratamiento de lineas de DSC, FDC y MSC con TNF y LT,g. El TNF y la LT alP2
incrementaron la expresion de ICAM-1 y VCAM-1 en lineas de DSC, FDC y MSC. A) Los porcentajes

muestran la proporcidn de células que expresan el antigeno. Sin citocinas (- - -); con citocinas (—).

B) Los gréficos representan el valor medio de expresidn obtenido a partir del analisis de tres lineas.

La barra de error muestra la SD de la media. Barras blancas: células sin tratar; barras negras:

células tratadas con citocinas. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001.
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4.3.Efecto de DSC, FDC y MSC en la apoptosis de linfocitos B

En los centros germinales de los foliculos linfoides secundarios, la funcién

principal de las FDC es rescatar a los linfocitos B de la apoptosis, mediante sefiales

dependientes de contacto celular (Lindhout et al. 1997). Como las FDC, las DSC

(pero no las MSC) inhibieron la apoptosis espontanea de linfocitos B de amigdala

(Fig. 42 A y B). Sin embargo, cuando las FDC y las DSC fueron co-cultivadas con

linfocitos B en camaras “Transwell”, los efectos antiapoptdticos sobre las células B

desaparecieron (Fig. 42 C), demostrando que este efecto requiere del contacto

entre las FDC o DSC vy las células B (Fig. 42 C).
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Figura 42. Las lineas de DSC y FDC, pero no las MSC, rescatan a los linfocitos B de la apoptosis
espontanea. A) Mediante andlisis de células sub-G1 por citometria de flujo, se determind el
porcentaje de linfocitos B de amigdala apoptdéticos. Los linfocitos B fueron cultivados solos o con
DSC, FDC o MSC. B) Las DSC y FDC significativamente disminuyeron la apoptosis espontanea de
células B. C) El efecto protector de las DSC y FDC sobre la apoptosis de los linfocitos B desaparecio
en cultivos en camaras “Transwell”. Este experimento fue repetido tres veces de forma

independiente. Las barras de error muestra la SD de la media. ** p<0,01.

4.4.Decidualizacion de DSC y FDC con progesterona y cAMP

Durante el embarazo, la progesterona y otras hormonas inducen la
decidualizacién de las DSC, lo que determina que estas células cambien su
morfologia, pasando a tener una forma redondeada, y secreten prolactina (Montes
et al. 1995, Ruiz et al. 1997). Como en las DSC, la progesterona y el cAMP inducen
un cambio en la morfologia de las FDC y en la secrecién de prolactina (PRL) (Fig.
43). Sin embargo, la concentracion de PRL secretada por las FDC fue mucho mas
baja que la secretada por las DSC (P<0.0001; Fig. 43 B). Por su parte, las lineas de
MSC cultivadas con progesterona y cAMP no secretaron PRL (Fig. 43 B).
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Figura 43. Secrecidn de prolactina (PRL) por lineas de DSC y FDC humanas. A) DSC y FDC fueron
cultivas sin (izquierda) y con progesterona y cAMP (derecha) durante dos semanas (Barra 100 um).
Las DSC y FDC cambiaron su morfologia de fibroblastica a redondeada/dendritica en presencia de
progesterona y cAMP. Este experimento fue repetido tres veces de forma independiente. B)
Secrecién de PRL por diferentes lineas de FDC, DSC y MSC (barras blancas, sin progesterona ni
cAMP; barras negras, con progesterona y cAMP). Los sobrenadantes de las lineas MSC1 y MSC2
fueron analizados junto con los sobrenadantes de las DSC 1, siendo utilizadas estas como control
positivo de decidualizacidn. La secrecion de PRL en cultivos con progesterona y cAMP fue
significativamente mayor en DSC que en FDC (datos de dos lineas de DSC fueron comparados con
los datos de tres lineas de FDC, p-valor<0.0001). Las MSC no secretaron PRL.
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DISCUSION

1. PRECURSORES ESTROMALES SIMILARES A LAS CELULAS
ORGANIZADORAS DE TEJIDO LINFOIDE MURINAS PUEDEN SER
LOCALIZADOS EN TORNO A LOS VASOS SANGUINEOS DE
AMIGDALAS HUMANAS

Durante el desarrollo embrionario, los drganos linfoides secundarios se
originan a partir de la interacciéon directa entre las células LTo y LTi.
Posteriormente, con la llegada de los linfocitos, las células LTo se diferencian en las
distintas poblaciones estromales de los SLOs adultos y se organizan los
microdominios linfoides. No obstante, los procesos de diferenciacion en los SLOs
no concluyen durante el desarrollo embrionario, pues estos érganos estdn
sometidos a profundos cambios estructurales durante los procesos inflamatorios,
entre los que se incluyen la expansion de las redes de FDC y FRC. Este incremento
celular ha planteado distintas preguntas acerca del origen y la plasticidad de las
células estromales de los SLOs. Por un lado, es probable que la expansidon de este
componente se deba a la proliferacién de las propias células estromales, como
resultado del aumento en el numero de linfocitos activados, aunque por otro lado
también es posible que precursores estromales, residentes en los SLOs o
procedentes del torrente sanguineo, contribuyan a la expansion de estas

poblaciones.

Actualmente, se acepta que en la mayoria de los tejidos existe una
poblacién de MSC que intervienen en el mantenimiento de las células estromales,
asi como en los procesos de reparacion tras un dafio tisular (Covas et al. 2008, Feng
et al. 2011). Varios trabajos previos en amigdalas palatinas humanas, han
demostrado la existencia en este 6rgano de células tipo MSC, que mantienen la
capacidad de diferenciarse hacia otros tipos celulares del linaje mesenquimal (Ame-
Thomas et al. 2007, Janjanin et al. 2008). En esta tesis doctoral, conseguimos aislar
una poblacién celular equivalente a la de dichos trabajos, denominandola TSC, en
un medio de cultivo con una baja proporcién de FBS que evita la perdida de ciertos
marcadores antigénicos (Munoz-Fernandez et al. 2006), y demostramos su

estrecha relacién con las MSC. De hecho, las TSC cumplen los tres criterios minimos
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propuestos por la Sociedad de Terapia Celular para definir las MSC (Dominici et al.
2006): presentan una morfologia fibroblastica (Fig. 7); expresan CD73, CD90 vy
CD105 (Tabla 2); carecen de CD45, CD19 y HLA-DR (Tabla 2); y pueden ser
diferenciadas en adipocitos, condrocitos y osteocitos, capacidad observada tanto
en las lineas celulares como en tres clones obtenidos a partir de las mismas (Fig. 16
- 18). Todas estas caracteristicas demuestran que las TSC constituyen una
poblacién celular inmadura y con una gran plasticidad, lo que les permitiria actuar
“in vivo” como fuente de células estromales para el mantenimiento y la

reorganizacion de las redes de FDC, FRC y MRC.

Las TSC también muestran una elevada expresion de OCT-3/4 y Nanog
(Tabla 2), dos factores de transcripcion tradicionalmente asociados con células
madre embrionarias (Loh et al. 2006). Recientemente, estos factores de
transcripcion también han sido identificados en MSC, donde participan en el
mantenimiento del estado de inmadurez y en la capacidad de autorenovacién (Tsai
et al. 2012). Por tanto, la expresion de estos marcadores por parte de las TSC
puede explicar su gran capacidad proliferativa y su plasticidad para diferenciarse
hacia otros tipos celulares del linaje mesenquimal. Estas propiedades, a su vez,
convierten a las amigdalas en una posible fuente de células tipo MSC con un gran
potencial terapéutico, pudiendo ser utilizadas en terapias de regeneracidon de

tejidos mesenquimales.

Las MSC también presentan un gran potencial terapéutico en enfermedades
autoinmunitarias, gracias a sus propiedades inmunosupresoras. Asi, las MSC son
capaces de modificar los perfiles proinflamatorios tipo Thl hacia perfiles anti-
inflamatorios tipo Th2, pueden inhibir la citotoxicidad de las células NK, la
aloproliferacion de linfocitos T, inducen células reguladoras e influyen en la
maduracion de las APCs (English 2013). Estos efectos inmunosupresores son
mediados por factores solubles, entre los que destaca el HLA-G (Nasef et al. 2007).
En este trabajo mostramos como las TSC también pueden expresar HLA-G (Fig. 36),
sugiriendo que estas células podrian jugar un papel importante en la modulacién

del sistema inmunitario a nivel de los SLOs, participando en los procesos de
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tolerancia periférica y regulando la activacion de los linfocitos durante los procesos
inflamatorios. Ademas, se ha observado que linfocitos Th de amigdala estimulados
con HLA-G varian la expresidon de receptores de quimiocinas, lo que podria afectar
a su patrén de migracion dentro de los SLOs (Morandi et al. 2010); no obstante, en
este trabajo, aunque se demuestra que este factor es expresado en amigdalas
humanas, no se precisa qué tipo celular lo produce. Dada la expresidon de HLA-G
por las TSC “in vitro”, nosotros proponemos a esta poblacién estromal como una

de las posibles fuentes de HLA-G “in vivo”.

Antigenos TSC MSC
CD 10 + +
CD 19 - -
CD 29 + +
Cch44 + +
CD 45 - -
CD73 + +
CD 90 + +

CD 105 + +
CD 146 + +
CD 271 + +
c-Kit + +
HLA-G + +
HLA-DR - -
Nestina + +
Nanog + +
OCT-3/4 + +
PDGFRpB + +
STRO-1 + +

Tabla 2. Comparacion de la expresidn antigénica de lineas celulares de TSC y MSC.
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A pesar de que las TSC comparten con las MSC numerosos marcadores
antigénicos y pueden diferenciarse en otros tipos celulares del linaje mesenquimal
(Tabla 2, Ame-Thomas et al. 2007, Janjanin et al. 2008), estas dos poblaciones
muestran notables diferencias en cuanto a la expresién de marcadores asociados
con las células estromales de los tejidos linfoides secundarios (Tabla 3, Fig. 23-26).
Asi, las TSC expresan CCL19, CCL21 y CXCL13, quimiocinas implicadas en el
reclutamiento de linfocitos hacia los SLOs (Legler et al. 1998, Luther et al. 2000), o
TRANCE, una citocina implicada en la activacion de distintas células linfoides
(Vondenhoff et al. 2009, Tabla 3). Estos factores comienzan a expresarse durante
las primeras etapas del desarrollo embrionario de los SLOs, cuando las MSC, por
efecto del RA y la LTqp,, son diferenciadas en células LTo (van de Pavert et al.
2009). En este trabajo, ademads, mostramos como células estromales derivadas de
prepucio y de medula dsea carecen de CCL19 y CXCL13, aunque expresan CCL21y,
en el caso de los FF, también expresan TRANCE (Tabla 3). En conjunto, todos estos
resultados nos hacen pensar que si bien las TSC estan intimamente relacionadas
con las MSC, el ambiente citocinico de los SLOs induce la expresion de marcadores
caracteristicos de dichos tejidos, que permiten la adaptacion de estas células

estromales a las necesidades del érgano.

El perfil de expresiéon de marcadores asociados con los SLOs, nos hizo
pensar inicialmente que quizas las TSC estuvieran constituidas por una mezcla de
distintos tipos de células estromales; sin embargo, la expresion de TRANCE
(marcador de MRC) y CCL19 (marcador de FRC) en la practica totalidad de las TSC
(Fig. 10), asi como el hallazgo de un fenotipo similar en clones obtenidos a partir de
las lineas celulares (Fig. 12), nos llevo a descartar esta hipétesis. El perfil antigénico
mostrado en la tabla 3, ademads, descarta cualquier tipo de célula estromal de los
SLOs maduros, mientras que relaciona a las TSC directamente con las células
organizadoras de tejido linfoide. No obstante, existen discrepancias con los
resultados mostrados por Ame-Thomas y colaboradores (2007), quienes afirman no
detectar CCL19 ni CXCL13 en MSC obtenidas de amigdala, aunque esto podria

deberse al medio de cultivo utilizado, pues mantienen las celulas en medios con un
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alto contenido de FBS, lo que puede inhibir la expresidon de ciertos antigenos
(Garcia-Pacheco et al. 2001).

Antigenos  FDC FRC MRC C'i';‘(')as TSC  FF :nl\sl,lc
CD 31 - - - - - - -

Podoplanina + + + + + + N.D.
aSMA - + + + + + +
Nestina - - - + + + +
CD35  + - - - - - -
CXCL13 + - + + + - -
TRANCE - - + + + + -
CCL19 - + - + + - -
CCL21 - + - + + + +

Tabla 3. Comparacion fenotipica de marcadores asociados a tejido linfoide en distintas tipos de
células estromales. Los datos de expresién de FDC, FRC, MRC y células LTo fueron tomados de
“van de Pavert y Mebius 2010” y hacen referencia a células murinas; mientras los de TSC, FF y
BM-MSC fueron obtenidos por nuestro grupo a partir del estudio de lineas celulares humanas.
N.D.: no determinado.

Las células LTo aparecen en las primeras etapas del desarrollo embrionario
de los SLOs, originandose a partir de células tipo MSC caracterizadas por la
expresion de Nestina® (Koning et al. Sometido), un marcador también detectado en
las TSC (Fig. 15 C). Este proceso depende de factores derivados de neuronas, como
el RA, y de células LTi, como la LTqp,, que inducen la expresion de quimiocinas,
moléculas de adhesién y citocinas, permitiendo la expansién del primordio
germinal a través del reclutamiento y proliferacion de las células LTi. Si bien es
cierto que en las ultimas fases del desarrollo de los SLOs, las células LTo se
diferencian en FDC, FRC y MRC (van de Pavert and Mebius 2010), nuestro

resultados muestran como en amigdalas maduras existen células que, al igual que
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las células LTo, expresan CCL19, CCL21, CXCL13 (Tabla 3, van de Pavert et al. 2009),
ICAM-1, VCAM-1 (Fig. 23, Honda et al. 2001), retienen linfocitos (Fig. 24, van de
Pavert and Mebius 2010), producen factores angiogénicos (Fig. 22), citocinas como
la IL-7 y TRANCE e inhiben la apoptosis de células del linaje hematopoyético (Fig.
25, Vondenhoff et al. 2009, Yoshida et al. 2002). Basandonos en todos estos
resultados, nosotros demostramos la existencia, en SLOs humanos adultos, de una
poblacién con un fenotipo y una funcionalidad similar a las células LTo, que podria
actuar en el mantenimiento y expansion de las redes estromales. No obstante, a
pesar de que estos resultados son claros, nosotros no podemos determinar cual es
el origen de estas células, pues podrian constituir una poblacion sésil residente en
el tejido, como propone Krautler y col. (2012), que derivaria directamente de las
células LTo durante el desarrollo embrionario; o por otro lado, podrian originarse a
partir de MSC circulantes de sangre periférica (Chong et al. 2012), las cuales
migrarian hacia los SLOs y una vez alli, por efecto de las citocinas de los SLOs,
comenzarian a expresar los marcadores tipicos de las células LTo. Por ello, con el fin
de esclarecer el origen de esta poblacidon estromal, son necesarios experimentos

adicionales en este sentido.

Por otro lado, en este trabajo intentamos localizar el nicho en el que se
localizan las TSC “in vivo”, para lo que estudiamos la expresion de marcadores
asociados con las MSC en secciones de amigdala. La localizacion de las MSC en los
tejidos fue identificada mucho tiempo después de haber sido caracterizadas “in
vitro”, observdndose que la localizaciéon de estas células coinciden con la de los
pericitos (Crisan et al. 2008), una poblacién celular que aparece rodeando a las
células endoteliales de la microvasculatura, conocida desde hace bastante tiempo
(Andreeva et al. 1998). Los pericitos se definen principalmente por su localizacién,
asi como por la expresion de marcadores como CD146, PDGFRB o aSMA, antigenos
expresados también por las MSC (Crisan et al. 2008) y por las TSC (Tabla 3). A través
del estudio de CD146 y aSMA en secciones de amigdala, mostramos como las
Unicas células positivas para ambos marcadores son células perivasculares, que
pueden ser encontradas tanto en la zona folicular como en la interfolicular (Fig.

20). Asi, dado que las TSC expresan sendos marcadores antigénicos, es posible que
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se originen a partir de la proliferacién “in vitro” de esta poblacién de células
perivasculares. Ademads, Koning y colaboradores (sometido), han demostrado la
existencia de un precursor estromal perivascular similar a MSC en el interior de LNs
de ratdn, caracterizado por la expresion de Nestina y PDGFRpB. Estos marcadores
también son expresados por las TSC (Tabla 2), lo que nos lleva a pensar en la
existencia de una poblacién de precursores perivasculares similares en los SLOs de

humanos y de ratén.

Krautler y colaboradores (2012), por su parte, han demostrado la existencia
de un precursor perivascular de FDC en el bazo de ratén, caracterizado por la
expresion de MFGE-8, aSMA y PDGFRB. Nosotros demostramos como las TSC
presentan “in vitro” un fenotipo equivalente al de este precursor (Fig. 15), e
identificamos células positivas para MFGE-8 y aSMA en torno a los vasos
sanguineos en secciones de amigdalas humanas. Es probable que, al igual que en
raton, estas células MFGE-8" y aSMA" actien como precursores de FDC como
demuestran Krautler y colaboradores (2012); no obstante, por su posicidn, estas
células podrian actuar también como precursoras de FRC, para lo que deberian

perder la expresion de MFGE-8.

Los resultados obtenidos a partir de secciones de amigdala, claramente,
muestran la existencia de células perivasculares con un fenotipo similar al de las
TSC y nos hace pensar que las células mantenidas en cultivo derivarian de ellas. El
origen perivascular de estas células se apoya, también, en la expresién por parte de
las TSC de ARNm de factores implicados en la formacidn de vasos sanguineos como
son la angiopoyetina-1, el FGF-2, el HGF, el PGF o el VEGF (Fig. 22). La produccidn
de dichos factores sugieren, ademds, una estrecha relacién entre las TSC y las
células endoteliales, de modo que las primeras podrian contribuir a la homeostasis
endotelial, mientras las segundas podrian actuar como fuente de PDGF (Armulik et
al. 2011), factor con un importante papel en la proliferacidon y en el mantenimiento
de la pluripotencialidad de células MSC (Ng et al. 2008), y cuyo receptor es

expresado para las TSC.
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En resumen, nuestros resultados demuestran la existencia, en torno a los
vasos sanguineos de amigdalas humanas, de precursores estromales con
caracteristicas fenotipicas y funcionales asociadas a las células LTo. Esta poblacién
celular muestra una gran capacidad proliferativa y plasticidad, lo que les permitiria
participar en la expansion y mantenimiento de las redes estromales de los SLOs, asi
como en los procesos de remodelacién endotelial, gracias a la produccion de
factores implicados en dicho proceso.

2. LA LTa1p2 Y EL TNF POTENCIAN LA EXPRESION DE MARCADORES
ASOCIADOS CON LAS CELULAS ORGANIZADORAS DE TEJIDO
LINFOIDE

La fisiologia de los SLOs, como se ha discutido anteriormente, requiere de
un precursor estromal que permita la expansion de la red estromal durante los
procesos infecciosos, asi como la reconstitucion de la microanatomia tras procesos
citopaticos (Mueller et al. 2007). Este precursor, que segun nuestros datos ocuparia
una posicion perivascular en los SLOs humanos, debe proliferar y diferenciarse en
FDC, FRC y MRC, bajo la influencia de factores producidos en los SLOs. En esta tesis
doctoral evaluamos “in vitro” el efecto de distintos factores implicados en los
procesos de diferenciacion de las células estromales de los SLOs y demostramos
como la LTqp; ¥ el TNF potencian la expresion de marcadores asociados con las

células LTo.

Las TSC muestran una gran capacidad proliferativa “in vitro”, pudiendo ser
mantenidas en cultivo durante varios meses. “In vivo” es probable que estas células
se mantengan quiescentes bajo condiciones normales, gracias a la estrecha
relacién establecida con las células endoteliales (Armulik et al. 2011); sin embargo,
ante una infeccién, se produce la activacidon de linfocitos T y B que comienzan a
proliferar y a producir distintos tipos de citocinas, las cuales probablemente actian
directamente sobre los precursores perivasculares, activando a estas células e

induciendo su proliferacion y diferenciacion. De este modo, las células precursoras
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perderian los marcadores asociados con células perivasculares e inducirian la

expresion de antigenos caracteristicos de cada una de las poblaciones estromales.

Los linfocitos B y T son la principal fuente de LTy, v el TNF en los SLOs
adultos, donde juegan un importante papel en el desarrollo y mantenimiento de
dichos drganos (Tumanov A. et al. 2002, Tumanov A. V. et al. 2010). Aqui, nosotros
mostramos como estas citocinas son capaces de comenzar la diferenciacion de las
TSC, pues producen una disminucién en la expresiéon del PDGFRB (Fig. 28),
marcador asociado con pericitos, y en la tasa de proliferaciéon (Fig. 27). El efecto
sobre la expresion de PDGFRP también ha sido encontrado en células estromales
de bazo de ratéon por Krautler y colaboradores (2012) y puede ser interpretado

como la primera etapa de diferenciacidon de las células estromales de los SLOs.

La estimulacion de las TSC con LT, y el TNF produce, al mismo tiempo, un
incremento en la expresion de numerosas moléculas asociadas con las células LTo.
Asi, observamos como se potencia la expresiéon de CCL19 (Fig. 29), una citocina
implicada en el reclutamiento de linfocitos hacia los SLOs durante los procesos
inflamatorios (Baekkevold et al. 2001), pudiendo tener las TSC un papel importante
en este proceso. Ademds, aumenta la retencién de linfocitos sobre las TSC (Fig. 31),
lo que a su vez podria deberse a un incremento en la expresion de las moléculas de
adhesién ICAM-1 y VCAM-1, asi como a la induccion de MadCAM-1 (Fig. 30), otra

molécula asociada con las células LTo murinas.

El aumento en el contacto entre linfocitos y células estromales puede tener
un efecto bidireccional sobre estas células. La produccién de IL-7, IL-15 y BAFF por
las TSC (Fig. 25), asi como el aumento en la expresién de TRANCE (Fig. 25), pueden
influir en la activacion y proliferaciéon de los linfocitos, los cuales a su vez
producirian una mayor cantidad de LT,35, y el TNF que potenciaria la diferenciacion
de las TSC, dando lugar a un ciclo de retroalimentacion positiva similar al
establecido durante el desarrollo embrionario entre las células LTo y las células LTi
(van de Pavert and Mebius 2010).
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A pesar de que detectamos un incremento en la expresidn de moléculas de
adhesion y quimiocinas, la LTq1p, ¥ €l TNF, al igual que ocurre en raton (Krautler et
al. 2012), no inducen un fenotipo asociado con alguna de las tres poblaciones
estromales identificadas en los SLOs adultos. En el caso de la diferenciacion hacia
FDC, por ejemplo, debe inducirse la expresion de CD21 y CD35 e inhibirse la
expresion de aSMA pues, como se observa en la figura 19, estas células carecen de
esta proteina del citoesqueleto. Se ha sugerido que las sefiales necesarias para esta
diferenciacion deben derivar de los linfocitos, aunque aun no se han sido
identificadas. Nosotros evaluamos el papel del RA, el anti-CD40, la IL-17 y la IL-21
en esta diferenciacion, solos o en combinacién con LT, y el TNF (Fig. 32 y 33); sin
embargo, ninguno de estos tratamientos consiguid inducir la expresion de CD21 6
CD35. Es probable que la diferenciacién de las FDC requiera de un contacto
estrecho con los linfocitos, por lo que seria interesante estudiar, en el futuro, el

efecto de linfocitos activados sobre el fenotipo de las TSC.

3.LAS CELULAS DENDRITICAS FOLICULARES Y LAS CELULAS
DECIDUALES ESTROMALES COMPARTEN CARACTERISTICAS
FENOTIPICAS Y FUNCIONALES

Hace mas de una década, nuestro grupo de investigacion fue capaz de aislar
y mantener cultivos de DSC con una gran pureza, lo que permitié estudiar el
fenotipo de esta poblacidon de células estromales, relacionandolas con las FDC a
través de la expresion de marcadores caracteristicos de este tipo celular, como son
el CD21 o el DRC-1 (Montes et al. 1996). Posteriormente, se encontrdé que ambos
tipos celulares estaban a su vez relacionados con las MSC (Garcia-Pacheco et al.
2001, Munoz-Fernandez et al. 2006), sugiriéndose que DSC y FDC podrian derivar

de un precursor estromal tipo MSC.

En el presente estudio confirmamos la estrecha relacion existente entre
DSC, FDC y MSC, pues las tres lineas expresan los antigenos asociados con MSC
CD10, CD29, CD73, ICAM-1, VCAM-1 y STRO-1, y carecen de CD45 (Tabla 1,

(Chamberlain et al. 2007). Ademas, mostramos como el TNF y la LT 415, Son capaces
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de incrementarla expresion de ICAM-1 y VCAM-1 en los tres tipos de celulares (Fig.
40). Las DSC y las FDC, sin embargo, comparte algunas caracteristicas fenotipicas y
funcionales que no fueron detectadas en las MSC, como es la capacidad de secretar
PRL durante los cultivos con progesterona y cAMP (Fig. 43), siendo ésta una
caracteristica tipica de las DSC (Montes et al. 1995, Tabanelli et al. 1992). Por otro
lado, las DSC mostraron caracteristicas tipicas de FDC que no fueron detectadas en
las MSC, como son la expresion de CD14, CD21, CD23, BAFF, CXCL13 (Fig. 39, Tabla
1) o la capacidad de rescatar linfocitos B de la apoptosis espontdnea (Fig. 41)
(Buettner et al. 2010, Lindhout et al. 1997, Park and Choi 2005). Ademas, en este
trabajo confirmamos, como previamente ya se demostré (Kim H. S. et al. 1995),
gue la capacidad para inhibir la apoptosis de linfocitos B de amigdala requiere del

contacto entre células By FDC, al igual que ocurre en el caso de las DSC (Fig. 41 C).

Las células utilizadas en este apartado corresponden con formas mas
maduras que las usadas anteriormente, pues en las células obtenidas de amigdala
se detecta la expresién de marcadores asociados con las FDC, como el CD21 (Fig.
39). Esto es debido a que las células son cultivadas en medio OPTI-MEM, el cual, a
diferencia del medio EMEM, contiene insulina y transferrina. Las células, no
obstante, no son totalmente maduras pues pueden sufrir diferenciacion
(incremento en la expresién de ICAM-1 y VCAM-1, Fig. 40) por efecto de las

citoquinas.

Las propiedades de las FDC detectadas en las lineas de DSC estdn
intimamente relacionadas con la fisiologia de las células B (El Shikh et al. 2010), sin
embargo, estos linfocitos no pueden ser detectados en la decidua humana bajo
condiciones normales (Bulmer 1995), aunque bajo situaciones patoldgicas podrian
tener un papel relevante, como en el desarrollo de linfomas uterinos de células B
(Alvarez et al. 1997) o en infecciones durante el embarazo (Nhan-Chang et al.
2008), procesos en los que, ademas, las DSC podrian intervenir de forma decisiva. A
pesar de todo, los efectos “in vitro” de las DSC sobre las células B pueden reflejar
un efecto fisioldgico sobre los propios linfocitos deciduales, dado que los factores

producidos por las DSC afectan a diferentes tipos de células inmunitarias (Blanco et

129



al. 2009). Asi, se han detectado elevados niveles de CXCL13 en la decidua y en el
plasma de mujeres embarazadas (Nhan-Chang et al. 2008), y de acuerdo a nuestros
resultados (Fig. 39), las DSC pueden contribuir a la secreciéon de esta quimiocina
durante el embarazo. Ademas, CXCL13 es capaz de atraer linfocitos T reguladores
(Lee BP et al. 2006), los cuales han sido detectados en la decidua humana y parece
ser que desempefian un papel clave en la respuesta inmunitaria materno-fetal
(Leber et al. 2010). Es importante sefialar que las DSC mostraron una capacidad
variable para secretar CXCL13 (Fig. 39 B), aunque esto podria deberse a que las
lineas de DSC, asi como las de FDC y MSC, son células normales que no muestran la

uniformidad caracteristica de las lineas tumorales.

Por otro lado, BAFF, una citocina expresada por las FDC, participa en el
rescate de la apoptosis de los linfocitos B en los foliculos linfoides, y juega un
importante papel en la modulacion de la tolerancia y la homeostasis de las células
B (Gorelik et al. 2003). En la decidua, al no existir células B, la secrecion de BAFF por
las DSC podria estar involucrada en la induccién de una respuesta inmunitaria tipo
Th2 (Langat et al. 2008, Phillips et al. 2003), respuesta asociada con el embarazo
normal (Saito et al. 2010), y en la inhibicidon de la apoptosis de células T y NK
deciduales (Blanco et al. 2009, Mackay and Leung 2006). Interesantemente las
células mesenquimales del trofoblasto son una importante fuente de BAFF, aunque
como en la decidua, no hay células B en este tejido (Langat et al. 2008). BAFF
también ha sido asociado con patologias ginecolégicas y obstetricias relacionadas
con el sistema imunitario como son la endometriosis, donde se han detectado
niveles elevados (Hever et al. 2007), o en el aborto recurrente espontaneo,
apareciendo, en este caso, niveles reducidos de BAFF en la decidua y el trofoblasto
(Guo et al. 2008).

Las DSC y las FDC también comparten el efecto del TNF y la LT5, sobre las
moléculas de adhesion ICAM-1 y VCAM-1, produciendo un aumento en su
expresion, una propiedad que también se observa en las MSC (Fig. 41; Ren et al.
2010). Estas citocinas son factores que intervienen en la diferenciacién de las FDC
(Fu and Chaplin 1999) e incrementan la expresion de ICAM-1 y VCAM-1 “in vivo”,
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los cuales, a su vez, estan involucradas en las interacciones entre los linfocitos B y
las FDC (Munoz-Fernandez et al. 2008; Fig. 41). ICAM-1, ademas, juega un papel
importante en la fisiologia de las DSC, pues regula su interaccidn con las células NK
deciduales (Vigano et al. 1994) y puede estar relacionado, junto con VCAM-1, con
la actividad inmunosupresora de estas células y con el mantenimiento de la
tolerancia materno-fetal (Blanco et al., 2008) como ocurre con las MSC (Ren et al.
2010).

Por otro lado, la diferenciaciéon de las DSC (decidualizacién) tiene lugar
durante la fase lutea del ciclo menstrual, o durante el embarazo si este tiene lugar.
Las células estromales endometriales, células homologas de las DSC en el
endometrio no gestante, bajo el efecto de la progesterona y otras hormonas se
decidualizan, cambian su morfologia hacia una forma redondeada y comienzan a
expresar desmina y a secretar prolactina (Tabanelli et al.,, 1992; Montes et al.,
1996; Fig. 43). Como las DSC, las FDC (pero no las MSC) también cambian su
morfologia hacia una forma redondeada y secretan prolactina (Fig. 43) bajo los
efectos de la progesterona y el cAMP. La secrecidon local de prolactina puede
modular la respuesta inmunitarias de la madre (Draca 1995) y, en el caso de la PRL
producida por las FDC, puede modulara las funciones de las células B como
resultado de los efectos hormonales durante el embarazo (Peeva et al. 2003). En
este contexto, un estudio reciente muestra como las FDC estan involucradas en la
induccion de tolerancia a antigenos fetales durante el embarazo (McCloskey et al.
2011). Finalmente, dado que el embarazo regula la respuesta inmunitaria materna,
es posible que las DSCy FDC estén involucradas en este mecanismo de homeostasis

inmuno-endocrino.

Aunque ambos tipos celulares comparten varias caracteristicas distintivas,
también muestran importantes diferencias que nos impiden afirmar que FDC y DSC
sean el mismo tipo celular. Por ejemplo, las FDC secretan una concentracion de PRL
significativamente mds baja que la producida por las DSC (Fig 43 B). Por el
contrario, lo que nuestros resultados sugieren es la existencia de un precursor

comun relacionado con las MSC. Esta hipdtesis, ademas, esta apoyada en el hecho
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de que DSC y FDC pueden ser localizadas en sitios ectdpicos en enfermedades
mediadas por el sistema inmunitario (Hever et al. 2007, Lindhout et al. 1997). Asi,
bajo condiciones fisioldgicas las células tipo MSC se diferenciarian hacia FDC en los
SLOs o hacia DSC en el endometrio, adquiriendo nuevas propiedades fenotipicas y
funcionales como la expresion de BAFF, PRL o CXCL13, o la capacidad para rescatar
de la apoptosis a linfocitos B u otros linfocitos. En condiciones patoldgicas, bajo
ciertos contextos citocinicos anormales, este precursor también podria dar lugar a

estos dos tipos celulares en localizaciones ectdpicas.
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CONCLUSIONS

1. We have isolated human tonsil stromal cell lines with an antigen
phenotype compatible with lymphoid-tissue organizers cells. These cells
were located around blood vessels of tonsils.

2. LTqip2 and TNF upregulate markers of LTo cells on TSC; however, other
signals must be necessary for terminal FDC differentiation.

3. Follicular dendritic cells and decidual stromal cells show a similar antigen

phenotype and functional characteristics, and share a common precursor
in MSCs.
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Human decidual stromal cells secrete
C-X-C motif chemokine |13, express B
cell-activating factor and rescue B
lymphocytes from apoptosis:
distinctive characteristics of follicular
dendritic cells
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BACKGROUND: Decidual stromal cells (DSCs) have classically been considered fibroblastic cells, although their function, cell lineage and
origin are not fully understood. We previously demonstrated that human DSCs showed similarities with follicular dendritic cells (FDCs):
DSCs expressed FDC-associated antigens, both types of cells are contractile and both are related to mesenchymal stem cells (MSCs).
To further characterize DSCs, we investigated whether DSCs and FDCs share any distinctive phenotypical and functional characteristics.

METHODS: Human FDC lines were obtained from tonsillectomy samples, human DSC lines from elective termination of pregnancy
samples and human MSC lines from bone marrow aspirates. We isolated DSC, FDC and MSC lines and compared their characteristics
with flow cytometry and enzyme-linked immunosorbent assay. Cell lines were cultured with tumour necrosis factor (TNF) and lymphotoxin
(LT)a B2, cytokines involved in FDC differentiation. Cell lines were also differentiated in culture after exposure to progesterone and cAMP,
factors involved in the differentiation (decidualization) of DSC.

RESULTS: Like MSCs, DSCs and FDCs expressed MSC-associated antigens (CD10, CD29, CD54, CD73, CD106, a-smooth muscle actin
and STRO-1) and lacked CD45 expression, and all three types of cell line showed increased expression of CD54 (ICAM-I) and CDI106
(VCAM-1) when cultured TNF and LTa,3,. DSCs and FDCs, however, exhibited characteristics not observed in MSCs: DSCs expressed
FDC-associated antigens CD 14, CD2| and CD23, B cell-activating factor and secreted C-X-C motif chemokine |3. Moreover, DSC lines
but not MSC lines inhibited the spontaneous apoptosis of B lymphocytes, a typical functional attribute of FDC. During culture with proges-
terone and cAMP, FDCs, like DSCs but in contrast to MSCs, changed their morphology from a fibroblastic to a rounder shape, and cells
secreted prolactin.

CONCLUSIONS: Our results suggest that DSCs and FDCs share a common precursor in MSCs but this precursor acquires new capacities

when it homes to peripheral tissues. We discuss these shared properties in the context of immune—endocrine regulation during pregnancy.

Key words: decidual stromal cells / follicular dendritic cells / mesenchymal stem cells / C-X-C motif chemokine 13 / B cell-activating
factor
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Introduction

Decidual tissue, the maternal component of the maternal—fetal inter-
face, is composed predominantly of typical stromal-type cells as well
as glandular cells and leucocytes (Bulmer, 1995). Decidual stromal
cells (DSCs) constitute a distinctive stromal cell class that is thought
to exert nutritive, endocrine and immune functions that play a key
role in embryo implantation and trophoblast development (Zhu
et al., 2009). The origin and cell lineage of DSCs are, however, not
fully defined. DSCs originate from the proliferation and differentiation
(decidualization) of fibroblast-like stromal cell precursors that are
detectable in the endometrium (Richards et al., 1995). During the
luteal phase of the menstrual cycle, or if pregnancy occurs, DSCs
are induced to decidualize by progesterone and other hormones.
Decidualized cells become rounder, express desmin in their cytoplasm
and secrete prolactin (PRL; Tabanelli et al., 1992). Inflammatory and
Thl cytokines, however, inhibit decidualization (Kanda et al., 1999),
which is evidence that this process is regulated by immune and endo-
crine factors. Furthermore, DSCs support the survival of natural killer
cells (NKs) and T lymphocytes (Blanco et al., 2009) and are able to
regulate the decidual immune responses that may lead to either a
successful pregnancy or abortion (Olivares et al, 1997; Kimatrai
et al., 2003, 2005; Blanco et al., 2008).

We have been able to isolate and maintain highly purified cultures
of DSCs, which has allowed us to demonstrate that human DSCs
share some characteristics with follicular dendritic cells (FDCs;
Montes et al., 1996; Mufioz-Fernandez et al., 2006). FDCs are also
stromal cells that exert a supportive activity for B lymphocytes.
FDCs are located in the secondary lymphoid organ B-zone, where

DSC

FDC

they capture and retain native antigens on their cell membrane for
prolonged periods to present them to B lymphocytes during the sec-
ondary response (EI Shikh et al., 2010). Although apparently distinct,
DSCs and FDCs are both stromal cells with haematopoietic cell sup-
portive activity, express a-smooth muscle actin (a-SM actin) and
exhibit contractile activity (Oliver et al., 1999; Kimatrai et dl.,
2003, 2005; Mufoz-Fernandez et al., 2006). Both types of cell are
closely related to mesenchymal stem cells (MSCs; Garcia-Pacheco
et al, 2001; Mufoz-Fernandez et al., 2006), which suggests that
DSCs and FDCs both derive from bone marrow MSCs. Further-
more, DSCs and FDCs are detected in ectopic locations in immune-
mediated diseases. Ectopic FDC formation occurs in a number of
autoimmune diseases and chronic inflammatory situations (Lindhout
et al, 1999), and endometrial stromal cells (the endometrial equiva-
lent of DSCs) are detected in ectopic locations in endometriosis,
a gynaecological disease with a significant immune component
(Hever et al., 2007).

Pregnancy modulates the immune system of the mother in order to
avoid fetal rejection. This implies changes in decidual immune
responses, in which DSCs appear to be involved (Olivares et dl.,
1997; Kimatrai et al., 2003, 2005; Blanco et al., 2008). In this connec-
tion, a recent report showed that FDCs are also involved in the induc-
tion of maternal—fetal tolerance in mice (McCloskey et al., 201 ). In
the present study we show that although DSCs and FDCs expressed
MSC-associated antigens, DSCs and FDCs shared some of each
other’s distinctive features such as (i) the expression of B cell-activating
factor (BAFF) belonging to the tumour necrosis factor (TNF) family,
(i) C-X-C motif chemokine 13 (CXCLI3) secretion and the
capacity to rescue B cells from apoptosis (properties typical of

Figure | Fresh and cultured human DSCs and FDCs. Fresh DSCs and FDCs (left) were observed 24 h after isolation (bar: 50 wm). FDC exhibited a
dendritic morphology with clustered lymphoid cells. After | week of culture (right), non-adherent cells died in both preparations, and DSCs and FDCs
showed a more polygonal/fibroblastic morphology (bar: 100 wm). After 2 weeks of culture, both types of cell lines exhibited a uniformly fibroblastic
morphology (see Fig. 6). This experiment was performed independently four times.

£T0Z ‘¥Z Arenice- uoesslol|gig - epeuris) ap pepsieAiun 1 /B10's euinolpuoxo-deiwnyy//:dny wo.j papeoumod


http://humrep.oxfordjournals.org/

Decidual stromal cells and follicular dendritic cells

2777

FDCs; Buettner et al., 2010) and (jii) prolactin (PRL) secretion (a prop-
erty typical of DSCs). None of these characteristics were found in
MSCs. We discuss the implications of these shared properties in the
context of immune-endocrine regulation during pregnancy.

Materials and Methods

Samples

For the FDC lines, tonsil samples were obtained from patients who under-
went tonsillectomy for recurrent tonsillitis at the Hospital Universitario
Virgen de las Nieves (Granada, Spain). Patients (3—10 years old) were
in complete remission before surgery. Informed consent was obtained

from the parents or guardians of each patient. For the DSC lines,
samples from elective vaginal terminations of first-trimester pregnancies
(6—11 weeks) were obtained from healthy women aged 20—30 years.
We excluded women who were using any medication or with infectious,
autoimmune or other systemic or local disease. None of the abortions
were pharmacologically induced. The specimens were obtained by
suction curettage at the Clinica El Sur in Malaga or the Clinica Ginegranada
in Granada. Informed consent was obtained from each woman. For the
MSC lines, leftover samples of bone marrow aspirates from haematologi-
cally normal donors at the Hospital de Baza, in Baza, Granada, were
obtained after donors had provided informed consent. This study was
approved by the Research and Ethics Committee of the Hospital Univer-
sitario Virgen de las Nieves and by the Ethics Committee of the University
of Granada.
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This experiment was performed independently three times. (B) Secretion of CXCLI3 by different DSC, FDC and MSC lines.
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Monoclonal antibodies

The monoclonal antibodies (mAbs) used in this study were
CD10-phycoerythrin conjugated (PE), CDI4-fluorescein isothiocyanate
(FITC), CD2I-PE, CD23-FITC, CD29-FITC, CDA45-FITC, CD73-PE,
ICAM-|-FITC (Caltag Laboratories, Burlingame, CA, USA), VCAM-I-
FITC, BAFF-FITC, CXCLI3-Alexa Fluoro® 750, STRO-I (R&D Systems,
Minneapolis, MN, USA) and anti-a-SM actin FITC (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, USA). The isotype controls used were immunoglobulin
(I9M, 1gGI-FITC, IgGI-PE or IgGI-APC (Sigma-Aldrich) and IgG2-FITC
or 1gG2-PE (Caltag Laboratories).

Isolation and culture of DSC, FDC
and MSC lines

To establish DSC and FDC lines, we used the method described by Montes
etal. (1995) and Mufioz-Fernandez et al. (2006). Briefly, tissues were thor-
oughly washed in phosphate-buffered saline (PBS) and finely minced
between two scalpels in a small volume of PBS. The suspension was put
in a solution of 5 mg/ml Collagenase V (Sigma-Aldrich) for 30 min for
DSCs and 2 h for FDCs at 37°C. The suspension was diluted in PBS, filtered
through gauze and centrifuged at 425g for 10 min. The supernatant was dis-
carded and the cell pellet was suspended in PBS and centrifuged on Ficoll-
Paque (Sigma-Aldrich) for 20 min at 600g. To establish MSC lines, bone
marrow aspirates were directly diluted in PBS and centrifuged on Ficoll-
Paque. Tonsil, decidual or bone marrow cells were collected from the inter-
face, suspended in PBS and washed. The resulting suspension was incubated
in culture flasks for 24 h at 37°C in Opti-MEM (minimum essential medium;
Invitrogen, Grand Island, NY) supplemented with 3% fetal calf serum (FCS),
100 UI/ml penicillin, 100 IU/ml streptomicin and 0.25 pg/ml amphotericin
(Sigma-Aldrich). After overnight incubation to allow adherent cells to attach
to the flask, non-adherent cells in the supernatant were discarded. The
medium was then replaced and changed twice a week. After | -3 weeks,
adherent cells were morphologically uniform and covered the whole
surface of the 25 cm? culture flask. Although the different cell lines are re-
ferred to generically as DSCs, FDCs or MSCs, in those experiments in which
several lines of the same type of cells were included, we used a specific
name for each line (DSC MOR, DSC VI, DSC IX, DSC XVI, DSC |,
FDC46, FDCI3H, FDCI2V, FDCIS, MSCI and MSC2).

Isolation of fresh DSCs

To obtain a fresh cell suspension containing DSCs, we used a protocol
similar to that reported by Montes et al. (1996). The decidua was
washed in PBS and minced between two scalpels in a small volume of
RPMI 1640 with 10% FCS. The suspension was put in a solution of
5 mg/ml Collagenase V (Sigma-Aldrich) for 30 min at 37°C. This prepar-
ation was filtered through sterile gauze, washed by centrifugation and sus-
pended in the culture medium. The cell suspension was centrifuged at
650g for 30 min over a discontinuous gradient of 20 and 30% Percoll
(Sigma-Aldrich). Cells were collected from the 20/30% interphase and
washed in PBS. Cell viability was determined by trypan blue exclusion.
Only preparations with >95% viable cells were used.

Preparation of purified B cells

Tonsil B lymphocytes were purified from the supernatant obtained in the
preparation of FDCs using the Human B Cell Isolation kit (R&D Systems).
The purity of the B lymphocyte preparations was higher than 95%.

Flow cytometric analysis

Cells were detached from the culture flask by treatment with 0.04% EDTA
at 37°C. The cells were centrifuged, the supernatant was discarded and

the pellet was suspended in PBS at |0°ells/ml. Cell suspension of
100 wl was incubated with 5 pl of the appropriate mAbs for 30 min at
4°C in the dark. Cells were washed, suspended in 0.5 ml of PBS and im-
mediately analysed in an FACScan cytometer (BD Biosciences, San Diego,
CA, USA). The percentage of Ab-positive cells was calculated by compari-
son with the appropriate isotype control. For double labelling, we followed
the same procedure as for single labelling but a second mAb with a differ-
ent fluorescent marker was also added. For intracytoplasmic labelling, cells
were fixed with 4% paraformaldehyde for 20 min at 4°C and permeabi-
lized with cold 0.05% PBS saponine (Merck, Darmstadt, Germany)
before the mAbs was added. For indirect labelling, FITC-labelled goat
anti-mouse Ig was added after the first mAbs.

Detection of apoptotic tonsil B lymphocytes
co-cultured with DSCs, FDCs or MSCs

DSC, FDC or MSC lines in the exponential growth phase were plated on
6-well plates on the bottom surface of Transwell plates (Corning Incorpo-
rated, New York, NY, USA) at 5 x 10%*cells/well. The culture medium
was removed and 2 ml of a suspension of 5 x 10* B lymphocytes in a
complete Opti-MEM culture medium was added directly to the FDCs,
DSCs or MSCs, or to the upper compartment of Transwell plates, and
incubated at 37°C for 72 h. All B lymphocytes were collected from the
supernatant, and to identify apoptotic cells we used the method described
by Gong et al. (1994). Briefly, cells were washed with PBS, fixed in cold
70% ethanol and then stained with propidium iodide during treatment
with RNase (Sigma-Aldrich). Quantitative analysis of sub-GI cells was
carried out in an FACScan cytometer.

Treatment of DSC, FDC and MSC lines

DSC, FDC or MSC lines were cultured for 72 h with 10 ng/ml TNF
(Sigma-Aldrich) and 10 ng/ml lymphotoxin (LT)a 3, (Sigma-Aldrich),
two cytokines involved in the differentiation of FDCs. To induce decidua-
lization, DSC, FDC or MSC lines were treated with 300 nm progesterone
and 500 pwm cAMP (Sigma-Aldrich) for |5 days.

Table I Antigen expression by DSC, FDC and MSC
lines.

Antigens DSC (n=10) FDC (n = 10) MSC (n =5)
CDI0 +++° +++ +4++
CDI4 +/- + _
CD2l1 ++4 4+ _
CD23 +4 ++ _
CD29 +++ +4+ +++
CD45 — — _
CD54 +++ +++ +
CD73 +++ +++ +++
CDI106 +/= +/— +/—
a-SM actin +++ 4+ 4+ 4+
BAFF +++ +++ -
CXCLI3 +++ +++ —
STRO-I ++ ++ ++

n, number of cell lines analysed.
2Flow cytometry reactions: +++, 67— 100% positive cells; ++-, 34—66%; +,
5-33%; +/—, some lines positive and some negative.
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Analysis of culture supernatants

The concentration of CXCLI3 in supernatants from DSC, FDC or MSC
cultures was established by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA,;
R&D Systems). To determine the concentration of PRL, supernatants
from cultures of DSCs, FDCs or MSCs treated with progesterone and
8-bromo-cAMP were collected. The presence of PRL was determined

with an ELISA (Roche, Basel, Switzerland).

Statistical analysis

Quantitative experiments were performed in triplicate or quadruplicate.
The data were analysed with Microsoft Excel 2003 (Microsoft Ibérica,
Seville, Spain). Student’s t-test was used to compare the results. Values
of P<0.05 were considered significant. The figures show results for a
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single experiment, which is representative of three or more separate
assays.

Results

DSCs exhibit distinctive characteristics
of FDCs

After 24 h of culture, polygonal and rounded adherent cells appeared
in decidua preparations, whereas in tonsil preparations, adherent cells
showed a dendritic morphology and were associated with attached
lymphoid cells. After | week of culture, lymphoid cells bound to
FDC detached or died and cultures of DSCs and FDCs formed
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Figure 3 BAFF and CXCLI3 expression by fresh human DSCs. Fresh DSCs were isolated by Percoll gradients and electronically selected by the
expression of CD0. Most fresh CDI10+ DSCs were positive for BAFF, and a proportion of them also expressed CXCLI3. This experiment was

performed independently three times.
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uniform populations of adherent cells with a fibroblastic morphology
(Fig. 1). In both types of cell lines, almost all cells were positive for
CDI10, CD29, CD73 and a-SM actin, and lacked CD45; a proportion
of them also expressed CDI4, CD2I, CD23, CD54 (ICAM-1),
CD106, BAFF, CXCLI3 and STRO-I, and secreted CXCL-I3
(Fig. 2, Table I). Flow cytometric analysis of Percoll-isolated low-
density decidual cells gated by CDIO expression revealed the
presence of cells that, like cultured DSCs and FDCs, expressed
BAFF and CXCLI3 (Fig. 3).

Table | shows that DSCs, FDCs and MSCs expressed the
MSC-associated antigens CDI10, CD29, CD54, CD73, CDI06,
a-SM actin and STRO-I, and lacked CD45. However, unlike
DSCs and FDCs, MSCs did not express BAFF or CXCLI3, and
did not secrete CXCLI3. We also found that the FDC-associated
antigens CD14, CD2| and CD23 were absent from MSC lines
(Fig. 2, Table I).

Treatment of DSCs, FDCs and MSCs
with TNF and LT, 3,

Like FDC, DSC and MSC lines treated with TNF and LTa (3, also
increased their expression of CD54 and CD 106 (Fig. 4).

Effect of DSCs, FDCs and MSCs on B
lymphocyte apoptosis

Like FDCs, DSCs (but not MSCs) inhibited the spontaneous apoptosis
of tonsil B lymphocytes (Fig. 5A and B). When FDCs were co-cultured
with B lymphocytes in Transwell plates, the protective effect of FDCs
on B cells disappeared (Fig. 5C). Likewise, the protective activity of
DSCs on B cells was also abrogated in Transwell plate cultures,

which demonstrates that this effect also requires DSC-B cell contact
(Fig. 5C).

Decidualization of DSCs and FDCs

with progesterone and cAMP

Like DSCs, progesterone and cAMP changed the morphology of FDCs
and induced PRL secretion (Fig. 6). However, the amount of PRL
secreted by FDCs was much lower than that secreted by DSCs
(P<0.0001; Fig. 6B). MSC lines cultured with progesterone and
cAMP did not secrete PRL (Fig. 6).

Discussion

In an earlier characterization of DSCs, we reported that these cells
expressed FDC antigens (Montes et al, 1996). We demonstrated
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Figure 4 Treatment of human DSCs, FDCs and MSCs with TNF and lymphotoxin (LT)aIB2. TNF and LT3, increased the expression of CD54
and CD106 by DSC, FDC and MSC lines. (A) Without cytokines (- - -); with cytokines (—). Percentages show the proportion of cells expressing the
antigen. (B) Bars show the percentage of cells expressing the antigen. White bars: untreated cells; black bars: cells treated with cytokines
(mean + SD). This experiment was performed independently three times. *P < 0.05; **P < 0.005; ***P < 0.0001.
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Figure 5 Human DSCs and FDCs, but not MSCs, rescue B cells from spontaneous apoptosis. (A) Apoptosis of tonsil B cells cultured without or
with DSCs, FDCs or MSCs was studied by quantitative flow cytometry analysis of sub-G| cells. This experiment was performed independently three
times. (B) DSCs and FDC:s significantly decreased the spontaneous apoptosis of B cells (mean + SD of three independent experiments). **P < 0.005.
(€) Culture in Transwell plates abrogated the protective effect of DSCs or FDCs against B cell apoptosis (mean + SD of three independent

experiments).

that DSC and FDC lines exhibited an antigen phenotype and functional
properties equivalent to those of their corresponding fresh cells
(Montes et al.,, 1996, Garcia-Pacheco et al.,, 2001, Mufoz-Fernandez
et al., 2006). Subsequently, we studied the relationships of both
types of cells with myofibroblasts (Oliver et al., 1999; Kimatrai et al.,
2003, 2005). We also found that DSCs and FDCs were closely
related to MSCs, and that this supported the hypothetical origin of
the two former types of cells from MSCs (Garcia-Pacheco et al.,
2001, Mufoz-Fernandez et al., 2006). The present study confirms
the close relationships between DSCs, FDCs and MSCs, because all
three cell types expressed the MSC-associated antigens CDIO,
CD29, CD54, CD73, CDI106, a-SM actin and STRO-1, and lacked
CDA45 expression (Table I; Chamberlain et al. 2007). CDI0 is also
considered a clinical marker of endometrial stromal cells or DSCs
(Sumathi and McCluggage, 2002). Furthermore, TNF and LT 5,

increased CD54 and CD106 expression in all three types of cells
(Fig. 4).

DSCs and FDCs, however, shared some distinctive phenotypical
and functional features which were not detected in MSCs. Of these
differential properties observed in DSC and FDC lines, PRL secretion
during culture with progesterone and cAMP (Fig. 6) is a typical char-
acteristic of DSCs (Tabanelli et al, 1992; Montes et al, 1995),
whereas CD 14, CD21, CD23, BAFF, CXCLI3 expression, the secre-
tion of CXCLI3 (Fig. 2, Table I) and the capacity to rescue tonsil B
lymphocytes from apoptosis (Fig. 5) are considered distinctive charac-
teristics of FDCa (Lindhout et al., 1997; Park and Choi, 2005; Buettner
et al., 2010). Furthermore, we confirmed, as previously reported (Kim
et al., 1995), that this latter activity required FDC-B cell contact; like-
wise, DSCs also required DSC-B contact to inhibit B cell apoptosis
(Fig. 5C). We found, however, that the capacity of these DSC lines
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Figure 6 Secretion of prolactin (PRL) by human DSC and FDC lines. (A) DSCs and FDCs were cultured without (left) and with progesterone and
cAMP (right) for 2 weeks (Bar: 100 wm). DSCs and FDCs changed from a fibroblastic to a round/dendritic morphology in the presence of proges-
terone and cAMP. This experiment was performed independently three times. (B) Secretion of PRL by different FDC, DSC and MSC lines (white bars,
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the supernatants of DSC |, which was studied in the same experiment as a positive control for decidualization. PRL secretion in cultures with pro-
gesterone and cAMP was significantly higher in DSCs than in FDCs (the data of the two DSC lines were compared with data of the three FDC lines of

the figure, P < 0.0001). MSCs did not secrete PRL.

to secrete CXCLI3 in vitro varied (Fig. 2B). Nevertheless, it should be
taken into account that DSC lines, like FDC and MSC lines, are normal
cells that do not exhibit the in vitro uniformity characteristic of tumour
cell lines. The FDC properties detected in the DSC lines are, however,
associated with B cell functions (El Shikh et al., 2010), yet B cells are
absent from the human decidua (Bulmer, 1995). Interactions
between B cells and DSCs may play a role in pathological situations
such as the development of uterine B cell lymphomas (Alvarez
et al., 1997), infections during pregnancy and inflammation (Nhan-
Chang et al., 2008). Nevertheless, the in vitro effects of DSCs on B
cells may reflect physiological effects of DSC factors on other types
of decidual lymphocytes, as these factors may operate on different
types of immune cells (Blanco et al., 2009).

High levels of CXCLI3 were detected in the decidua and plasma
of pregnant women (Nhan-Chang et al., 2008), and according to our
results (Fig. 2), DSCs may contribute to the secretion of CXCLI3

during pregnancy. Moreover, CXCL I3 is a chemokine for regulatory
T cells (Lee et al., 2006), and these cells have been detected in
human decidua and appear to play a key role in maternal—fetal
immune tolerance (Leber et al., 2010). BAFF, a cytokine expressed
by FDCs, participates in the rescue of B lymphocytes from apoptosis
in the lymphoid follicle, and plays an important role in tolerance
modulation and B cell homeostasis (Gorelik et al., 2003). In
normal decidua, with no B cells to rescue, the BAFF secreted by
DSCs may be involved in the induction of a Th2 response (Phillips
et al., 2003; Langat et al., 2008), which is the immune response asso-
ciated with normal pregnancy (Saito et al.,, 2010), and in the inhib-
ition of decidual T cell and NK cell apoptosis (Mackay and Leung,
2006; Blanco et al., 2009). Interestingly, mesenchymal cells of the
trophoblast are also an important source of BAFF, although, as in
the decidua, there are no B cells in this fetal tissue (Langat et al.,
2008). The BAFF cytokine is also associated with immune-mediated
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obstetric and gynaecological pathologies such as endometriosis, in
which high levels of BAFF have been detected (Hever et al., 2007),
and also with recurrent spontaneous abortions, in which the expres-
sion of BAFF in the decidua and trophoblasts was found to be
reduced (Guo et al., 2008).

FDCs and DSCs also shared properties when they were treated
with TNF and LTa,,. These cytokines are differentiation factors
for FDCs (Fu and Chaplin, 1999), and they increase the expression
of CD54 and CD106, molecules involved in FDC-B cell interactions
(Mufioz-Fernandez et al., 2006; Fig. 4). Likewise, TNF- and LTa32-
treated DSCs also increased their expression of CD54 and CD|06,
a property that was also observed in MSCs (Fig. 4; Ren et dl,
2010). These molecules, which are highly inducible by cytokines,
may be associated with relevant functions of these cells in their re-
spective tissues. Interestingly, CD54 plays a role in DSC physiology,
regulating the interaction of DSCs with decidual NK cells (Vigano
et al., 1994). Furthermore, the expression of CD54 and CD|06 by
DSCs may be related to immunosuppressive activity and the mainten-
ance of maternal—fetal tolerance (Blanco et al., 2008) as shown in
MSCs (Ren et al., 2010). On the other hand, DSCs differentiate
(decidualize) under the effects of progesterone and other hormones.
During the luteal phase of the menstrual cycle, or if pregnancy occurs,
DSCs or their endometrial counterpart, endometrial stromal cells, are
induced to decidualize. The decidualized cells become rounder,
express desmin in their cytoplasm and secrete PRL (Tabanelli et al.,
1992; Montes et al., 1996; Fig. 6). Locally secreted PRL may modulate
the mother’s immune responses (Draca, 1995). Like DSCs, FDCs (but
not MSCs) also became rounder and secreted PRL (Fig. 6) under the
effects of progesterone and cAMP. Prolactin locally produced by FDCs
as a result of the effects of pregnancy hormones may modulate B cell
functions (Peeva et al., 2003). In this connection, a recent report
showed that FDCs are involved in the induction of tolerance to fetal
antigens that occurs during pregnancy (McCloskey et al., 2011).
Thus, pregnancy regulates the mother’s immune response, and
DSCs and FDCs may be involved in these homeostatic endocrine—
immune mechanisms.

We cannot assert, however, that FDCs and DSCs are the same
type of cells. Although FDCs and DSCs share many characteristics,
they also exhibit differences. For example, the amount of PRL secreted
by FDCs was significantly lower than that secreted by DSCs (Fig. 6B).
What our results suggest is the existence of a common precursor
related to MSCs. This hypothesis is supported by the finding of
DSCs or FDCs in ectopic locations in immune-mediated diseases
(Lindhout et al., 1999; Hever et al., 2007). Under physiological condi-
tions, the common precursor may home either to the secondary
lymphoid organs or to the endometrium to develop, respectively,
into FDCs or DSCs, acquiring new phenotypical and functional prop-
erties such as the expression of BAFF, PRL and CXCLI3 secretion,
and the ability to rescue B or other lymphocytes when it emigrates
to different peripheral tissues. This MSC precursor, however, may
also home to ectopic tissues in certain immune diseases.
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Background: Normal pregnancy and spontaneous abortion in humans and mice are associated with
immune responses. The decidua harbors dendritic cells identifiable in humans by their expression of DC-
SIGN. Because dendritic cells are essential for immune response regulation, decidual DC-SIGN+ cells may

Keywords: play a role in normal or pathological pregnancy outcomes. Previous reports suggested that DC interact
Abomo? with NK cells in decidua, although the functional significance of this phenomenon remains unknown.
Apoptosis Objective: We studied the presence of conjugates of DC-SIGN+ cells with CD56+ NK cells in normal
gz:c(ljrtil?ic cells human decidua.

NK cells Methods: Conjugates of DC-SIGN+ cells with CD56+ NK cells were studied in leukocyte suspensions of

normal human decidua (6—11 weeks) by flow cytometry and confocal microscopy. The presence of
apoptotic cells was determined by the TUNEL assay, incubation with annexin V and confocal microscopy
in decidual leukocyte suspensions and by the TUNEL assay in decidual sections.
Results: We observed conjugates of decidual DC-SIGN+- cells with CD56+ NK cells (40.2 & 26.1% of all the DC-
SIGN+ cells by flow cytometry and 52.3 + 10.2% by confocal microscopy). We also found that a proportion of DC-
SIGN+- cells were in apoptosis, since they were TUNEL+ (40.2 & 7.2% of all DC-SIGN+- cells in decidual sections)
and annexin V+ (34.4 + 15.2% in leukocyte suspensions). And sorted DC-SIGN+ cells had multilobulated nuclei.
Conclusions: The conjugates of decidual DC-SIGN+ cells with CD56+ NK cells strongly suggest that these
latter cells induce apoptosis in DC-SIGN+ cells during normal pregnancy. We discuss this possibility in
the context of maternal—fetal tolerance.

© 2012 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction immunostimulation and tolerance [3]; therefore DC may be

involved in the normal or pathological outcome of pregnancy [4].

Human pregnancy is often considered a semiallogeneic allo-
graft. Although most abortions occur because of chromosomal
abnormalities in the embryo, it has been documented in mice and
humans that some sporadic and recurrent spontaneous abortions
(and also normal pregnancy) are associated with variations in
certain immune responses or in the proportions of peripheral or
decidual immune populations [1,2]. Many of the immunological
mechanisms that give rise to interactions between the mother and
fetus take place in the decidua—the maternal tissue of the placenta
in closest contact with the fetal trophoblast. Dendritic cells (DCs)
are immune cells responsible for the balance between
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Several groups have found immature myeloid DC in normal
decidua of humans and mice [5,6]. In human decidua, these cells are
identifiable by their expression of DC-SIGN (CD209) [5]. Other
authors, however, have suggested that decidual DC-SIGN+ cells are
macrophages on the basis of their morphology and co-expression of
CD14 [7]. Myeloid DC and macrophages are difficult to distinguish
clearly, since they share functions and the expression of many anti-
gens; moreover, these two cell types are able to interconvert [8]. This
has led some authors to propose that they are the same type of cell in
different stages of differentiation [9]. Microarray studies of gene
expression by DC and macrophages obtained independently by
in vitro cytokine differentiation from monocytes showed that both
types of cell expressed DC-SIGN. This antigen, however, was upmo-
dulated by DC but downmodulated by macrophages as the two types
of cell advanced through their respective differentiation pathways
from monocytes [10,11].In decidua, the differential expression of DC-
SIGN, CD14, or both revealed different cell populations that
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represent steps in the differentiation from monocyte to macrophage
or DC [12]. Nevertheless, under the effects of cytokines in vitro,
decidual DC-SIGN+ cells differentiated into fully mature myeloid DC
[5]. Recent studies showed that decidual DC (dDC) perform different
functions that are crucial for pregnancy [13,14], and in spontaneous
abortion, a significant decrease in the proportion of these cells has
been reported in human decidua [12]. Other reports have demon-
strated that human and mice DC are involved in angiogenic
responses at the fetal-maternal interface [15].

Decidual natural killer (dNK) cells, the most abundant
lymphocyte in early human decidua, comprise a distinctive NK cell
type different from those of peripheral blood, characterized by their
high expression of CD56 and low or absent expression of CD16 [16].
Based on the classical cytotoxic activity of blood NK cells, earlier
studies of dNK cells proposed that they exerted cytotoxic control on
the trophoblast in order to regulate the physiological invasion of
the decidua by these fetal cells. The fact that the trophoblast
expresses human leukocyte antigen G (HLA-G), a molecule that
binds the inhibitory receptors of dNK cells to block their cytotoxic
activity, suggests that this tissue controls this activity via
a homeostatic mechanism [17]. Other studies demonstrated that
dNK cells were unable to induce spontaneous cytotoxic necrosis in
the trophoblast unless they were previously stimulated with IL-2
and IL-15 [18,19]. More recent results suggest that rather than
a cytotoxic activity, dNK exert a beneficial control of trophoblast
invasion and trophic activity in the decidual vessels [20, 21].
Nevertheless, we and others demonstrated that although human
decidual lymphocytes did not induce necrosis, they did induce
apoptosis in the trophoblast [22,23]. These findings are consistent
with those of Nakashima et al. and Lash et al. [24,25], who showed
that granulysin and IFNy, both produced by human dNK cells,
induced apoptosis in the trophoblast. Decidual stromal cells and
decidual T cells also appear to be susceptible to the induction of
apoptosis by dNK cells [26—30].

Kammerer et al. [5] found clusters of human decidual DC-SIGN+
cells with dNK cells, although the functional significance of this
phenomenon remains to be established. In the present study we
confirmed the presence of clusters of DC-SIGN+ cells and dNK cells
in normal pregnancy decidua and found that a proportion of DC-
SIGN+ cells were in apoptosis. We discuss the hypothesis that
dNK cells induce apoptosis in DC-SIGN+ cells as a mechanism of
maternal—fetal tolerance.

2. Materials and methods
2.1. Tissues

Specimens from elective terminations of pregnancy (6—11 weeks) were ob-
tained from the Clinica El Sur in Malaga (Spain) and Ginegranada in Granada. All
patients were aged 20—30 years. Women receiving any medication or having
recurrent miscarriages, infectious, autoimmune, or other systemic or local diseases
were excluded. None of the abortions was pharmacologically induced. Decidual
tissue was obtained by suction curettage. None of the samples showed any evidence
of necrosis or acute inflammation. All women provided informed consent, and this
study was approved by the clinical research ethics committee of the Hospital Uni-
versitario de San Cecilio in Granada.

2.2. Immunohistochemistry

For immunostaining, cryostat sections (5 wum) of early human decidua were fixed
with acetone and labeled with an indirect immunoperoxidase method. Briefly,
samples were rehydrated in PBS and incubated with hydrogen peroxide and AB
human serum to block endogenous peroxidase and Fc receptors, respectively. The
samples were then incubated for 30 min at room temperature in a humid chamber
with an appropriately diluted anti-DC-SIGN monoclonal antibody (mAb)
(Sigma—Aldrich, St. Louis, MO, USA). Normal mouse serum or an irrelevant mAb was
substituted for the first antibody as a negative control. After three brief washings
with PBS, samples were overlaid with peroxidase-conjugated goat antimouse
immunoglobulin G (IgG) (Bio-Rad, Richmond, CA, USA) and diluted 1:100 in 1%
PBS—BSA, and the reaction was developed with 0.5 mg/mL diaminobenzidine

(Sigma—Aldrich) containing 0.01% hydrogen peroxide. The reaction was stopped
after 5—10 min by washing in excess PBS. Samples were counterstained with
Mayer’s hematoxylin (Sigma—Aldrich).

2.3. Extraction of decidual leukocytes

To avoid inducing an allogeneic reaction by leukocytes, samples of decidua from
different patients were not mixed. The method of extraction has been described
elsewhere [23]. Briefly, samples from the decidua of elective terminations of preg-
nancy were thoroughly washed in PBS. Decidual fragments were finely minced in
a small volume of RPMI 1640 (Sigma—Aldrich) and then pushed through a 53-um
sieve (Gallenkamp, Loughborough, UK). The resulting cell suspension was washed
with RPMI and layered on an equivalent volume of Lymphoprep (Flow Laboratories,
Hertsfordshire, UK) at room temperature, and centrifuged for 20 min at 600 g. The
cells, decidual leukocytes, were collected from the interface, suspended in RPM],
washed and suspended in PBS for further analysis. Cell viability was determined
microscopically by trypan blue exclusion. Only samples with more than 90% viable
leukocytes were used.

2.4. Flow cytometry analysis

Decidual leukocytes were suspended in PBS at 106 cells/mL. One hundred pL of
the cell suspension was incubated with 10 pL of the appropriate mAb for 30 min at
4 °Cin the dark. The cells were washed, suspended in 0.5 mL PBS, and immediately
analyzed in a flow cytometer (Ortho-Cytoron, Ortho Diagnostic Systems, Raritan, NJ,
USA). To identify dead cells we incubated decidual cells with propidium iodide
(Sigma—Aldrich). Decidual cells were stained with the appropriate mAb labeled with
FITC or phycoerythrin (PE), or with their corresponding control isotype. The
percentage of cells that were antibody-positive was calculated with reference to the
appropriate isotype control. The mAbs against surface proteins were: CD56 (Caltag,
San Francisco, CA, USA), CD83 (BD Biosciences, Denderstraat, Erembodegem, Bel-
gium) and DC-SIGN (R&D Systems, Minneapolis, USA). For flow cytometric analysis
we used the electronic gate in which most DC-SIGN+ cells were detected (R1) (Fig.1).

Decidual leukocytes were treated with a mAb against DC-SIGN labeled with PE
(R&D Systems) and sorted in a FACS Vantage cell sorter (Becton—Dickinson, Franklin
Lakes, NJ USA). Sorting was done twice and the proportion of DC-SIGN+ cells ob-
tained was higher than 90%.

2.5. Immunofluorescence microscopy

For immunofluorescence microscopy we used the same protocol as for flow
cytometry. Cells were stained with mAbs against DC-SIGN labeled with PE (R&D
Systems) and against CD56 labeled with FITC (BD Biosciences) or their corre-
sponding control isotype. They were suspended in Vectashield (Vector, Peter-
borough, UK) and examined with a Leica confocal or conventional
immunofluorescence microscope (Leica Microsystems, Wetzlar, Germany).

2.6. Apoptosis detection

To identify apoptotic DC-SIGN+ cells in decidual sections, double staining was
used. We first treated the cells with the In Situ Cell Death Detection Kit, POD [TdT-
mediated dUTP nick end-labeling (TUNEL) assay with peroxidase] according to the
manufacturer’s instructions (Roche Diagnostic, Mannheim, Germany), and then
incubated them with an anti-DC-SIGN mAb (Sigma—Aldrich), followed by the Vector
VIP Substrate kit (Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA). Positive apoptotic cells
were identified by their brown nuclei, whereas DC-SIGN+ cells were purple. As
a negative control for DC-SIGN staining, an irrelevant monoclonal antibody was used
instead of the anti-DC-SIGN mAb. As a negative control for the TUNEL assay, we
followed all the steps in the method described above except for cell permeabiliza-
tion, which was omitted.

To study early apoptosis, decidual leukocytes were suspended in PBS at
a concentration of 10° cells/mL. One hundred pL of this suspension was incubated
with 10 pL annexin-V-Fluos (Roche Diagnostics) and 10 uL DC-SIGN PE (R&D
Systems) at 4 °C for 30 min in the dark. Finally the cells were washed and suspended
in 0.5 mL PBS and immediately analyzed in a flow cytometer.

To study late apoptosis, decidual leukocyte suspensions or sorted DC-SIGN-+
cells were washed in PBS and then fixed at a concentration 107 cells/mL in a solu-
tion of 2% paraformaldehyde in PBS, pH 7.4, for 1 h at room temperature on a shaker.
The preparation was centrifuged at 400 g for 10 min, and cells were permeabilized
by treatment with a solution of 0.1% Triton-X 100 and 0.1% sodium citrate for 2 min
on ice. The cells were washed in PBS and analyzed with the TUNEL assay (In Situ Cell
Death Detection Kit, Fluorescein, Roche Diagnostic) according to the manufacturer’s
instructions. Samples were washed again in PBS and suspended in PBS for analysis
by flow cytometry, or examined by fluorescence microscopy. To identify apoptotic
cells, decidual cells were stained with a PE-labeled mAb against DC-SIGN (R&D
Systems) or against CD56 (Caltag) before the TUNEL assay.

To observe apoptotic DC-SIGN+ nuclei, sorted DC-SIGN+ cells were per-
meabilized with 0.5% Tween 20 in citric acid solution before the nuclei were stained
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Fig. 1. Decidual DC-SIGN+ cells from elective termination of pregnancy. Decidual DC-SIGN+ cells were analyzed by flow cytometry, confocal microscopy and immunohisto-
chemistry. A) Flow cytometric analysis of decidual DC-SIGN+ cells. R1 indentifies the flow cytometry electronic gate in which most DC-SIGN+ cells were detected. DC-SIGN+ cells
were studied in R1 in this and the following flow cytometry experiments (left). DC-SIGN-+ cells showed little or no expression of CD83 (right). B) Immunoperoxidase staining of DC-
SIGN+ cells in a section of early human decidua. The arrow points out perivascular clusters of positive cells. Bar =50 pm.

10° 10° 65 11

DC-SIGN

102 10°

CD56

Fig. 2. Conjugates of DC SIGN+ cells with CD56 + NK cells of decidua from elective termination of pregnancy. A) Flow cytometric analysis by double-labeling with anti-CD56 and
anti-DC-SIGN mAbs. A proportion of DC-SIGN+ cells were also positive for CD56. B) Confocal microscopic images showing conjugates of DC-SIGN+ cells (PE, red) and CD56 + NK
cells (FITC, green). DC-SIGN and CD56 were expressed by different cells; we did not detect double-labeling with these antigens on any cells. The third photo on the right shows a DC-
SIGN-+ cell with a “boiling” surface morphology typical of apoptotic cells. Bar = 10 um.
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Fig. 3. Analysis of apoptosis in decidual DC-SIGN+ cells from elective termination of pregnancy. A) Flow cytometric analysis by double-labeling with TUNEL or annexin V and anti-
DC-SIGN. A proportion of DC-SIGN+ cells were in apoptosis, since they were also TUNEL+ or annexin V+ B) Immunohistochemical analysis by double-labeling with TUNEL (brown)
and anti-DC-SIGN (purple) of a section of decidua .The black arrows mark DC-SIGN+ TUNEL+ cells; the red arrow marks a DC-SIGN+ TUNEL— cell. Bar in the two upper

panels =25 pm , and bar in the in the three lower panels = 12 pm.

with 2 pg/mL 4’,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) stain in a solution containing
NaHPOy4 for 5 min at 37 °C, and were examined by fluorescence microscopy.

All assays were done at least 3 times, and the figures illustrate representative
results from a specific assay.

3. Results
3.1. NK-DC-SIGN+ cell conjugates

We and others [5,12] previously reported that decidual DC-
SIGN+ cells from elective terminations of pregnancy (normal
decidua) exhibited a phenotype compatible with immature
myeloid DC. We found that these cells expressed CD11c (a myeloid
DC marker), but showed little or no expression of CD123 (a plas-
macytoid DC marker) and HLA-DR was only weakly detected [12].
DC-SIGN+ cells showed little or no expression of CD83 (a mature

myeloid DC marker) (Fig. 1A). Like other authors [5], we observed
DC-SIGN+ cells predominantly in perivascular localizations
(Fig. 1B). Immunohistological assays [5] showed clusters of DC-
SIGN+ cells and CD56+ NK cells in human decidua. We
confirmed the presence of these clusters by flow cytometry
(40.2 +£26.1% of all the DC-SIGN+ cells, n=15) and confocal
microscopy (52.3 +10.2% of all the DC-SIGN+ cells, n = 3) (Fig. 2).
This latter method showed that DC-SIGN and CD56 were expressed
on different cells. We also observed that some DC-SIGN+ cells that
formed conjugates with CD56+ dNK cells displayed a “boiling”
surface, a classical morphological feature of apoptosis (Fig. 2B).

3.2. Apoptotic DC-SIGN+ cells

Double-labeling analysis with anti-DC-SIGN and TUNEL assay to
identify apoptotic cells by flow cytometry showed that a substantial
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proportion of DC-SIGN+ cells were also TUNEL+ (Fig. 3A). When
annexin V was used instead of the TUNEL assay, a proportion of DC-
SIGN+ annexin V+ cells was also detected by flow cytometry
(34.4 +15.2% of all the DC-SIGN+ cells, n = 10) (Fig. 3A). In decidual
sections, we observed by immunocytochemistry that part of the
DC-SIGN+ cells were TUNEL+ (Fig. 3B) (40.2 & 7.2% of all the DC-
SIGN+ cells, n=3), whereas we did not detect TUNEL+ CD56+
NK cells (not shown). When we purified DC-SIGN+ cells by cell
sorting, we found by immunofluorescence microscopy that
a proportion of these cells were TUNEL+, and apoptotic nuclei in
DC-SIGN+ cells were seen with this method as well as with DAPI
staining (Fig. 4). These results showed that some of the decidual
DC-SIGN-+ cells were apoptotic.

4. Discussion

Several lines of evidence in mice and humans have confirmed
the involvement of DC in normal and pathological pregnancies
[6,12,13,15]. Dendritic cells in the human decidua are identified by
the expression of DC-SIGN, exhibit an antigen phenotype compat-
ible with immature myeloid DC [5,12], and are detected around the
vessels (Fig. 1). Kammerer et al.[5] demonstrated by immunohis-
tology that approximately half of the decidual DC-SIGN+ cells
formed clusters with dNK cells. Conjugates of dDC and dNK cells
have also been reported in mice [31]. We confirmed the clusters of
human decidual DC-SIGN+ cells and CD56+ NK cells by flow
cytometry and confocal microscopy (Fig. 2). Flow cytometry
showed that these conjugates were not an artifact of the immu-
nohistology (Fig. 2A), and confocal microscopy demonstrated that
DC-SIGN and CD56 were expressed on different cells (Fig. 2B).

Furthermore, the proportion of clusters of decidual DC-SIGN+
cells-dNK cells detected by flow cytometry was close to the
proportion found by immunohistology [5].

Several hypotheses have been proposed to explain the func-
tional significance of these conjugates: 1) activation of dNK cells by
dDC, 2) activation of dDC by dNK cells, 3) inhibition or killing of dDC
by dNK cells, and 4) inhibition or killing of dNK cells by dDC
[13,32—35]. Our data neither support nor refute the possibility that
dDC activate dNK. However, the proportion of DC-SIGN-+ cells that
were also TUNEL+ or annexin-V+ (Fig. 3), and that exhibited
multilobulated nuclei (Fig. 4), together with the fact that some of
the DC-SIGN+ cells that formed conjugates with dNK cells showed
a “boiling” morphology (a feature of apoptosis) (Fig. 2B), suggest
that dNK cells kill dDC by apoptosis. Dendritic cell killing by NK
cells, previously documented for immature myeloid DC, prevents
further maturation of DC and thus controls the immunostimulation
of Th1 cells [36].

Recent reports are consistent with our hypothesis. Collins and
colleagues [37] showed that dDC are entrapped in the decidua in
normal murine pregnancy, and these authors suggested that dDC
entrapment impaired T cell activation against fetal antigens. The
immobilization of dDC may be associated with apoptosis in these
cells. Tirado-Gonzalez et al., [12] showed that, unlike normal
pregnancy, spontaneous abortion is characterized by a reduction in
the proportions of decidual DC-SIGN+ cells, apoptotic DC-SIGN+
cells and conjugates of DC-SIGN+ and dNK cells. This reduction
suggested that dDC escape from the decidua to the local lymph
nodes, where they activate T cells [12,38,39]. Further differentiation
of dDC into fully mature myeloid DC in the local lymph nodes
would induce a Th1l response, which would in turn trigger

Fig. 4. Fluorescence microscopic images showing sorted DC-SIGN+ cells with multilobulated nuclei as revealed by A) TUNEL staining (FITC), B) DAPI staining, and C) TUNEL staining

(FITC, green) with DC-SIGN labeling (PE, red). Bar in A and C= 10 pm, and bar in B=5 pm.
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spontaneous abortion [12,23,40—42]. The induction of apoptosis in
dDC during normal pregnancy may therefore constitute another
mechanism of maternal—fetal tolerance that is inhibited in spon-
taneous abortion.

The current view, however, is that dNK cells, rather than
harming cells of the maternal-fetal interface through their cyto-
toxic activity, actually secrete cytokines and growth factors that
favor different local cells and activities [20,21,35]. Nevertheless,
several lines of experimental evidence showed that dNK cells also
induce apoptosis, but not necrosis, in trophoblast, decidual stromal
cells and decidual T cells [22—30]. Different dNK subsets may exert
distinct or even opposite functions that contribute to local
homeostasis [43].

5. Conclusions

Our findings confirm the existence of decidual DC-SIGN+ cell-
NK cell conjugates and demonstrate the presence of apoptotic DC-
SIGN+ cells in normal human decidua. Functional experiments to
study the dynamics of the formation of conjugates and to test the
effects of dNK on DC-SIGN+ cells are needed to confirm our
hypothesis. These experiments, which should ideally be performed
with autologous cells, are challenging because of the low number of
DC-SIGN+ cells that can be obtained from a given sample. Our
hypothesis should therefore be tested in animal models such as
syngeneic mice.
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Abstract

Follicular dendritic cells (FDC) present antigens to B cells in the lymphoid follicle and
inhibit B cell apoptosis. In previous work, we obtained human FDC lines and found that
they expressed a-smooth muscle (SM) actin, and were able to contract collagen gel
matrixes. We report here that IL-2 and IFNy increased FDC contractility, and IL-10
reduced contractility, whereas IL-4 had no effect. TNF and lymphotoxin (LT) o132,
cytokines involved in FDC differentiation, also increased FDC contractility. In different
cell systems, cell contraction is related with the incorporation of a-SM actin into stress
fibers. By confocal microscopy we showed that cytochalasin D, an inhibitor of actin
polymerization, inhibited a-SM actin incorporation and relaxed FDC. Likewise, 1L-10
significantly decreased the proportion of FDC with a-SM-actin-positive stress fibers,
whereas the cytokines that increased FDC contractility increased that proportion.
However, none of the cytokines tested significantly affected a.-SM actin expression
determined by flow cytometry. IL-10 also increased the inhibitory activity of FDC on
spontaneous B cell apoptosis (P<0.05), but other cytokines did not affect this activity.
We conclude that cytokines related with FDC physiology regulate the contractility of

these cells, and IL-10 also regulates the effect of FDC on B cell apoptosis.



Introduction

Follicular dendritic cells (FDC) are located in the primary lymphoid follicles and
germinal centers of lymphoid tissues. These cells store antigens in their native form on
their membrane, where they remain bound to Fc and complement receptors for
prolonged periods. This ensures antigen presentation to B cells, and contributes to the
differentiation and maintenance of memory B cells. Follicular dendritic cells secrete
CXCL13 to attract B cells from the parafollicular region into the follicle, and express
and secrete B cell-activating factor (BAFF) and other molecules to rescue B cells from
apoptosis [1, 2].

We have isolated and maintained human FDC lines in culture, and studied the
phenotype and functions of these cells to demonstrate relationships between FDC and
mesenchymal stem cells (MSC) — research that has confirmed the link between FDC
and the mesenchymal lineage [3, 4]. We also found that FDC expressed a-smooth
muscle actin (0-SM actin) [3], a typical marker of myofibroblasts, cells with contractile
activity involved in wound retraction [5]. Like myofibroblasts, FDC express stress
fibers containing a-SM actin in their cytoplasm, and these cells contracted collagen gels
under the effect of cytokines [3]. Alfa-SM actin and contractile activity were also
detected in MSC, and other mesenchymal cells [6-8]. Interestingly, it was recently
reported in mouse that FDC emerge from perivascular precursors that also express a-
SM actin [9]. Cellular contractility and the ability of cells to change their shape are
prerequisites for many biological phenomena such as cytokinesis, movement,
differentiation and substrate adherence. Actin polymerization associated with cell
contractility is essential for many cellular functions such as signal transduction and cell-

to-cell interaction [10]. In this study we investigated the effects of different cytokines



related with FDC physiology on FDC contractility, and discuss these effects in terms of

FDC functionality.



Results

Antigen phenotype and functions of the FDC lines

As reported previously [3, 11], after tonsil cells were isolated and incubated in culture
overnight (see Materials and methods), we detected adherent cells with a dendritic
morphology that formed clusters with lymphoid cells. After 2 weeks in culture,
lymphoid cells had died and only a homogeneous population with fibroblastic
morphology had survived (Figure 1A). These cells expressed a-SM actin, BAFF, CD21
(CR2), CD23 (FceRII), CD29, CD73, weakly expressed CD14, and lacked CD45
expression (Figure 1B). They secreted CXCL13 in culture, and this secretion was
increased by TNF and LTa;y, (Figure 1C). The FDC lines were able to rescue tonsil B
cells from spontaneous apoptosis (Figure 1D-F), and, as reported previously [12], we
found that this activity was dependent on cell-to-cell contact, since it was abrogated if
FDC and B cells were cultured separately in Transwell plates (Figure 1F). Also as
previously reported [13], FDC lines alone had no effect on B cell proliferation (Figure
1G). The antigen phenotype and functions of the cell lines are compatible with those
reported in previous studies of FDC [1, 2]. Like FDC lines, most HFF expressed CD29,
CD73 (Figure 1H) and CD10 and lacked CD45 (not shown). HFF, however, did not
express the FDC-associated antigens CD21, CD23 (Figure 1H), CD14, CD40 and

CXCL13 (not shown) and were unable to recue B cells from apoptosis (Figure 1H).

Effects of cytokines on FDC contractility
We found that IL-2, INFy, LTasB, and TNF induced contraction in collagen gel
matrices that contained FDC in a dose-dependent manner. In contrast, IL-10 induced an

increase in the volume of collagen gel matrices, also in a dose-dependent manner,



whereas L4 had no effect. Cytochalasin D, an inhibitor of actin polymerization, also

increased gel matrix volumes (Figure 2).

Effect of cytokines on a-SM actin in FDC

By confocal microscopy, a-SM-actin was detected in FDC in a nonpolymerized form
(diffuse pattern of fluorescence) or polymerized and incorporated in the stress fibers
(Figure 3A). In different cell types, cell contractility was found to be related with the
polymerization of a-SM-actin in stress fibers [14]. Cytochalasin D, an inhibitor of actin
polymerization, impeded the formation of FDC stress fibers (Figure 3A) and inhibited
FDC contractility (Figure 2). Cytokines IL-2, INFy, LTas, and TNF, which induced
cell contraction (Figure 2), increased the presence of a-SM-actin in the FDC stress
fibers and significantly increased the proportion of FDC with a-SM-actin-positive stress
fibers, whereas IL-10, which inhibited FDC contractility, decreased this proportion
(Figures 3A and B).Neither cytokines nor cytochalasin D significantly affected the
expression of a-SM-actin by FDC lines (Figure 3C). These results show that rather than
affecting the intracellular concentration of a-SM-actin, the activity of the cytokines on

FDC contractility depends on their effects on a-SM-actin polymerization.

Effect of cytokines on the activity of FDC on B cell apoptosis

We further tested the effect of cytokines that modified FDC contractility on the activity
of FDC on B cell apoptosis. When B cells were cultured with FDC, the cytokines that
induced FDC contraction (IL-2, INFy, LTa1f2 and TNF) did not affect the inhibition of
spontaneous B cell apoptosis by FDC. However, IL-10 significantly increased this
activity (Figure 4A). This result was not due to a direct effect of IL-10 on FDC

proliferation, since this cytokine, like the other cytokines tested, did not affect FDC



numbers (Figure 4B). The effect of IL-10 on FDC activity on B cell apoptosis was also
not due to a direct effect of this cytokine on B cells, since neither 1L-10 nor the other
cytokines affected the spontaneous apoptosis of B cells cultured in the absence of FDC
(not shown). As shown previously, the rescue of B cells from apoptosis by FDC was not
associated with induction of B cell proliferation (Figure 1G). Likewise, the increase of
FDC activity on B cells apoptosis induced by IL-10 was also not associated with B cell
proliferation (Figure 4C). IL-10, however, did not induce changes in the expression of
molecules involved in functional FDC-B cell interactions, such as CD23, CD54,
CD106, intracellular or surface BAFF, or CXCL13 nor in the other antigens expressed

by FDC (Figure 5).



Discussion

Human FDC represent only 1% of the cells in the germ center. The number of fresh
FDC that can be isolated from lymphoid tissues is so low that most functional studies on
these cells were carried out with established FDC lines [3, 4, 13].We have been able to
isolate and maintain highly purified cultures of FDC lines, which has allowed us to
demonstrate that these cells exhibited an antigen phenotype equivalent to that of fresh
FDC, are related to MSC, and have the ability to contract collagen gels [3, 4]. The
antigen phenotype of the FDC lines, principally the expression of CD21, CD23, CDA40,
CD54, CD106, BAFF, the secretion of CXCL13, the capacity to recue B cells from
apoptosis and the requirement of cell-to-cell contact for this activity (Figures 1 and 5)
showed that these cells are compatible with FDC [1, 2, 12] rather than with other types
of stromal cell found in lymphoid organs [15]. Nevertheless, the ability of these FDC
lines to differentiate under the effects of TNF and LTal1B2 demonstrated that they were
not fully mature FDC [3, 4]. Follicular dendritic cells appear to cooperate in B cell
proliferation and affinity maturation [16]; however, in the absence of antigen and T
cells, FDC lines, as previously reported [13], affected B cell apoptosis but not B cell
proliferation (Figure 1G). Thus, the rescue of B cells from apoptosis appears to be a
“basal” function of FDC.

In the present study, we demonstrated that the effect of the cytokines on FDC
contractility was associated with the incorporation of o.-SM-actin into the stress fibers
rather than with the regulation of the concentration of this protein in FDC. These results
coincide with those reported in other types of stromal cells [6, 14].The cytokines that
increased FDC contractility (IL-2, IFNy, TNF and LTa1p2) also increased a-SM-actin

incorporation, whereas IL-10, which decreased FDC contractility, reduced the presence



of a-SM-actin in stress fibers (Figures 2, 3A and B). No cytokine, however,
significantly changed the expression of a-SM-actin by FDC (Figure 3C). All the
cytokines studied may be locally secreted by T cells, and these cells may interact
physically and functionally with FDC [17]. Other cytokines produced by T cells in the
lymphoid tissues, such as IL-17 (Th17) or IL-21 (Tfh) also increased FDC contractility
(not shown). B cells, however, appear to be the major source of IL-10 in the lymphoid
follicles [18]. Furthermore, the membrane expression or secretion of TNF and LTa132
by B cells in lymphoid tissues promotes the generation of FDC [19, 20]. The effect of
TNF and LTa1B2 on FDC contraction may then regulate B cell-FDC interactions
during FDC differentiation. These latter cytokines were found to increase the expression
of ICAM-1 (CD54) and VCAM-1 (CD106) and the secretion of CXCL13 by FDC [3, 4,
19, 20] (Figure 1C).

The effects of different cytokines on a-SM-actin and FDC contractility may
affect the typical dendritic morphology that these cells exhibit in vivo. This type of
morphology, seen in different types of cells (e.g., neurons and conventional dendritic
cells), increases the cell surface and therefore has an effect on cell—cell interactions. In
the case of FDC, this morphological feature probably also affects interactions with
antigens, B cells and T cells. Although cell—cell contact is established by membrane
molecules, it is likely that physical rapprochement between a protein and its ligand is
conditioned by cell morphology, and this is determined in turn by the degree of cellular
contractility. In fact, when B cells recognize the antigen on the surface of antigen-
presenting cells, they rapidly spread over the target membrane before slowly
contracting, a process that also involves actin polymerization [10]. Follicular dendritic
cells treated with cytochalasin D showed clear evidence of the relationships between o-

SM-actin polymerization, cell contractility and cell morphology. After this treatment,
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the proportion of FDC with a-SM-actin-positive stress fibers decreased to almost zero,
FDC relaxed, and their fibroblastic morphology was completely abrogated (Figures 2
and 3).

A relevant point would be to determine to what extent a cytokine-induced FDC
contraction directly affects FDC functions. To investigate this, we studied the effect of
FDC on B cells apoptosis. None of the cytokines that induced contraction, however,
affected this activity. In contrast, IL-10, which induced relaxation, significantly
increased the inhibitory effect of FDC on B cell apoptosis (Figure 4A). Nevertheless,
we have no data to support that this effect was due to a change in FDC morphology.
Another possibility is that IL-10 independently affects the FDC molecules that inhibit B
cell apoptosis. However, we observed no significant changes in the expression of some
of these molecules (CD54, CD106, BAFF, CXCL13) by FDC (Figure 5), although other
molecules yet to be studied may be involved. Nevertheless, actin polymerization may
regulate FDC signal pathways associated to FDC functions. [21].

We previously reported the similarities between human FDC and decidual
stromal cells (DSC) [3, 4, 22]. These latter cells are the main cellular component of the
decidua, the maternal tissue of the placenta in close contact with the fetal trophoblast.
Like FDC, DSC are stromal cells with immunoregulatoy activity [4]. Interestingly, the
pattern of contractility in response to cytokines and the incorporation of a-SM-actin
into the stress fibers that we observed in DSC were identical to these features as
documented in FDC: PDGF, TGF-B1, IL-2, TNF, IFNy and LTa 12 increased DSC
contractility [7] and our unpublished results), whereas IL-10 induced relaxation, and IL-
4 had no effect [6].We obtained evidence that both DSC and FDC are related to MSC
[3, 4, 23] and MSC also express a-SM-actin and are able to contract in vitro [8].

Although these three types of cells appear to be distinct and only distantly related, they

11



share the capacity to support hematopoietic cells: MSC support different hematopoietic
cells [24], DSC support decidual NK cells [22] and FDC support B cells [1]. The
relationship of this common function of these three types of cells with the expression of

a-SM-actin and cell contractility needs further research.
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Materials and Methods

Samples

Tonsil samples were obtained from patients with tonsillitis at the Hospital Universitario
Virgen de las Nieves (Granada, Spain). The patients (3 to 10 years old) were in
complete remission before the intervention. Informed consent was obtained from the
parents or guardians of each patient. This study was approved by the Comité Etico y de
Investigacion (Ethics and Research Committee) of the Hospital Universitario Virgen de

las Nieves.

Cytokines and reagents

Human cytokines IL-2, IL-4, IL-10, INFy, LTasp, and TNF were purchased from
Sigma-Aldrich (Sigma-Aldrich, St Louis, MO). Type V collagenase, cytochalasin D and
3-(4,5-Dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium bromide (MTT) were also
purchased from Sigma-Aldrich. 5(6)-Carboxyfluorescein diacetate N-succinimidyl ester

(CFSE) was purchased from Molecular Probes (Molecular Probes, Eugene, OR).

Monoclonal antibodies

The mAbs used in this study were CD10-FITC, CD14-FITC, CD19-FITC, CD21-PE,
CD23-FITC, CD29-FITC, CD40-FITC, CD45-PE, CD54-FITC (ICAM-1), CD73-PE,
(Caltag Laboratories, Burlingame, CA), CD106- FITC (VCAM-1), BAFF-FITC,
CXCL-13-allophycocyanin (R&D Systems, Minneapolis, MN) and anti-a-SM actin-

cyanine(Cy)3 (Sigma-Aldrich).
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Isolation and culture of FDC lines

To establish FDC lines, we used the method described by Kim et al. [11] with
modifications. Briefly, human tonsils freshly obtained from routine tonsillectomy were
thoroughly washed in PBS solution and cut into small pieces that were finely minced
between two scalpels in a small volume of RPMI 1640 medium with 100 U/ml
penicillin and 50 pg/ml gentamicin (Sigma-Aldrich). The suspension was put in a
solution of type V collagenase (5 mg/ml) (Sigma-Aldrich) for 2 h at 37 °C. The
suspension was filtered through gauze and centrifuged at 425 x g for 10 min. The
supernatant was discarded, and the cell pellet was suspended in RPMI 1640 and
centrifuged on Ficoll-Paque (Sigma-Aldrich) for 20 min at 600 x g. Cells were collected
from the interface, suspended in PBS, and washed. This suspension was incubated in
culture flasks for 1 h at 37 °C in complete RPMI 1640 with 10% FBS to allow
macrophages and granulocytes to adhere to the flask. The supernatant cells were washed
and incubated in Opti-MEM Medium (Invitrogen, Grand Island, NY, USA)
supplemented with 3% FBS, 100 Ul/ml penicillin, 100 Ul/ml streptomycin and
0.25pg/ml amphotericin (Sigma-Aldrich). After overnight incubation to allow adherent
cells to attach to the flask, lymphocytes in the supernatant were discarded. The Opti-
MEM medium was then replaced and changed twice a week. After 2-4 wk, adherent
cells were morphologically uniform and covered the whole surface of the 25-cm?
culture flask. Cell viability was determined by trypan blue exclusion before any

experiments were done. Only preparations with >95% viable cells were used.
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Fibroblast culture
Human foreskin fibroblasts (HFF) derived from neonatal human foreskins (ATCC;
Rockville, MD) were cultured in EMEM (Sigma) with 100 U/ml penicillin and 50

pg/ml gentamicin and 10% FBS.

Preparation of purified B lymphocytes

Tonsil B lymphocytes were purified from the supernatant obtained in FDC preparation
by using the Human B Cell Isolation kit (R&D Systems). Purity of the isolated B cells
was determined by flow cytometry with a mAb against CD19. Only preparations with

>95% viable B lymphocytes were used.

Flow cytometric analysis

Adherent cells were detached from the culture flask by treatment with 0.04% EDTA at
37 °C. The cells were centrifuged, the supernatant was discarded, and the pellet was
suspended in PBS at 10%cells/ml. For direct staining, 100 pl of the cell suspension was
incubated with 5 pl of the appropriate mADb for 30 min at 4 °C in the dark. Cells were
washed, suspended in 0.5 ml PBS, and immediately analyzed in a FACScan cytometer
(Becton Dickinson, NJ, USA). The percentage of cells that were Ab-positive was
calculated by comparison with the appropriate isotype control. For double labeling, we
followed the same procedure except that a second mAb with a fluorescent marker
different from that of the first mAb was also added. For intracytoplasmic labeling, cells
were fixed with 4% paraformaldehyde for 20 min at 4 °C and permeabilized with cold

0.05% PBS saponine (Merck, Darmstadt, Germany) before the mAb was added.
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Detection of apoptotic tonsil B lymphocytes co-cultured with FDC

Follicular dendritic cell lines or HFF in the exponential growth phase were cultured in
complete Opti-MEM medium in 6-well plates (Becton Dickinson, NJ, USA) at 5 x 10*
cells/well. Tonsil B lymphocytes were added at different proportions directly to each
well and incubated for 72 h. B lymphocytes were collected from the supernatant and the
proportion of apoptotic cells was determined with quantitative analysis of sub-G1 cells
by flow cytometry. Briefly, lymphocytes were washed with PBS, fixed in cold 70%
ethanol and then stained with propidium iodide (Sigma-Aldrich) during treatment with
RNase (Sigma-Aldrich). Quantitative analysis of sub-G1 cells was done with flow
cytometry. The results were expressed as the percentage of apoptotic B cells or
percentage inhibition of B cell apoptosis. To determine the effect of the cell to cell
contact, we carried out the same experiment in Transwell plates. Follicular dendritic cell
lines were cultured on the botton surface of the plate, and tonsil B lymphocytes (FDC/B
cell ratio of 1/20) were added to the upper compartment of Transwell plates. After 72 h
of incubation, B lymphocytes were collected and apoptotic cells were detected as

described above.

Gel contraction assay

Cellular collagen gel contraction assays were performed as previously described [3]. A
sterile solution of purified, pepsin-solubilized bovine dermal collagen (Vitrogen;
Cohesion Technologies Inc., Palo Alto, CA, USA) was prepared according to the
manufacturer’s instructions and combined with 25 x 10 FDC. The collagen/cell
mixture (100 ul/well) was dispensed into culture plates and allowed to polymerize at

37 °C for 30 min. Immediately after polymerization, 2 ml Opti-MEM with 3% FBS
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with or without the appropriate cytokine was added to each well. After incubation for 24
h, the height (1) and diameter (d) of each gel were measured with a microscope

micrometer, and the volume (V) of each gel was calculated with the following formula:

V=1/6 x 1 x | x (3d% + %)

Immunofluorescence microscopy

Follicular dendritic cells were plated onto slides in Opti-MEM with 3% FBS. After 24
h, the cells were washed with PBS, fixed with 4% paraformaldehyde for 20 min at 4 °C
and permeabilized with cold acetone for 10 min before the addition of anti-a-SM actin-
Cy3. The preparations were examined with a Leica confocal microscope (Leica

Microsystems, Wetzlar, Germany).

MTT assay

Follicular dentritic cell proliferation was determined with the MTT assay. 15 x 10°
FDC/well were cultured in a 24-well plate in the presence different cytokines (30 ng/ml)
for 72 h at 37 °C. Supernatants were removed and the wells washed three to five times
with PBS. 100 pl complete medium and 10 pl 5 mg/ml MTT (Sigma) solution in PBS
were added per well, and plates were incubated for 4 h at 37 °C. Then the medium was
discarded and acid-isopropanol (100 pl 0.04N HCI in isopropanol) (Scharlau,
Barcelona, Spain) was added and mixed thoroughly to dissolve the dark blue crystals.
The plates were shaken for 10 min at 37 °C and the optical density was determined with
a micro-ELISA reader (Thermo Scientific, Walthan, MA, USA) reader at a test

wavelength of 570 nm.
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Proliferation assay with CFSE

Tonsil B lymhocytes were stained with 0.5 pl CFSE (5 mM) per 2 x 10 cells/ml during
5 min in dark at 37 °C. The cellular suspension was washed twice in 50 ml PBS with
20% FBS. Stained B cells were cultured with or without cytokines and with or without
FDC for 72 h at 37 °C. Proliferation was determined at fluorescence intensity measured

with flow cytometry.

Statistical analysis
Quantitative experiments were performed in triplicate or quadruplicate. Student’s t test
was used to compare the results. Values of P< 0.05 were considered significant. The

figures show results for an experiment representative of three or more separate assays.
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Legends to the figures

Figure 1. Characteristics of the FDC lines. A) Morphology of fresh and cultured
FDC. Fresh FDC cells with clustered lymphoid cells (arrows) 24 h after isolation (left).
FDC lines showing fibroblast morphology after 2 weeks of culture (right).
Magnification 200x. B) Flow cytometry analysis of antigen expression by FDC. C)
Secretion of CXCL13 by two FDC lines (FDC46 and FDC47). Untreated FDC (white
bar). Cytokines LTa 12 (gray bar) and TNF (black bar) (10 ng/ml, 72 h incubation)
increased the secretion of CXCL13 in line FDC47. D) Percentage of apoptotic B cells
cultured with or without FDC (FDC/B cell ratio 1/20). B cells were cultured with or
without FDC at different FDC/B cell ratios for 72 h at 37 °C. Apoptosis of B cells was
determined with quantitative analysis of sub-G1 cells by flow cytometry. E) Inhibition
of apoptosis of B cells cultured with FDC at different FDC/B cell ratios. Percentage
inhibition was expressed with the following formula: 100 x (apoptotic B cells alone (%)
— apoptotic B cells cultured with FDC (%))/apoptotic B cells alone (%). Each point
represents the mean + SD of three measurements F) Culture in Transwell plates
abrogated the protective effect of FDC against B cell apoptosis (white bar: B cells
alone, black bar: B cells cultured with FDC at a FDC/B cell ratio of 1/20) (mean + SD
of three measurements). G) FDC did not increase B cell proliferation. B cells were
stained with CFSE, cultured alone (white histogram) and with FDC (FDC/B cell ratio
1/20) (gray histogram) and analyzed by flow cytometry. H) Flow cytometry analysis of
antigen expression by HFF (upper row). HFF did not rescue B cells from apoptosis
(lower row). These experiments were done independently four times. **P<0.001,

***pP<0.0001.
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Figure 2. Effects of different cytokines on FDC contractility. FDC contractility was
determined with the collagen gel contraction matrix assay after incubation with the
corresponding cytokine at 37 °C for 24 h. Cytochalasin D is an inhibitor of actin
polymerization. The mean of 3 measurements for each sample at each concentration
point was used to estimate gel volume (V). The data are shown as the percentage
variation in volume of the collagen gel matrix = SD in cytokine-treated FDC compared
to FDC without cytokine, calculated with the following formula: gel volume variation
(%) = 100 x (V with cytokine — V without cytokine)/V without cytokine. Negative
values indicate cell contraction, whereas positive values indicate relaxation. This

experiment was done independently four times. *P<0.05, **P<0.001, ***P<0.0001.

Figure 3. Immunofluorescence detection of a-SM-actin in the cytoplasm of FDC
treated with different cytokines. FDC were cultured with the cytokine (25 ng/ml) or
with cytochalasin D (7 pg/ml) at 37 °C for 24 h. Alfa-SM-actin was detected with an
anti-a-SM actin-Cy3 mAb and confocal microscopy. A) Unpolymerized a-SM-actin
showed a diffuse pattern of fluorescence, whereas polymerized a-SM-actin was detected
in the stress fibers. Cytokines IL-2, INFy, LTalB2, and TNF increased the presence of
a-SM-actin in the stress fibers, whereas IL-10 decreased their presence. FDC treated
with cytochalasin D showed a diffuse pattern of fluorescence, no stress fibers, and loss
of their fibroblastic morphology. A representative FDC line among the four lines
studied here is shown. B) Cytokines IL-2, INFy, LTalB2 and TNF significantly
increased the proportion of FDC with a-SM-actin-positive stress fibers, and 1L-10
significantly decreased the proportion. Each bar represents the mean + SD of three

measurements. C) Expression of a-SM-actin by FDC analyzed by flow cytometry
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(white bar: antigen-positive cells (%), black bar: mean fluorescence intensity) This

experiment was done independently three times. *P<0.05, **P<0.001, ***P<0.0001.

Figure 4. Effects of different cytokines on the inhibition of B cell apoptosis by
FDC. A) Inhibition of B cell apoptosis by FDC cultured with different cytokines. FDC
were co-cultured with tonsil B lymphocytes (ratio 1/80) in the presence of the
appropriate cytokine (30 ng/ml). After 72 h, all B lymphocytes were collected and the
proportion of apoptotic cells was determined with quantitative analysis of sub-G1 cells
by flow cytometry. The data are presented as the percentage inhibition of apoptosis of B
lymphocytes co-cultured with FDC in the presence of cytokine compared to B
lymphocytes co-cultured with FDC without cytokines according to the formula in
Figure 2. Each bar represents the mean £ SD of three measurements. I1L-10 significantly
increased the effect of FDC on the rescue of B cells from apoptosis (*P<0.05). B) Effect
of different cytokines on FDC proliferation. Cells were cultured in the presence of
cytokines IL-2, IL-10, INFy, LTa1B2 or TNF (30 ng/ml) at 37 °C for 72 h. FDC
proliferation was analyzed with MTT. Each bar represents the mean + SD of three
measurements. None of the cytokines affected FDC proliferation. C) Effect of different
cytokines on B cell proliferation. B cells were stained with CFSE and cultured alone or
with FDC (FDC/B cell ratio 1/80) at 37 °C. After 72 h of incubation, B cells were
collected and analyzed by flow cytometry. B cells untreated (white histogram) and
treated with the cytokine (gray histogram). None of the cytokines showed an effect on
the proliferation of B cells cultured alone or co-cultured with FDC. These experiments

were done independently three times.
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Figure 5. Effect of 1L-10 on the antigen phenotype of FDC. FDC were cultured with
IL-10 (30 ng/ml) for 72 h. Flow cytometry was used to analyze the effect of this
cytokine on the expression of antigens that regulate B cell-FDC interactions (white bar:
untreated cells, black bar: IL-10-treated FDC). BAFF was analyzed on the FDC surface
(SBAFF) or in the cytoplasm (BAFF). CXL13 was analyzed in the cytoplasm. These

experiments were done independently three times. No significant effect was observed.
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