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INTERLEUKIN-10 AND INTERLEUKIN-13 IN SALIVARY GLANDS AND
PERIPHERAL BLOOD MONONUCLEAR CELLS IN PATIENTS WITH PRIMARY

SJBGREN’S SYNDROME.

SUMMARY

Primary Sidgren's syndrome (PSS) is an autoimmune disease characterized by
lymphocytic infiltration of exocrine glands, B cell hyperactivity and autoantibody
production. The aim of this study was to evaluate the peripheral blood lymphocyte
subpopulations, and to determine the presence of interleukin (IL)-10 and 1L-13 in
peripheral blood mononuclear cells (PEMC) and salivary glands in patients with this
disease. Twenty patients and 15 healthy controls were included in this study. We found
a decreased percentage of CD4+ cells and a higher percentage of CD8+ cells in
patients as compared to controls. In both, CD4+ cells and CD8+ cells, CD25 antigen
was overexpressed. We found a high expression of the IL-10 gene and its product by
their PBMC as well as by their salivary glands. Peripheral blood B cells and monocytes
were responsible for 89% of total IL.-10 secretion. IL.-13 gene expression was confined
to PSS salivary glands. Our resulls suggest that IL.-10 and IL-13 contribute to the
pathogenesis of PSS and might explain the B cell abnormalities and the development of
lymphoma observed in this autoimmune disease.



RESUMEN

El sindrome de Sjogren primarioc (SSP) es una enfermedad auloinmune
caracterizada por un infiltrado linfocitario de las glandulas exdcrinas, hiperactividad de
las células B y produccion de autoanticuerpos. El objetivo de este trabajo fue estudiar
las subpoblaciones linfocitarias de sangre periférica y la presencia de interleuquina (IL)-
10 e IL-13 en células mononucleares de sangre periférica y en glandulas salivales
menores de pacientes con SSP. Se estudidé un total de 20 pacientes con SSP y 15
controles sanos. Los pacientes tuvieron un porcentaje y numero menor de células
CD4+, y un aumento de las células CDB+, en relacién a los controles. En ambas
poblaciones celulares se encontrd incrementada la expresién del antigeno CD25, E!
gen de IL-10 y su producto se expresd mas en el grupo de pacientes que en los
controles tanto en las células mononucleares (CMN) de sangre periférica, como en las
glandulas salivales menores. Las células B y los macrdfagos fueron responsables del
89% de la produccion total de Il.-10. Las CMN de 11 (de 14) pacientes y todos los
controles no expresaron IL-13. La expresion del gen de 1L-13 estuvo confinada a la
glandula salival en 5 (de 7) pacientes quienes fueron positivos para esta citocina, y |
ninguno de los controles fueron positivos para ella. Estos hallazgos sugieren que la IL.-
10 y la IL-13 podrian participar en la patogénesis del SSP y esto podria ayudar a
explicar las anormalidades de los linfocitos B (L-B) y el desamolio de linfomas

observados en esta enfermedad.



INTRODUCCION

I. INTRODUCCION GENERAL

La nuptura inmunolégica de la discrimiracion entre fo propio y lo no propio sigue
siendo uno de los mayores enigmas de la Inmunologia. Sin embargo, en los ultimos
affos, han habido avances importantes en el conocimiento de la patogénesis de la
autoinmunidad, y se han precisado algunas nociones:

Primero, los individuos sanos poseen linfocitos B autorreactivos, productores de auto-
anticuerpos (auto-anticuerpos naturales)™. Es deacir, la autoinmunidad es un fenémeno
comuin y puede observarse en diversas condiciones tales como en la vejez, infecciones,
daflo tisular o en el céncer, Segundo, se piensa que el desamollo de las enfermedades
autoinmunes depende de la conjuncién de varios factores: genéticos (ejemplo: el HLA),
hormonales (como los niveles de estrdgenos) y ambientales (infecciones bacterianas o

virales, dafo tisular por luz ultravioleta o por tarmacos)'®. Tercero, un fendmeno
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esencial en la generacion du patologias autmnmunes 2y 1a activacion de tinfocitos T
autorreactivos, que también estédn presentas en swetos sants. Foubablemente es asi
COmo se genera una cascada de mecanismos tanto celutares como humorales auto-

perpetuados, que terminan en dano tisular y finalmente en enfermadad.

Los padecimientos de base autoinmune tienden a distribuirse dentro de un
aspectro. En uno de los extremos, tanto los auto-anticuerpos como fa lesion invasiva
deslructiva se dirigen a un solo érgano {por ejemplo, la tiroiditis de Hashimoto). En el
limite opuesto estan los padecimientos autoinmunes generalizados, con anticuerpos
dirigidos hacia autoantigenos que se encuentran en un amplio espectro de sitios del
cuerpo y también las lesiones caracteristicas de ellos estan diseminadas. Los
mecanismos del dafio autoinmune varian dependiendo de la posicion que ocupe cada
padecimiento dentro de este espectro. Asi, en las drgano-especificas, las reacciones
mas frecuentes son las mediadas por células y de hipersensibilidad tipo It (respuestas
tipo Twy), mientras que en las Grgano-inespecificas, se ha encontrado que el tipo de
respuesta inmune es mas heterogéneo™. En el extremo de los padscimientos
autoinmunes organo-inespecificos se encuentran las enfermedades reumatoldgicas,
siendo las mas generaliiada el lupus eritematoso sistémico y la menos generalizada,

quizas, el sindrome de Sjdgren primario,



Figura 1.

Especiro de las enfermedadas autoinmunes.
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Las enfermedades autoinmunes pueden clasificarse ya ssa como érgano
especificas u drgano inespecificas dependiendo de la respuesta inmune: si
ostd diigida primaramente hacia antigenos localizados en drganos
especificos, 0 a antigenos situados en varios drganos. {Tomado de Clinical
immunology, Brostoff J, Scadding GK, Male D, Roitt IM. Gower Medical

Publishing pp 4.3, 1991).

El sindrome de Sjdgren se caracteriza por Ia. infiltracion linfocitaria de las
glandulas exdcrinas, y por una secrecion glandular disminuida o ausente, por lo que
estos pacientes presentan queratoconjuntivitis sicca y xerostomia. Tiene un espectro
clinico amplio, que va desde una exocrinopatia restringida hasta un proceso
generalizado, con manifestaciones extraglandulares en pulmén, rifidn y sistema

nervioso'’'. Este padecimiento ocumre tanto en forma aislada (sindrome de Sjdgren
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primario) como an asociacion con otras enfermedades autoinmunes (sindrome de
Sidgren secundario)®, Del 6 al 10% de los pacientes también desarrolian
pseudolinfoma o linfoma no-Hodgkin de linfocitos B de lento desarrolio (IgM «)™'®'"

Estas caracteristicas confieren al sindrome de Sjégren una situacion ideal para la

investigacion sobre autoinmunidad y malignidad.

Il. SINDROME DE SJOGREN PRIMARIO.

La prevalencia del SSP varia entre el 1 y 3 % de la poblacidn adulta y afecta
principalmente a mujeres (9 mujeres por cada hombre) con un promedio de 52 afos de
edad (desde 17 hasta 75 afios)®,

Aungue no hay un criterio universal para el diagndstico del SSP, los mas
aceptados toman en cuenta los siguientes puntos®®"2 1%

1} Sequedad ocular con sintomas y signos objetivos:
B Prueba de Schimer de menos de 5 mm de humedad por 5 min.
8 Prueba de Rosa de Bengala positiva o tincién por fiuoresceina de la comea y
conjuntiva para demostrar queratoconjuntivitis sicca.
2) Sintomas y signos objetivos de sequedad oral:
@ Disminucién de la velocidad de flujo de la parétida usando tazas de Lashley
u otros metodos,

W Biopsia de glandula salival menor anormal (2 ¢ mas focos de 50 6 mds

linfocitos en un promedio de 4 16bulos evaluables).
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3) Evidencia de autoinmunidad;

@ Hipergammaglobulinemia.

B Factor reumatoide elevado > 1:320

B Anticuerpos antinucleares por inmunofiuorescencia = 1:320

® Anticuerpos anti-SSA (Ro) y/o anti-SSB (La)®
4) Ausencia de otra enfermedad autoinmune asociada, como ariritis reumnatoide, lupus
eritematoso generalizado, polimiositis, escleroderma, sarcoidosis, linfoma preexistente,
inmunodeficiencia adquirida, o elguna otra causa conocida de queratoconjuntivitis sicca

o de crecimiento de glandula salival.

1) Etiologia.

Se desconoce la causa de esta enfermedad. Se considera probable que exista
una interaccion entre factores constitutivos (como hormonas y el sistema principal de
histocompatibilidad) y ambientales (como virus) que den lugar a este padecimiento

autoinmune.

a) Hormonas
El hecho que predomine en mujeres hace suponer que los factores hormonales
tienen un papel en su etiopatogénesis. L.os estrégenos facilitan la respuesta inmune'®,
sin embargo, el SSP no mejora con la menopausia, y la administracion de estrégenos

no agrava las manifestacionas de este padecimiento. Por ello, la predominancia en las
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mujeres no pueds oxplicarse solo por la accion de los eslrogenos, por 1o qus aun esta

por definirse el papel dei factor hormonal en el desanollo del sindrorme de Sjogren

b) Genética

El 50% de los pacientes caucdsicos con sindrome de Sjdgren primario
presentan los antigenos de histocompatibilidad HLA-DR3 y los genes ligados B8, DQ2
y el alelo nulo de C4 ®. Sin embargo, este haplotipo es frecuente en la poblacion sana
(20-25%) y sus integrantes estdn en desequilibrio de unidn. Por esto ha sido dificil
precisar los componentes que en realidad confieren un riesgo para desarrollar
sindrome de Sjogren primario. Los genes de la respuesta inmune podrian estar
implicados mas en la especificidad de los anticuerpos que en la susceptibilidad al
sindrome de Sjsgren primaric **. Se ha observado que en pacientes caucasicos con
anticuerpos anti-S SA/anti-SSB paositivos, la frecuencia de DR3 es de 60 a 90% tanto en
sindrome de Sjbgren primario como en lupus; y que los pacientes heterocigotos
DQw1/DQw2 tienen niveles mayores de anticuerpos anti-Ro “** En cambio, en
pacientes italianos y griegos las asociaciones son sélo con DR5 y no con DR3 *'%,
Esla discrepancia aparente puede aclararse por el hecho de que el alelo DQA1 esta en
desequilibrio genético con los haplotipos tanto DR3 como DRS. Es asi que el alelo
DQA1 atraviesa la bamera éinica y se asocia con esta respuesta en diferentes
poblacicnes. Incluso un grupo de autores ha propuesto gue la glutamina en la posicién
34 de la cadena DQA1 y la leucina en la posicidn 26 de la cadena DQB1 son

importantes en la regulacion de la respuesta anti-Ro/anti-La ¥'7.
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c) Virus

En los ultimos afos se han descnto una serie de asociaciones entre diversas
infecciones virales y el sindrome de Sjogren '**®'% Estas asociaciones se
fundamentan en que la glandula salival es el lugar de latencia de una serie de virus,
que el antigeno La tiene un papel en el procesamiento de los RNA virales'®, y que los
virus pueden causar la expresién de La en la membrana celular®, un incremento en la
expresion del IFN-y y de las moléculas de clase Hl en los ductos y acini de la glandula
salival, fenémenos observados en esta enfermedad Ademas, se han descrito
exocrinopatias semejantes al sindrome de Sjégren en situaciones asociadas al HTLV-
1% en individuos infectados con HIV, y en sujetos con infeccién por virus de hepatitis
C™. Los agentes descritos hasta hoy son principaimente el virus de Epstein Barr (EBV),
el virus de Herpes tipo 6 y el virus linfotropico tipo | 445590128

El EBV se ha implicado fundamentaimente en la patogénesis del sindrome de
Sjogren primario por diversas razones. La glandula salival es el sitio de latencia y de
reactivacion del EBV, y se encuentra en linfomas de linfocitos B (L-B), en
padecimientos inmunoproliferativos, en pacientes inmunosuprimidos y en sujelos que
han desarrollado SSP después de padecer mononucleosis infecciosa ™',

Otros hallazgos experimentales relevante que apoyan esta hipdtesis son:
Los pacientes con sindrome de Sjégren primario tienen un incremento de anticuerpos a
antigeno nuclear del virus de Epstein Barr . Los anticuerpos anti-SSB estan dirigidos a
una proteina ribonuclear que se asocia selectivamente al RNA del EBV '®. Hay un
aumento estadisticaments significativo de la dosis infecciosa-50% de EBV producido
por lineas de linfocitos B provenientes de pacientes con sindrome de Sjégren en

comparacion con las de pacientes con lupus eritematoso generalizado o artritis
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reumatoide. Bl DNA de aste virus esta incrementado en ios pacientes con sindrome de
Sidgren: se ha observado mediante experimentos de reaccidn en cadena de la
polimerasa que 78% de las glandulas salivales de los pacientes con sindrome de
Sjogren tienen mas de una copia de DNA del EBV por cada 100,000 celulas, esto en
contraste con 13% da glandulas salivales normales. En células mononucleares de
sangre periférica no se encontrod esta diferencia entre pacientes y controles donde del
12 al 18% de los pacientas y el 10% de los controles tenian mas de una copia de DNA
de EBV por cada 100,000 céluias '®.

Todos gstos datos permitirian concluir que el EBV se encuenlra de manera
incrementada en pacientes con sindrome de Sjdgren en comparacién con sujetos
sanos e incluso con sujetos con otras enfermedades autoinmunes, por lo que el EBV
puede contribuir en la patogénesis, o bien puede encontrarse reactivado en estos

pacientes.

2) Fisiopatologia.

Quizas los hallazgos mas caracteristicos del SSP son et infiltrado linfocitario en
las glandulas salivales y la hiperactividad de las células B de sangre periférica que da
lugar a hipergammaglobulinemia, presencia de factor reumatoide, y anticuerpos anti-Ro
y anti-La*'. Las investigaciones se han dirigido principalmente a definir la composicidn
de los infiltrados linfocitarios y los mecanismos que pudieran participar en su
generacién y persistencia.

La mayor parte de las células mononucleares que se encuentran en el infiltrado

son linfocitos T (CD3+). Las células T supresoras-citotdxicas (CD8+) conforman del 10
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al 20% del infiltrado. De las cdlulas CD3+, 77 % son linfocilos T (L-T) de memorna
(CD45R0), sdlo el 2.8% expresan el receplor v/6 de células T y casi todos expresan ¢l
recaptor a/B'"'. A pesar de que el repertorio de L-T no tiene restriccion total™, en la
gldndula salival se ha descrito una sobreexpresion de las familias VR2 y V313 ''°. Esto
Gltimo no se ha encontrado en sangre periférica '™,

Las células T rodean los linfocitos B, que constituyen del 10 al 20% del
infiltrado. EI 5 al 10% restante, estd compuesto por células asesinas naturales (NK) v
por monocitos.

La acumulacion linfocitaria es focal y aliededor de los ductos, y en menor
proporcion se encuentran en los acini de las glandulas salivales. Se ha descrito que las
células epiteliales de los ductos expresan antigenos de clase i (principaimente DR) del
sistema principal de histocompatibilidad®®™® y en menor grado moléculas de
adhesion intracelular (ICAM-I, LFA-1). Los linfocitos también expresan IcAM-1"",
aungue estos hallazgos no se han confirmada del todo *°,

Las células T infiltrantes también tienen una mayor expresién de moléculas de
clase ll del sistema principal de histocompatibilidad, del antigeno asociado a funcion
linfocitaria (LFA-1), del receptor de interfeuquina-2 (RNAmM) y de RNAm de IL-2, {o cual

sugiere que los L-T estan activados '%%%'"

Las células B probablemente también
estén activadas. De hecho, desde 1970 se demostré que éstas son capaces de
producir in vifro grandes cantidades de auto-anticuerpos, siendo los isolipos mas
frecuentes IgG e 1gM'"® (en cambio, IgA predomina en individuos sanos). La
proliferacion oligoclonal de los L-B podria iniciarse en la glandula salival, y con el

tiempo dar lugar a linfomas 781112125
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Sa¢ han estudiado también algunas supboblaciones linfoctarias de sangre
pariférica, y se han encontrado diversas alteraciones que pudieran explicar algunas de
las anomalias inmunoldgicas del SSP. Sin embargo, estos estudios no han sido
concluyentes >¥*%% Asi por ejemplo, se ha descrito una disminucidn en el nimero
de células T de ayuda (CD4+), y de linfocitos T supresores (CD8+), un defecto
cuantitativo en céiulas T supresoras/inductoras (CD4 2H4+)'™ y un aumento en
linfocitos B CDS+ *'2. También se ha reportado una disminucion en el nimero y en la

funcion de céiulas NK '™,

Citocinas

Las citocinas tienen un papel central en la regulacion de la respuesta inmune.
Son polipéptidos o glicoproteinas con un peso molecular mayor a 8 kDa, Son
producidas principaimente (aunque no exclusivamente) por células del sistema inmune.
Ejercen sus funciones al unirse a receptores de membrana especificos y de alta
afinidad (ks desde 10® hasta 10™). Su produccion generalmente es transitoria, y su
radio de accién, corlo (tipicamente autderino o parécrino y no enddcrino).

L.as citocinas ejercen sus acciones bioldgicas en el contexto de una red de
citocinas. Sus acciones de estimulacian y regulacién celular son redundantes y pueden
actuar sobre una serie diversa de células y ejercer diferentes acciones sobre ellas, i.e.

son pleiotrdpicas.
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Se han descrito algunas anormalidades en la produccion de citocinas en
pacientes con sindrome de Sj6agren, gue intentan exphcar algunas alteraciones de este
padecimiento®.

Diversos estudios han moslrado la presencia de interferon (IFN)-y en biopsias de
glandula salival, en particular en los ductos, principalmente en epitelio, células
infiltrantes y vasos sanguineos. También se ha encontrado una correlacion impaortante
entre la expresion de moléculas DR del HLA, la cantidad de IFN-y, y el nimero y
distribucién de los infiltrados linfocitarios en estas biopsias. Tambien se ha demostrado
que los linfocitos eluidos de las glandulas salivales de estos pacientes producen un
factor soluble que estimula la sintesis de HLA-DR en una linea celular derivada de
glandula salival. Los sobrenadantes de los cultivos contenian IFN-y y su accion sobre la
sintesis de HLA-DR se bloqueé con anticuerpos monoclonales anti-IFN-y “. Estos
estudios apoyan la hipédtesis de que el IFN-y secretado por linfocitos infiltrantes se une
a receptores del epitelio, y da lugar a la expresién de antigenos de clase Il y a la
presentacion de antigeno (probablemente viral y/o autoantigeno) a las células T.

Ademas del IFN-y se han encontrado otros productos de activacidn de céiulas T.
Después de estimulacién con mitégenos, la produccién de IL-2 por los linfocitos de
glandula salival esta incrementada y en cambio en los linfocitos de sangre periférica, se
encuentra disminuida®. Ademéas de demostrar activacién de células T en la glandula
salival, este estudio prueba que el sitio de inflamacidn difiere de aquél en sangre
periférica del mismo paciente.

Los ratones en quienes se elimina el gen del factor transformante de crecimiento
(TGF)-B (ratones TGF-B “knockout’), desamollan una enfermedad inflamatoria

multifocal, con una lesidn en glandula salival semsjante a la que presentan los
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pacientes con sindrome de Sjdgren primario "%, Esto podria sugerir que el TGF-{) es
protector contra el sindrome de Sjégren en animales sanos, Sin embargo, Ios ostudios
en humanos no son concluyentes. Esta citocina se ha detectado en las lesiones con
inﬁltrad.o minime, no asl en las gldndulas de pacientes con infillrados intensos. Estos
hallazgos son consistentes con su conocida funcién inhibitoria y apoyan los datos
encontrados en ratones ‘knockout’. Sin embargo, en otro estudio se detectd TGF-f} en
2 de 8 biopsias de pacientes con S$ pero no se encontrd ninguna relacidn con el grado

de inflamacién. Son necesarios mas estudios para determinar el papel real del TGF-f}

en el sindrome de Sjbgren primario.

Sangre periférica.

En sangre periférica, algunos estudios han descrito una disminucién de la
produccién y respuesta a IL-2 por finfocitos de sangre periférica =, y niveles séricos

incrementados de IFN-y?

Todos estos hallazgos son interesantes, y han intentado explicar el fendmeno
del aumento de la expresion de antigenos de clase Il del sistema principal de
histocompatibilidad, y algunas manifestaciones que acompafan a la activacién de los
linfocitos T. Sin embargo, la hiperactividad de los linfocitos B, que es un fendmeno
esencial del SSP, y que se traduce en hipergammaglobulinemia, y produccion de

autoanticuerpos como el factor reumaloide, anticuerpos anti-Ro y anti-L.a auin no se ha
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resueito. Al respecto, sclamente se ha descrito la presencia de 11.-6 en el suero y la de

IL-4 en las glandulas salivales de estos pacientes®* .

Tanto interteuquina-10 como interleuquina-13 podrian participar en la patologia
observada en el sindrome de Sjogren primario, ya que se producen por activacion de

linfocitos T, y tienen un papel muy importante en [a hiperactividad de las células B.

. INTERLEUQUINA-10.2'%

El gen de IL.-10 se encuentra en el cromosoma 1 del humano, y codifica una
proteina no glicosilada de 160 aminoéacidos, de aproximadamente 18 kDa.

Sorprendentemente, la secuencia de aminoacidos de la IL-10 humana tiene 84%
de homologla con el BCRF1, producto de un marco abierto de lectura del genoma del
EBV (con un 71% de homologla en su secuencia nucleotidica) ®'¥'. Esto sugiere que la
secuencia de aminoacidos se ha conservado debido a seleccion evolutiva a nivel
protéico. Dado que el gen de IL-10 del ratdn contiene infrones mientras que el del
BCRF1 no, pareceria que el que el EBV adquirio el gen de IL-10 a partir del genoma de
mamiferos, posiblemente via transcripcién reversa, ya que la ausencia de intrones del
BCRF1 es consistente con su origen a partir de RNAm mas que de DNA gendmico.
Ademas, el producto del gen de BCRF1 tiene un peso molecular semejante a la IL-10
humana y murina, y presenta actividad de iL-10 en células humanas, particularmente

en ensayos con macrofagos y celulas B humanas 25810 por tanto pareceria que el
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EBV hubiera capturado un gen de IL-10 de un mamifero, y fo mantuvo con ol proposito

de interferir con la respuesta inmune.

En el ratdn, IL-10 es producida por clonas de células T de ayuda tipo Ty, (que
participan en la estimulacién de las respuestas humaorales e inhibicidn de macrdfagos) y
Two, ¥ NO por clonas Ty (que se asocian a respuestas de hiparsensibilidad retardada) ni
células CD8+. En todos estos casos la secrecion de la IL-10 no es espontanea, sino
que se produce después de estimulacion policlonal o antigénica. La mayoria, aungue
no todas las células T en el humano producen IL-10, incluso las células tipo Ty, y los
linfacitos T que producen interferén (IFN)-y, pero nada o casi nada de iL-4 *'. Otra
fuente importanta de IL-10 son los macréfagos después de ser activados, y también se
ha demostrado que los queratinocitos pueden producirla.

Ademas de las céiulas T, en el raton IL-10 se expresa en linfocitos B normales
estimulados, siendo el subgrupo de L-B Ly-1+ (el equivalente de los L-B CD5+ en el
humano} el responsable de la mayor parte de la produccién de IL-10 por los L-B. En el
humano, las células B también son capaces de producir IL-10, especialmente después
de ser transformados por el EBV ™', |

Pese a que la expresion de IL.-10 durante las respuestas in vivo se comelaciona
frecuentemente con respuestas globales tipo Ty, éste no es siempre el caso, como
podria esperarse del nimero distinto de tipos celulares que pueden sintetizar 1L-10.
incluso entre las células T, se han encontrado otros patrones de citocinas en las clonas
de células T tanto humanas como murinas, por lo que la dicotomia extrema Ty ¥ T

no puede explicar todas las repuestas inmunoldgicas.
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1) Efectos biolégicos.

En general, la interlouquina-10 es un potente agente anti-inflamatorio y estimula
la proliferaciéon y activacion de los linfocitos B. Al igual que ofras citocinas, IL-10 media

una serie de funciones en diversas caiulas.

a) inhibicién de macrofagos/monacitos.

La IL-10 inhibe la produccion de una serie de citocinas (IL-1, factor estimulante
de colonias de granulocitos y monocitas, factor de necrosis tumoral, IL-6, IL-8, IL-10 e
IL.-12), producto de los macréfagos activados con lipopolisacarido . Esto parece ser
a través del aumento de la degradacidn del RNAm de ellas'®, y mediante un mecanismo
indirecto, por la inhibicion de la sintesis de 1L.-12 por los macréfagos. La interleuquina-
10 se secreta mas tarde que ofras citocinas producidas por macrdfagos por activacién,
de modo que pueden secretar cantidades importantes de olras citocinas antes de que
ocurra la inhibicién por IL-10. El IFN-y también inhibe la produccién de IL-10. De este
modo en ciertas circunstancias cada una inhibe la sintesis de la otra, y asi participan
ambas en una red de inhibicién cruzada. Secundaria a la inhibicién de citocinas, 1a IL-
10 también modifica las funciones citotéxicas de los macrdfagos. También inhibe la
expresion de moléculas de clase Il del sistema principal de histocompatibilidad en
ciertas clases de monocitos/macréfagos, pero estimula la expresion de FcyR! en

monocitos humanos 2.
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b) Efectos sobve linfocitos T,

La IL-10 inhibe la sintesis de citocinas producidas por clonas Ty por un
mecanismo indirecto como el descrito en la seccién anterior. I1L-10 también inhibe la
produccién de IFN-y por células T citoldxicas. También de modo indirecto, reduce la
produccidn de IL-2, inhibiendo asi la proliferacion de L-T cuando la produccion de |L.-2
es reducida.

En cambio, IL-10 aumenta la proliferacion de L-T periféricos, y particularmente
L-T timicos inducida por IL-2 e IL-4™. También es un factor de proliferacion y
diferenciacién de los L-T CD8+, e incrementa tanto la frecuencia de precursores como
la actividad citolitica de las clonas expandidas en cultivos de dilucién limitada en

sinergia con IL-2 %,

c) Inhibicién de células asesinas naturales,

La IL-10 inhibe la produccion de IFN-y por células asesinas naturales que
responden a IL-2 en presencia de macréfagos. Posiblemente el efecto inhibitorio de la
IL-1C sobre las células asésinas naturales sea indirecto, mediante la inhibicién de la
sintesis de IL-12 por los monocitos. Por tanto la IL-10 inhibe la sintesis por los

principales productores de IFN-y: células Ty, T-CD8+ y células asesinas naturales.

d) Estimulacién de células B.
La mayoria de los efectos de IL-10 sobre los linfocitos B son de estimulacion. IL-
10 induce la expresion de moléculas de clase Il del SPH pero no del antigeno CD23
(receptor Fc) en las céiulas B en reposo. También aumenta la supervivencia de los L-

B en reposo en cultivo® e induce potentemente Ia proliferacion de los L-B que han sido
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"0 Estos efectos estimulatorios son aditivos en

activados por anticuerpos anti-CD40
presencia de .4, También induce la diferenciacién de L-B humar.os. Las células B
activadas y en presencia de IL-10, secretan grandes cantidades de IgG, IgA e IgM, y
algunas células B activadas con anticuerpos anti-CD40 adquieren morfologia de

células plasmélicas.

2) Expresidon de IL-10 en humanos.

Como se menciond previamente, la expresién de IL-10 por céiulas humanas
correlaciona frecuentemente con una respuesta tipo Ty,. Por ejemplo, en lesiones de
lepra lepromalosa (donde hay un incremento en la produccién de anticuerpos) se
expresa mas fuertemente RNAm de IL-10, que en lepra tuberculosa, en donde las
reacciones del tipo de hipersensibilidad retardada tienen un papel importante. La IL-10
también esta elevada durante las reacciones cronicas de injerto contra huésped. Se ha
sugerido que las reacciones agudas de injerto contra huésped estdn mediadas por

citocinas pro-inflamatorias, y que puede inhibirse por citocinas del tipo Thy.

En conclusion, la IL-10 tiene una variedad de funciones que incluyen la
inhibicién de la funcidn y activacién de los macrdfagos. A pesar de que IL-10 es
producida por una serie de células, la produccidn in vivo de IL-10 se asocia
frecuentemente a respuestas del tipo Ti, y a la supresion de inmunidad mediada por
células. El patrén de la produccion in vivo de IL-10 sugiere que no es indispensable
cuando se requiere de una respuesta de hipersensibilidad retardada, como durante las
infecciones de diversos patégenos intracelulares. En cambio, la inhibicion de las

respuestas de hipersensibilidad retardada por IL-10 podria ser ventajosa durante la
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autoinmunidad en general, y concretamente en el SSP, ya que las respuestas fuertes
tipo Tw (IFN-y) podrian causar dafo agudo mientras que las respuestas del tipo T

podrian causar un dafo menor y ser mejor toleradas por los pacientes.

IV, INTERLEUQUINA-13 '34'%

La interleuquina 13 (P600) es una citocina de reciente descripcion, producida
principalmente por L-Ty, activados, tanto en el humano como en el ratéon>*. La 1.-13
@s secrotada principaimente como una proteina no glicosilada de 132 aminoacidos y un
peso molacular de 10,000 Da™, En el humano, el gen de IL-13 se encuentra como una
sola copia en el cromosoma 5, y abarca 4.6 Kb,

En el raton, es producida principaimente por L-Tw:. La IL-13 induce la
proliferacidn de la linea celular humana premieloide TF-1. También induce cambios en
la morfologia de los monocitos humanos, y en el fenolipo tanto de los monocitos como
da las células B mediante la induccién de un incremento en la expresion de moléculas
clase |l del sistema principal de histocompatibilidad y del receptor de baja afinidad de
IgE (Fce RII; CD23). También induce la proliferacién de L-B, afectando principalmente
los L-B sigD+ virgenes, e induce cambio de iscotipo a IgE. En presencia de clonas de
células T o de! ligando de CD40, IL-13 induce la sintesis de 1G4 y de IgE ®. La IL-13
ademds potencia la sintesis de DNA por los L-B, inducida por IL-2 %,

La IL-13 parece ser un regulador potente de las respuestas inflamatorias e

inmunoldgicas, principalmente en cuanto a la funcion de los monocitos/macrédfagos, ya
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que inhibe ta produccion de citocinas inflamatorias (IL-1a/f3, IL-6, IL-8, IL.-10, IL-12p35,
IL-12p40, MIP-1a, GM-CSF, IFN-« y TNF-a) en respuesta a IFN-y o lipopolisacarido? ™
Tambion induce ia expresion del antagonista del receptor de iL-1 en monocitos
activados con lipopolisacarido. Se ha observado que IL-13 recombinante inhibe la
replicacion del HIV en cultivos de macréfagos humanos, pero no de otros linfocitos.

De esta manera, |3 }L.-13 podria tener un potente efecto antiinflamatorio. Es mas,
mediante la inhibicién de IL.-10 e IL-12 podria afectar la regulacién cruzada de los
subgrupos Ty ¥ Tuz, Ya que, como se menciona en la seccion anterior, la IL-10 tiene
ofectos supresores sobre las citocinas inflamatorias (Tw), y la IL-12 tiene un papel
importante en el desarrollo da las células tipo Ty,

Por tanto, de manera global podria decirse que la 1L-13 es una citocina
pleiotropica que inhibe potentemente la produccion de citocinas pro-inflamatorias por
los macrofagos, estimula la produccion de anticuerpos, y juega un papel del tipo Ty,

juntocon la IL-10.

V. JUSTIFICACION

Las funciones descritas de inlerleuquina-10 e interleuquina-13 en la inhibicién
de la activacién de macréfagos y de la produccidn de IFN«y, sugieren que podrian
inhibir el desamrollo de respuestas celuiares del tipo Tw. De este modo, durante la
autoinmunidad, las respuestas Ty, podrian dar lugar a un ataque minimo o crénico en
contraste a un rechazo o dafio mas agudo causado por mecanismos del tipo Ty, y por

lo tanto, un exceso en la produccién de IL-10 y de IL.-13 podria ser benéfico.
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£l status inmunolégico en el sindrome de Sjogren primario consiste en una
funcién nhommal o exacerbada de las células de estirpe T e hiperactividad de las céiulas
B. Es posible incluir a IL-10 y a IL-13 como moléculas con una participacion activa, y en
parte rasponsabtes de la alteracidn inmune que se observa en el sindrome de Sjdgren
primario. Dos circunstancias -no mutuamente excluyentes- podrian estar ocurriendo:
por una parte la activacidn cronica de ias células T conflevaria la sintesis tanto de la IL-
10 como de la IL-13, cuya accion paracrina repercutiria sobre el linfocito B como célula
blanco con el consecuente efecto de proliferacién, diferenciacion e
hipergammaglobulinemia resultante. Por ofra, el estado basal de hiperactividad del
linfocito B podria ser consecuencia de autoestimulacion, i.e., que IL-10 e IL-13 actuaran

en forma autberina.

En este proyecto de tesis se pretends estudiar la participacién de IL-10 y de IL-
13 en el sindrome de Sjdgren primario, cuantificando su expresion en glandula salival y

en sangre periférica.



OBJETIVOS:

. Determinar la produccién de IL-10 e IL-13 en sindrome de Sjégren primario en el

sitio de lesion {glandula salival) en muestras de pacientes y en individuos sanos.

. Determinar la produccion de IL-10 e IL-13 por linfocitos T, B y monocitos, y de
células mononucleares totales de sangre periférica, de pacientes con sindrome de

Sjdgren primario y de sujetos sanos.

. Caracterizar antigenos de superficie de las subpoblaciones linfocitarias de sangre
periférica para: linfocitos T totales (CD3+), L-T de ayuda (CD4+), L-T supresores
(CD8+/CD3+), L-B (CD19+), L-B CD5+, monocitos (CD14+), células NK (CD56+), L-

T de ayuda activados (CD4+/CD25+) y L-T supresores activados (CD8+/CD25+).

. Comparar la(s) poblacién(es) responsable(s) de la produccién de IL-10 e IL-13 con

la expresion de los antigenos de superficie.

. Establecer si los resultados anteriores se relacionan con la presencia de! sindrome

de Sjégren primario.
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MATERIAL Y METQDOS.

I. PACIENTES.

Para el estudio se seleccionaron de manera aleatoria un total de 20 pacientes
(19 mujeres y un hombre) con diagndstico de SSP. Todos los pacientes fueron
diagnosticados de acuerdo a los criterios de Motsopoulos' . Su edad promedio fue de
46.9 artos (de 29 a 82 aios). Doce pacientes no estaban recibiendo tratamiento alguno
en el momento del estudio. Cinco estaban bajo tratamiento antiinflamatorio no
esteroideq, y tres reciblan prednisona. Oltros datos clinicos que pudieran ser relevantes
sae encuentran resumicos en el anexo.

Se estudiaron 15 sujetos sanos como controles {edad promedio 452 t 17.8

aros).

il. CITOMETRIA DE FLUJO

Se obluvo la sangre periférica en presencia de EDTA al 0.2%. Se colocaron por
separado en tubos Falcon de 5 mi (Becton Dickinson, San José, CA), 15 ul de cada
anticuerpo (Ac) monoclonal conjugado con isotiocianato de fluoresceina (FITC) o
ficoeritrina (PE) mas 150 pl de sangre completa, se mezclaron y se incubaron por 20

min a temperatura ambiente con agitacion suave e intermitente. Se afadieron 2 mi de
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solucién de lisis para FACS (Becton Dickinson) por 10 min y se centrifugaron las
células a 1500 r.p.m. por 5 min. Estas se lavaron con PBS y se resuspendieron en
formaldehido al 3% en PBS, pH 7.2. Las mueslras se almacenaron a 4°C  protegidas
de la luz, y se analizaron dentro de las primeras 24 horas después de su preparacion.
Se tif6 la superficie celular con Ac monoclonal especifico del antigeno de superficie
en cuestién marcado con FITC o PE. Se usaron 2 Ac monoclonales coma controles
isotipicos para descartar interacciones inespecificas. Todos los Ac monoclonales se
obtuvieron de Beckton Dickinson e incluyeron Ac contra los marcadores de superficie

CD45, CD2, CD3, CD4, CDS, CD8, CD14, CD19, CD25 y CDS6.

ill. ANALISIS CITOFLUOROMETRICO.

Las subpoblaciones linfocitarias se enumeraron mediante los métodos estandar,
en un citdmetro de fiujo FACScan de Beclon Dickinson'’. Se defini6 la ventana del
andlisis tanto por el desvio de la luz frontal y lateral como por inmunofluorescencia
(CD45) ”'. Se determiné la proporcién de los linfocitos en las preparaciones y se
incluyd en la ventana del analisis a mds del 38% de la poblacién estudiada. Para cada
determinacion se incluyeron 10,000 eventos. Se calcularon los nimeros absolutos
después de la correccion de la poblacidn no linfocitaria en la ventana, multiplicando la
cuenta total leucocitaria en sangre periférica por el porcentaje corregido de células

tetidas por el marcador de superficie en cuestion.
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iV, PURIFICACION Y CULTIVO DE CELULAS MONONUCLEARES DE SANGRE
PERIFERICA.

A partir de 30 m! de sangre periférica, se separaron las células mononucleares
(CMN) mediante un gradiente de centrifugacion con Hystopaque. Despuiés de lavar las
CMN 2 veces con PBS, se congelaron inmediatamente a -70°C bolones de 5 hasta 10
miliones de éstas. En algunos experimentos, se separaron las subpoblaciones
celulares {L-T, L-B y rnonocitos) como sigue: se cullivaron a una concentracién de 5
millones de células por ml en RPMI durante 3 h en cajas de Petri de plastico, y las
células adherentes se recuperaron después de 1 hr de la incubacion en RPMI -EDTA
(0.2 %) a 4°C usando la goma de una jeringa. Esta poblacion contenia mas de 80% de
células CD14+, determinado por citoflucrometria. Se elimind a los macréfagos de las
células no adherentes incubandalas con metil éster de leucina 5 mM, pH 7.4 por 45 min
a 25°C, y lavando 2 veces con PBS. A partir de las células no-adherentes se aislaron
las células T y B mediante roseleo con eritracitos de camero (EC) tratados con 2-
bromuro de aminoetilisotiouronio (AET)**, Las células que se adhirieron a los EC-AET
(L-T) fueron en promedio 95% células CD3+. Las células no-adherentes fueron CD19+
en mas de un 90%. Una parte de las células asi obtenidas se congeld a -70°C y la otra

se cultivd a 37°C durante 24 horas a razén de 1 millén de células por ml en RPML.
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V. ENSAYO FUNCIONAL DE INTERLEUQUINA-10.

Se llevd a cabo a partir de células no-T a una concentracion de 1 millon de
cdlulas por ml. Se cultivaron en RPMI-suero bovino fetal (SBF) al 10% durante 24
horas a 37°C. Posteriormente se lavaron 3 veces con RPMI-SBF al 10%, se midio la
viabilidad de cada uno de los tubos con azul tripdn (0.04%, en PBS). Se afadio a un
tubo, anticuerpos anti-IL.-10 (10 ug/mi) (donado por el Dr Dominique Emilie del Institut
National de la Sante et de la Recherche Medicale, INSERM, Francia), a otro, sdlo
RPMI-SBF-10%; y a un tercer tubo, IL-10 recombinante (DNAX, Palo Alto, CA) a una
concentracion de 25 ng/ml. Todos los tubos se incubaron durante 5 dias a 37°C. Se
midio la viabilidad celular y se recogieron los sobrenadantes para hacer el estudio de

produccion de inmunogiobulinas.

V1. ENSAYOS DE ELISA PARA INTERLEUQUINA-10 E INTERLEUQUINA-13,

Los niveles de IL-10 se midieron en los sobrenadantes de los cultivos celulares
de 24 h mediante un ensayo de ELISA de doble sandwich usando un kit comercial
(Innotest, Besancon, Francia). La sensibilidad de este ensayo es de 3 pg/mi y no
reconoce el producta del gen BCRF1 del virus de Epstein-Barr. Los niveles de {L-13 en
estos mismos sobrenadantes se midieron también por ELISA. Como primer anticuerpo
se uso el Ac monoclonal B-B13 (donado por el Dr Dominique Emilie, INSERM, Francia)
arazén de 7.5 ng/ml en PBS a 4°C. La placa se lavo 4 veces con PBS, se incubé (250
rl/pozo) por 2 h a temperatura ambiente en un amortiguador de bloqueo (sacarosa 20%
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en 0.1M Tris, pH 7.7), se elimind éste y después se afadieron 100 | de los estandares
y de las muestras diluidas en un amortiguador de la muestra (PBS, 1% suero bovino
fetal, 3% de suero normal de ratén, 0.1% thimerosal). Las muestras se incubaron por 2
h a 37°C. Se lavaron los pozos 4 vecss, y se afadieron 100 ul de estreptavidina-
peroxidasa (SIGMA) (1 mg/ml en amortiguador de muestra) a cada pozo y se incubaron
a temperatura ambiente por 45 min. Se lavaron los pozos 4 veces y se anadi6 a cada
pozo 100 pl de dihidroxicloruro de o-fenilenediamina (0.4 mg/ml, SIGMA), y se
incubaron a 20°C por 30 min. Se detuvo la reaccidn al anadir H;SO4 1N (100 ul/pozo).

La absorbancia de los pozos se midié a 492 nm.

VH. ENSAYOS DE ELISA PARA INMUNOGLOBULINAS IgM E IgA TOTALES.

Las placas se sensibilizarcn con Ac policlonal de conejo anti-inmunoglobulinas
humanas conjugado con peroxidasa (10 upg/mi, diluidos en amortiguador de
carbonatos), incubadas por 12 horas a 4°C. Se lavaron 3 veces con PBS-Tween 0.05%,
se bloquearon con PBS-albumina sérica bovina 1% por 1 hora a temperatura ambiente,
se lavaron 3 veces con PBS-Tween 0.05%. Posteriormente se incubaron por 2 h los
sobrenadantes diluidos 1:2 en PBS-SBF 1d%, a temperatura ambiente y se lavaron 3
veces. Posteriormente se puso el segundo anticuerpo (anti-igM o anti-IgA marcados
con fosfatasa alcalina), se incubd por una h a temperatura ambiente, se lavaron 3

veces y se incubaron las placas a 37°C con el sustrato de la fosfatasa alcalina en
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amortiguador de diotanolamina, pH 9.8 A los 45 minutos se midio la absorbancia de los

pozos a una longitud de onda de 405 rin en un espectrofotdmelro Titertek

Viil. OBTENCION Y ESTIMACION SEMICUANTITATIVA DEL RNA®®,

El RNA total se obtuvo a partir de S hasta 10 millones de células, asi como de
las biopsias de gléndula salival congeladas a -70°C, utilizando la técnica de Trizol de
acuerdo a las recomendaciones del productor (Gibco-BRL). Se homogeneizaron en
Trizol, el tejido y las células, a razdn de 0.1 mi de Trizol por cada millén de células y 1
mi de Trizol por cada biopsia. Se afadieron 0.1 volimenes de cloroformo por cada
volumen del tejido homogeneizado. Se mezcld vigorosamente durante 15 seg. Se
incubaron 5 min a 4°C, se centrifugaron por 15 min a 12,000 g a 4°C. Las fase superior
se transfirid a otro tubo y se afladid a éste un volumen de isopropanol, se mezcld y se
dejd 15 min en hislo. Se centrifugd a 12,000 g por 15 min a 4°C. Se elimind el
sobrenadante y se lavé con etancl at 75%. El RNA asi extraido fue tratado con 10
unidades de DNAasa-l libre de RNAasas (Gibco) a. 37°C por 30 min, para
posteriormente extraerio con fenol, cloroformo-alcohol isoamilico, y precipitario con
etanol. El RNA obtenido se cuantificd mediante un kit comercial (Fast-check, Gibco,
BRL, Gaithersburg, MD} en el cual la muestra se fijo a una tira de papel, se incubd con
un complejo de fosfatasa alcalina modificado quimicamente que se une

especificamente a &cidos nucleicos. Posteriormente el complejo se detectd por
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colorimetria y se comparo con un estandar (1a sensibilidad dol sistema es de 10 pg a1

ng de RNA).

Se sintetizd ¢cDNA ulilizando 1 pg de RNA que se incubd con 50 U de
transcriptasa reversa del virus Moloney de leucemia (Gibco-BRL), en presencia de 2.5
1M de oligo-d(T)i2.1s (Gibco-BRL) y 0.5 mM de cada uno de los cuatro deoxinucledtido-
trifosfatos. EI cDNA resultante se dividio en 8 alicuotas en los estudios con linfocitos T
purificados, y end alicuotas para los ensayos con células mononucleares de sangre
periférica y con glandulas salivales. Para la ampiificacién por reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR), se afadio a cada una de las alicuotas, 3 uM de cada iniciador
sentido y antisentido (tabla 1}, y 2 unidades de Taq polimerasa (Perkin-Elmer). La
amplificacion del cDNA de los linfocitos T se llevd a cabo por 28 ciclos de 94°C (un
min), 55°C (un min) y 72°C (un min). La amplificacién del cDNA de las células
mononucleares totales fue de 33 ciclos de 94°(} {un min), 53°C (un min) y de 72°C (1.5

min).
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TABLA L

Oligonucledtidos utilizados en las reacciones en cadena de la polimerasa’

sentido antisentido tamafio

5’ 3 5’ 3 {pb)

fp-actina GGGTCAGAAGGATTCCTATG GGTCTCAAACATGATCTGGG 237
p2uglob CCAGCAGAGAATGGAAAGTC GATGCTGCTTACATGTCTCG 268
WL-2r GTGAAATGGAGACCAGTCAG TCTACTCITCCTCTGICTCC 250
IL-2 GTCACAAACAGTCGACCTAC ATGGTTGCTGYTCTCATCAGC 352
IL-4 TGCCTCCAAGAACACAACTG AACGTACTCTGGTTGGLTTC 224
iL-10 AMATTTGGTTCTAGGCCGGA GAGTACAGGGGCATGATATC 264
IL-13 GAGTGTGTTITGTCACCGTTG TACTCGTYGGCTGAGAGCTG 253
'FN"'Y GCAGAGCCAAATTQTCTCCT ATGCTCTTCGACCTCGAAAC 290

Los productos de la PCR se corrieron en un gel de agarosa al 0.9% con 0.25

ug/mi de bromuro de etidio. Todas las muestras se corrieron paralelamente a los

controles positivos (B:-pgiobulina o R-actina). Los controles negativos fueron, en la
reaccion de transcriptasa reversa, muestras en donde se omilid la transcriptasa
reversa, y para las reacciones de PCR, se omitid incluir cONA. Los geles se
fotografiaron con un filme Polaroid (tipo 665), y los negativos se usaron para el
analisis densitométrico. Se midi6 la intensidad de las bandas y todos los valores se

normalizaron & un valor de 1 a los del control positivo incluido en cada

amplificacion.
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IX. SOUTHERN BLOT.

El oligo intemo de IL-10 (S'CATCGATTTCTTCCCTGTGAT) y el de IL-13
(5TGGGGAAGACTGTGGCTY) se marcaron con digitonina-dUTP de la siguiente
manera; se incubaron por 30 min a 37°C 4 i del “tailing buffer" (5X), 4 ul de cloruro de
cobalto, 1 il de digitonina-dUTP, 25 unidades de transferasa terminal, 50 pMol del oligo
interno y H,O para un volumen final de 20 pl. Transcurridos 30 minutos se colocd la
mezcla en hielo. Para parar la reaccion se afiadieron 2 pl de glicégeno diluido 1:200 en
EDTA-Na 0.2M. La sonda se precipitd con 2.5ul de LiCl 4M y 75 ul de etanol al 100%.
Se mezcld bien y se incubd por 30 minutos a 4°C. Se centrifugo por 15 min a 12,000 g
a 4°C. Se elimingd el sobrenadants y se lavd con etanol al 70%, despues de centrifugar
por 15 min a 12,000 g a 4°C, se elimind el sobrenadante y se secd al vacio. El oligo se
resuspendio en 50 ul de H,0.

Se prehibridizé una membrana de nylon con 20 mi de amortiguador de
hibridacion [solucién SSPE 6X (solucion SSPE: NaCl 150 mM, Na,PO, 10mM, EDTA-
Na 1mM, pH 7.4), SDS 0.5%, y solucién Denhardt 5X (Sigma) que contenfa 0.5 mg de
esperma de saimdn previamente hervido y enfriado, por una hora a 42°C.
Posteriormente se hibridd la membrana con amortiguador de hibridacién y 80 ul del
oligo marcado con digitonina. Se lavd 2 veces la membrana con solucién SSC 5X por
15 min, y 2 veces en solucion SSPE 6X-SDS 1%, por 10 min a temperatura Td {Td : (G

+C X4)+(A+TX2)](Td para IL-10 = 46°C; v para IL-13 = 27°C). Se secd la
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membrana entre papal filtro y se guardd a temperatura ambiente. Se lavo la mermbrana
con amortiguador de lavado {amortiguador 1 (&cido maléico 100 mM, NaCl 150 mM, pH
7.5)y 0.3% de Tween 20 por 5 min con agitacion a temperatura ambiente. Después se
incubd por 30 min en et amortiguador 2 {amortiguador 1 y 10% se solucién de bloqueo
(Boering). Después sa incubd con el conjugado anti-digitonina-AP diluido 1:5000 en el
amortiguador 2 por 30 min, se lavo con el amortiguador de lavada 2 veces por 15 min, y
se equilibré en el amortiguador 3 (Tris-HCI 100 mM, NaCl 100 mM, MgCl, 50 mM, pH
9.5) por 5 minutos. Se incubd con Luminigen PPD (Boehringer) diluido 1:100 en el
amontiguador 3 por 5 min. Se secé en papel filiro y envolvio en EGA-PACK, y se incubd
20 min a 37°C. Se colocd en un cartucho de rayos X durante 20 min y finaimenta se

reveld por autorradiografia.

X, ANALISIS ESTADISTICO.

Se ulilizaron pruebas no-paramétricas (prueba U de Mann-Whitney) para
comparar los valores de los pacientes con los de los controles. También se realizd

correlacion lineal de Pearson y regresion logistica para relacionar las variables entre sl.
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| ANALISIS DE LAS SUBPOBLACIONES LINFOCITARIAS
PERIFERICA EN PACIENTES Y CONTROLES.

Para determinar las anormalidades en las subpoblaciones linfocitanias en la
sangre periférica de los pacientes con sindrome de Sjégren primario, se realizaron

tinciones con diferentes anticuerpos monoclonaies. Los datos obtenidos se

muestran en fas tablas 1l y IlI.

TABLA .

RESULTADOS

DE SANGRE

Subpoblaciones dae células mononucleares de sangre periférica en
pacientes con sindrome de Sjdgren primario y en sujstos sanos. Los

valores muestran el porcentaje respecto a linfocitos totales.

Ma:cador sSp Controles p
de superficie =17 =11
cD2 72.2 (8.9)" 66.0 (20.2) NS+
CD3 64.2 (10.6) 65.1(11.5) NS
CD4 36.8 (5.1} 443 (10.2) 0.027
CD14 1.2 (1.0) 1.0 (0.9) NS
CD19 14.7 (6.5) 11.6 (3.4) NS
CD45 94.7 (7.6) 93.7 (8.5) NS
CD56 14.7 (7.2) 12.4(6.7) NS
CD3/CD8 26.1 (6.5) 20.4 (6.5) 0.068
CD19/CD5 5.5(4.0) 3.4(2.2) NS
CD4/CD25 10.5 (7.9) 45(2.2) 0.005
CD8/CD25 1.7 (4.6} 0.2(0.18) 0.025

*Porciento + desviacion estandar de linfocitos. ** NS, no significativo
por U de Mann-Whitney.
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TABLA W,

Numero absoluto de linfocitos por ml de sangre periférica en pacientes
con diagnostico de sindrome de Sjdgren primario y en controles.

Marcador sSSP Controles p
do superficie n=17 n=11
cn2 978 (551) 1283 (577) NS
cD3l 868 (503) 1199 (454) 0.043
CD4 500 (263) 886 (410) 0.03
CD14 14 (13) 22 (22) NS
CD19 215(172) 215 (85) NS
CD45 1313 (733) 1748 (629) NS
CD56 213 (144) 224 (130) NS
CDJ3/CD8 348 (191) 351 (100) NS
CD19/CD5 89 (89) 61 (42) NS
CD4/CD25 117 (85) 100 (78) NS
CD8/CD25 25 (64) 4 (3) 0.045

*Numero de linfocitos (x desviacion estdndar) por m! de sangre
periférica. *NS, no significativo, U de Mann-Whitney.
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Los linfocitns CD4 + se encontraron disminuidos, tanto en proporcidn como en
numeros absolutos en los pacientes con sindrome de Sjégren primario en
comparacion con los controles (p = 0027 y 0.03, respectivamente). Ademas, las
células CD4+ de los pacientes expresaron en mayor proporcion el receplor de baja
afinidad de interleuquina-2 (CD25) que los controles (p = 0.005). La figura 2
muestra los datos obtenidos en un paciente y un control. El porcentaje de linfocitos
de sangre periférica que expresaron tanto al antigeno CD3 como el CD8 fue mayor
en los pacientes que en los controles (p=0.068). Asimismo, los linfocitos
CDB+CD25+ también se encontraron incrementados, tanto en porcentaje como en
numeros absolutos en los pacientes en comparacion con los controles sanos. La
relacion de céjulas CD4+/CD8+ fue de 1.51 en los pacientes y de 2.54 en los
controles (p = 0.02). No se encontraron diferencias estadisticamente significativas

entre pacientes y controles con respecto a los otros antigenos estudiados.
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Figura 2. Citoflucrometria de linfocitos marcados con anti-CD4 y anti-
CD25. A: control sano. B: paciente con sindrome de Sjégren primario. Eje
de las abscisas (x); CD4; eje de las ordenadas (y). CD25.
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Il. EXPRESION DE LOS GENES DE CITOCINAS POR LINFOCITOS T.

l.os datos mencionados en la seccidn anterior sugieren que los hinfocitos T de
tos pacientes con SSP se encuentran previamente aclivados in vivo. Por esto se
estudié la expresidn de citocinas por los linfocitos T. Se midid la produccion
espontanea de RNAm de citocinas en 7 pacientes seleccionados de manera
aleatoria y en 5 controles sanos. Se determind en cada muestra la relacion entre las
intensidades de las bandas entre los productos de la reaccidn de transcripcion
reversa - reaccion en cadena de la polimerasa de las citocinas y la 3;-uglobulina.

Los resultados se muestran en fa Tabla IV.

De los 7 pacientes analizados, 5 mostraron expresion de RNAm de IFN-wy y
de IL-10, y 4 de éstos de IL-13. Hubo 2 pacientes cuyos linfocitos T expresaron
simuitaneamente RNAm de IL-2, IL-4, IL-10, IL-13 e IFN+. Dos pacientes fueron
positivos para todas las citocinas estudiadas y otros 2 fueron negativos para ellas.
Cinco de los 7 pacientes con SSP fueron positivos para la cadena « del receptor de
interleuguina-2 (p55). En 4 de los 5 controles sanos estudiados, no se encontrd
expresion de RNAm para ninguna de las citocinas estudiadas ni para p55, mientras
uno de ellos fue positivo para p55 y para IFN+y. Como grupo, los pacientes con SSP
expresaron mas la cadena a del receptor de IL-2 que los controles (p = 0.069) y mas
IL-10 (p = 0.039). La figura 3 muestra los productos de la amplificacién por PCR de

un paciente y un control.
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TABLA V.

Expresion de los genes del receptor de IL-2 (p55) y de citocinas por linfocitos T de

sangre periférica en pacientes con sindrome de Sjdgren primario y controlas.

p55 iL-2 IL-4 iL-10 bL-13 IFN-y
Paciente SRG |0.31* 0.00 0.00 0.4 0.00 0.53
Paciente PGL [0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
Paciente YMP |0.26 0.17 0.18 0.27 0.20 0.64
Paciente ACO |0.53 0.09 0.21 0.52 0.35 0.53
Paciente CFG |0.38 0.06 0.00 0.09 0.23 0.29
Paciente IS 017 0.00 0.00 0.29 0.16 0.20
Paciente SGH |0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
Control 1 0.00 0.11 0.00 0.00 0.00 0.47
Control 2 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
Control 3 0.00 0.00 0.00 ND 0.00 0.00
Control 4 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
Control 5 0.00 0.00 0.00 0.00 0.001 0.00

ND, no determinado. * Los valores representan los indices f;-microglobulina/citocina
obtenidos por densitometria del negativo de los geles.
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Figura 3. Expresion de cilocinas y de p55 por linfocitos T de sangre periférica de un
paciente con sindrome de Sjogren primario y de un control. Se wtilizéd transcripcion reversa
y reaccion en cadena de la polimerasa para amplificar el RNAm que codifica para |a
cadena a del receptor de IL-2 (p55), IL-2, -4, IL-10, IL-13 e IFN-y. Se muestran los
resultados representativos de los geles tefidos con bromuro de etidio de un paciente y de
un control sano. Carriles 1 a 7: p2-microglobulina, p55, IL-2, (L-4, {L-10, IL-13 & IFN-y
amplificados de un paciente con SSP. Carriles 8 a 14 2-microglobulina, p55, IL-2, IL-4, IL-
10, IL-13 e IFN-y amplificados de un control sano.
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Para corroborar que las reacciones de transcripcion reversa-reaccion en
cadena de la polimerasa se encontraban en la fase exponencial de la amplificacion.
se midieron las intensidades de las bandas de los productos de fa amplificacion del
RNAmM de la B3;-microglobulina de la muestra sin diluir de RNA, y de diluciones
crecientes de la misma muestra en aquellos pacientes que fueron positivos para IL-
10, IL-13 e IFN-y. Se muestra un experimento represantativo en la figura 4 Se
puede ver que la disminucién de la concentracidn de RNAm de las cilocinas es
concomitante a la disminucion en la relacion B,-microglobulinalcitocina, y que ésta

tiene una relacién directa a la concentracion del RNAm de la citocina.

0.7
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0.5 IFN-ga
—~—IFN-gamma

0.4 ~a— jL-10

0.3 5 ~-1L-13

Unidades arbitrarias

0'1 B ’_’\-o.-_..__u
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Reciproco de la diluciéon de
RNA

—

Figura 4. Las reacciones de reaccion en cadena de la polimerasa se encontraban en la fase
exponencial de la amplificacién. Se realizaron diluciones crecientes del RNA de 3 pacientes
para amplificar IL-10, IL-13 e IFN-y. Unidades arbitrarias: relacion p2-microglobulina/citocina. Se
observd que a mayor dilucidn del RNA, ia relacion p2-microglobulina/citocina disminuyé de
manera dosis-dependiente. Se muestran ios resultados obtenidos en un paciente.



Iil. EXPRESION DE INTERLEUQUINA-10 E INTERLEUQUINA-13 POR CELULAS
MONONUCLEARES DE SANGRE PERIFERICA,

Se estudid 1a expresion de los genes de 1IL-10 e IL-13 en 12 pacientes y en
12 controles, mediante transcripcion reversa y reaccion en cadena de la polimerasa.
Todos los pacientes estudiados dieron sefal positiva para IL-10. La especificidad de
la seflal para IL-10 se corrobord mediante la hibridacion del producto con un
oligonuciestido intemo marcado con biotina (datos no mostrados). Se detectd una
banda muy débil (apenas visible, pero no detectable por el densitémetro),
correspondiente al tamafio de 253 pares de bases de IL-13 en 10 pacientes y 8
controles. Tanto en los 12 controles como en los 12 pacientes con SSP se detectd
el producto amplificado de la g-aclina. El analisis cuantitativo de la expresion de IL-
13 por CMN de sangre periférica no mosird diferencias entre los pacientes y los

controles (no se muestran los datos).

La mayor exprasion del gen de IL-10 se asocid a la produccién paralela de
IL-10. Las células mononucleares de sangre periférica de 20 pacisntes con SSP y
de 15 controles se cultivaron durante 24 horas. Los pacientes con sindrome do
Sjdgren primario secretaron en promedio 4.88 ng, y los controles 91.9 pg da IL-10.
La concentracién de IL-10 en los sobrenadantes de los cultives fue en promedio 52
veces mayor en las muastras de los pacientes en comparacion a las de los controles
(figura 5). La diferencia entre pacientes y controles, fue estadisticamente

significativa (p < 0.0001).
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Figura 5. Produccion de IL-10 por células mononucleares de sangre periférica de
19 pacientes con sindrome de Sjbgren primario y 15 controles. Las células
mononucleares de los pacientes secrataron un promedio de 4855.8 & 2960.8 pg,
y los controles 91.9 + 103.4 pg de IL-10 al meadio en cultivos de 24 hr. Los
pacientes secretaron un promedio de 52 veces mas IL-10 que los controles
$anos.

Debido a la presencia de niveles apenas detectables de la expresion del

gen de IL-13, tanto en pacientes como en controles, se estudid también ia
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secrecion de IL-13 an los sobrenadanles de los cultivos de 24 horas de celulas
mononucleares de sangre periférica. De los 12 pacientes estudiados, solo 3
secretaron niveles de IL-13 por arriba del limite de sensibilidad de! ensayo (62,

52 y 37 pg/ml, respectivamente) (figura 6).
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Figura 8. Produccién de IL-13 por células mononucleares de sangre periférica en
pacientes con sindrome de Sjdgren primario y controles sanos. De los 12 pacientes
estudiados, s6lo 3 produjeron niveles detectables de IL-13 (paciente BSG: 62, paciente
NEB: 52, paciente ACO: 37 pg/mi, respectivamente). En uno de elios (ACQ), los linfocitos
T parecerian ser los responsables de esta produccidn. Los otros 2 pacientes positivos
para IL-13 presentaban linfopenia al momento del estudio, por o que no se pudieron
separar cantidades suficientes de linfocitos para hacer el estudio de las subpoblaciones.
No hubo una diferencia estadisticaménte significativa entre pacientes y controles, por
analisis de chi-cuadrada, prueba exacta de Fisher.
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Para detarminar cudl(es) subpoblacidn{es) de células mononucleares cn
sangre periférica son responsabies del incremento en la produccion de IL-10 en
los sujetos estudiados, se aislaron las subpoblaciones celulares de 14 pacientes, y
se midié la produccion espontanea de IL-10 por ELISA. Se encontrd que las
monocitos y las células B fueron responsables del 89% de la produccion de 1L-10

mientras que las células T sélo del 11% de ella {figura 7).
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Figura 7. Secrecion de iL-10 por linfocitos T, células B y monocitos (Mo)
de sangre periférica en 19 pacientes con sindrome de Sjdgren primario. Los
linfocitos T secretaron un promedio de 446 + 1278 pg, las células B 1593 +
1704 pg y los monocitos 3381+ 4590.8 pg de IL-10 a los sobrenadantes de
los cultivos. Las células B contribuyeron con el 39.3% y los monocitos con
el 49.7% del total. En conjunto, las células B y los monocitos fueron
responsables del 89% de la produccién de 1L-10.
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IV. EFECTOS IN VITRO DE iL-10 Y DE ANTICUERPO MONOCILONAL ANTI-
IL-10 SOBRE LA SINTESIS DE INMUNOGLOBULINAS EN PACIENTES
CON SINDROME DE SJOGREN PRIMARIO.

Para conocer si la produccidn endégena de IL.-10 contribuye a la
hiperactividad espontanea de los L-B observada en los pacientes con SSP, se
llevaron a cabo experimentos con céjulas no-T en dos pacientes. Estas células se
cultivaron por 24 h en medio completo, se lavaron, y se cultivaron por § dias mas,
en medio complelo solo, en presencia de anti-IL-10 o bien de IL-10 recombinante.
Al final del cultivo, se midié la concentracién de igA e IgM en los sobrenadantes.

La figura 8 muestra los resultados obtenidos en ambos pacientes. En la
paciente AMG la adicidn de anti-IL10 disminuyd la secrecioén de IgA en mas del
40%, y en cambio, al afiadir IL-10 recombinante, la produccién de IgA fue
semejante al control. En esta paciente, la produccién espontanea de IgM
disminuyé en un 95% respecto a los niveles basales cuando se afiadio el Acm anti-
IL-10 tanto desde el primer dia de cultivo como durante los 6 dias de cultivo (datos
no mostrados). En la paciente ARV, la presencia de IL.-10 recombinante aumentd
la produccion de IgA por las células no-T en un 40.8% respecto al control, y en
cambio al afladir anticuerpo monoclonal anti-IL-10 la produccién de IgA disminuyé
en un 46% respecto al control. Cabe decir, que también se realizaron experimentos
con iL-13. Estos no fueron tan claros, ya que la adicién de IL-13 al medio de

cultivo no modificd la produccidn de inmunoglobulinas en los dos pacientes
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estudiados (datos no mostrados) , y no contamos con el Acm anti-iL-13 para 1a

raalizacidon do estos estudios.

900 -
800 -
700 1
:-E_ GOOj
S 500
:{ 400 -
o 300 S
200 -
100 A
\ o/ = B BN
g = & 3 = &
= - -
§ '2% = § 'é, =
| ) L |
Paciente Paciente
AMG ARV

Figura 8. Relacion entre secrecion de IgA e IL-10 en 2 pacientes con
diagndstico de sindrome de Sjdgren primario. Las células no-T de las
pacientes AMG y ARV secretaron espontdneamente 104 y 625 ng de IgA
después de & dias en medio de cultivo. Al ahadir a las 24 horas de iniciadas
los cultivos, 10 ug/mi de anticuerpo monoclonal anti-IL-10, disminuyd a 60 y
400 ng respectivamente. La produccion de IgA fue de 100 y 880 ng
respectivamente cuando se afadié IL-10 recombinante a los cultivos de
ambos pacientes.
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V. CORRELACION ENTRE LA PRODUCCION DE IL-10 Y LAS
SUBPOBLACIONES LINFOCITARIAS. '

Se buscd una relacidbn entre la produccion de IL10 por células
mononucleares de sangre periférica de los pacientes con diagnéstico de sindrome
de Sjdgren primario y de los controles sanos, con la proporcién de los distintos
subgrupos de linfocitos de sangre periférica. Se observd mediante correlacion de
Pearson una relacién entre IL-10 en sobrenadantes de células mononucleares de
sangre periférica y proporcion de linfocitos CD3/CDB8, con un valor de r de 0.50 {p
< 0.01), también se relacioné con la proporcién de linfocitos CD4+/CD25+ (1 =
0.77, p < 0.001) (figura 9), e inversamente con la relacién proporcional
CD4+/CD8+ (r = -0.55, p < 0.01). Ninguna otra de las subpoblaciones linfocitarias
se relacioné de modo significativo con la produccidon de 1{L-10 de los
sobrenadantes de las células mononucleares totales o de los linfocitos T, B o

monocitos.
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Figura 9. Relacidn linea! entre secrecion de interdeuquina-10 por células
mononucieares de sangre periférica y porcentaje de células T CD4/CD25+
en paclentes y contrales. Valor de r= 0.77, p<0.001,
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Ademas, se analizd la relacion entre la presencia de {L-10 en los
sobrenadantes y la actividad policional de los linfocitos B (que en este trabajo
consideramos como presencia de hipergammaglobulinemia, ya sea de IgG, y/o igM
y/o IgA; ylo presencia de factor reumatoide y/o inmunofiuorescencia positiva)
mediante regresidn logistica. Se observd una tendencia en la carrelacidn, siendo la

IL-10 un factor de riesgo para la actividad policlonal de linfocitos B (p = 0.12).

Vi. EXPRESION DE LOS GENES DE IL-10 E IL-13 POR GLANDULAS
SALIVALES.

Mediante estudios de estimacion semicuantitativa mediante transcrpcion
reversa y reaccion en cadena de la polimerasa, se evalué la expresion espontanea
de los genes de IL-10 y de IL-13 por gléhdula salival en 7 pacientes con
diagnéstico de SSP. Este analisis se llevd a cabo en paralelo en glandulas
salivales de 3 controles. Despuéds de ia amplificacidn se observé una banda fuerte
en correspondiente al tamafo de [L-10 en las glandulas de los 7 pacientes
esludiados, y de igual manera se delectd IL-13 en 5 de ellos. Se delectd una
banda débil de 1L-10 en uno de los controles y en ninguno de eilos se detectd iL-
13 (Tabla V). La figura 10 muestra un experimento representativo.

Las reacciones de transcripcion reversa-reaccion en cadena de la

polimerasa se encontraban en la fase exponencial de ia amplificacion, y se

muestra un experimento representativo en la figura 11.
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TABLA V.

Estimacicn  semicuanttative  de  1os
niveles de 2xpresion de los genes de IL-
10 e IL-13 en glandula salival en
acientes y controles,

%
{
; iL-10 13
E - -
Paciente IS 027 |028
. t Paciente FRA  |0.77 030
' . . Paciente JQF 030 030
i
5 Paciente MMM {100 1.08
!; Paciente NEB | 106 0.00
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DISCUSION.

Distintos estudios han mostrado anormalidades en las subpaoblaciones de
linfocitos de sangre periférica de pacientes con sindrome de Sjdgren primario. En este
estudio se confirma la disminucién de linfocitos T CD4+*®™. También encontramos
un incremento en la subpoblacion de L-T CDB+. El mecanismo responsable de‘ la
disminucion de L-T de ayuda y del incremento de L-T supresores no se conoce. Esto
podria ser el resultado de la redistribucion de linfocitos T CD4+ y CD8+ desde sangre
periférica hacia los tejidos, como se ha descrito en pacientes con escleroderma®.
Ambas subpoblaciones de linfocitos prasentaron un incremento en fa exprasion del
antigeno CD25. Dado que esto refleja activacidn de linfocitos T, el siguiente objetivo
fue estudiar la expresion de los RNAm de citocinas derivadas de L-T activados, tanto
en pacientes como en conlroles. Uno de los hallazgos importantes fue Ia
sobreexprasion espontanea del gen de IFN-y en L-T de los pacientes con sindrome de
Sjogren primario. Estudios previos han demostrado la produccion de IFN-y por células
T de sujetos sanos solamente después de estimulacidn previa in vitro ®*®'%? |a
ausencia de IFN-y en controles sanos es consistente con estos estudios. Por eflo, ia

presencia de IFN-y en L-T de pacientes con sindrome de Sjdgren primario sugiere que

las células han sido previamente activadas in vivo. Los pacientes con SSP presentan



infiltracion y proliferacion de L.-T en las glandulas salivales, por o tanto, la activacién
de L-T podria ocurriv en este sitio y las células activadas podrian entrar en Ia
circulacion via el sistema finfatico y los ganghos linfaticos o bien directamente de las
glandulas salivales afectadas. También se ha documentado la expresion de RNAm de
IFN-y en pacientes con artritis reumatoide, patologia en la que también se ha
postulado la contribucion de linfocitos T activados en la patogénesis de la
anfermedad™.  Asimismo, se ha reportado la oxpresion espontanea de IFN-y por
celulas mononucleares y linfocitos T de sangre periférica y de liquido sinovial y tejido
sinovial de pacientes con artritis reumatoide™. E| control principal de la proliferacién
de los linfocitos T reside en el nimero de interacciones productivas del receptor de IL-
2 con IL-2, que se realiza principaimente a traves def control de la expresion en la
superficie celular de la cadena o (CD25) de dicho receptor. Los factores que regulan la
transcripcion de esta cadena son varios, @ incluyen a la IL-2, al TNF-a y al IFN«y'™*,
Los datos de este trabajo sugieren que la produccién de IFN-y (por via enddgena o
exdgena) juega un papel importante en el control de la proliferacion de Yas células T de
los pacientes con ‘SSP, y que la induccidn del receptor de -2 pudiera ser el
mecanismo mediante el cual el IFN-y induce la activacién de las células T. Estos
cambios al nivel de RNAm se reflgjan en la superficie celular, tanto en las
subpoblaciones de células T de ayuda (CD4+) como en fas T supresoras (CD8+).

La proporcion de linfocitos T de ayuda que expresan CD25 y de L-T supresores
sa comrelaciond linealmente de modo significativo con la secrecion esponténea de IL-
10 por ceélulas mononucleares de sangre periférica. Ninguna otra poblacién celular
estudiada se relaciond con la secrecion de IL-10. La comelacién encontrada entre

linfocitos T CD4+/CD25+ y presencia de interleuguina-10 en los sobrenadantes de las
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células mononucleares podria ser rellejo de la influencia, ya sea directa o indirecta. de
la IL-10 en la expresidn de CD25 por linfocitos T de ayuda, como se ha descrito en
otros estudios®’. Sin embargo son necesarios estudios funcionales en estos pacientes
para corrobarar esto. La relacion de If.-10 con linfocitos CD3/CD8 podria indicar gue {a
IL-10 contribuye, junto con otros estimulos (como la IL-2 y el IFN-y) a la proliferacion
de linfocitos T supresores como ha sido reportado in vitro

Ademas, la expresion in vivo del gen de IL-10 por células mononucleares de
sangre periférica fue mayor en pacienies con sindrome de Sjégren que en los
individuos sanos. Estos resultados se obtuvieron al estudiar una poblacion numerosa
de pacientes con SSP y se hizo evidente mediante el estudio de la expresion de
RNAm de células mononucleares de sangre periférica frescas, tanto mediante
transcripcion reversa - reaccion en cadena de la polimerasa como por ELISA.

Para determinar la subpoblacion celular, que ademas de los linfocitos T
contribuia a la produccién de IL-10 en el sindrome de Sjégren primario, estudiamos la
produccién de 1L.-10 por las diferentes subpoblaciones. Los linfocitos T produjeron
niveles detectables de IL-10. Sin embargo, la contribucidén de éstos a la produccion
total de IL-10 por células mononucleares fue de s6lo el 11%. En todos los pacientes la
mayor produccién de IL-10 por células mononucleares fue dada por Ios linfocitos B v
los monocitos.

En este sentido, el desbalance inmunoldgico observado en los pacientes con
sindrome de Sjdgren primario, i.e. hiperactividad de células B, podria estar privilegiado
de tal modo que las células B fueran inducidas a diferenciarse por influencia de 1L-10,
con fa resultante hipergammaglobulinemia y produccidn de auto-anticuerpos. De

hecho, y de modo semejante a los hallazgos en lupus eritematoso generalizado™ y en
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artritis reunatoide™, en 2 pacientes con SSP, la adicion de anticuerpo menoclonal anti-
IL-10 a cultivos de linfocitos no-T de sangre periférica redujo considerablements [a
secrecion de inmunoglobulinas, y al adadir posteriormente IL-10 recombinante al
medio de cultivo, esta produccion de inmunoglobulinas se restablecio a niveles
semejantes al control. Los resultados aqui obtenidos apoyan la nocidn de un papel de
IL-10 en fa hiperactividad policlonal de los linfocitos B observada en los pacientes con
sindrome de Sjégren primario.

Ademas, analizamos la expresién de IL-10 en glandulas salivales de 7
pacientes y de 3 controles sanos. Encontramos que todos los pacientes con sindrome
de Sjégren primario fueron positivos a IL.-10, eslo en contraste con los niveles bajos o
inexistentes encontrados en las biopsias controles. En un estudio previo, Fox et ar®
encontraron mediante reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa, expresion de
los RNAm de IL.-2, IFN-y y de iL-10 pero no de IL-4 ni IL-5 por las células T CD4+ de
las glandulas salivales de pacientes con sindrome de Sjogren. En cambio, Boumba et
al'', con hibridacion in situ e inmunohistoquimica, encontraron RNAm de IL-183, TNF,
IL-2, IL.-6 pero no de IL-10 en las células mononucleares que infiltran de las glandulas
salivales de los pacientes con SSP. De hecho, encontraron RNAmM de iL-4 en las
células T CD45RA de pacientes con lesiones iniciales y moderadas. Estos resultados
aparentemente contradictorios, se podrian explicar por los abordajes metodolégicos
diferentes usados por ambos estudios. L.os dos estudios encontraron gque las células
epiteliales de las glandulas salivales producen citocinas pro-iﬁﬂamatorias (IL-1a, IL-6,
TNF-a), lo cual sugiere que las células epiteliales también juegan un papel importante
en la patogénesis de las lesiones observadas en los pacientes con SSP. En lo que se
refiere a la expresion de RNAm de [L-10 los resultados de esla tesis apoyan e trabajo
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de Fox; sin embargo, cabe recalcar que este trabajo se llevo a cabo con RNAm de
extracto total de las biopsias de glandula salival y que e! objetivo no fue determinar
qué células eran las responsables de la produccion de ias citocinas estudiadas.

La presencia de IL-10 correlaciona con repuestas humorales, y la de IFN-y con
respuestas de hipersensibilidad retardada en humanos. La presencia de ambas
citocinas en los pacientes con SSP es interesante, ya que ambas citocinas pueden ser
antagonicas entre si®®. Una posible explicacién podria ser que IL-10 no inhibiera 1a
sintesis de IFN-y que resulta de activacion de L-Ty cuando las células presentadoras
de antigeno no fueran los macréfagos sino los flinfocitos B, como se ha descrito en
otros estudios™. También podria ser que la IL-10 presente no fuera suficiente para
inhibir completamente la produccion de IFN-y, y de cualquier forma la IL-10 evitaria un
dafio mas grave en los sitios afectados.

Se encontrd expresion génica de IL-13 en las biopsias de glandula salival de 5
de 7 pacientes con SSP y en ninguno de los controles. Ademds de estimular la
produccion local de inmunoglobulinas”®, se conoce que IL-13 antagoniza la
produccion de citocinas pro-inflamatorias (IL-1a/8, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12, IFN-o y TNi--
o) en respuesta a IFN-y. Si tomamos en cuenta los trabajos de Fox y Boumba,
mencionados previamente, puede verse que 1113 tampoco logra abatir completamente
la produccién de algunas de estas citocinas inflamatorias. Por otro lado, la IL-13
también podria estimular la sintesis de IFN-y por los linfocitos infiltrantes, y junto con él
incrementar la expresién de moléculas de clase i del sistema principal de
histocompatibilidad en las células infiltrantes de las glandulas salivales menores, ya
descritas en este padecimiento. Por lo tanto podria de esta manera, participar en la

perpetuacion del proceso autoinmune. Recientemiente, se ha descrito que IL.-13 induce
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un aumento en la exprasion e ICAM-1 v quo participa en ia reguiacion el proceso
da migracion de linfocitos™ A pesar de que IL-13 parlicipa en diferentes funcionas e
induce resultados difsrentes en el sistema inmune, sus acciones bioldgicas in vivo en
la homeostasis del sistema inmune aun no son bien conocidas

Tanto 1L-10 como tL-13 son activadores potentes de los linfocitos B; se sabe
que IL-10 es una citocina importante en la hiperactividad de los linfocilos B y en el
desarrollo de autoinmunidad, mientras que aun queda por demostrar si IL-13 es
producida por los linfocitos B de las glandulas salivales de los pacientes con SSP, ya
que recientemente se ha descrito que tanto las células B normales como las malignas
expresan el gen ds IL-13 ***® Independientemente de su origen T o B en fa glandula
salival, la IL-13 podria tener un papel en la generacion de linfomas de estirpe B,
comunes en {os pacientes con SSP, actuando de manera ya sea autdcrina o paracrina.

En un principio la IL-10 se conocid como una citocina producida por linfocitos
Tm, sin embargo, hasta ahora se sabe que las células productoras en el humano son
los L-Tw, los L-B y los macrdfagos. De manera semejante, la IL-13 también se
describid inicialmente como una citocina producida por linfocitos Ty, pero
recientemente se conoce su produccion por linfocitos B normales de sangre periférica
estimulados. La glandula salival es el sitio de latencia de una serie de virus incluyendo
los virus de herpes, como el virus de Epstein Barr. S¢ ha reportado que IL-10 puede
promover la proliferacién in vitro de linfocitos B transformados con el EBV, y que tanto
el gen de IL-10 como el de il.-13 pueden expresarse por células B malignas, asi como
las transformadas con el EBV*. Hay casos de sindrome de Sjogren primario que se
desamollan después de infaccion de EBV, y otro estudio encontrd un incremento de |a

tendencia de proliferacién espontanea de lineas linfoblasticas de células B de CMN da
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un aumento en g exprasion de ICAM-1 y qun paricipa en la reguiacidn dei proweso
de migracion da linfocitos™. A pesar de que IL.-13 participa en diferentes funciones ¢
induce resultados diferentes en el sistema inmune, sus acciones hioldgicas 1 vivo en
la homeostasis del sistema inmune aun no son bien conocidas

Tanto IL-10 como IL-13 son activadoras potentes de los linfocitos B8, se sabe
que 1L-10 es una citocina importanta en la hiperactividad de los linfocitos B y en el
desarrollo de autoinmunidad, mientras que aun queda por demastrar si IL-13 es
producida por los linfocitos B de las gladndulas salivales de los pacientes con SSP, ya
que recientementa se ha descrito que tanto las células B normales como las malignas
expresan el gen de IL-13 ¥ independientemente de su origen T 0 B en la glandula
salival, la IL-13 podria tener un papel en la generacion de linfomas de estirpe B,
comunes en los pacientes con SSP, actuando de manera ya sea autdcrina o paracrina,

En un principio la IL-10 se conocid como una citocina producida por linfocitos
Tha, Sin embargo, hasta ahora se sabe que las células productoras en el humano son
los L-Ty, los L-B y los macréfagos. De manera semejante, la IL-13 también se
describid inicialmente como una cilocina producida por linfocitos Ty, pero
recientemente se conoce su praduccion por linfecitos B normales de sangre periférica
estimulades. La glandula salival es el sitio de latencia de una serie de virus incluyendo
los virus de herpes, como el virus de Epslein Barr. Se ha reportado que IL-10 puede
promover la proliferacion in vitro de linfocitos B transformados con el EBV, y que tanto
el gen de IL-10 como el de IL-13 pueden expresarse por céiulas B malignas, asi como
las transformadas con el EBV*. Hay casos de sindrome de Sjogren primario que se
desarrollan despuds de infeccion de EBV, y olro estudio encontrd un incremento de la

tendencia de proliferacion espontanea de lineas linfoblasticas de células 8 ds CMN de
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sangre periférica de pacientes con sindrome de Sjogren primario, 1o cual sugiere un
defecto en &l control mediado por linfocitos T de células infectadas por &l virus de
Epstein-Barr. Si asumimos que el EBV se encuentra reactivado en estos pacientes y
tiene algun papei' patogénico en ellos, la induccion de proliteracion de linfocitos 8 por
la IL.-10 beneficiaria al virus, ya que el EBV infecta a los L-B y la IL-10/BCRF1 induciria
un incremento en el nimero de células B activadas, que podrian ser blancos de la
infeccién por este virus. El EBV incluso pedria sesgar aun mas la respuesta inmune
local mediante la induccién del gen de IL-10 7 que podria reducir la sintesis de
citocinas pro-inflamatorias derivadas de macréfagos y de linfocites T que de otra
manera contribuirian en una respuesta inmune antiviral en las zonas cercanas a la
célula B infectada, inhibiendo asl el ataque inmunelégico local.

IL-10 e IL-13 producidas ya sea por linfocitos T y/o B an las glandulas salivales
de los pacientes con sindrome de Sjigren primario, podrian actuar sobre células B
normales o infectadas de manera autdcrina o paracrina induciéndolas a producir
inmunoglobulinas, y en particular a tener un incremento en el riesgo de generacion de
linfomas. Aln queda por determinar de manera mas precisa el papel de ambas
citocinas en la conducta anormal de los L-B en sindrome de Sjogren primario ya sea

hacia hiperactividad o hacia malignidad.

Hasta donde se sabe, esta es el primer informe que demuestra la 6presion
génica in vivo de IL-13 en el SSP. La comparacion de la produccion de iL-10 e IL-13
en células mononucleares de sangre periférica y gldndulas salivales de los pacientes,
dastaca las singularidades de ia reaccidn inmunolégica que se desarrolla

sistémicamente y la dal sitio de lesion. Respecto a ésta Ulima, es evidente que no es
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una sola citocing, sino una red de citocinas (producidas tanto por ta glandula sahval
como por el infiltrado linfocitario) 1a que controla el estada inflamatorio observado en el
SSP. Por tanto, se requieren estudios subsecuentes para determinar ia fuente y las
células blanco, asi como la contribucidén de estas citocinas a la patogénesis del
sindraime de Sjégren primario, incluyendo el desarrolio de linfomas no-Hodgkin.

Se necesita también investigar el antagonismo de las citocinas pro-inflamatorias
y anti-inflamatorias secretadas en la sangre periférica y las glandulas salivales de
astos pacientes. E£sto dara informacidn relacionada a la patogénesis y/o potencial
terapéutico de citocinas especificas inducidas por las células de sangre periférica y de

la glandula salival en pacientes con SSP.
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CONCLUSIONES.

En los pacientes con sindrome de Sjdgren primario encontramos:

En sangre periférica: un numero y proporcién menor de linfocitos T-CD4+, y mayor

proporcién de linfocitos T-CD4 activados y de linfocitos T -CD8+ activados.

M Los linfocitos T expresaron espontaneaments el RNAm de IFN-y e IL-10.

B Las células mononucleares de sangre periférica secretaron en promedio 50 veces mas

iL-10 que los controles. Los linfocitos B y macréfagos fueron responsables del 89% de

la produccion total de IL-10.

B En glandula salival se encontré expresién génica in vivo de IL-10 en todos los

pacientes estudiados y en la mayoria de ellos, expresion de IL.-13.

® Estos hallazgos sugieren que IL-10 e IL-13 podrian contribuir en la patogénesis de

este padecimiento, y esto podria explicar las anormalidades de los linfocitos B y

quizas, el desarrollo de linfomas observados en esta enfermedad.
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ANEXQ

Caracteristicas clinicas de los pacientes con diagnostico de sindrome de

Siégren primario incluidos en ei presente trabajo.

Paciente | sexo | edad evolucion tratamiento manifestaciones
(adtos) (aios) extraglandulares

ACA F 37 13 2.5mg PDN no

ACO F 58 4 - calcificaciones idiopaticas
AMF F 60 28 no asteroideo no

ARV F 65 21 - no

AY} F 36 2 - no

BSG F 82 5 no

CFG F 62 10 - no

FRA F 42 6 - no
GAM F 36 3 - no

iPV F 45 4 no esteroideo hipatiroidismo'

IS F 33 5 - no

JAS F 42 6 no esteroidao no

JQF M 48 3 3.75 mg PDN no

MGE F 36 4 - no
MMM F 49 2 - Raynaud, hipertension®
NEB F .| 59 9 no esteroideo purpura’

PGL F 33 18 - no

SGH F 29 16 - no

SRG F 42 8 30 mg PDN glomerutonefritis®
YMP F 44 33 no esteroideo | Raynaud', cirrosis biliar*

F, paciente femenino, M, paciente masculino. PDN, prednisona. 'Como antecedente.
*Manifestaciones en el momento del estudio. *La glomerulonefritis ocurrié 8 meses
antes del estudio. * Virus A y B de hepatitis negativo, “probable hepatitis C"
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GILDA M. VILLARREAL, JORGE ALCOCER-VARELA AND LUIS LLORENTE®*

Depariment of Immunology and Rhewmatology, Instituto Nacional de la Nutricion Salvador Zubirdn, Vaseo de Quiregu 13, Tlalpan,
México, D.F. D00

{Received 19 December 1994; in final form 19 April 1995)

We studied mononuclear cell subsets in 17 patients with primary Sjogren’s syndrome (PSS} and in 1§
normal controls by flow cytometry. We (ound a decreased percentage of CD4 + cells (p= 0.027) and a
higher percentage of CD8 + cells in patients & compared to controls. In bath, CD4 + cells and CDS +
cells, CD2S antigen was overexpressed {p » 0.005 und p » 0.025, respectively as compared to cantruls),
We then measured spontaneous mRNA cytokine expression by T cells from 7 PSS patients and
3 normal controls by voupled reverse transcription-potymerase chain reaction. We found spontancous
mRINA expression for IFN-y, IL-10, 1L-13 as well as for CD23. Our results suggest an overall 1 cell
activation in PSS patients and provides cvidence of a T cell cytokine regnlatory imbalance which muy

play a role in the pathogenesis of this discase.

KEY WORDS: Primary Sjogren's syndronie, interleukin 2 receptor, T cell activation, interferon-y,

interleukin-10, interleukin-13.

INTRODUCTION

Primary Sjégren’s syndrome (PSS) is a2 chronic aulo-
immune disease with a wide clinical spectrum, 1t is
defined by the simultancous presence of keratocon-
juntivitis sicca and xerostomia in patients not full-
filling criteria for any other chronic inflammatory con-
nective tissue disease’. This disorder is characterized
by an immune system hyperreactivity expressed by
hypergammaglobulinaemia, multiple organ and non-
organ specific autoantibodies and focal lymphocytic
infiltration of the exocrine glands?.

Lymphocyte subpoputations and their subsets in the
peripheral blood of PSS patients have been studied to
determine their immunoregulatory status, and several
alterations that can explain some of the immunologic
abnormalities in PSS have been recognized® %, These
studies, however, have revealed inconclusive results,
Although decreased numbers of T-helper cells
(CD4 + ), T suppressors cells (CD8 +), a quantitative
defect of Tcell suppressor/inducer subpopuiations
(CD4 2H4 + ), and increased levels of CD5+ B cells
have been observed. A diminished function in natural
killer cells has also been reported’’,

*To whom correspondence should be addressed at tnstiluto
Nacional de la Nutricién Salvador Zubirdn, Department of
Immunclogy and Rheumathology. Vasco de Quiroga 15, Tial
pan, México D.F. 14000 México, Fax: ($25) 573-20-96.

With respect to cytokines in PSS, some studies have
revealed a diminished ?roduclion of IL-2 by periph-
eral blood lymphocytes'?, an increased production of
1L-10'3, as well as increased serum levels of IL-6, and
IFN-y'4,

In the present study we reevaluated mononuciear
ceil subsets in patients with PSS by flow cytometry,
and identified the CD25 antigen (low affinity 112
receptor) overexpressed on T cells, including CD4 +
cells and CD8 + cells, Moreover, we report the use
of a semi-quantitative PCR method to analyze spon-
lancous cytokine mRNA expression in peripheral
blood T cells from patients with PSS and controls.

PATIENTS AND METHODS

Scventeen patients (16 females and 1 male) with PSS
and with no evidence of infection were studied. All
patients fulfilled the criteria for the diagnosis of PSS,
Their age ranged from 29 to B2 ycars (mean 47.4
years). Eleven patients were not receiving any systemic
treatment at the time of the study. Four were receiving
non-steroidal antiinflamatory drugs, and two were re-
ceiving prednisone (5 mg and 30 mg/day respectively).
Eleven healthy volunteers (aged from 29 to 87 years)
were studied as controls, All patients and controls
were informed about the objectives and methods of
the study and gave their consent.
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Immunafluorescence Staining

Peripheral blood was collected in EDTA by venipunc-
ture. Filleen microtiters of each mouse tnonoclonal
antibodies  directly conjugated  with  fluorescein
isothiocyanate (FITC) or phycoerythrin (PE) were
placed in separate Sml Falcon test tubes (Becton
Dickinson, San Jose, CA) and 150 ul of whole blood
were added to each tube, mixed and incubated for
20 min at room temperature with intermittent gentle
aghation; 2 ml of FACS Lysing solution (Becton Dick-
inson) was added for 10 min after which cells were
pelieted by centrifugation. Cells were washed with PRS
and resuspended in 3% formaldchyde (in PBS,
pH 7.2). Samples were kent at 4°C in the dark and
analyzed within 24 hours of preparation. One or two
color antibodies were used for cell surface staining.
Mouse isotypic controls were included to assess non-
specific interactions. All monoclonals were obtained
from Becton Dickinson and included antibodies to
surface antigens CD45, CD14, CD3, CD4 CD3, CDS,
CDI19, CD25 and CD56,

Sample Analysis

Lymphocyte subsets were enumerated in a FACScan
flow cytometer (Becton Dickinson) by standard
methods'®. An analysis gate was defined by both,
immunofluorescense (CD45/CD14) and forward
(FSC) and right angle light scattering (SSC)'®. The
proportion of lymphaocytes within the preparation was
determined and > 98% were included in the analysis
gate. Absolute numbers were determined afler corree-
tion for non-lymphocytes within the analysis gate and
were calculated by multiplying the total leukocyte
count in the peripheral blood by the percentage of
lymphocytes and by the corrected percentage of posi-
tive cells for cach surface marker. A total of 10,000
events were collected for each determination.

Purification of T Cells

Peripheral blood mononuclear cells were isolated on
Histopaque (Sigma Chemical Co. St. Louis, MO} by

Table t  Primer sequences for PCR amplification

G M VILLARREAL ET AL

gradient centrifugation. Cells were culiured for 2 houry
on plastic petri dishes. Non-adherent cells were roset-
ted for one hour with 2-aminoethylisothiouronium
bromide (AET) (Sigma)-treated sheep red blood cells
(SRBCY ™18, AET-SRBC rosetting cells (T cells) were
caumerated and pellets of 5 million cells were frozen
at -70°C. T cells were on average more than » 35%
CDI + cells.

Detection of Cytokine mRNA by Coupled Reverse
Transcriptase-Polymerase Chain Reaction
{RT-PCR}

RNA was isolated from 5 million frozen T cells using
the Trizol technique according to the manufacturer's
recommendations {Gibco-BRL, Gaithersburg, Ml
Purified RNA was treated with 10 units of RNAse-free
DNAse I (Gibco-BRL) at 37*C for 30 min, then with
phenol, chloroformi/isoamylic alcohol and finally pre-
cipitated with ethanol, cDNA synthesis was performed
using 1 pg of RNA that was incubated with 50 U of
Moloney Leukemia Virus RT (Gibco-BRL) in the
presence of 2.5 uM oligo [d(T), .5} (Gibco-BRL), and
0.5 mM of each of the four deoxynucleotide triphos-
phates. Resulling cDNA was divided in 8 aliquots. For
PCR amplification of the cDNA products, 3 pM of the
different sets of oligonucleotides of each antisense and
sensc priners (Table 1), and 2 units of Tag polymerase
(Perkin-Elmer Corporation, Branchburg, NJ} were
added to the reaction mixture to each of the 8 cDNA
aliquots. Amplification was at 94°C for | min; 55°C
for { min; and 72°C for | min for 28 cycles. The PCR
products were electrophoresed in 1% agarose gels con-
taining 0.05 pg/m! ethidium bromide. All samples
were screened in parallel for f2-pglobulin. Negative
controls included samples in which the addition of RT
was omitled during the processing, and samples with-
out cDNA during the PCR reaction. Gels were photo-
graphed using a Polaroid land flm (Type 663). Po-
laroid negatives were used for densitometric analysis.
The intensity of the bands was estimated and all values
were normalized to the f2-pglobulin positive control
included in each PCR determination, to a value of 1.

mRNA Sense primer Antisense primer {bpy*
pl-puglob 5'CCAGCAGAGAATGGAAAGTC ¥ 5S"GATGCTGCTITACATGTCTCG Y 268
IL.2 §'GTCACAAACAGTGCACCTAC ¥ S'ATGGTTGCTGTCTCATCAGC ¥ 152
L-2r 5'GTGAAATGGAGACCAGTCAG ¥ S'TCTACTCTTCCICTGTCTCC ¥ 150
IL-4 $TGCCTCCAAGAACACAACTG ¥ 5'AACGTACTCTGGTTGGCTIC 3 224
IL-10 5'AAATTTGGTTCTAGGCCGUG ) S'GAGTACAGGGOGCATGATATC 37 264
IL-t3 S*GAGTGTOTTTGTCACCGTIG 3 S'TACTCGTTGGCTGAGAGCTG ¥ 2583
[FN-y S'GCAGAGCCAAATTGTCTCCT ¥ S ATGCTCITCGACCTCGAAAC ¥ 290

*Sire in base pairs of amplified cytokine proxduct,
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Statistical Analyaiy

Mann-Whitney's U-test was used to compare results
from norimal controls versus PSS patients.

RESULTS

Data on lymphoeyte subsets stained by monoclonal
antibodies are presented in Table 2. We found o de-
crease of the percentage of CD4+ cells in patients
with PSS as compared to that oblained in healthy
controls (p=0.027), this difference remained signih-
cant when absolute counts were considered (data nol
shown), although the percentage of CD4 + cells ex-
pressing the CD2S antigen was significantly higher in
patients than in contrals (p = 0.005), A representative
experiment is shown in Figure |, The percentage of
peripheral blood lymphocytes expressing both CD3
and CD8 antigens was increased in patients compared
to that of the controls { p = 0.068). CD8 + CD25 + cells
were also significantly higher in PSS patients than in
normal subjects {p = 0.025), this difference remained
significant when absolute counts were considered {data
not shown). No significant differences were observed
as far as other surface markers were concerned.

Expression of Cytokine Genes hy T Cells from PSS
Patients

These dala suggested that both, CD4 + and CD8 +
Tecells may have been previously activated in vivo,
This led us to analyze the cytokine gene expression
profile of T cells. We mcasured spontancous mRNA

Table 2 Mononudear ceti subpopulanions among paticnts with
PSS and normal contiols

Contrals I

Surfacy RTIC TN

maiker {n-17) (no by

o 613000 651 ¢ 013 N5
o LT SN Al 1) 1.027
Crn 1475065 tor 14 NS
Chse 47172 124+ 6.7 NS
CDICDR 20t kS MAe6s RVt
CDI9/CIDS 55040 Y422 N.S.
CDA/ICDIS 1052749 45622 0.N05
CDE/CD2S 1.7e4.0 021018 0.02%

*Perventage @ standyid Jevuaton frum gaed lymphocykey
NS nen sgnihoant

cytokine expression by T cells from 7 randomly se-
lected untreated PSS patients and from five normal
subjects by RT-PCR. We determined for each sample
the ratio of the band intcnsity between cytokines and
p2-pglobulin RT-PCR products, The results are shown
in Table 3. Of the 7 PSS T cell samples analyzed, §
samples exhibited mRNA expression for 1FN-y, Five
exhibited mRNA expression for 11.-10 and 4 of these
that for [L-13. Two T cell samples exhibited simulla-
neousty mRNA expression for [L-2, IL-4, 1L-10, IL-13
and IFN-y. Finally, five T cell samples scored positive
for the a chain of IL-2 receptor (IL-2r) mRNA expres-
sion. A representative cytokine profile in T celi sam-
ples from PSS and from a normal subject is shown in
Figure 2. We were unable to detect any cytokine
mRNA in two Tcell samples from PSS paticats, In
four of the five normal T cells preparations we were
able to detect any mRNA tested. One control scored

'ﬁ I A ! 2 .‘-'?
n Y L)
5< a
o 7] -
o i
o &N ~N
g & )
I ]
-
=& - .]
I a na
QE J “ﬂ
10? 1a!? .5 13 ia S 104
i ANTI-CD4 FITC o

Flgure I CD4-FITC and CD25-PE binding to T celis from PSS patients and control subjecis. Represenlative cytofluorometric

pattern from one PSS paticni (A) and one cantrol (R),
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Table 3 Semi-quantitiation of cytokine gene expression in T ceil samples from patients with PSS

G. M. VILLARREAL £T A1,

I.-2 I.-2v fL-4 IL-10 1113 {FN-y
Patient | 0.000* 0.312 0.000 2.410 0.000 0,523
Patient 2 0.000 0.000 .00 0.000 0.000 0.000
Patient 3 0172 0.264 0.184 0.267 0.196 3.637
Patient 4 .087 0.51 0.213 0.520 0.154 0.527
Paticot 5 0.056 0.3 0.000 0.093 0.234 (.288
Patient 6 0.000 0.166 0.000 0.290 0.157 0.200
Patient 7 0.000 0.000 0.000 0.000 - 0.000 0.000

*For each vample the ranio of the band itensity between J2-ugiobulin and eytokines wa calculated as deseribed in methods,

Figure 2 Cytuk:nc mRNA amplification in chlls !‘mm P‘SS. Rcvmc transurmlmn polyrmmso. chain mu,lmn wils uscd to amplify -

iMRNA coding for I1-2, }L-4, [L-10, IL-13, IFN-y, IL:2r o for p2-uglobulin from peripheral blood T cells obtained from 7 paticnts o

with PSS and 5 healthy mdmduals Shown are representative resulls of ethidium bromide staining from onec paticnt with PSS and
“one normal subject. Lanes 1 (o 7: amplified f2-pglobulin, IL-2, IL-2r, IL-4, IL-10, IL-13 and [FN-y from a patient with PSS Lancs .
Bt 14: anlplmed Bz-ug]obulm IL-2, lL-Zr, IL-4 IL—]O ll.-l3 nnd negative cou!rol from a nonna! sub;ect ‘ ‘

" positive for mRNA sngnal for lL-2r and for I}-N-y_.
(data not shown). To more accuralely ‘quantify the -

IFN-)r,IL-lO and 11-13 gene expression in T u:lls from
patients with PSS we mcasured the band intensities for
the f2-uglobulin mRNA amplified product from the
undiluted RNA sample and graded dilutions of the
same sample in those patients positive for ll“N-y,
IL-10 and IL—13 mRNA. A representative cxpcrlment

is shown in Figure 3, Results showed that a decrease in

cytokine mRNA concentration led to a concomitant
decrease in the B2-pglobulin/cytokine ratio and thal
this ratio is dircctly related to cyloksm, mRNA concen.
trations.

msc‘ussiON

Quantunlwe abnornmhucs of penphcml blood dym-
phocytes have been described in patients with PSS, In
this study we confirm the presence of a dccnas:, of the
- €D4+ population, as reported by others*>7?, We also
: _dcsmbe an increase of the. CD8 + cells. l‘hc mecha-

. nism responsible for the depletion of CD4 + lympho- .

cytes and the increased number of CD8+ lympho-

cytes has not been cleared. This abnormahly could ‘
result from the redistribution of CD4 + and CD8 +
lymphocytes from peripheral blood to tissues as has
_been described in patients with scleroderma!®, Both
T cell subpapulations where found to be overexpress-
* ing the CD25 antigen. As this reflects T cell activation,
we gimed to further examine the expression of Tcell
‘cytokines’ mRNA in PSS paticnts and in controls, A -
significant finding was the presence of IFN-y mRNA in
unstimulated T fymphocytes from ‘PSS patients. In
: prcvnous reports examining IFN-y mRNA expression |
in T cells from healthy adulls, transcripts have only .
heen detected following in vitro stimulation 02 Oyr
- finding that controls did not express IFN-y mRNA in

- freshly isolated T LE"S is consistent with: these reports.

Thus, the presence “of IFN-y mRNA in T cells from
PSS patients in the absence of stimulation in vitro
might indicate that these cells have been previously
~ activated in. vive. PSS is associated with'a prominent
T cell infiltration as well as proliferation in their sali-
-vary glands, therefore, activation of T cells could eceur
at this site with cells entering the circulation from
lymph nodes via lymphatics or directly from involved
salivary glands. Interestingly, constitutive expression -
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Arbitrary units
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Figure 3 Scml-quamiﬁcauon of IL-10, IL-13 and TFN-y mRNA in PSS p.mcnts Thc relauonshlp between thc amnum ot‘ IL-IO
1L-13 and IFN.y mRNAs and the 11.-}0, IL-13 and IFN-y: B2-pglobulin mRNA ratio was determined in periphéral blood T cells from.
patients with PSS. The band intensity for the B2-pglobulin mRNA product of reverse transcription-polymerase chain veaction was

-determined from the undiluted RNA sample; that for IL-10 (), 1L.-13 (4), and IFN-y (®) mRNA products was determined from

serial dilutions of RNA samples. The ratio between.the intensity of the IE-10, iL-13 and [FN-y bands for a dilution and 1hc mtensny

of lFN-? frnRNA has also bcen‘documcnte,d in;’rheu.
matoid arthritis, a condition in which T celt activation

" has been postulated 10 contribute to the pathogenesis
of the disease??. Spontancous expression. of IFN.y

mRNA was dctecied in freshly isolated mononuclear

cellsand T cells fmm synovnal fluid and synovial tissue
of patients with RA?, In addition, pnucnls with RA.
- also have increased IFN-y mRNA exprcssmn m un-_

stimulated peripheral blood T cells?®. :
‘The main coatrol on the Tcell. prohi‘crauon sub-

~ sides in the number of productive [L-2/IL-2r interac.
tions which regulation is achieved mainly through the -
control of the a-~chain (CD25) 23 Several factors repu-

late the.transcription of the mRNA coding for this
chain, including IL-2, TNF-a and’ IEN-y. Qur data
suggest that -production- of IFN-y - (endogeneous or

virus-glicited) has an important role” in -controlling -
T cell protiferation of PSS patients, suggesting also.
that the induction of 1L-2r is the mechanism by which -

TFN-y- induces T cell activation. These changes at the

- mRNA level were refiected al the cell surface, both in

cof the pz pglobulm band I‘or lhc undnlu!ed samplc was detcrmmcd Ruulls from ane of lhree ctpenmcms

Cl)4 + nnd CDS + T cell subscls. Spomaneous exprw '

sion of 1L-10 and 1L-13 mRNA was also found in

'_T cells from PSS pnnents. ‘We have previously shown
_increased gene expressmn and. production of 1L-10 in

PSS as wel} as in rhcumalmd arthritis and- systemi¢

_lupus erylhcmmosus “It'is important 1o point out -
“that in these autoimmune diseases T lymphocytes con-
‘tributed very little to IL-10 production, which ongx-

nated mainly from B lymphocytes and ° munocylcs

~Both, 1L-10 and ‘1L-13 are potent activators: of B

!ymphocyles"’ 27 the former being recognized as an -
lmportant cytokmc inB lymphocytc hyperaclmty and

.in the development of nuto:mmumty It remainstobe -
demonstrated if IL-13 is mainly produced by B cells in

autoimmune discases as it has been recently described -
that both, .normal and matignant human B cells: do
express 1L-13 mRNA2®, Independent of their T or B

lineage origin, tL-10 and IL-13 could play a role in the

emergence 0 of B cell lymphomas?®2:3 (which arecom- -
mon ‘in the course of PSS, aumg enthcr m an: -

" autocrine or pnracrmc fashion,
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Our resnlts suggest that activated T cells in PSS may
arise from disruption of homeostatic regulatory mech-

anisms, leading 1o production of T ccll derived cytok-

ines. The consequence of such a regulatory imbalance
may permit the persistence of a putative infectious
agent, or impair antigen specific T cell suppressive
influences within the peripheral blood environment.
Further investigation of the antagonism between
proinflammatory and anti-inflammatory T cell se-
creted cytokines in PSS peripheral blood and in target
organs should provide information relaling to the

pathogenesis and therapeutic potential of specific

T cell induced cytokines in PSS.
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Abstract

Pr:nwry Sjagmns syndrorne (PSS} is an autoimmune mﬂammulury disorder :hamcxemcd by: l)mphcn.ym. mﬁl!mnun of
exocrine glands, B cell hyperactivity and autoantibody preduction. The aim of this study was to determine the presence of IL-10)
and IL-13 in this discase. We studied the 1L-10 and [L-13 gene exprcssmn {n vivo by peripheral blood mononuclear cells and
minor salivary glands from PSS patients; We found a high expression of the 1L-10 gene and its product by their penpheml blood -
mononuclear cells (PBMC) as well as by their salivary glands. Peripheral blood B cells and monocytes were respomnblu for 8%
of totat 1L+10 secretion, IL.-13 gene expression was not observed in PBMNC from either PSS patients or heulthy comrols, und was
confined to PSS salivary glands. Our results suggest that 1L-10 and 11.+13 contribute to the puthogenesm of PS% and mlght explum ‘
the B cell abnormahhcs nnd the dcvclopmtnt of |ymphoma obscrvnd in this au!mmmune dlscase

XL’ywordl’ Primary degren ) syndrome. lmerkukln 10 lnlcrleukm 13; Sallvary ;dand

1. Introduction

l’nmaly Sjogren 5 syndromc (PSS). a chronu. inflam-
matory disorder, is characterized ' by diminished

lacrimal and salivary gland sccretion; resulting in kera -

toconjunctivitis sicca and xerostomia, The glandular-
insufliciency ‘ulso affects other. exocrine glands and ‘is.

assoclatcd with a vanely of auloummune phcnomcn.n '

[1-3]..
Patients wnh PSS. e‘hnbn two mam types of im-
munoregulatory dcfecls The first of these is an abnor-

~mally active cellular immune system. This is evident by -
~the intense inflammatory. mononuclear cell “infiltrate
‘seen” in the salivary glands of these patients. These

' lnﬁltrales are madc up predomin.ml!y of d(.ll\-'uled T

"% Comespondin_author. Fax: +52°5 5702096 Fomail futco-

m@maﬂcr mam cunacyt mx i

0165 -2478/96/$12.00 D 19‘)6 Elscmr Sclence B.Y. All rlgh!s uscrvml
SSDI 0165 2418(95)0’490 X .

cclls. however, B lymphocytes can- be dctcctcd as well ‘:‘

{1,4-6}.- Interestingly, the mononuclear cell infilteute is .
virtually devoid -of macrophagcs (7). The:second im-

munoregulatory ‘defect 'scen in patients with PSS is -
oligoclonal B celt activation. This results in hypcrgum-

- maglobulinemia, ¢levated lévels: of immune complexes, -
“and_ the production of nmoanubodlcs 8 Moreover,.'
_ 'appmxlmutely 10% of patients witli PSS devclop nou: -

. Hodgkin's B cell lymphoma [9-11], '

The presence of these abnormalities (B cel! mﬁl!rutc

_in salivary glands, hypergammaglobulinemia, and de-
, _velupmu.nl of B ccll Iymphoma) suggest thal cytokines:

play an important role in the palhogt.nesn of PSS,

Among the cytokines purlicularly involved in the’ am-.
‘plificution’ of the B-cell activity ure-interleukin (1L)-10 -

and 11-13, whicti are able to stimulate the pruhfcrutlon _
and differcntiation of B lymphocytes llZ—IS] _
© This ‘study. was undertaken” todetermine - whclher :

10 and. IL-13 ure overprodu(.ed in vivo by patiesis
~ with PSS in both pcnphcml bluod mommuclt..lr ccllq C
- and sahvary glands ' :
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2. Materials and methods
2.1, Patients
Twenty patients (19 females and one male} with PSS

and with no cvidence of infection were studied. All
patients fulfilled the criteria for the diagnosis of PSS

{16]. Fifteen healthy voluntecrs were studied as con-

trols,

Salivary gland biopsies - from seven of the 4bovc
patients with PSS, and from three coatrols, were ob-
tained, snap frozen it liquid nitrogen, and stored at

— 70°C. The three biopsies we studied as controls were

recruited from maxillofacial surgery patients with no
kitown autcimmune disease based on clinical and histo-
logical criteria, All patients und controls were informed
about the objectives and methods ol‘ the study and gave
their consent. .

2.2, Purification and cultures of PBMC
PBMC were isolated on Hystopaque (Sigma Chemi-

cal Co., St. Louis, MO) by gradient centrifugation;
After two washings cells were enumerated and pellets of

10 million cells were immediately frozen at —70°C. In -
some experiments, ccll subpopulatmns were purified as

follows: PBMC were cultured for 3 h on plastic petri

dishes. Adherent cells were recovered using a rubber

_policeman after | h at 4°C in PBS containing EDTA.

This population contained more than 80% CDI4+ -
cells as determined by flow cytometry analysis. Tand B.

cells were isofated from the non-adherent cell popula-
tion: the non-adherent cells were rosetted “with 2-

- aminoethylisothiouronium - bromide {AET) (Sigma)- -
© treated sheep red blood cells (SRBC). AET-SRBC

rasetting cells (T u:]ls} were more than 95% CD3 +
-cells. B cell preparations contained more - than' . 90%

CD19 4 cells, Oue- million: unfractionuted PBMC or

el subpopuluuons were cultured in 1 ml of 10% gam-
maglobulin-free fetal calf serum (Gibeo-BRL, Gaithers-
-burg, MI) containing RPMI 1640 media for 24 h. The
concentration of {L-10 and lL-lJ was thcn measurcd in
.the supcmatam by ELISA -

2.3, Detection nf IL 10 and !L 13 b} cuupled recerse
trmlsmpmse-pul"memse dnam rcau!on (RT—PCRJ

“Total. c.ellu|ar RNA was extmclcd l‘rnm frozen cclis

and salivary glands using the ‘Trizol technique. accord-"
- ing 1o the manufacturer’s . recommendation (Cnbco-'

- - BRL). Purified RNA was treated ‘with 10 units of

- RNAse-frec DNAse | (Gibco- BRL) at-37°C for 30 min, -

then with phenol, chloroform/isoamylic alcohol .and -

finally precupuntcd with ethanol, ¢cDNA ‘synthesis was’

“performed using 1 g of RNA. that was incubated- with
50 U of Muloney Ieukcmm vmxs rcversc lmnscnp(asc

(Gibco-BRL) in the presence of 2,5 M oligo {d(T),5.4)
(Gibco-BRL), and 0.5 mM of each of the {our de-
oxynucleotide triphosphates. The resulting ¢DNA
was divided into three aliquots, For PCR- amplification
of the cDNA products, 3 M of the sense and anti-
sense primers {(f-actin: 5“GGGTCAGAAGGATTCC-
TATG-Y, and 5-GGTCTCAAACATGATCTGGG-Y;
IL10: 5“AAATTTGGTTCTAGGCCGGG-Y, and 5-
GAGTACAGGGGCATGATATC-3; 1L13: 5-GAGT-
GTGTTTGTCACCGTTG-Y, and 5-TACTCGTTGG-
CTGAGAGCTG-3), and 2 units of Taq polymerase -
(Perkin-Elmer  Corporation, Branchburg, NI} were
added to the reaction mixture to cach of the cDNA
aliguots. Amplification was at 94°C for 5 min, 53°C for
I min, and 72°C for 1.5 min for | cycle; at 94°C for |
min, 53°C for | min, and 72°C for 1.5 min for 33

~cycles; and for onc final cycle at 94°C for 1 min, 53°C

for | min and 72°C for 7 min. The PCR products were
clectrophoresed in 0.9% apurose gels containing 0,25 .
#g/ml ethidium bromide. All samples were screened in-
parallel for B-actin. Negative controls included samples
in_which the addition of RT was omitted during the
processing, and samples without cDNA during .the -

“PCR reaction, Gels were phowgmphcd using a Polar- ‘
oid land film (Typc 665). Polaroid: negatives were used

for densitometric analysis. “The intensity of the bands

‘was estimated and all vatues were normalized to the

B-actin-positive control included in cach PCR determi-
nation to a value of 1. In some samples. .':oulhcm blot
anulysis verified that the amplified prodiicts were recog-
nized by internal IL-10 and 1L-13 oligonucleotides (5"
CATCGATTTCTTCCCTGTGA-Y nnd 5“TGGGGA-

" AGACTGTG(:C I-¥, respecuvely)

2.4. ELISA a.vxay for {L-IO and -(L-IJ ¥

“IL-10 levels were measured by 1mmun'oreact|'\f1£5} o

double sandwich ELISA format using a “commercially

~ available kit (lnnotest &snm,on, France). The sensitiv- -
. ity of this ELISA is 3 pg/mi, and it does not Fecognize .
- the BCRF1 gene product. 1L-13 levels were also deter-

‘mined by ELISA. Anti-IL-13 monoclonal antibody - -
'(Mab) B-B13 was used as thq- coating antibady. and
anti-1L-13 Mab B-P6.as the tracer antibody. The sensi~ =~

tivity of this ELISA is 6 pg/ml. Each well was coated
overnight with 100 ;1 of Mab B-B13 (7.5 ug/ml 4: PBS)
at 4°C, The plate was washed four times wih PBS, .

.rmcubalcd with 250 pljwell ‘of blocking buffer (20%

sucrose in 0.1 M Tris, pH 7.7) for 2'h at 20°C, and then

- the buffer was gsplrmcd and discarded. To each well

was added 100" ut of stundards and samples-diluted in-

- sample buffer (PBS, 1% bovine serum albumin (BSA),

0.1% thlmcrosal) and 50 ulfwell of blolmylatcd B-Fo
(500 ng/mi in PBS, 1% BSA, 3% normal mouse serim,’
0.1% thimerosal). The plates were incubated for 2 h at

"37“( The wells were washed 4 umcs bctwucn edch
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subsequent step, One hundred microliters of strep-
tavidin peroxidase (1 gpg/ml in sample bufler; Sigma)
wis added to each well and incubated for 45 min at
20°C. After the last wash, 100 a4l of 0.4 mg/ml o-
phenylenediamine  dihydroxychloride (Sigma)  was
added to cach well, and the plates were incubated for
30 min at 20°C. The enzyme reaction was stopped by
adding 100 gltwell of 1 N H,50,. Optical densities were
measured at 492 nm.

3. Results.

3.1 Expression of the 1L-10 and IL-13 genes by
PBMC from putients with PSS

PBMC [rom |2 PSS patients were tested by RT-PCR
for the presence of IL-10 and IL-13 mRNA. All of
them scored positive for 1L-10. The specificity of the
signal oblained for §L-10 was confirmed by hybridizing
the amplified product with an interna! probe {data not
shown). OF the 12 control sumples none scored positive
for 11.-10, On the other hand, an extremely faint band
corresponding lo the 253-bp of IL-13 message was
detecied in ten patients and eight controls. In all con:
trols and PSS samples, the amplifled product for /f-
uctin was detected (data not shown).

3.2 In vitro pmduuum of IL- IO and 11.-13 by PBML '

of PSS patients

We showed that the increased 1L-10 gene expression
was associated with a parallel production of IL-10.
PBMC [rom 20 PSS patients were cultured for 24 h.
The concentration of IL-10 was then measured in the

culture supernatant using an ELISA assay. Resulls -

from PSS patients were compared with those from 15
normal suhjccu. IL-10 concentration was on average 52
times higher in samples from PSS patients than from
controls (Fig. 1A). As we found almost undetectable
levels of 1L-13 gene expression in PSS patients and in
normpl subjects, we searched for IL-13 production in
24-h supernatants by ELISA. Only three patients had
concentrations of 1L-13 above the threshold limit of the
assay (62, 52 and- 37 pg}ml rcspect:vely)

3.3. Production of IL-1 O by manonuclcur cell
subpopulaliona ‘ .

“To determine which cell subpopulation was responsi-
ble for the increased production of 1L-10 in PSS, we

studied TL-10 production by diferent subpopulations. -
- Cell subpopulations from 14 PSS patients were isolated,
and their spontaneous in vitro IL-10 production was -

assessed. The -contribution of ‘T lymphocytes to the
totul production of 1110 was only 11%. Both 'mono-

 monacytes

cytes and B cells were responsible for most of the
production of 1L-10 production in PSS (Fig, 1B).

3.4, Expression of the IL- 10 and 1L-13 genes by
salivary glandy from PSS pavients

Spontancous expression of the [L-10 and [L-13 genes
were evaluated by RT-PCR studies on freshly isolated
RNA from salivary gland homogenates. This analysis
was performed in parallel on salivary gland  ho-
mogenates from normal biopsies. Following amplifica-
tion & strong band for 11.-10 was detected in all seven
samples rom PSS patients, and IL-13 was detecied in
five of themy. A faint band for 1L-10 was detected in one
control, and no bund was detected for IL-13 in the
control specimens {(Table ). A represenlative experi-
ment is shown in Fig. 2.

4. Dlscms!on

This study shows th.u the 1L.10, but not the 1L-13
gene is expressed in vivo and produced at higher levels
in PBMC from putients with PSS. than from conirols,
These results were obtained by studying a Iargc popula-
tion of PSS patients und evidenced by assaying mRNA
from uncultured PBMC by RT-PCR, and by screening
PBMC supernatants — after short in vitro. incubation
wnhout deliberate stimul.umn - by ELISA. To dt.tcr-

A

PSS

Cnntr_ol§

o0 2 37 48 8
IL-10 (ng/mi)

T'clﬂi“

B colls

S0 es t.. 185 2 25 3
BRI lL«mqng/mu '

Flg L L0 produuion hy PBM( from 20 PSS palients und L '

~ conirals (A) and by mononucleir cell auhu.ls in {5 PSS p.mmls (8.
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Table |
Semicuantiation of 1L-10 and 1013 gene eapression in salivary
gland biopsy specimens in patients and controls

JL-10 iL-13

Patient | 6,27 .28

Magient 2 0.77 0.10
Patient 3 0.30 0.30
Pitient 4 1.00 1.08
Patient § 1.06 0.0
Patient & L13 159
Paticm1 7 0.30 0.00
Conirol 1 0.7 0.00
Control 2 Q00 0.0
Control 3 0.00 .00

“For each sampfe the ratio of 1the band intensity between f-actin and
cytokines was calculated as described in Methods.

mine which cell subpopulation was responsible for the
increased preduction of IL-10 in PSS, we studied IL-10
production by differeat subpopulations. Peripheral
blood cell subpopulations from 14 PSS patients were
isolated, and their spontancous in vitro IL-10 produc.
tion was assessed. In every case the T cell fraction
produced a detectable amount of IL-10, However the

level ‘of production -accounted for only 11% of that -
- produced by unfractionated PBMC. Both B cells and
‘monocytes produce large amounts of IL-10 in al} cases..

Previously, sustained production of IL-10 has been
~observed in PBMC from patients with PSS in which the
contribution of T lymphocyte production of IL-10 was
much lower than that of B lymphocytes and monocytes,
which were- responsible for most of it [17). ‘In this
regard, the lmmunologlcal imbalance observed in PSS

patients, i.c.; B cell hyperactivity, could be pnv:legcd in

such a way that B cells can be driven to differentiate by

IL-10, with the resulting hypergammaglobulinemla and’
autoantibody production, Our results extend these ob.
servations and further support the important role that -

IL-10 might have in the polyclonal B cell hyperacuvny
assocmled with PSS‘ ’

: 0!5
492
e

‘268
123

.Fig. 2. (‘ylukine mRNA amplmcauon in salwary gland hmpstes from -

PSS patients, Reverse transeription. -polymerase chain reaction was

- wsed 10 amplify mRNA coding for IL.10, 1L-13 and for f-actin from -

" lnhia) salivary gland blopsics obtained from seven patients with PSS
and from three controls. Representalive results from ethidium bro-

mide staining [rem one pulienl with PSS and one nornal control are '
shown. Lanes §-3 f-aclin, [1.-10 and 1L-13, respectively, from a
patient - whh PSS. Lanes 4-~7: -F-actin, IL-10, 1L-13 and ncgmive.

control, respectively, from a normal subject,

We also analyzed 1L-10 and 1L-13 pene expression in
seven silivary gland homogenates from PSS patients
and in three histologically normad salivary glands. Al
PSS salivary glands tested were positive for 1L-10 gene
expression, contrasting with the low or undetectable
gene expression in the control specimens. Five PSS
biopsies scored positive for 1L-13 but no messige was
found in the control samples. A previous study. using
quantitative PCR has shrown that CD4 4+ T cells eluted
from PSS salivary glands express cytokine mRNAs for
11.-2, [IFN-y and IL-10.but not for 1i.-4 and 1L.5 [18).
In contrast, Boumba et al. using in situ hybridization
and immunohistochemistry found 1L-)f, TNF-z, JL-2,

‘1L-6 but not IL-10 mRNA in the mononuciear cells

involved in the labial salivary glands of patients with
PSS [19). Furthermore, IL-4 mRNA was detected in
CD45RA T cells in patients with a mild and early
histopathological lesion. These appuarently: conflicting
results could be explained by the different methedologi-
cal appronches. Both' reports however, found -that sali-
vary gland cpithelial cells produce pro-inflammatory
cytokines (IL-1x, IL-6, TNF.-a) suggesting that epithe-

lial cells may also play a role in the pathogenesis of the - -

lesion in PSS. In regard to IL-10 gene expression, our
results support the former report, however, it -must be
staled that our study. was carried out with total RNA
extracted from salivary gland biopsies and that we did

‘not attempt 1o determing which ccll was expressing the

specific mMRNA for the two cytokines tested,
Although initially reported sy a cytokine prnducad

by Th2 lymphocytes [20], 1L.-10 has subscquently been
- shown to. also be produced by Th! cells, B cells and

macrophages in. humans. [21 +23]. ‘Similarly, 1L-13 was

~ originally described . as a- cytokine produced’ by Th2 -
_lymphocytes {24} and recently it has-been shown that

" the 1L.-13 gene can be expressed. by stimulated normal .

. periphera blood B cells [25]. The salivary gland is a site
of lmcncy for a number of viruses including the her- -
- pesviruses, parucularly EBYV |26, 27] It has been re- -

ported that 1L-10 can promote the in vitro proliferation
of EBV transformed B lymphocytes [28} and that the

IL-13 gene can be expresscd by malignant as well as by

EBV transformed B cells [25), There have been case

: reports of PSS developing after EBV ‘infection [29] and

a study: found an increased. tendency for’ the sponta-

neous outgrowth of B Iymphoblustord cell lines from - -
PBMC from patients with PSS, suggesting defective T~

cell mediated control of EBV infected cells [30). IL-10-
and IL-13 produced either by T cells and/or by B cells
in salivary glands of PSS patients, could be acung on
normal or infected B lymphocytes in 4 paracrine or an

“autocrine fushion inducing them to proliferate, produce

:mmunoglobulms. ‘and_particularly undcrgo increased
risk of lymphomagenesis., The precise role of both

: _cylokmcs on the abnormal behaviour of B Iymphocytes
. in PSS, cither towards hyperactivity or to malrgnam.y. o
remarns to be dctermmed
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To our knowledge, this is the first demonstration of
. 1L-13 expression in vivo in patients with PSS, Compari-
son of the production of 1L-10 and 1L-13 in PBMC and
salivary glands from patients with PSS highlights the
singularities of the immune reaction devcloped systemi-
cally and at the site of tissue damage, Regarding the
latter, it is evident that not a single cytokine but a
network of cytokines (produced by both, the salivary
gland and the mononuclear cell infiltrate) controls the
inflammatory state seen in PSS, Further studies are

thus required to determine the source and contribution
of these cytokines to the pathogenesis of PSS including:

the development of non-Hodgkin’s lymphoma.
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