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I. RESUMEN

Las células infectadas por el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) expresan en su
membrana a las proteinas virales gp120/gp41 (Env), lo que les permite interaccionar y fusionarse con
células CD4+ generando células multinucleadas o policariones. Se ha reportado de manera frecuente,
la presencia de células multinucleadas en el tejido linfoide y en el sistema nervioso central de pacientes
infectados por el virus. Sin embargo, aun no se ha definido la composicién celular y el papel que
desempefian las células multinucleadas en la patogénesis del SIDA. En el presente trabajo, se reporta
evidencia de la fusién heterotipica linfocito-monocito in vitro, en cocultivos entre células T Jurkat que
expresan a las proteinas Env del VIH y monocitos CD4+ de la linea celular THP-1. A través de un
método caracterizado previamente, basado en la tincion de las células Env+ y CD4+ con colorantes
fluorescentes en verde y rojo, respectivamente, se encontré que los cocultivos entre ambos tipos de
células generan hasta un 20% de células doble fluorescentes después de 48 horas de incubacion. Esta
poblacion doble fluorescente es producto de la fusion linfocito-monocito y no de la fagocitosis de células
T por parte de los monocitos, ya que no se genera cuando el cocultivo se lleva a cabo con células T
que expresan una mutante no fusogénica de las proteinas Env. Ademas, la formacion de
heterocariones es inhibida por un anticuerpo monoclonal dirigido contra el receptor CD4 y por el péptido
sintético T-20 que inhibe la fusién dependiente de Env, indicando que la fusion es mediada por la
molécula CD4 y por las proteinas virales gp120/gp41. El 50% de los heterocariones mantuvo su
viabilidad después de 4 dias de cocultivo, mientras que la poblacién restante incorporé los reactivos 7-
amino-actinomicina D y Anexina V, indicando su muerte por apoptosis.

Por otro lado, se estudi6 la expresion de moléculas caracteristicas de ambos linajes celulares,
tales como CD3 y CD28 como marcadores linfoides, asi como CD4, CD32 y CD68 como marcadores
expresados por los monocitos. Los resultados mostraron que el receptor CD4 es apenas detectado en
la membrana de los heterocariones y que la expresion de los marcadores linfoides CD3 y CD28 se
reduce de manera importante. En cambio, la expresién de los marcadores mieloides CD32 y CD68 se
mantiene constante. Asimismo, se observd que el tratamiento con PMA y ionomicina es capaz de
inducir la expresién de CD25 en un 87% de células T Env+ no fusionadas, mientras que unicamente el
22% de los heterocariones conserva la capacidad para responder frente a este estimulo de activacion,
a pesar de que se encuentran principalmente formados por células T. Estos resultados sugieren que la
fusion linfocito-monocito podria ocurrir in vivo durante la infeccion por el VIH. Sin embargo, la
identificacién de las células multinucleadas como heterocariones podria verse limitada debido a la
expresion predominante del fenotipo mieloide, evitando de esta manera, conocer la importancia y

contribucion de la fusién heterotipica en el dafio a la funcionalidad de las células T CD4-.



II. INTRODUCCION

2.1. Generalidades

El sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA) fue descrito por primera vez en 1981 en las
ciudades de Nueva York y Los Angeles, al presentarse un elevado niimero de casos de sarcoma de
Kaposi y de neumonias ocasionadas por Pneumocystis carinii en individuos jovenes sin antecedentes
previos de enfermedades asociadas con inmunosupresion (Quagliarello, 1982; Jaffe et al., 1983). Las
lesiones cutaneas por sarcoma de Kaposi eran generalizadas y mas agresivas que las lesiones tipicas
detectadas en pacientes de la tercera edad, reduciendo el tiempo de sobrevivencia a menos de 20
meses. Ademas, se observaban casos frecuentes de resistencia al tratamiento contra Pneumocystis
carinii con los farmacos de primera linea, asi como coinfecciones con microorganismos oportunistas
(Quagliarello, 1982; Jaffe et al., 1983). En todos los casos, el perfil inmunoldgico de los pacientes
mostraba una deficiencia importante en la capacidad proliferativa de las células linfoides en respuesta a
mitdgenos, una reduccion de hasta el 80% en la cuenta de células T cooperadoras CD4+, asi como un
estado de anergia en las células T de memoria (Hersh et al, 1984). Este dafo en el sistema
inmunoldgico explicaba la susceptibilidad a los patdgenos oportunistas y a las neoplasias que
provocaban una tasa de mortandad de alrededor del 40% en los casos detectados durante los dos
primeros afios de la epidemia (Quagliarello, 1982). En 1983, un grupo multidisciplinario de
investigadores del Instituto Pasteur identificd al agente causal del sindrome como un retrovirus con
tropismo por linfocitos T, al que mas tarde se le denomind virus de la inmunodeficiencia humana (VIH)
(Barre-Sinoussi et al., 1983).

A treinta afios de los primeros casos del SIDA, la epidemia por el VIH continda siendo uno de
los principales problemas de salud publica, dado el incremento continuo en el numero total de personas
que viven infectadas con el virus a nivel mundial. Los ultimos datos epidemioldgicos reportados por el
Programa Conjunto sobre VIH/SIDA de las Naciones Unidas y la Organizacion Mundial de la Salud
(UNAIDS epidemic update, 2009), indican que actualmente existen 33.4 millones de personas
infectadas por el VIH alrededor del mundo, lo que representa un incremento del 14% con respecto al
afo 2001. El reciente acceso al tratamiento antirretroviral en algunas comunidades de alta incidencia,
ha logrado avances en la prevencion de nuevas infecciones y en la reduccion del numero de muertes
anuales relacionadas con SIDA. Sin embargo, en la region del Africa sub-Sahariana, que contribuye
con el 67% de los casos totales de infeccion por el VIH (22.4 millones), unicamente tres millones de
personas tienen acceso a los farmacos antiretrovirales. De esta manera, aunque la terapia

farmacolégica ha favorecido la reduccién en el numero de nuevos casos, asi como prolongado y
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mejorado la calidad de vida de los pacientes, su limitado acceso a comunidades de bajo ingreso
economico y su ineficacia para eliminar definitivamente al virus, hacen imprescindible encontrar nuevas
estrategias para solucionar el problema de infeccion por el VIH.

Una parte importante de la investigacion sobre el VIH/SIDA se encuentra enfocada en el
estudio de las proteinas virales y sus receptores celulares como mediadores de la interaccién virus-
hospedero, con el propdsito de entender los mecanismos de patogénesis y los posibles blancos de
intervencion terapéutica (Stevenson, 2003). A partir de estos estudios, se sabe que las glicoproteinas
de la envoltura viral gp120/gp41 o Env, ademas de permitir el ingreso del virus al citoplasma mediante
la fusion de las membranas viral y celular, tienen un papel relevante en los efectos citopaticos
observados in vitro en cultivos de células T CD4+, particularmente por la formacion de células
multinucleadas o policariones (fig. 1) (Lifson et al., 1986a y b; Sodroski et al., 1986; Sylwester et al.,
1997). Asimismo, se ha encontrado que la actividad fusogénica de estas glicoproteinas, correlaciona de
manera directa con la pérdida acelerada de células T CD4+ in vivo y la progresion hacia el SIDA
(Karlsson et al., 1994; Koot et al., 1993). Estudios histoldgicos han revelado que el tejido linfoide de los
individuos infectados esta particularmente afectado en cuanto a su estructura y a la presencia irregular
de células multinucleadas. El dafio en la estructura de los ganglios linfaticos es caracteristica de los
estados avanzados de infeccion y se ha vinculado recientemente con la pérdida progresiva de los
linfocitos T CD4+ y a mecanismos anormales de deposicion de colagena y fibrosis (Stevenson 2003;
Estes et al., 2008). En cuanto al papel y la composicion de las células multinucleadas detectadas in
vivo, son pocos los estudios orientados para evaluar estos aspectos sin embargo, por los hallazgos
mencionados, se ha sugerido que la fusion celular podria contribuir como uno de los mecanismos dafio
celular durante la infeccion por el VIH.

En las siguientes secciones se describen algunos aspectos relacionados con la estructura y
funcion del VIH, enfocados hacia el entendimiento del proceso de fusién de membranas inducida por

las proteinas de la envoltura viral y sus posibles implicaciones como mecanismo de dafio celular.

2.2, Estructura del VIH

El virus de la inmunodeficiencia humana se encuentra clasificado dentro la subfamilia
Lentivirinae de la familia Retroviridae. (Haase, 1986). Los lentivirus son caracterizados por establecer

periodos prolongados de infeccion antes de que los hospederos manifiesten sintomas clinicos. En el



caso del VIH, se ha encontrado que los individuos afectados pueden tardar un promedio de 10 afios
antes de mostrar sintomas clinicos del SIDA (Barker et al., 1998).
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Figura 1. Tipos de células producidas por fusién. La fusion celular origina células denominadas de manera general
como policariones o células multinucleadas. De acuerdo al linaje celular o al contenido de cromosomas se pueden
clasificar en: a) Sincicios, cuando se fusionan células del mismo linaje, b) heterocariones, cuando se fusionan células
de diferentes linajes, c) sincariones, cuando la fusion entre células del mismo o de diferente linaje produce una célula
con un solo nucleo. Los sincariones se pueden generar por la eliminacién de un nicleo completo, o bien, por la
fusién entre los nucleos y la subsiguiente eliminacién de cromosomas. Figura tomada de Ogle et al., 2005.

El genoma del VIH consta de dos cadenas idénticas de RNA de cadena sencilla con polaridad
positiva y se encuentra como un complejo de ribonucleoproteinas dentro de la capside, aunado a las
enzimas proteasa, integrasa y transcriptasa inversa (fig. 2). La proteina viral p17 se ensambla en una
estructura denominada matriz que rodea a la capside y mediante un dominio miristilado se inserta en la

parte interna de la bicapa lipidica que recubre finalmente al virus. La membrana viral presenta el
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trimero de glicoproteinas gp120/gp41 en forma de espiculas, que participa durante el proceso de

reconocimiento e infeccion de la célula hospedera (Haseltine, 1991; Wang et al., 2000).
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Figura 2. Estructura del virus de la inmunodeficiencia humana. Se ha reportado que en la envoltura viral ademds de
localizarse a las proteinas gp120/gp41, se han encontrado proteinas provenientes de la célula hospedera, tales
como ICAM-1y HLA Ly Il.

2.3. Ciclo de replicacion

El ciclo de replicacion del VIH puede ser visto como una secuencia de pasos regulados por la
interaccion entre proteinas virales y celulares. Inicialmente, la proteina viral gp120 reconoce al receptor
primario CD4 y a un correceptor que puede ser CXCR4 o CCR5 en la membrana de la célula
hospedera (Haseltine, 1991). Esta interaccion promueve cambios conformacionales tanto en gp120
como en gp41 favoreciendo el acercamiento, contacto y fusion de las membranas viral y celular,
permitiendo el acceso del virus a la célula (Fig. 3). En el ambiente citoplasmico, la estructura de la
capside es conservada durante la transcripcién inversa del RNA que genera el DNA viral de doble
cadena (Arhel et al., 2007). A lo largo de este proceso, la capside es transportada por la actina y la red
de microtubulos hacia la vecindad de la membrana nuclear en donde ocurre la disociacién de las
proteinas p24, liberando al complejo de preintegracion cuya composicion, aunque aun no bien definida,
consta principalmente del DNA viral, las proteinas p6, p17, Vpry las tres enzimas virales (Suzuki 2007).

Las secuencias de localizacion nuclear presentes en las proteinas p17 e integrasa, favorecen el uso de
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la maquinaria celular para el transporte del complejo hacia el interior del nucleo (Bukrinskaya, 2007),
permitiendo la interaccion del DNA del VIH con el genoma de la célula hospedera y su integracion
predominante en regiones no codificantes de genes trancripcionalmente activos (Han et al., 2004;
Schréder et al., 2002). Posteriormente, los mRNA virales son traducidos para generar proteinas que
son ensambladas en nuevos virus a nivel de la membrana plasmatica, particularmente en regiones
ricas en colesterol (balsas lipidicas) (Nguyen and Hildreth, 2000). Finalmente, los virus son liberados
mediante un proceso similar al de exocitosis en el que la proteina viral p6 interacciona con proteinas
del tréfico vesicular como ESCRT y AP-1 (Bukrinskaya, 2007), dando lugar a virus recubiertos por un

fragmento de la membrana de la célula hospedera.
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Figura 3. Ciclo de replicacion del VIH. Ver texto.

2.4. Proteinas de la envoltura viral gp120/gp41

Las proteinas de la envoltura viral gp120/gp41 tienen un papel esencial durante la etapa inicial
del proceso de infeccion y son codificadas por el gen env como una proteina precursora de 88 kDa.
Dentro del reticulo endoplasmico, el precursor es sujeto a N-glicosilacién en los residuos de asparagina
contenidos en los motivos Asn-X-Ser y Asn-X-Thr (Scanlan et al, 2007), adquiriendo una masa
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aparente de 160 kDa (gp160). Estudios bioquimicos han demostrado que dentro del reticulo
endoplasmico, la gp160 adquiere la conformacion que la hace competente para interaccionar con el
receptor CD4 y mas tarde se oligomeriza principalmente en trimeros (Earl et al., 1991; Center et al.,
2002). En su forma trimérica, la glicoproteina es trasportada hacia el aparato de Golgi (Earl et al, 1991),
donde enzimas de la familia de las convertasas catalizan su escision en las subunidades gp120 y gp4i,
que se mantienen asociadas por interacciones de tipo no covalentes (Kido et al., 1993). Finalmente, el
complejo es transportado hacia la membrana plasmatica donde la gp41 se encuentra como una
proteina transmembranal, asociada con la subunidad de superficie gp120 (Moulard and Decroly, 2000).
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Figura 4. Estructura de las proteinas de la envoltura del VIH, A) gp120 y B) gp41. Se muestran las regiones de alta
variabilidad de la gp120 y los sitios de unidn a carbohidratos como la manosa (ramificaciones en negro). Asimismo, se
sefialan las principales regiones en la estructura de la gp41 que participan en el proceso de fusién de membranas (ver
texto). Figura tomada de Zolla-Pazner, 2004.

El andlisis estructural de las proteinas de la envoltura indica que gp120 se encuentra

organizada en cinco regiones altamente variables entre cepas virales V1-V5 (fig. 4A), interespaciadas
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con cinco regiones constantes C1-C5 (Leonard et al., 1990; Rizzuto et al., 1998; Zolla-Pazner, 2004).
En tanto, la estructura de gp41 consta de una regidon extracelular o ectodominio, una region
transmembranal y un dominio citopldsmico (fig. 4B). EI extremo N-terminal de la region extracelular de
gp41 cuenta con una secuencia rica en aminoacidos hidrofébicos denominada péptido de fusion, la
cual es seguida por un dominio con motivos de aminodcidos con tendencia a formar hélices alfa del tipo

[P

‘abcdefg”, en donde las posiciones “a” y “d” corresponden a residuos hidrofébicos. Un segundo
dominio helicoidal del mismo tipo se localiza en la regidn C-terminal del ectodominio (Eckert and Kim,

2001).

2.5. Mecanismo de fusion de membranas

El primer evento que activa a las proteinas Env para fusionar las membranas viral y celular,
consiste en la interaccion del trimero de gp120 con su receptor primario, CD4 (fig. 5A). Estudios por
cristalografia de rayos X han mostrado que CD4 se asocia a una cavidad dentro de gp120 donde se
establecen interacciones electrostaticas e hidrofobicas con aminoécidos de varios dominios (Kwong et
al., 1998), induciendo cambios en la conformacion de la proteina viral. El uso de anticuerpos
monoclonales ha permitido determinar que el sitio de unidn al correceptor se localiza en la region V3 de
gp120 y se expone o forma, después de la interaccion con CD4 (Gallo et al., 2003). La union al
correceptor promueve cambios conformacionales adicionales en la estructura trimérica de gp4i,
exponiendo al péptido de fusion que, por su caracter hidrofdbico, se inserta en la membrana de la
célula hospedera formando un puente con la membrana viral. Este intermediario expone a las hélices
N-terminales y a las C-terminales del trimero de gp41 en una conformacién extendida que
posteriormente sufre un colapso hasta formar un paquete de 6 hélices que acerca a las membranas
(Chernomordik and Kozlov, 2008; Melikyan, 2008). Existe evidencia de la formacién de un estado de
‘hemifusion” en donde de manera reversible, interaccionan unicamente las capas externas de las
membranas (Fig. 5B., Melikyan et al., 2005). La expansidn lateral de los lipidos en contacto permite que
las capas internas interaccionen entre si formando un diafragma, que con el avance de la mezcla de los

lipidos, se rompe hasta crear un poro que permite el ingreso de la capside viral a la célula (fi. 5A).

A)

14



Membrana celular

4 Peptido de fusion 720 Paquete de Poro de fusién
cp4afd CXCRd o 6 hélices
Ty CCRs MM Hélice J- P r . N
gp120. N-terminal 1 1 \
= = - =
< Hélice \ 7
“C-terminal o .
gp4t--
Membrana viral
B)
Contacto entre Intermediario de Diafragma de Poro de fusién

capas externas hemifusion hemifusion

Figura 5. A) Mecanismo de fusion de membranas inducido por las proteinas de la envoltura del VIH, gp120/gp41.
Péptidos sintéticos anélogos a las secuencias de las hélices alfa amino- y carboxilo-terminales (como el T-20), son
capaces de unirse a estas regiones e inhibir la el progreso de la fusién. B) Estado intermediario durante el proceso de
fusion de membranas (hemifusion) en el que Unicamente interaccionan las membranas externas de las bicapas lipidicas.
Figuras modificadas de Melikyan, 2008; Chernomordik and Kozlov, 2008.

La fusion de membranas inducida por las proteinas gp120/gp41 es susceptible a la inhibicion
por los anticuerpos anti-gp120, anti-gp41 y/o anti-CD4. Adicionalmente, existen péptidos sintéticos
andlogos a las regiones helicoidales N- y C-terminales de gp41 (T-20 y C34) que son capaces de
bloquear la formacién del paquete de 6 hélices que acerca a las membranas (Jacobs et al., 2008). Por
lo tanto, estos péptidos son capaces de inhibir la infeccion de células en cultivo y como en el caso del
T-20 (Enfuvirtide), pueden ser utilizados durante el tratamiento antirretroviral en pacientes infectados.

2.6. Células susceptibles a la infeccion por el VIH

La susceptibilidad de las células a la infeccién por el VIH depende de la expresién de la
molécula CD4 y de receptores para quimiocinas que participan como correceptores obligados (Broder
and Collman, 1997), principalmente CXCR4 (Feng et al., 1996) y CCR5 (Alkhatib et al., 1996). Los
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aislados virales han sido clasificados de acuerdo al uso del correceptor en virus X4, dependientes de
CXCR4, y virus R5, dependientes de CCR5. Algunas cepas son denominadas X4/R5 por su capacidad
para utilizar ambos correceptores, mientras que otras pueden utilizar a las moléculas CCR3 y CCR2 de
manera alternativa a CCR5 (Doranz, 1996).

Inicialmente se considerd que los linfocitos T CD4+ eran el blanco principal del VIH, dada la
reduccion selectiva de esta poblacion celular en los individuos infectados. Sin embargo, se observo la
capacidad del virus para infectar cultivos de células de origen mieloide, como monocitos/macréfagos y
células dendriticas (Collmann et al., 2003; Roy and Wainberg, 1988) aunque estas ultimas no siempre
son competentes para establecer una infeccion productiva, posiblemente debido a la expresion de
moléculas tipo lectina (ej. la Langerina) que capturan y conllevan a la degradacion del virus dentro de
organelos citoplasmicos (De Witte et al., 2007)

El andlisis de la expresion de los receptores virales ha mostrado que los correceptores se
expresan diferencialmente entre las poblaciones linfoides. Por ejemplo, los linfocitos virgenes
CD4+/CD45RA+, expresan principalmente CXCR4, mientras que los linfocitos de memoria
CD4+/CD45R0+, expresan CCRS5 (Bleul et al., 1997) y son susceptibles a la infeccion por virus X4 o R5,
respectivamente. Por otro lado, los monocitos/macréfagos pueden expresar hasta 6 veces menos
cantidad del receptor CD4 con respecto a las células linfoides (Lee et al., 1999), sin embargo, se
mantienen susceptibles a la infeccion por virus R5 siempre y cuando tengan suficientes niveles de
CCR5, ya que si la expresion del correceptor se reduce, la infectividad se torna altamente dependiente
de CD4 (Platt et al., 1998). Estas observaciones realizadas en cultivos celulares, son congruentes con
hallazgos de la infeccion diferencial de células linfoides y mieloides CD4+ en tejidos de pacientes
infectados por el VIH (Roy and Wainberg, 1988; Margolis et al., 1999; Stevenson and Gendelman,
1994).

Por otra parte, se han detectado variantes del VIH en individuos que se encuentran en etapas
avanzadas de la infeccién, que son capaces de establecer infecciones productivas en células con baja
o nula expresion de CD4 (Repits et al., 2008), incluyendo células B (Malkovsky et al., 1988), microglia
(Antinori et al., 2001), células NK (Chehimi et al., 1991), células epiteliales (Howell et al., 1997), entre
otras. La infeccién productiva de células epiteliales de intestino que no expresan CD4, podria ser
mediada por galactosilceramida, molécula propuesta como receptor primario alternativo para el virus
(Fantini et al., 1993).
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2.7. Fusion célula-célula in vitro

Estudios tempranos realizados en cultivos de células mononucleares de sangre periférica
(Klatzmann et al., 1984) o en lineas de células T (Lifson 1986a), reportaron la formacién de células
multinucleadas o sincicios, como una manifestacion caracteristica de la citopatologia inducida por el
VIH (Lifson et al., 1986a y b). Esta capacidad es dada por la expresion de las proteinas Env en la
membrana de la célula infectada (Lifson et al., 1986a), lo que le permite interaccionar y fusionarse con
células vecinas CD4+/correceptor+, a través de un mecanismo similar al de fusion virus-célula (fig 6). La
incorporacion de células sanas en los sincicios infectados y la muerte de estos ultimos en periodos
cortos de tiempo que van desde las 24 a las 96 horas, ha sugerido que la fusién inducida por las
proteinas Env contribuye con la pérdida caracteristica de los linfocitos CD4+ en los individuos
infectados por el VIH (Lifson et al., 1986a; Sylwester et al., 1997). Sin embargo, el tiempo de vida de
los sincicios in vitro parece ser dependiente del linaje celular y de las condiciones del cultivo, ya que a
diferencia de los linfocitos T, las células multinucleadas formadas a partir de células de origen mieloide
(macrofagos y microglia), pueden permanecer viables y con una produccion viral activa aun después de
2 meses de infeccion (Loannidis et al.,1995; Kornbluth et al., 1989; Gendelman et al., 1988).

Estudios realizados por Castedo y cols., han mostrado que la apoptosis es el mecanismo
principal de muerte de las células multinucleadas formadas en cultivos celulares infectados por el VIH
(Castedo et al., 2003; Perfettini et al., 2005). Se ha detectado que en un 50% de los sincicios ocurre la
fusion entre nucleos como consecuencia de la interrupcion de la mitosis. La inhibicion del progreso del
ciclo celular conlleva a la activacion de cinasas que fosforilan al factor de transcripcion p53, que tiene
como blanco genes que codifican proteinas promotoras de la apoptosis por la ruta mitocondrial, tales
como Bax y Puma (Ferri, et al., 2000a y b; Perfetinni et al., 2005). La viabilidad prolongada de las
células multinucleadas provenientes de la fusién entre macréfagos y microglia, podria deberse a su
baja capacidad de division por mitosis, puesto que son células terminalmente diferenciadas (Hassan et
al., 1994).

La interaccion célula-célula mediada por gp120/gp41 puede no resultar en la fusién de las
células involucradas, sino solo en contactos intercelulares reversibles (Ruggiero et al., 2008) a través
de los cuales también puede llevarse a cabo la transmision del virus, evitando su exposicién al

ambiente extracelular.
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Figura 6. Fusion entre células infectadas por el VIH y células no infectadas que expresan CD4 y el correceptor adecuado
para el virus. Figura modificada de Balzarini, 2007.

2.8. Fusion celular in vivo

Un porcentaje importante de los individuos infectados por el VIH (20-30%) pueden mostrar
complicaciones asociadas a dafos neuroldgicos durante el desarrollo del SIDA, cuyas manifestaciones
clinicas pueden ser desde la falta de concentracion y de memoria, hasta la reducciéon de las
capacidades motoras (Ho DD et al., 1989; Gendelman et al., 1994). Existen evidencias de que el virus
invade el sistema nervioso central desde etapas tempranas de la infeccion, ya que se han detectado
sintomas de meningitis, asi como antigenos virales en el fluido cerebroespinal al momento de la
seroconversion (Kramer-Hammerle et al., 2005). Sin embargo, no se ha establecido si la infeccion
temprana es eliminada o Unicamente controlada por el sistema inmune, con un periodo de reactivacién
en etapas tardias (Gonzalez-Scarano and Martin-Garcia, 2005). La histopatologia asociada al dafio
neuroldgico en los pacientes con el SIDA se caracteriza por la acumulacion de macréfagos
perivasculares y la presencia de células multinucleadas (Ryzhova et al., 2002). Se ha sugerido que la
replicacion del virus y la produccion de proteinas virales con actividad citotéxica como Tat y Nef, asi
como la sintesis de citocinas inflamatorias como el TNF-alfa y la IL-1, son responsables de las
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alteraciones neuroldgicas en los pacientes con el SIDA (Gendelman et al., 1994, Zhao et al., 2001).
Cabe resaltar que las células multinucleadas de cerebro mantienen una replicacion constante del virus
y son activamente productoras de IL-1 (Zhao et al., 2001).

El tejido linfatico es otro sitio de replicacion viral activo aun durante el periodo asintomatico de
la infeccion. (Frankel et al., 1996; Soontorniyomkij et al.,1998). El andlisis histopatoldgico realizado en
muestras de amigdalas y adenoides, ha mostrado alteraciones morfoldgicas dependientes de la etapa
de infeccion que comprenden desde la hiperplasia de los foliculos linfoides hasta su involucion, asi
como la presencia de células multinucleadas (Soontorniyomki et al., 1998; Ward et al., 1987). La tincion
con anticuerpos anti-p24 y la deteccion de acidos nucléicos virales por hibridacion in situ, indican que
las células multinucleadas se encuentran infectadas de manera predominante, en contraste con las
células localizadas en areas de células T (Frankel et al., 1996; Rinfret et al., 1991; Soontoriyomki et
al., 1998). Las células dendriticas reticulares también son altamente reactivas a los anticuerpos anti-
p24, pero existe controversia acerca de si los virus se encuentran Unicamente asociados a su
membrana plasmatica o si establecen una infeccién productiva (Orenstein, 2008).

La infeccion por el virus de la inmunodeficiencia en simios (SIV por sus siglas en inglés) es un
modelo que ha permitido avances importantes en la comprension de la patogénesis del SIDA. Los
hallazgos patoldgicos en este modelo coinciden de manera importante con la histologia de pacientes
humanos infectados por el VIH, principalmente en cuanto a la hiperplasia o involucion de los foliculos
linfoides y la presencia de células multinucleadas en el SNC y ganglios linfaticos (Kaaya et al., 1993;
Putkonen et al., 1992).

2.9. Fusion celular mediada por las proteinas Env y su relacion con el desarrolio del
SIDA

La fusién celular es un proceso de suma importancia que permite que se lleven a cabo
procesos bioldgicos durante el desarrollo, tales como la fecundacion, la formacién de la placenta, del
musculo esquelético, asi como el establecimiento de respuestas inmunes de tipo crénico frente a
microorganismos e implantes ortopédicos (Ogle et al., 2005). A diferencia de este tipo de fusion celular
inducida durante los procesos bioldgicos normales, la fusién celular mediada por proteinas virales
durante la infeccién por virus envueltos, se ha asociado con el dafio a las células involucradas.

En la década de los ‘90s, Koot y cols., establecieron un ensayo para evaluar la capacidad

fusogénica del VIH proveniente de sangre periférica de los individuos infectados, basado en el cocultivo

19



de células mononucleares de sangre periférica con células de la linea linfoide MT-2 (Koot et al., 1992).
La aparicion de células multinucleadas en los cocultivos debido a la presencia de virus con la
capacidad para fusionar células, se asocio con la disminucion acelerada de las células CD4+ y la
progresion a SIDA en el 70% de los individuos en un lapso de 30 meses (Koot et al., 1993). En otro
estudio, se reportaron sintomas del SIDA en un periodo de 9 a 15 meses después del primer aislado
viral inductor de sincicios (Tersmette et al., 1988). Los virus fusogénicos detectados por este ensayo se
caracterizan por ser dependientes de CXCR4, ya que las células MT-2 no expresan CCR5. De esta
manera, se ha determinado que aproximadamente en el 50% de los pacientes ocurre un cambio en el
uso del correceptor por parte de los virus: en etapas tempranas de la infeccion los virus predominantes
son del tipo R5, mientras que en etapas tardias predominan los virus X4 o R5/X4 (Blaak et al., 2000;
Karlsson et al., 1994; Koot et al., 1992). No obstante, la persistencia de virus del tipo R5 en el 50%
restante de la poblacion infectada, es suficiente para inducir el desarrollo de la inmunodeficiencia
(Etemad et al., 2009; Repits et al., 2008; Todd et al., 1995). Recientemente, se han realizados estudios
para determinar los mecanismos patogénicos asociados con los virus R5 de los individuos que no
presentan virus X4 y que progresan hacia el SIDA. En éstos, se ha mostrado que los virus R5 tardios
difieren de sus homdlogos tempranos en cuanto a mayor capacidad para infectar células con baja o
nula expresion de CD4 (principalmente macrofagos) (Gorry et al., 2002; Thomas et al., 2007), reducida
susceptibilidad a los inhibidores de entrada e incremento en su capacidad de replicacion (Repits et al.,
2008). Adicionalmente, se ha mostrado que las proteinas Env clonadas a partir del genoma de virus R5
de individuos con el SIDA, presentan mayor capacidad para fusionar células in vitro que las proteinas
Env de virus aislados durante la etapa asintomatica (Sterjovski et al., 2007). Estudios de mutagénesis
muestran que la asparagina 362 adyacente al sitio de union de CD4 en la gp120 contribuye con el
aumento en la capacidad fusogénica, posiblemente al incrementar la exposicion del sitio de union a
CD4 y/o estabilizando la interaccion Env-CD4 (Sterjovski et al., 2007).

Por otro lado, en el modelo con primates no humanos para el estudio del SIDA, se ha
encontrado que los virus quiméricos que expresan los genes tat, rev, vpu'y env del VIH en un fondo de
SIV, replican de manera ineficiente y son poco patogénicos en macacos rhesus. Sin embargo, los
pases seriales in vivo de estos virus incrementan su patogenicidad hasta provocar un estado
caracteristico del SIDA en pocas semanas. Las principales modificaciones a nivel molecular
observadas en los virus recuperados a partir de los macacos enfermos, se encuentran en las regiones
variables de la proteina gp120 y ademas contribuyen, al incremento en su capacidad fusogénica
(Cayabyab et al., 1999; Etemad-Moghadam et al., 2000).

En resumen, la aparicién de virus inductores de sincicios tanto X4 como R5 en etapas tardias

de la infeccién, se asocia con la pérdida acelerada de células CD4+ y el desarrollo del SIDA. El
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incremento en la fusogenicidad de los virus tardios podria contribuir en parte con la pérdida de las

células CD4+.

2.10. Caracteristicas de las células multinucleadas

Aunque no se ha determinado con claridad el papel que desempefian las células
multinucleadas presentes en tejido linfoides y del SNC de pacientes VIH+, se ha sugerido que las
células fusionadas podrian participar en la patogénesis del SIDA como sitios de replicacion activa
donde el virus podria ser resguardado del efecto de los factores inmunes humorales (Budka, 1986;
Frankel et al., 1996; Frankel et al., 1997); como células productoras de citocinas inflamatorias y
promotoras de dafios a los tejidos adyacentes (Zhao et al., 2001); como sitios de recombinacion viral si
se fusionan dos o mas células infectadas con diferentes variantes del virus (Steain et al., 2008);
reduciendo el niumero de células CD4+ libres (Sylwester et al., 1997), y contribuyendo a la apoptosis de

las células fusionadas (Perfettini et al., 2008).

Por otro lado, existen algunos trabajos enfocados en el estudio del fenotipo de las células
multinucleadas a fin de conocer el linaje de las células propensas a fusionarse in vivo durante la
infeccion por el VIH. De esta manera, se ha reportado que este tipo de células expresan marcadores de
monocitos/macréfagos (Dargent et al., 2000; Eilbott et al., 1989; Orenstein and Wahl, 1999; Rinfret et
al., 1991), aunque otros estudios reportan la expresion de receptores asociados a células dendriticas
(Bhoopat et al., 2006; Frankel et al., 1996; Frankel et al., 1997). Asimismo, existe un trabajo en el que
se observaron linfocitos multinucleados, de acuerdo con sus caracteristicas morfolégicas, en los que se
detectd a la proteina viral p24 (Orenstein, 2000). Sin embargo, si consideramos que tanto células de
origen mieloide como de origen linfoide expresan los receptores para el VIH, y que ambos tipos son
susceptibles a la infeccion, entonces, ademas de la fusién homotipica, podria ocurrir la fusion entre
células infectadas Env+ y células no infectadas CD4+ de diferentes linajes, generando heterocariones.
Previamente, se ha reportado la fusion heterotipica entre lineas de células T y macrofagos infectados
por el VIH (Crowe et al., 1992), asi como entre células dendriticas y células T provenientes de
explantes de piel, inoculados con el virus (Pope et al., 1994). A pesar de estas observaciones
realizadas in vitro, no se ha reportado la expresion simultanea de marcadores mieloides y linfoides en
las células multinucleadas detectadas in vivo (Frankel et al., 1996), aunque en realidad, esto ha sido
escasamente estudiado. Por lo tanto, se ha considerado que la infeccion in vivo por el VIH, induce

principalmente la fusion entre células de origen mieloide. Sin embargo, aun falta valorar mediante
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ensayos in vitro, si la fusion entre células de diferente linaje genera células multinucleadas que
conservan la expresion de ambos fenotipos celulares o si uno de ellos se expresa de manera
dominante.

De acuerdo con estos antecedentes, en el presente trabajo se busco determinar: a) si las
proteinas Env del VIH tienen la capacidad para fusionar in vitro, linfocitos T Env+ y monocitos CD4+, b)
la viabilidad de las células fusionadas, c) la composicidn celular o estequiometria de los heterocariones
linfocito-monocito, es decir, la relacion linfocito:monocito en las células fusionadas y c) el nivel de

expresion de receptores caracteristicos de ambos linajes celulares en los heterocariones.

2.11. Antecedentes sobre el estudio de la fusion homotipica mediante la técnica de
citometria de flujo.

En nuestro laboratorio, se ha estudiado la fusidn homotipica entre células T Jurkat
transfectadas para expresar a las proteinas de la envoltura del VIH y células T Jurkat CD4+/CXCR4+,
mediante la técnica de citometria de flujo. Las células son tefidas diferencialmente con colorantes
lipofilicos fluorescentes en verde y rojo, respectivamente y cocultivadas durante 5 u 8 horas. Las
células fusionadas son detectadas como particulas con fluorescencia verde y roja (doble fluorescentes),
mientras que las no fusionadas permanecen como eventos con una sola fluorescencia (Figura 7A;
Huerta et al., 2002). Asimismo, la citometria de flujo permite evaluar el tamafio relativo y la complejidad
(granularidad) del citoplasma celular mediante la dispersion frontal (FSC-H) y la dispersion lateral
(SSC-H) del haz de luz que incide sobre la célula analizada por el equipo, respectivamente. De esta
manera, se ha encontrado que las células fusionadas presentan mayor granularidad que las células con
una sola fluorescencia (fig. 7B). Adicionalmente, las células multinucleadas pueden ser discriminadas
de los agregados celulares mediante el fenémeno de transferencia de energia por resonancia de la
fluorescencia (FRET) (Huerta et al., 2006).

Esta metodologia puede ser ampliada en un ensayo con tres o cuatro fluorescencias para
determinar la viabilidad y/o la expresion de marcadores de membrana en las células cocultivadas
(Rivera-Toledo et al., 2010). De tal forma, se ha determinado que durante la fusién homotipica la
proporcién inicial de las células Env+ y CD4+ en cocultivo afecta el porcentaje, tamafio y composicion
celular de los sincicios (Lopez-Balderas et al., 2007). También se ha observado que las células con
mayor expresion del receptor CD4 se fusionan de manera selectiva, aunque esta molécula es

indetectable en la membrana de los sincicios. En cambio, el rango de expresion de las moléculas CD3,
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CD28, ICAM-1 y CXCR4 es mayor en la membrana de las células fusionadas con respecto a las células
individuales no fusionadas. Asimismo, se ha observado que los sincicios son capaces de expresar
CD25 e interleucina 2 (IL-2) en respuesta al estimulo con PMA-ionomicina, indicando que aun
fusionadas, las células conservan su capacidad para responder a estimulos de activacion (Rivera-
Toledo et al., 2010).
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Figura 7. Andlisis por citometria de flujo de la fusién homotipica entre células T Jurkart. A) Los cocultivos entre
células Jurkat Env+ fluorescentes en verde y células Jurkat CD4+ fluorescentes en rojo, generan células doble
fluorescentes que corresponden a las células fusionadas (poblacién celular en color azul). B) Las células fusionadas
se distribuyen en una regién de mayor granularidad que las células con una sola fluorescencia.
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lll. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Durante la infeccidn por el VIH, se ha encontrado que existe una correlacién importante entre la
deteccion en sangre periférica de variantes virales con alta capacidad para fusionar células in vitro y la
pérdida acelerada de células T CD4+ que conlleva a SIDA. Andlisis histoldgicos del tejido linfoide y del
sistema nervioso central de los individuos afectados, han revelado de manera frecuente la presencia de
células multinucleadas. Estas observaciones han sugerido que el proceso de fusién célula-célula podria
contribuir como uno de los mecanismos de dafio durante la infeccién por el VIH.

Algunos trabajos orientados hacia el estudio del fenotipo de las células multinucleadas que se
originan in vivo, han reportado que presentan marcadores de monocitos/macréfagos o bien, de células
dendriticas. Sin embargo, considerando que tanto los linfocitos T cooperadores como las células de
origen mieloide expresan a los receptores para el VIH y son susceptibles a la infeccidn por el virus, es
probable que pueda ocurrir la interaccion y fusién entre células infectadas y no infectadas del mismo o
de diferente linaje celular, dando lugar a sincicios, asi como a heterocariones. En el caso de los
heterocariones, podrian conservar el fenotipo de los dos tipos celulares, o bien, podrian mostrar
dominancia de uno de ellos.

Hasta ahora, existe poca informacién acerca de la fusion heterotipica inducida por las proteinas
Env del VIH y aun no se han caracterizado a los heterocariones generados por la fusion entre células

linfoides y mieloides.

IV. PREGUNTAS

¢Las proteinas Env del VIH pueden inducir la fusion entre células T y monocitos generando

heterocariones?

¢La fusion heterotipica afecta las caracteristicas fenotipicas y bioldgicas de las células

involucradas?
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V. OBJETIVOS

5.1. OBJETIVO GENERAL

1. Estudiar la fusion heterotipica linfocito-monocito inducida por las proteinas Env del VIH-1.

5.2. OBJETIVOS PARTICULARES

1. Determinar si células T de la linea Jurkat, transfectadas para expresar a las proteinas Env

del VIH-1, son capaces de fusionarse con monocitos CD4+ de la linea THP-1.

2. Evaluar la cinética de la viabilidad de los heterocariones y de las células no fusionadas que

permanecen en cocultivo.

3. Determinar la composicion celular (estequiometria) de los heterocariones

4. Evaluar la expresion de moléculas caracteristicas de ambos linajes celulares como CD4,

CD3, CD28, CD32 y CD68 tanto en los heterocariones, como en las células no fusionadas.

5. Estudiar la respuesta de los heterocariones frente a estimulos por mitgenos.
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VI. MATERIALES Y METODOS
6.1. Lineas celulares

Las lineas celulares linfoides Jurkat, denominadas HXBc2 y 522F/Y, fueron obtenidas por
medio del Dr. Joseph Sodroski, a través del programa AIDS Research and Reference Reagent
Program, Division of AIDS, NIAD, NIH. Ambas lineas celulares se encuentran transfectadas
establemente para expresar el complejo protéico gp120/gp41 (Env) de la envoltura del VIH-1, bajo un
sistema inducible basado en el operdn de tetraciclina (fig. 8). Las células contienen un plasmido
regulador que codifica para la proteina de fusién tTA, que es una combinacion entre el represor de
tetraciclina y el dominio C-terminal del activador transcripcional VP16 del virus simple del herpes (Cao,
et al., 1996). Un segundo plasmido de respuesta, contiene secuencias del operador de tetraciclina
acopladas al promotor minimo de citomegalovirus humano y controlan la expresion de los genes envy
rev del VIH-1 de la cepa X4 denominada, HXBc2. Los plasmidos, ademas contienen genes de
resistencia a los antibiéticos G418 e higromicina, respectivamente. De esta manera, la expresion de los

genes virales se encuentra reprimida en presencia de la tetraciclina (Cao, et al., 1996).

A @

——P

tTA

-

ERE [

Pro env poly A

Figura 8. Estructura del sistema para la expresion inducible de las proteinas Env del VIH-1. La proteina tTA esta
compuesta por el activador VP16 ( A ) y por el represor de tetraciclina ( R ). La unidn de la proteina tTA al operador de
tetraciclina promueve la expresidn de las proteinas virales gp120/gp41. Cuando la tetraciclina se encuentra presente, se
une a la proteina tTA evitando su interaccién con la region promotora e inhibiendo la expresion del gen env.
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A diferencia de las células HXBc2, la linea celular 522F/Y expresa una mutante del gen env
con una sustitucion F/Y en el aminodcido 522 localizado en el péptido de fusion de gp41, afectando
negativamente su capacidad para inducir la fusién de membranas (Cao, et al., 1996; Huerta et al.,
2009). La expresion de las proteinas Env por parte de las lineas celulares HXBc2 y 522F/Y, ha sido
determinada previamente por técnicas de inmunoprecipitacion y citometria de flujo (Cao, et al., 1996;
Huerta et al., 2009). La linea celular monocitica THP-1 (CD4+/CXCR4+), fue obtenida del ATCC
(American Type Culture Colection).

6.2. Cultivo celular

Las lineas celulares HXBc2 (células T Env+ fusogénicas) y 522F/Y (células T Env+ no-
fusogénicas), fueron cultivadas en medio RPMI 1640 (Gibco BRL) suplementado con suero fetal bovino
(Gibco BRL) al 10%, 60 U/ml de penicilina y 60 pg/ml de estreptomicina. Los antibiéticos de seleccion
G418 e higromicina, se agregaron a una concentracion final de 200 pg/ml, ademas de 1 pg/ml de
tetraciclina para inhibir la expresion de las proteinas Env. Todos los cultivos se mantuvieron a 37°C en
presencia de CO2 al 5%. El medio de cultivo se reemplazé cada 3 dias centrifugando las células a
1,150 rpm durante 3 minutos y agregando medio fresco junto con los antibidticos de seleccion y la
tetraciclina.

Las células THP-1 (monocitos CD4+), se cultivaron en medio RPMI 1640 suplementado con
suero fetal bovino al 10%, 100 U/ml de penicilina, 100 pg/ml de estreptomicina, 2 mM de L-glutamina,
100 pyM de amino&cidos no esenciales y 1 yM de piruvato de sodio (todos los reactivos de Gibco BRL).
El medio de cultivo se reemplazé cada 3 o 4 dias centrifugando las células a 1,150 rpm durante 3 min y
resuspendiéndolas en medio fresco, procurando mantener la suspension celular a una densidad menor

a 0.25 x 106 monocitos /ml.

6.3. Induccion de la expresion de las proteinas Env

Para inducir la expresion de las proteinas virales en las células T Env+ fusogénicas y no-
fusogénicas, la tetraciclina fue eliminada de los cultivos mediante 2 lavados con 40 ml de PBS.

Posteriormente, las células se incubaron en medio RPMI 1640 suplementado y adicionado con los
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antibidticos de seleccion, pero en ausencia de tetraciclina. Después de 48 horas de induccion, las
células se tifieron con colorantes fluorescentes como se describe en la seccion siguiente. Las células
tefiidas se cultivaron un dia mas hasta alcanzar un periodo final de 3 dias en ausencia de tetraciclina,
tiempo en el que se ha reportado un maximo en la expresion de las proteinas Env (Cao, et al., 1996;
Huerta et al., 2009).

6.4. Tincion celular

El colorante fluorescente en rojo, perclorato de 1,1-dioctadecil-3,3,3,3-tetrametil-
indocarbocianina (Dil) y el colorante fluorescente en verde, perclorato de 3,3-dioctadecil-
oxacarbocianina (DiO) (Molecular Probes, Eugene, OR), se utilizaron para marcar a los monocitos
CD4+y alas células T Env+, respectivamente. Se prepararon soluciones stock de ambos colorantes a
una concentracion de 3.5 mg/ml en dimetil-sulféxido, a partir de las cuales se hicieron diluciones 1:30
de DiO y 1:10 de Dil, en el mismo disolvente. Después de 48 horas en ausencia de tetraciclina, las
células T Env+ se contaron y ajustaron a 5-15x10¢/ml de RPMI 1640 suplementado y se adicionaron
con 16 pl de DiO, dilucion 1:30. Por otro lado, los monocitos CD4+ se contaron y ajustaron a 5-
15x108/ml de RPMI 1640 suplementado y se adicionaron con 8 pl de Dil, dilucion 1:10. Las células se
incubaron en agitacion rotatoria lenta, durante 18 minutos a temperatura ambiente y se lavaron 2 veces
con 10 volumenes de medio RPMI para eliminar el colorante no incorporado. Las células tefidas se

incubaron durante toda la noche en sus medios de cultivo correspondientes.

6.5. Ensayo de fusion celular e inhibicion de la fusion

Para inducir la fusién heterotipica entre células de origen linfoide y células de origen mieloide,
las células T Env+ marcadas con DiO (fusogénicas o no-fusogénicas) y los monocitos CD4+ marcados
con Dil, se cocultivaron en proporcion 1:1 en placas para cultivo de 48 pozos, agregando 400,000
células de cada tipo, en un volumen final de 800 ul de medio libre de suero, AIM-V (Gibco, BRL). Las
placas con los cocultivos se incubaron durante 5, 24 0 48 horas a 37°C en presencia de COzal 5%. Las
células se cosecharon a partir de los pozos agitando los cocultivos cuidadosamente con una

micropipeta, se colocaron en tubos para citometria de flujo (Becton-Dickinson) con 2 ml de PBS vy se
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lavaron por centrifugacion a 1,150 rpm durante 3 min. Finalmente, los cocultivos se resuspendieron en
1ml de buffer para citometria de flujo (BD Biosciences).

Para los ensayos de inhibicién de la fusion, los monocitos CD4+ se preincubaron durante 30
minutos en presencia de T-20 (Enfuvirtide) o del anticuerpo monoclonal anti-CD4 de la clona RPA-T4
(BD Biosciences), a concentraciones finales de 0.001, 0.01, 0.1, 1.0, 10 y 50 nM. EI cocultivo de los
monocitos CD4+ con las células T Env+ en presencia de los inhibidores, se analizé después de 24 horas

de incubacion.

6.6. Analisis por citometria de flujo

La formacidon de células doble-fluorescentes (heterocariones) fue analizada mediante un
citdmetro de flujo FACScalibur (Becton-Dickinson), equipado con una ldampara de argén (488 nm) y con
un diodo de emisién roja (635 nm). Con la finalidad de compensar correctamente y evitar la
interferencia de la autofluorescencia, se utilizaron como control células no marcadas. Para optimizar la
separacion de las sefales fluorescentes verde y roja, se utilizaron células tefiidas no cocultivadas,
durante el proceso de compensacion.

Los agregados celulares se disociaron justo antes de la adquisicion de las muestras,
resuspendiendo suavemente las células con ayuda de una micropipeta. Se adquirieron 10,000 eventos
en total y se analizaron mediante el programa CellQuest (Becton-Dickinson), construyendo graficas de
puntos con los parametros de tamafio (FSC-H) y granularidad (SSC-H) y gréficas de fluorescencia roja-
Dil (FL2-H) contra fluorescencia verde-DiO (FL1-H) para discriminar entre células no fusionadas

(células con florescencia verde o roja) y células fusionadas (doble-fluorescentes).

6.7. Analisis de la expresion de receptores (fenotipo)

Para evaluar la expresion de receptores, las células cocultivadas durante 5 0 24 horas se
cosecharon en tubos para citometria de flujo y se lavaron en 2 ml de PBS frio, adicionado con azida de
sodio al 0.1% (buffer de lavado). Se prepararon soluciones con anticuerpos monoclonales anti-CD4,
anti-CD28, anti-CD3 y anti-CD32, conjugados con el fluorocromo aloficocianina (APC) (BD Pharmingen,

San Jose CA), agregando 20 pl del anticuerpo/108 células, en un volumen final de 100 ul de buffer de

29



tincion (PBS, azida de sodio al 0.1%, suero normal de cabra al 2%). Las células resuspendidas en la
solucién con el anticuerpo se incubaron en hielo durante 30 min. El anticuerpo no unido se elimind
centrifugando las muestras en presencia de 2 ml de buffer de lavado.

Para determinar la expresion intracelular de la molécula CD68, las células se fijaron con una
solucion de paraformaldehido al 4%, durante 15 minutos en hielo. Posteriormente, las células se
permeabilizaron con saponina al 0.25%, durante 15 min a 37°C. Una vez permeabilizadas, las células
se incubaron con el anticuerpo monoclonal anti-CD68 a una concentracion de 0.5 pg/106 células en
buffer de tincion, durante 30 min en hielo. Las muestras se lavaron y se incubaron con un anticuerpo
secundario conjugado a APC (APC-goat anti-mouse Ig), a una concentracién de 0.25 pg/108 células,
durante 30 minutos, bajo las condiciones mencionadas. Finalmente, las células se lavaron y
resuspendieron en 1 ml de PBS-azida para ser evaluadas en el citémetro de flujo.

El andlisis cuantitativo de la expresion de los receptores se llevo a cabo creando regiones para
cada una de las 3 poblaciones celulares en las gréficas de fluorescencia (monocitos CD4+ no
fusionados, células T Env+ no fusionadas y heterocariones, fig. 6) y construyendo para cada poblacion
histogramas de fluorescencia en el canal FL4-H, donde se detecta al fluorocromo APC. A partir de los
histogramas, se determind el indice de fluorescencia media (IFM), calculado como el cociente entre la
intensidad media de fluorescencia del anticuerpo especifico y la intensidad media de fluorescencia del
control de isotipo correspondiente. En todos los casos se considerd la media geométrica de

fluorescencia.

6.8. Calculo de la estequiometria de la fusién

El nimero de células incorporadas en los policariones se puede estimar, considerando el
numero de células que permanecen sin fusionar en un tiempo determinado, con respecto al numero
inicial de células en el cocultivo. Aunque la informacion proporcionada por el citometro de flujo no
corresponde al numero absoluto de las células sino a su porcentaje, este valor refleja el nimero de
células que se incorporan en los policariones. En un trabajo previo realizado en el laboratorio, se derivo
una ecuacion que permite el calculo de la proporcién de células CD4+ que se fusionan por cada célula
T Env+ (CD4+/Env+). Esta ecuacion, depende del valor Ro (que denota a la proporcion inicial de células
verdes y rojas), asi como del porcentaje de células fusionadas y no fusionadas obtenidas al tiempo i
(Lépez-Balderas et al., 2007). En el presente trabajo, el parametro denominado coeficiente de fusion

(n, corresponde al promedio de células T Envt que se fusionan por cada monocito CD4+
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(r=Env+/CD4+), dando lugar a los heterocariones, y adquiere el valor de 1 cuando los dos linajes
celulares se fusionan en la misma proporcion. El efecto de la presencia en exceso de una de las
poblaciones celulares sobre la estequiometria de la fusion, se evalud en cocultivos con proporciones
iniciales 1:4, 1:1 y 4:1. El analisis se llevd a cabo después de un tiempo corto de incubacion (5 horas),
cuando el cambio en la proporcion de las poblaciones en cocultivo no se ve afectado por la muerte o
por la proliferacién celular. Por lo tanto, en tiempos cortos de cocultivo, el cambio en las proporciones
celulares pueden ser considerados como consecuencia de la fusién célula-célula (Lopez-Balderas et
al., 2007).

6.9. Analisis de la viabilidad celular

La viabilidad de las poblaciones celulares en cocultivo se evalué mediante la doble tincién con
7-amino actinomicina D (7-AAD) y Anexina-V acoplada al fluorocromo Cy5 (BD Pharminghen). Las
células cocultivadas durante 5, 24, 48 y 96 h se cosecharon y lavaron con 2 ml de PBS. Posteriormente
se resuspendieron en 800 ul de buffer de unioén (0.1 M Hepes pH 7.4, 14 M NaCl, 25 mM CaCl,) y se
adicionaron 1yl de Anexina-V y 1ul 7-AAD /105 células. Las muestras se incubaron a temperatura
ambiente, protegidas de la luz durante 15 min antes del analisis por citometria de flujo.

En este ensayo, las células no apoptéticas son negativas para 7-AAD y Anexina-V, mientras
que las células en apoptosis temprana son negativas para 7-AAD y positivas para Anexina-V. Las
células en apoptosis tardia son positivas para ambos reactivos (Schmid et al., 1994; van Engeland et
al., 1998). Para realizar una compensacion correcta durante el andlisis por citometria de flujo, se
utilizaron células DiO-Env+ y Dil-CD4+ tratadas con 3.1 pyg/ml camptotecina (Sigma), durante 14 h a
37°C, como control positivo de apoptosis.

6.10. Microscopia de fluorescencia

Para evaluar mediante la técnica de microscopia de fluorescencia la presencia de células
multinucleadas en los cocultivos entre células T Env+ fusogénicas y monocitos CD4+, se hizo una
tincion con el colorante fluorescente Hoechst 33342 (Molecular Probes, Eugene, OR), a una

concentracion final de 10 yM durante 15 minutos a 37°C. El andlisis cuantitativo se realizé contando
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cerca de 400 células totales y clasificandolas de acuerdo a su fluorescencia en monocitos CD4+ no
fusionados (rojas-monomucleadas), células T Env+ no fusionadas (verdes-mononucleadas) y

heterocariones (células verdes y rojas simultaneamente con 2 0 mas nucleos).

6.11. Enriquecimiento de la poblacién de heterocariones mediante citometia de flujo y

estimulacion con PMA-ionomicina

Para enriquecer a la poblacién de heterocariones formados en cocultivos de 24 horas, las
células fueron cosechadas y transferidas a tubos de 15 ml para ser lavadas con PBS y resuspendidas a
una concentracién final de 106 células/ml de PBS. La poblaciéon de células doble-fluorescentes fue
separada mediante un citémetro de flujo FACSaria (Becton Dickinson). De esta manera, se obtuvo una
poblacién de heterocariones enriquecida en un 76%.

La poblacién enriquecida de heterocariones fue cultivada en medio libre de suero AIM-V a una
densidad de 0.2X108 células/400 1y adicionada con PMA a una concentracion de 16 nM y ionomicina
a una concentracion de 268 nM, durante 14 horas. Bajo este estimulo de activacion, se evalud la
expresion de la cadena de alta afinidad del receptor para la IL-2 mediante un anticuerpo anti-CD25
acoplado a APC. Como control, se incubaron bajo las mismas condiciones monocitos CD4+ y células T

Env+ mantenidas en monocultivo.

6.12. Analisis estadistico

La diferencia estadistica entre grupos se determiné mediante el andlisis de varianza (P<0.05),
utilizando el programa Prisma (GraphPath Software, Inc).
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VII. RESULTADOS

7.1 Analisis por citometria de flujo de la fusion linfocito-monocito, inducida por las
proteinas Env del VIH-1

7.1.1 Formacion de células doble fluorescentes con alta complejidad citoplasmica

Para el estudio in vitro de la fusién celular heterotipica mediada por las proteinas Env del VIH-
1, entre células de origen mieloide y de origen linfoide, utilizamos a la linea celular linfocitica Jurkat que
se encuentra transfectada para expresar a las proteinas virales gp120/gp41 (células T Env+
fusogénicas), de manera semejante a como ocurre en una célula infectada por el virus. Asimismo,
utilizamos células monociticas de la linea THP-1 (monocitos CD4+) como células blanco, ya que
expresan a las moléculas CD4 y CXCR4 que funcionan como receptor primario y correceptor para el

VIH, respectivamente (ver figura 9).
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Fig 9. Expresion de las moléculas CD4 y CXCR4 en la membrana de monocitos de la linea celular THP-1. Se reporta el
porcentaje de las células positivas para cada receptor. El histograma punteado corresponde al control de isotipo.

Las células T Env+ fusogénicas marcadas con un colorante lipofilico fluorescente en verde
(DiO-verde), se pusieron en cocultivo en proporcion 1:1 con los monocitos CD4+ marcados con un
colorante lipofilico fluorescente en rojo (Dil-rojo). La fusion célula-célula fue cuantificada después de 5,
24, y 48 horas de cocultivo, mediante un método previamente caracterizado basado en la deteccién
diferencial mediante citometria de flujo de células con fluorescencia verde y roja (doble fluorescentes),

que corresponden a la poblacion de células fusionadas, asi como de células con una sola
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fluorescencia, ya sea verde o roja, que corresponden a las poblaciones de células no fusionadas
(Huerta et al., 2002; Huerta et al., 2009).

En las graficas de fluorescencia roja contra fluorescencia verde de la figura 10A, se observa
que después de 5 horas de cocultivo se formaron alrededor del 6% de células doble fluorescentes y

esta poblacion se incrementd con respecto al tiempo, hasta alcanzar un 20% después de 2 dias de

incubacion.
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Fig 10. Formacion de células doble fluorescentes en cocultivos entre monocitos CD4+ marcados con un colorante
fluorescentes en rojo y a) células T Env+ fusogénicas o b) células T Env+ no-fusogénicas, marcadas con un colorante
fluorescentes en verde. Los cocultivos se incubaron durante 5, 24 y 48 horas y posteriormente se evaluaron mediante
citometria de flujo. Para cada tipo de cocultivo se muestran las gréficas respectivas de granularidad (SSC-H) contra
tamafio (FSC-H), en donde se resalta con puntos negros la distribucion de las células doble fluorescentes.

De acuerdo con la sefial SSC-H que describe la complejidad o granularidad del citoplasma
celular, aproximadamente el 60% de las células doble fluorescentes presenta mayor granularidad que
los monocitos CD4+ no fusionados (representado en las graficas de granularidad contra tamafio de la
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figura 10A y en los histogramas de la figura 11A). En cambio, la distribucion de tamafio de la poblacion
de células doble fluorescentes, relacionada con la sefial FSC-H, se traslapa con la distribucion de
tamafo de los monocitos CD4+ no fusionados (fig. 11B). Estos resultados sugieren que las células
doble fluorescentes que presentan una complejidad citoplasmica semejante a la de las células
individuales podrian ser fusiones pequeias, mientras que las de mayor granularidad podrian

corresponder a células multinucleadas que incorporaron un mayor numero de células individuales.
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Fig 11. Distribucién de a) granularidad (SSC-H) y b) tamafio (FSC-H), correspondiente a cada una de las tres poblaciones
celulares en cocultivo: células T Env+ no fusionadas, monocitos CD4+ no fusionados y células doble fluorescentes.

El proceso de fagocitosis es caracteristico de las células del linaje monocito/macréfago, aunque
su eficiencia es dependiente del estado de diferenciacion celular (Marddi et al., 1991). Se ha
determinado que los monocitos, ademas de ser menos eficientes para fagocitar que los macréfagos,
son altamente dependientes de opsoninas tales como anticuerpos y proteinas del sistema del
complemento (Marddi et al., 1991). Para descartar que la formacion de células doble fluorescentes en
los cocultivos sea producto de la fagocitosis de células T por parte de los monocitos, se hicieron
cocultivos entre los monocitos CD4+y células T Jurkat transfectadas con una mutante del gen env para
expresar a la proteina gp41 con una mutaciéon F/Y en el péptido de fusién (células T Env+ no-
fusogénicas). Previamente, se ha determinado que esta mutacion afecta negativamente la capacidad
de las proteinas virales para inducir la fusién de membranas (Cao et al., 1996; Huerta et al., 2009). De
esta manera, la formacion de células doble fluorescentes en cocultivos donde la fusion dependiente de

Env no puede ocurrir, indicaria que los monocitos fagocitaron a las células T Env+. En la figura 10B, se
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observa que los cocultivos entre monocitos CD4+ y células T Env+ no-fusogénicas, producen
unicamente del 1 al 2% de células doble fluorescentes, aun después de 48 horas de incubacion. Estos
resultados indican que la formacion de células doble fluorescentes no es producto de la fagocitosis de
células T Env+, mientras que si es dependiente de la capacidad fusogénica de las proteinas Env

expresadas por las células T.

7.1.2 Transferencia de energia por resonancia de fluorescencia (FRET) en la poblacion de
células doble fluorescentes

Anteriormente, en nuestro grupo de trabajo se observé que la fusion linfocito-linfocito produce
sincicios con una intensidad de fluorescencia roja incrementada por lo menos 4 veces con respecto a la
fluorescencia roja de las células no fusionadas, marcadas con el colorante Dil-rojo (Huerta et al., 2006).
Este efecto podia deberse a la incorporacion de muchas células rojas en los sincicios, o bien, a la
transferencia de energia del colorante DiO-verde hacia el colorante Dil-rojo, dado que sus espectros de
emision y absorcion, respectivamente, se encuentran traslapados (ver apéndice I). Al tefiir de manera
simultdnea células T Jurkat CD4+ con ambos colorantes, se observd el mismo incremento de la
fluorescencia roja que se detectaba en las células fusionadas. El aumento de la intensidad de la
fluorescencia roja fue directamente proporcional a la concentracion del colorante DiO-verde utilizada
para tefir a las mismas células. De esta manera, se comprobd que el incremento de la fluorescencia
roja en los sincicios se debe principalmente a FRET (Huerta et al., 2006). Asimismo, la deteccion de
FRET en células doble fluorescentes formadas en cocultivos entre células CD4+ y células Env+ tefidas
de manera independiente con cada colorante, sugiere la fusion de las membranas que conlleva a la
interaccion entre los fluorocromos.

Por lo tanto, para apoyar la evidencia de la formacion de heterocariones por la fusion de las
membranas de monocitos CD4+y de células T Env+ fusogénicas, se evalud la apariciéon de FRET en la
poblacion de células doble fluorescentes. Para esto, se hicieron cocultivos entre células T Env+
fusogénicas tefidas con concentraciones crecientes del colorante DiO-verde (5.2 uM, 15.6 uM y 31.2
uM) y monocitos CD4+ tefiidos con una concentracion constante del colorante Dil-rojo (3.1 uM). En la
figura 12A, se observa que la poblacion de células doble fluorescentes (R1) se desplaza hacia una
region de mayor intensidad de fluorescencia roja, conforme se incrementa la concentracion del
colorante verde. La figura 12B indica que este incremento fue de hasta 7 veces con respecto a la

intensidad media de fluorescencia roja de los monocitos CD4+ no fusionados, sugiriendo la produccion
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del FRET. En la figura 12A, también se puede observar una poblacion de células doble fluorescentes
negativas para el FRET, que comprende alrededor del 2% (R2) y que podria corresponder a agregados

celulares.
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Fig 12. Intensidad media de fluorescencia roja en heterocariones formados en cocultivos de monocitos CD4+ marcados
con una concentracion constante de Dil-rojo y células T Env+ fusogénicas marcadas con diferentes concentraciones de
DiO-verde. La media geométrica de la fluorescencia roja de los monocitos CD4+ no fusionados fue de 73.
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7.2. Deteccion de heterocariones por microscopia de fluorescencia

El analisis mediante microscopia de fluorescencia de los cocultivos entre células T Env+
fusogénicas y monocitos CD4+, incubados durante 24 horas, revelo la presencia de células
multinucleadas, con fluorescencia verde y roja (fig. 13), confirmando la generacion de heterocariones.
El porcentaje de células doble fluorescentes obtenidas por citometria de flujo fue congruente con el

porcentaje de heterocariones obtenido mediante el conteo por microscopia de fluorescencia: 12.15% y

12.86%, respectivamente.

Fig 13. Microscopia de fluorescencia de cocultivos entre| células T Env+ (fluorescencia verde) y monocitos CD4*
(fluorescencia roja) incubados durante 24 horas. Las células doble fluorescentes son indicadas con flechas. El DNA fue
tefiido con Hoechst 33342 (fluorescencia azul). Aumento: 40x.

7.3. Efecto de inhibidores de la fusion celular mediada por las proteinas Env del VIH-1

sobre la formacion de heterocariones

Para determinar si la formacion de heterocariones depende del receptor CD4 y de las proteinas
de la envoltura del VIH, los monocitos CD4+ fueron preincubados durante 30 minutos con el péptido
sintético T-20 o con un anticuerpo monoclonal anti-CD4 que previamente se ha reportado como
inhibidor del proceso de infeccion y de la fusién célula-célula mediado por Env (Hu et al., 2004;
Sakamoto et al., 2003). Asimismo, el péptido T-20 de 36 amino&cidos, interfiere durante el proceso de
fusion al unirse a la region N-terminal de la gp41 que tiende a formar hélices alfa (Furuta et al., 1998).

Los cocultivos entre monocitos CD4+ y células T Env+ fusogénicas o no-fusogénicas, en
presencia de los inhibidores de la fusion, se analizaron mediante citometria de flujo después de 24
horas de incubacién. La figura 14, muestra que tanto el anticuerpo anti-CD4 como el péptido T-20 son
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capaces de inhibir la fusion heterotipica con una eficiencia semejante. El 50% de los heterocariones fue
inhibido con una concentracion (ICso) de 7.8 nM de anti-CD4 y con una concentracion de 6.6 nM de T-
20. En cambio, el bajo porcentaje de células doble fluorescentes que se forma en los cocultivos entre
células T Env* no-fusogénicas y monocitos CD4+, no es afectado por los inhibidores, apoyando la
hipotesis de que esta poblacion corresponde a células agregadas de manera inespecifica y no a

células fusionadas.

120
T20 A
Anti-CD4 m

100

80 -

60 -

Anti-CD4:  IC,y = 7.8 nM
T-20: IC,,=6.6nM

% Fusion

40

0 0.001 0.01 0.1 1 10 50

Inhibidor [nM]

Fig 14. Inhibicidn de la fusion heterotipica mediante un anticuerpo monoclonal anti-CD4 y el péptido sintético T-20. Se
reporta el porcentaje de fusion (células doble fluorescentes) en presencia de concentraciones crecientes de los inhibidores
en cocultivos entre monocitos CD4+ y células T Env+ fusogénicas (simbolos rellenos) o células T Env+ no fusogénicas

(simbolos abiertos).
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7.4 Viabilidad de los heterocariones

La pérdida de la integridad de la membrana y la muerte por apoptosis se determind de manera
simultanea tanto en los heterocariones como en las células no fusionadas, evaluando su capacidad
para incorporar a la 7-aminoactinomicina D (7-AAD) y su unién a la Anexina-V (acoplada al fluorocromo
Cy5), en un ensayo con cuatro fluorescencias. En la figura 15, se muestra el analisis mediante
citometria de flujo de la viabilidad de cada una de las tres poblaciones celulares, en un cocultivo de 48
horas. En la tabla 1, se reporta la cinética de la viabilidad de las células en cocultivo, asi como de
células mantenidas en monocultivo (células control) por un periodo de 96 horas. Se puede observar
que hay una pérdida progresiva de la viabilidad de los heterocariones a lo largo del tiempo de cocultivo,
alcanzado un 50% después de 4 dias de incubacion. Durante las primeras 48 horas, la viabilidad de los
heterocariones fue similar a la de las células T Env* no fusionadas, que también mostraron un
porcentaje importante de muerte celular con respecto al tiempo de incubacién. En cambio, la viabilidad
de los monocitos CD4+ no fusionados y de los monocitos control, se mantuvo por arriba del 90%.
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Fig 15. Andlisis por citometria de flujo de la viabilidad de las células en cocultivo después de 48 horas de incubacién. A)
Seleccion de regiones para cada una de las tres poblaciones celulares. B) Andlisis de cada regién en cuanto a su
porcentaje de incorporacién de 7-AAD y/o Anexina-V. Las células que unen ambos reactivos se consideran como en
apoptosis tardia.



Tabla 1. Viabilidad* de los heterocariones, de las células no fusionadas y de las células control

Células T Env+ Monocitos CD4+
Tiempo de Células TEnv+  No fusionadas Monocitos CD4+ no fusionados Heterocariones
cocultivo (h) Control (%) (%) Control (%) (%) (%)

0 91.1+1.3 90.8+1.4 97.6+2.0 96.6+2.7

5 95.6+1.9 95.2+2.1 96.8+0.8 96.2+0.3 83.7+£1.2¢
24 85.9+4.8 88.2+4.1 97.8+0.1 94.3+2.0 77.6+1.1¢
48 75.0+6.52 79.8+9.3 96.8+0.6 94.7+1.7 68.2+1.9¢
96 72.3+0.3 67.0+0.82 89.4+1.7 93.2+0.1 50.3+0.30¢

* Se reporta el porcentaje de células viables, es decir, negativas para la incorporacion de 7-AAD y la unién de Anexina-V.
#P< 0.05 con respecto al tiempo cero de las mismas condiciones de cultivo

bP<0.05 con respecto a las células Env+ no fusionadas a las 96 hrs

°P<0.001 con respecto a los monocitos CD4+ no fusionados en el tiempo correspondiente

7.5. Composicion celular de los heterocariones

Conforme avanza el tiempo de cocultivo, ocurre un cambio en el numero de células verdes y
rojas que se asocia con el progreso de la fusion. Este cambio, puede ser evaluado con respecto a la
cantidad inicial de células que se colocan en el cocultivo y, mediante una expresion matematica
derivada previamente en nuestro grupo de trabajo, se puede estimar la cantidad de células que se
reclutan en los policariones (Lopez-Balderas et al., 2007). Esta ecuacion considera al valor Ro, que
corresponde a la proporcion inicial de células Env+ : CD4+ en el cocultivo, asi como a los porcentajes de
células fusionadas y no fusionadas al tiempo i. A través de estos valores obtenidos mediante el analisis
por citometria de flujo, se determina finalmente el coeficiente de fusion r, que define a la relacion
Env+/CD4+, es decir, a la cantidad de células Env+ que se fusionan por cada célula CD4+. Cuando r
adquiere el valor unitario indica que las células se fusionan en proporcion 1:1. Para determinar si el
coeficiente de fusion se afecta al colocar en exceso a una de las dos poblaciones celulares, se
estudiaron cocultivos con proporciones iniciales Env+ : CD4+ aproximadas a 1:4, 1:1y 4:1.

La figura 16A, muestra que el porcentaje de células Env+ disminuye conforme ocurre la
formacion de heterocariones, mientras que el porcentaje de células CD4+ permanece casi constante a
lo largo del tiempo de cocultivo. Este comportamiento sugiere que las células T Env+ se reclutan en
mayor proporcion que los monocitos CD4+. La figura 16B, muestra el valor del coeficiente de fusion ren
funcién de la proporcién inicial de los cocultivos, Ro. Se puede observar que las células T Env+ se



fusionan en mayor proporcion que los monocitos, aun cuando estos ultimos se adicionan en exceso, tal
como se observa en el caso donde Ro= 0.25 y r adquiere un valor aproximado a 1.5. Conforme
aumenta el valor de Ro, se fusionan méas células Env+ de tal forma que r puede alcanzar un valor
aproximado de 4. Esto significa que en los cocultivos con proporciones iniciales 4:1 (Ro=4), los

heterocariones tienen una composicion celular promedio de 4 células T Env+ por cada monocito CD4-.
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Fig. 16. Composicidn celular o estequiometria de los heterocariones. A) Cinética de los porcentajes de células
fusionadas y no fusionadas en cocultivos de monocitos CD4+ y células T Env+ fusogénicas. Los resultados son
representativos de 3 experimentos independientes. B) Coeficiente de fusion o indice estequiométrico r para cocultivos
con diferentes proporciones iniciales (Ro) Env+ :CD4+. El andlisis se llevé a cabo después de 5 horas de cocultivo. En
este caso, cada punto representa el promedio de tres experimentos independientes.



7.6 Analisis de la expresion de receptores

Para determinar si la fusion entre células de origen mieloide y linfoide genera heterocariones
que conservan la expresion de moléculas caracteristicas de ambos linajes celulares, se llevé a cabo el
andlisis del fenotipo en las tres poblaciones de células en cocultivo. En forma paralela, se analizé el
fenotipo de monocitos CD4+ y células T Env+ mantenidas en cultivos independientes, como un control
de la expresion normal de receptores, sin efecto del cocultivo. Las moléculas de membrana CD3 y
CD28 fueron analizadas como marcadores linfoides, mientras que CD4 y CD32 se evaluaron como
marcadores expresados por los monocitos. Asimismo, se evalud la presencia del antigeno intracelular
CD68 que ha sido considerado como un marcador mieloide, ya que es expresado en muy bajo nivel por
células de origen linfoide (Holness et al., 1993; Pulford et al., 1990). En la tabla 2, se indica el
porcentaje de células positivas para cada marcador y en la figura 17 se reporta el indice de
fluorescencia media (IFM) como un parametro relacionado con el nivel de expresion o bien, la cantidad

de moléculas expresadas.

Tabla 2. Porcentaje de células cocultivadas o en monocultivo (control), que expresan a los diferentes
marcadores mieloides y linfoides2

MonocitosCD4+ Células T Env+ fusogénicas  Heterocariones

Control Cocultivados Control Cocultivados

Antigeno % % % % %
CD4 87.7+29 795+ 31 0.0+0.0 0.0+0.0 441+ 5.4
CD28 0.0+0.0 0.0+0.0 980+£09  986+038 89.4+47
CD3 0.0£0.0 0.0£0.0 58.2+ 6.1 57.0+73 52.3+10.0
CD32 93.1+1.6 949+22 0.0£0.0 0.0£0.0 95.8+0.8
CD68 87.3+2.0 89.6+48 45.0+£103 461+74 89.2+5.8

a| os cocultivos y monocultivos se analizaron después de 24 horas de incubacion.
Los resultados reportados representan a la media + SD de 3 experimentos independientes



A partir de la tabla 2, se observa que las moléculas CD3 y CD28 se encuentran ausentes en la
membrana de los monocitos, mientras que CD4 y CD32 no son expresados por las células T Env+. En
tanto, CD68 se expresa en ambos tipos de células, aunque en mayor cantidad y por un mayor
porcentaje de monocitos CD4+. Al comparar los porcentajes de células no fusionadas y células control
positivas para cada receptor, se puede observar que no hubo cambios por efecto del cocultivo. En el
caso de los heterocariones, también se observa que coinciden los porcentajes de células no fusionadas
y control con los porcentajes de heterocariones positivos para los receptores CD28, CD3 y CD32.
Ademas, se puede notar que el porcentaje de heterocariones que expresan a la molécula CD68
coincide con el porcentaje de monocitos CD68.

Aunque el receptor CD4 es normalmente expresado por los linfocitos T cooperadores, se
puede observar que esta molécula no se encuentra presente en la membrana de las células T Env+
(tabla 2). Este resultado es consistente con reportes previos en los que las células infectadas por el
VIH-1, o transfectadas para expresar a las proteinas gp120/gp41, carecen de la expresion de CD4 a
nivel de la membrana plasmatica (Cao et al., 1996; Crise et al., 1990; Rivera-Toledo et al., 2010;
Stevenson et al., 1988). Por lo tanto, en nuestro modelo de estudio, la expresion de CD4 se encuentra
restringida a la poblacion de monocitos. De acuerdo con la tabla 2, mientras que el 88% de los
monocitos es positivo para CD4, a las 24 horas de cocultivo tan solo el 44.1% de los heterocariones
expresa esta molécula con una IFM=4, lo que equivale a una tercera parte del nivel de expresion
detectado en los monocitos no fusionados y control (IFM = 12).

Por otro lado, cuando se evalud el nivel de expresion de los receptores linfoides CD3 y CD28
en la membrana de los heterocariones, se encontrd una reduccion del 64.3% y del 58.6%,
respectivamente, con respecto a las células T Env+ no fusionadas y control. En cambio, el nivel de
expresion de los marcadores mieloides CD32 y CD68, se conservo entre los heterocariones y los
monocitos CD4+ no fusionados y control. La figura 18 muestra el analisis estadistico de los cambios en
el nivel de expresion de los marcadores linfoides y mieloides en los heterocariones, con respecto a las
células control después de 6y 24 horas de cocultivo.

En resumen, se puede resaltar que el nivel de expresion de los marcadores linfoides se

encuentra reducido de manera importante en la membrana de los heterocariones.
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Fig. 17. Expresion de marcadores linfoides y mieloides en cada una de las tres poblaciones celulares presentes en

cocultivos incubados durante 24 horas. Se reporta la intensidad de fluorescencia media (IFM).
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Fig. 18. Niveles de expresién de las moléculas CD4, CD28, CD3, CD32 y CD68 en los heterocariones formados después
de 6 y 24 horas de cocultivo. La IFM esta expresada como el porcentaje de fluorescencia en los heterocariones con
respecto a las células control. Los resultados se reportan como la media+SD de tres experimentos independientes. Los
valores de P se calcularon mediante el andlisis de varianza.

7.7. Respuesta de los heterocariones al estimulo con PMA-ionomicina

La sintesis de la cadena alfa que forma parte del receptor para la IL-2 (CD25), es un evento
que ocurre de manera temprana durante la activaciéon de células de origen linfoide (Abraham and
Weiss, 2004). Previamente, se ha reportado que las clonas E6 y HXBc2 de la linea celular Jurkat,
expresan CD25 en respuesta a varios agentes quimicos, incluyendo la combinacion del éster de forbol
PMA y un iondforo de calcio como la ionomicina (Abraham and Weiss, 2004; Rivera-Toledo et al.,
2010). Considerando que los heterocariones expresan bajos niveles de los marcadores linfoides CD3 y
CD28, se llevd a cabo un ensayo para evaluar su capacidad para expresar el marcador de activacion
CD25. Para esto, los heterocariones fueron enriquecidos en un 75% mediante citometria de flujo y
posteriormente fueron tratados con PMA-ionomicina. En forma paralela, se corrieron ensayos con
células T Env+ y monocitos CD4+ en monocultivo, tratados bajo las mismas condiciones que las células
fusionadas. Después de 14 horas, se analizd la expresion de CD25 mediante inmunofluorescencia

directa. La figura 19, muestra que el 87.2+3.1% de las células T Env+ control expresa a la molécula



CD25, mientras que tan solo se expresa en el 22.0+1.6% de los heterocariones. Con respecto al nivel
de expresion, se observo que los heterocariones expresan aproximadamente 5 veces menor cantidad

de CD25 que las células T Env+. No se observd expresion de CD25 en los monocitos CD4-+.
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Fig. 19. Efecto del estimulo con PMA-ionomicina sobre la expresion de CD25 en la membrana de heterocariones
enriquecidos por citometria de flujo y células T Env+. Se reporta el porcentaje de células positivas con su respectiva [FM.
Los resultados corresponden a la media+SD de dos experimentos independientes.

7.8 Cambios morfoldgicos en los cocultivos donde ocurre la formacion de los

heterocariones

La diferenciacién de los monocitos CD4+ de la linea THP-1 en macréfagos, puede ser inducida
mediante el tratamiento con PMA o vitamina D3. Este tratamiento induce cambios fenotipicos y
funcionales, tales como el incremento del volumen del citoplasma con respecto al nucleo, mayor
adhesion, el aumento de la capacidad fagocitica y la regulacion negativa de marcadores de membrana
como el TLR-2 y CD14 (Daigneault et al., 2010).

El analisis por microscopia de luz de los cocultivos entre monocitos CD4+ y células T Env+
fusogénicas y no fusogénicas, reveld la presencia de numerosas células alargadas, aparentemente

adheridas a las placas de cultivo, unicamente en los cocultivos donde se generan los heterocariones.



En cambio, las células de los cocultivos con células T Env+ no fusogénicas, mantuvieron una forma
esférica y se mantuvieron principalmente en suspension (fig. 20).

Fig. 20. Cambios morfoldgicos en los cocultivos donde ocurre la fusion heterotipica. Cocultivos entre monocitos CD4+ y A)
células T Env+ fusogénicas o B) células Env+ no fusogénicas. Se resaltan con flechas algunas de las células con morfologia
extendida.



VIII. DISCUSION DE RESULTADOS

La formacién de células multinucleadas durante la infeccion por el VIH es un evento que ha
sido ampliamente observado tanto en cultivos in vitro de linfocitos T, como en el tejido linfoide y del
sistema nervioso central de pacientes afectados por el virus (Frankel et al., 1986; Klatzmann et al.,
1984; Lifson et al., 1986; Ryzhova et al., 2002). Aunque existen pocos trabajos orientados hacia el
estudio del papel que desempefan estas células fusionadas, se ha sugerido que podrian participar
durante la patogénesis del SIDA (Budka et al., 1986; Perfettini et al., 2008; Steain et al., 2008; Zhao et
al., 2001). El andlisis de los receptores expresados por las células multinucleadas presentes en tejidos,
ha sugerido que son originadas por la fusion entre células del linaje mieloide (Bhoopat et al., 2006;
Dargent et al., 2000; Frankel et al., 1996; Orenstein and Wahl, 1999), a pesar de que los linfocitos T
CD4+ son uno de los blancos principales del virus. El presente trabajo de investigacion, reporta
evidencia de la fusién heterotipica entre monocitos CD4+y células T Env+, que produce heterocariones
con una baja expresiéon de marcadores linfoides (CD3, CD28, CD25), pero con una expresion

conservada de marcadores mieloides (CD32, CD68).

8.1. Evidencia de la fusion heterotipica linfocito-monocito in vitro, mediada por las
proteinas Env del VIH-1

Previamente, algunos estudios realizados in vitro han mostrado que la fusion entre células de
diferentes linajes puede llevarse a cabo durante la infeccion por el VIH. Por ejemplo, en uno de ellos se
reportd que los macréfagos derivados de monocitos de sangre periférica son susceptibles a la infeccién
por el VIH y que, al igual que las células linfoides, expresan en su membrana plasmatica las proteinas
virales gp120/gp41, lo que les confiere la capacidad para fusionarse con lineas de células T CD4+ no
infectadas (Crowe et al 1992). En caso, se observd que la interaccién entre células dendriticas y
linfocitos T derivados de piel humana, favorece de manera importante la replicacion del VIH-1 sin la
necesidad de un estimulo exdgeno, y que esta interaccion es propensa a la formacién de
heterocariones en donde ocurre principalmente la produccion del virus (Pope et al, 1994). En ambos
reportes, el método para estudiar la fusiéon celular fue la microscopia de fluorescencia o de campo
claro.

En el presente trabajo, la fusion heterotipica linfocito-monocito fue evaluada mediante un

ensayo cuantitativo por citometria de flujo, que ha sido aplicado previamente para el estudio de la



fusion homotipica linfocito-linfocito, dependiente de las proteinas Env del VIH-1 (Huerta et al., 2002;
Huerta et al., 2006; Lopez-Balderas et al., 2007; Rivera-Toledo et al., 2010). De esta manera, se reunié
evidencia de que las células doble fluorescentes formadas en los cocultivos entre células T Env+
fluorescentes en verde y monocitos CD4+ fluorescentes en rojo, corresponden a verdaderos
heterocariones. La posible formacion de células doble fluorescentes debida a la fagocitosis de células T
por parte de los monocitos, fue descartada cuando se observo que esta poblacion no se genera cuando
los monocitos CD4+ son cocultivados con células T que expresan una mutante no fusogénica de las
proteinas Env. Ademas, mediante ensayos de inhibicion se determiné que tanto el receptor CD4 como
las proteinas Env expresadas en la membrana de las células T, son responsables de la formacion de
las células doble fluorescentes. Las concentraciones del péptido T-20 y del anticuerpo anti-CD4
capaces de inhibir el 50% de la fusidn heterotipica, fueron congruentes con las concentraciones
reportadas para la inhibicion de la fusion virus-célula y célula-célula (Hu et al., 2004; Liu et al., 2005).
La deteccion de FRET entre los colorantes DiO y Dil en las células doble fluorescentes, indica que
ocurrié la mezcla de las membranas tefiidas con cada uno de ellos, apoyando la evidencia de que esta
poblacion celular corresponde a heterocariones. Finalmente, el analisis de los cocultivos mediante
microscopia de fluorescencia, confirmé la presencia de células multinucleadas con fluorescencia verde
y roja cuyo porcentaje coincidid con el obtenido mediante la técnica de citometria de flujo.

Una ventaja de la citometria de flujo es que, ademas de proporcionar datos cuantitativos de las
poblaciones celulares analizadas, también permite evaluar parametros cualitativos tales como el
tamafo, basado en el didmetro de la particula analizada (sefial FSC-H) y la granularidad, dependiente
de la complejidad del citoplasma celular (sefial SSC-H). En el caso de los heterocariones, se encontrd
que la media de la distribucion de la granularidad es mayor que la media correspondiente a las células
no fusionadas, tal como se esperaria después de la fusién entre dos o mas células. Sin embargo, la
media de la distribucién del tamafio (sefial FSC-H) no mostré incremento alguno y se mantuvo
semejante a la distribucién de tamario de los monocitos CD4+ no fusionados. Esta discrepancia entre
los dos parametros, se puede explicar por las caracteristicas propias de los detectores para las sefiales
FSC-H y SSC-H (ver apéndice Il). Mientras que un incremento pequefio en el didmetro celular no
produce un aumento importante en la sefial FSC-H, el evidente incremento en la sefial SSC-H se debe
a la alta sensibilidad del detector a los cambios en el indice de refraccion celular (Robinson et al.,
2003). Estos resultados son acordes con las observaciones realizadas por microscopia de
fluorescencia, que indican que una gran proporcion de las células doble fluorescentes tienen entre 2'y 3

nucleos, sugiriendo que la mayoria de las células fusionadas son pequefias.



8.2. Fenotipo de los heterocariones linfocito-monocito

Como era de esperarse, la fusion entre células mieloides y linfoides genera células que
expresan moléculas de ambos linajes celulares. El hallazgo de que el porcentaje de heterocariones que
expresa CD3, CD28, CD32 y CD68 es semejante al porcentaje de las células individuales positivas
para cada receptor, indica que el proceso de reclutamiento celular durante la fusion es de tipo aleatorio,
e independiente de estos receptores. Sin embargo, se encontrd que ocurre una reduccion importante
en la cantidad de moléculas linfoides CD3 y CD28 en la membrana de los heterocariones (de acuerdo
con la IFM), con respecto a las células no fusionadas. En cambio, los niveles de expresion de los
marcadores mieloides CD32 y CD68 se mantuvieron constantes. Estos resultados sugieren que
después de la fusion linfocito-monocito puede activarse un proceso de regulacion negativa especifico
para los marcadores linfoides. Una explicacién alternativa podria ser que durante el proceso de fusion,
se reclutan principalmente aquellas células T con bajos niveles de expresion de CD3 y CD28. Sin
embargo, no se detectd en la poblacion de células T Env+ no fusionadas una disminucion selectiva de
células con baja expresién de CD3 o CD28. Por el contrario, las distribuciones de fluorescencia
correspondientes a las células no fusionadas y a las células control, mostraron traslapamiento en el
caso de ambos receptores.

Con respecto al receptor CD4, se observd que es expresado por el 90% de los monocitos,
mientras que las células T Env+ son negativas para el mismo; por lo tanto, solo puede ser adquirido por
los heterocariones a partir de las células mieloides. Sin embargo, se encontrd que el contenido de CD4
en las células fusionadas esta reducido de manera importante, con respecto a los monocitos CD4+
control y no fusionados, tanto en porcentaje como en la IFM.

Aunque en este trabajo no se estudiaron los mecanismos responsables de la reduccion de la
expresion de los receptores, se ha descrito que las células infectadas por el VIH o transfectadas para la
expresion de Env, tienen una expresion reducida de CD4 debido a la formacion de complejos CD4-
gp160 en el reticulo endoplédsmico, que evitan el transporte de este receptor hacia la membrana
plasmatica (Crise et al., 1990). La fusion entre las células T Env+/CD4" y los monocitos CD4+ podria
favorecer la formacion de complejos intracelulares Env-CD4 reduciendo la expresion de CD4 en la
membrana de los heterocariones. Por otro lado, se ha descrito que durante el proceso de fusién de
membranas la gp120 se puede disociar del complejo tri-molecular de fusion (CD4-Env-correceptor)
quedando en forma soluble y con la capacidad para interaccionar con el CD4, favoreciendo su
internalizacion (Amadori et al., 1992; Cefai et al., 1992; Geleziunas et al., 1994). De esta manera,

también es posible considerar que la interaccion entre la forma soluble de gp120 y CD4, podria afectar



la unién del anticuerpo anti-CD4 utilizado para evaluar su expresion, o bien, inducir su internalizacion
evitando finalmente su deteccion en la membrana de los heterocariones.

El receptor CD4 participa en la respuesta quimiotactica dependiente de PKC frente a la IL-16
(Parada et al., 1996), tanto en células mieloides como en linfoides (Center et al, 1996). Asimismo, se ha
reportado que la interaccion entre CD4 y la IL-16 puede inhibir la activacion de células T en presencia
de su antigeno especifico (Ogasawara et al, 1999) evitando en consecuencia, la replicacion del VIH
cuando se estudian células infectadas (Maciaszek et al., 1999). Por lo tanto, la fusion entre linfocitos T
infectados con el VIH y monocitos CD4+, podria generar heterocariones CD4— resistentes a la
superinfeccion por el VIH y ademas, refractarios a la quimiotaxis frente a la IL-16 y a la actividad anti-
viral de esta citocina. El hecho de que entre el 70 y el 90% de los monocitos de sangre periférica
expresan el receptor CD4 (Kazazi, et al1989; Tuttle et al., 1998), sugiere que podrian ser susceptibles a
la fusién mediada por las proteinas gp120/gp41 durante su infiltracién en tejidos.

La participacion de las células T en la formacién de heterocariones in vivo, podria ser dificil de
determinar como consecuencia de la baja o nula expresion de los marcadores linfoides. En general, ha
sido poco frecuente la busqueda de receptores linfoides durante el analisis del fenotipo de las células
multinucleadas presentes en tejidos de pacientes. Hasta ahora, varios trabajos han mostrado la
expression de marcadores de origen mieloide como HAM-56, RCA-1, MAC-387, CD68, S-100, HLA-DR
y lisozima (Dargent et al., 2000; Eilbott et al., 1989; Orenstein and Wahl, 1999; Rinfret et al., 1991),
mientras que un solo trabajo reportd la ausencia de CD3 en células multinucleadas presentes en
adenoides de pacientes, las cuales fueron identificadas como sincicios derivados de células
dendriticas. (Frankel et al., 1996). Estas observaciones no descartan la posibilidad de que ocurra la
fusion entre linfocitos infectados y monocitos/macréfagos en sitios de inflamacion, en donde ocurre una
importante infiltracion celular. Sin embargo, la falta de expresion de los marcadores linfoides podria
afectar su identificacion como heterocariones.

Anteriormente, reportamos que la fusién homotipica entre células T Env+ y células T CD4+
genera sincicios que conservan la expresion de sus marcadores linfoides, asi como la capacidad para
expresar CD25 e IL-2 en respuesta al estimulo con PMA-ionomicina (Rivera-Toledo et al., 2010). Por el
contrario, bajo el mismo estimulo de activacion, los heterocariones expresaron niveles muy bajos de
CD25 con respecto a las células T Env+ no fusionadas, sugiriendo la pérdida del fenotipo linfoide a
pesar de que las células T se fusionan en mayor proporcion que los monocitos (ver andlisis de la
estequiometria). Asimismo, la expresién conservada de los marcadores mieloides CD32 y CD68 indica
que el fenotipo mieloide podria ser dominante después de la fusion. Los cambios morfoldgicos en
algunas células presentes en los cocultivos donde ocurre la fusion heterotipica, sugiere que

precisamente son los heterocariones quienes adquieren una forma extendida. Esta hipdtesis es



apoyada por la observacion de que los cultivos de células doble fluorescentes enriquecidas mediante
citometria de flujo, contienen principalmente células con forma extendida. Aun asi, es necesario llevar a
cabo estudios funcionales para determinar si realmente ocurre el predominio del fenotipo mieloide
sobre el linfoide.

Bajo nuestras condiciones experimentales, el 50% de los heterocariones permanece viable
después de 4 dias de cocultivo. De manera interesante, se encontrd que la cinética de viabilidad de los
heterocariones es semejante a la cinética de las células T Env+, sugiriendo que la sefal de muerte es
iniciada en las células T y puede ser transferida a los heterocariones en donde continua al proceso de
apoptosis.

Este trabajo, sugiere un posible origen heterélogo para las células multinucleadas detectadas
en tejidos de individuos infectados por el VIH. Sin embargo, se requiere realizar otros estudios para
determinar los mecanismos responsables del cambio en el fenotipo y la funcionalidad de los
heterocariones, a fin de entender las implicaciones de estas células multinucleadas en la patogénesis
del SIDA.



IX. CONCLUSIONES

1. Las células T Jurkat que expresan a las proteinas Env del VIH, son capaces de fusionarse in

vitro con monocitos CD4+/CXCR4+ de la linea THP-1.

2. La fusién heterotipica linfocito-monocito es mediada por las proteinas Env del VIH y por el
receptor CD4.

3. Los heterocariones se encuentran compuestos principalmente por células T Env+.

4. EI50% de los heterocariones se mantiene viable después de 4 dias de cocultivo.

5. Los heterocariones expresan marcadores linfoides y mieloides.

6. La fusién linfocito-monocito induce la reduccion de la cantidad de receptores linfoides CD3 y

CD28, expresados por los heterocariones.

7. Los heterocariones tienen una capacidad reducida para expresar a la molécula CD25 en

respuesta al estimulo de activacion con PMA-ionomicina.

8. Los marcadores mieloides CD32 y CD68 son conservados por los heterocariones, sugiriendo

un predominio del fenotipo mieloide.

9. En este trabajo, se sugiere que la fusion linfocito-monocito podria ocurrir in vivo durante la

infeccion por el VIH, generando heterocariones con un fenotipo mieloide.
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Figura 21. Espectro de emisién del colorante fluorescente DiO-verde y espectro de absorcién del colorante
fluorescente Dil-rojo. Se observa el traslape entre ambos espectros, lo que explica el fenémeno de FRET. Cuando
los colorantes se encuentran a distancias muy cortas, la energia emitida por el DiO puede ser absorbida por el Dil,
mostrando mayor intensidad de fluorescencia roja.
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RESPUESTAS DE LOS DETECTORES DE LAS SENALES FSC-H Y SSC-H, EN FUNCION DEL
DIAMETRO DE LA PARTICULA ANALIZADA
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Figura 22. Respuesta del detector para FSC-H (forward scatter) en funcion del diametro de las particulas analizadas.
En este caso se trata de esferas de poliestireno. Nétese que no hay un incremento constante de la sefial con
respecto al diametro de las esferas.
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Figura 23. Respuesta del detector para SSC-H (side scatter) en funcién del didmetro de las particulas analizadas. En
este caso se trata de esferas de poliestireno. Nétese el incremento constante de la sefial con respecto al didmetro de
las esferas (excepto para 4y 5 ym).
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induced by the HIV envelope proteins: Significant loss of lymphoid markers
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Awiiche hisnwy: Cedls infected with the uman mmunodefigency vins (HWV) @an fse with 4% oolis keading to the
Eectived & july 2000 farmattion of ol 8nudeated cells The presence of mulEn ndeated cells infecied with HV in tismes of paien s

Aailale oefime 24 Hovessber 2000 has been documented, althaugh their celiular coanposition and rolein 41D% pathogenesis i =il under smdy.

: Hew, we presen t evidence of i vitm hetenotypic mphocyt e <mon ocyte fisdon n ocnbinres of
"““v""""- Jorkat Trells mpre=csing the HIV-1 gpl 20/gp4 1 ghycopmteims (Eny) and CO4* moncoytic THI-1 cells. Using 2
previon sy characienized meshod that fmvolves d ifierential Lbeding of fusion panners with floorescent probe

m and flow cytometry analysis after oorobiure, up to 20 of dovbl e floorescent ceils were detected in 45 b This
Jusirat Tcells domihle fl nore<oent o=l pqﬂ;ﬂmmpnmdhmlpﬂmhﬂmullmnu
THP- | EoaymE: obmerved when jorkat T ool Env profein wers med. H
Gianr cells hunhmmlﬁﬂdhmmmmhulaﬂhdjudﬂtiﬂ-ﬁﬂmnﬂiupqﬂdehm
Mulmodedned Gt About 65 of heterokaryons remaimed afive and non-apoptotic fier 2 days of combfure. In heterokaryons,
el O was banely dedectable and the epression of the €09 and 02 8 lymphoid markers was greatly reduced,
an mumd:m;dtemmmmmmdmdh
o emaned mchunged. in with unfused T cells, heteroiasyons only sxpressed wery dow levels of the
2 Wﬂm“ﬂntﬂﬁiﬁwqmmmthmm These siudies point to the
e ol of | b laryons with 3 myeloid phenotype during HIV infection,
Iﬁmhm:mnmhﬂﬂmﬂ:‘mﬁ
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lntronhuet o Rinfred et al_ 1991)_ The rale of multinuclested el in HIV-infeaed

Cells infected by the human immumodeficency virus (HIV)
exjres the Env ghym atein on thelr membrane, composed of the
#p120 and gpdl subumite Thede allow them o interact with un-
infected (D4 and chemolkine recepior cells, promating membeane
fmion and the formation of multimiclested cells or palykanyans
Fudion betwesn HIV-infected snd non-infected Iymphaid cells
forming syncytiais a maspicuous event in viro (Likon & sl 1985,
Sodroekd et ol 1986). The sppeearance in pathents’ blood of HIV s sins
abile 1o induce hision of lymphold cslls in vitn, asocistes with rapid
CO4™ T eell depletion snd AIDS progresion (Blask =t ol 2000;
Karlsion of sl 1994; Koot &t sl 1992). Histodhemial snalysis of
lymphoid and central nerwes system thaies from patients hes
revestsd HIV-infected multlmiclasted calls in early and late stages of

infection {Budka, 1986 Dargent of 2l 2000; Koenig ot al, 1985,
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patients is not clesr. There i evidens suggesting that Rised cells
coukd play a rode in HIV pathogenesis by acting s virdlogical ses-
#rvoirs supparting sative viral replicaion (Mudks, 1985, Franked e sl
1996, 19971 by praducing | nltammatory cytokines along with tlssue
damage (Zhat et sl 2001 ), by scting & favorabie sites lor wiral
reaymbination |Stesin e al, 2008) by recucing the mmber of
free singls CO4+ cells (Sybwester &t 3l 1997) and by contrituting to
apoptosis of Rsed cells {Perlettin et ol 2008). Reganding the il
type giving ofigin bo ruitinuclested e li it has beemshown that they
Tharve linexge markers (Dargen =t sl 2000, Gibatt ot o,
1989; Drendte in and Wahl, 1999; Rinfret = o, 1991 | sthough other
studdies suppon a dendritic cell onigin (Bhoopat e 2l 3005; Frankel
el 1995 1997} Additiansily. the presencs of HIV p24-posisve
miiltinuclested |ymphocytes in lymphoid thsues has been reponed
{Orenstein, 2000

Helper T Iymphocytes and cells of the monocyte-maoraphaege
Hineage expr e receptoss for HIV and are the madn targets of the vins
{Collman & sl 2003) & B @meivable that an Env-&xpresing
infected cell may intersct with the (D4 and coreceptor molecudes an
cells from the same or fram 4 differant lnexge, sa that hamatypic
anl heeteroty i coel el fision betwe eninliscted and uninfeated cefla
of any of these types, cmild take place inviva In heterokaryon, the
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phenatype of bath parental cells could be expresed of ane of them
may bemme dominsnt (s and Bakely, 1999; Temanova &t al
2006) Previows in vitro shudies have shown HIV-medisted fsion
betwesn dendritic il (Pope ot al, 1994) or monodyte-denived
st aphages {Crowe =t 3l 1932) with T cella

I wvitro sidies of synoytis bomatinn by Rision of lymphocytic
celld showed that ell-cell Bision i a highly heterogenems proces,
generating synoytls populaions with a wide range of sizes and
celluler compasiton (Huerna & al, 2006 Lopes-falderss o o
2007 ) We have proposed that the fate snd biologicl significance of
fused i relsted to the type, physiological stans and relative
propartion of the Msion pamnes oomposing the syncytia. Thess
factors, along with the acual extent of fusion in & given
compantment, would determine the effeet of cell-ell Rsion on
wiral replication, eell viability and Bindtlan of the fused cells { Husra
etal, 2009; Loper-Balderas of al, 2007 )

In previ s reparts, wie have shawn that the quandtative analysis
of the in vitra Risl an betwesn HIV-1-snvel ope expressing and targst
Iymphocytes can be peformed with an rssy @mbining low
cytometry with fluorescence resonance energy tandler {FRET)
{Husma & sl 2002, 2006, Liper-Ralderad & sl 2007 ), using & pair
of lipophilic probes for diferential labeling of the fBion panners.
This methodalogy can be extended i a triple mlor ssay to enshie
detection of sursce moleailes an the Rised oolls | River s-Tolsdo et sl
IO10). Here, we used this approach to explore the generation of
heter okaryans praduced by the fusion of Env-expreming Teells with
(04" monocyies snd to shdy their propenisd. foousng on the
kinetics of heterokaryon genéeration, wahility, fsion soichiometry
{eeliular composition) and innmuno phe notype.

Materials and methods
Celdl lins

HIV=1-Env transfected Jurkst T el lines HBe2 snd S22 FY wers
obtsined fom Dr. Joseph Sodroskd through the AIDS Rese anch and
Reference Resgent Program, Division of AIDS, NIAD, NIH. These cell
limes are stshly transfected with a regulater pleomid contsining &
tetraydine-dependent repredsor sequence smnd with & response
plemid contining tetracydine operstor sequenes, linked o a
hwman oytomegaloving minimal promoes comtralling the HIV-1
env and rev genss Fom the Md-traple KB sirain The S22FY cell
line expredses a ratant Eny protein with an FY substinmion at aming
skl 522 located in the Rision peptide of gpad], which i unalie to
mediste membrans fisdon (Cao & &l 1996) Expression of Env on
HXBe2 il 522 FY ol lines, 28 determined by
aml flow cytometry asanys, has bee n documented before (Co et al .
1006; Huss &t sl 2009 The (D45CNCRET THP-1 manocytic esll
line (C04 " manacytes) was oltalned from the Ame tican Type Culture
Collection. In the lollowing text, HXBe2 and S22FY cells will be
named linagenic Env™ Tand nan-fisogenic Env Tesll, respeaively_

Cell aulivre

Fusegende and non-fusogenic Env™ T oslls were ailtured in RPM
1640 {Ciben BRL) suppl emented with 10% f=tal bovine s&mm {Gibeo
BRL), 50 Liml pendcillin and 60 pgiml streptarmydn and 200 g fmil of
the selection antibiotics G418 and hygrommydn Cells were grovwn in
the presence of 1 pg/imil af tetracyciine, the Env spresdlan supjees-
aor (Cso et ol 1996). To induce Env expresion, cells were washsed
twice with PES to remove tetracycline and incubsted for 2 days in
RPMI-10 before labaling with flusrescent prohes s deseribed sub-
safueimly. Labe bed cells wiere incubsted for an sdditionad 24 b befors
experiment_ The growth medium lor the CDd ~ monocoy e s was RPMI
1640 supple mented with 10X fetal bovine serum, 100 U'mi periciiiing

100 pgim] sremomycin, 2 mM -glutamine, 100pM nomes sntisl
aming sdds and 1 mM sodhem pyrisate

Cell labeling

The red Muerescent 11 -dioctadeayl-3 313 ¥ tetrame thyl indocar-
bocyanine perchior ate {HI) and the green fhioresent 13 dinaade-
eyl acsrbacy sndne perchlarste {N0) liphophilic dyes [ Moleculsr
Probes, Fugens, OR )L wene used o ibel 004 monocytes and Ews T
cells, respectively, & described belore (Huerta et sl 2002, 2006;
Lipes-Ruiderss ot o, 20O7) Hriefly. sher 48 h of tetracycline dep-
rivation, 16 pil and 8 pl of & 3.5 mgiml IO or D8 solution in dimethyl
sulibaide (DMSD) were added ta 5-15x 10° fmal Env® T eells ar (D4~
manacytes reaspendsd in | ml of growth medium, respeaively.
Cell suspendons were inoubated ot room te mperature in darkness
for 18 min with gentle shaking washed twice with ten valumes of
cultuine medun and | noibsted overnight st 37 “C, 5% 005 In onder to
evaliste luorescene resonanes energy transfer (FRET) fram O
toy DI, difierent batches of Env™ T eells were lubeled
with incresing concentrations of [0 {52 156 and 31.2 pM), whene-
& CD4™ monocytes wene |abeled with a comtant @nee rir stion of
3.1 M of D Mo e et 2l 2006).

Cll- eell usdont ety and e &y omedry

DiD-labeled Env™ T cells and Dil-labeled CD4 - mmocyies were
comiltured o & ratls of 101 (4210 @i fom asch Beson pantner),
unisis atherwise specified, n 48-well plates in 800l of AIM-YV
semum-lree medium {Giben) af 37 °C and 5% C0y. Cocultures were
anadyzed for fhe presence of doubile fuanescent cells 25, 24 or 48 he
For c=li-cell hsion inhibition & xperiments, OD4° monocytes were
preincubated e 30 min with the indicsted concentrations of T-20
{Enfuvinide) or anti-004 manoclonal antibady. dane RPA-T4 {BD
Bioscisnced ] The &Fect of the inkibitors was snabyzed after 24h of
combtre. Afer moulnire, el wens collsoted from plates, washed
with PBS and snalyred by flow cytametry. Adjustment for sutalluc-
rescence wis carfied out using unlsheled cella Single-lsheled cell
that were not @oultured were ised o compenasts for the o imal
separation of red and green (uoreseent signals Loosely sggregated
cells were distorised by gemly pipetting immedistely balore FAS
analysis Ten thousand sverts were collected {10000 events) wming
& FACScalibur (BD Biosclences) equipped with & dual Lter system
emitting at 488 and 535 nm_ D4 {-FL2-H) veraus D0 {<FL1-H) flus-
rescende dot ot were dested to dscriminats beswesn unfised
{red or green single fluorescent) and heteratypically fimed (double
Muarescent] eils.

Trrermnio b e eadyiged g

In arder to determing receptor expression, comitred cefls
woere colleced from wells and weshed in 2 mi of cold PES
0% sodium arkde. Ssmples were stained &t 4°C for 30min with
slloghyeocyanin  (APClconjugated monoclonsl amtibodies sgaina
humsn D4, (D3, COZ8 snd D32 receptars af mocsndrathon
scofding to the manulscturers insructions {(all antibodiss were
suppdl ex by BD Pharmingen, San Jose CA). Staining sahntion nchided
2% narmal call serum B bock nonspecific Wnding. To evaluste
lmrace thular CO6S expresion wmied were fived ot 4 °C for 15 min
with & parafrmaldehyde and permeshilized with 0.25% sapanin at
37°C far 15 min. Indirea |munalluotescene was pefarmed by
i merta e weith e anti-CDER mono.d anal sntibady {005 pg/10% calis )
Tor 30 min, washing once and adding the secondary antibody ARC-
goat sndi-mouse by (025 pg'l0® cells) for 30 min. Anshis wa
performed by gating the heed populstion and oresting fuone cence
histog rams { APC-FLH | bo deter mine per e rtegeof posithe cells and
the respeative geomettc mesn foonrssencs intensty. The mean
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Nuarescance imemity index (MR Index ) was cslailsted & the 2o
ol the genmeirke measn fluarescence intendty af the speciflec mono-
clonal snibody and the geometric mean Muorescene inemity of
the isotype-matched control antibady.

Firtlon sinishiemetry miolation

Changes in the number of cell remsining unfised s Rision
[prrogredses, respective to thedr init o amounts, can beused 1o caloulats
the mumber of cell 3 recrudted into sy noyfia in shart- e nm expeni ments
Presdously, we denived sn expression that sllows the alalsdan of
the ratio of cells incorporated in the polykaryon populstion, using the
coculiture ratio vahie (R ) and the perentages of unfised and fused
cedls olnsinsd ot time | [ Lopez-Balderss =t sl 2007). In this work, the
hmion mefficient r denotes the Env ~/\0D4+ sversge ratlo of cells
recnuied into heterokary ans, and has & value of | when the two fision
partners are equally eed The efisct of the presence of an exces of
one ol the fision pamnens on fusion stolchdametry, was determil ned
using Enw™ 004" meulture ratios of 14, 151 and 4:1 Anadysis was
schieved & an early coculiwre time (5 h) when prolileration or el
desth b ne gilgihle snd changes in the fudon panner concendr stion
can he comidensd 2 2 mnsequene of cell-oell fimion {Lopes-
Bakders et sl 2007).

Apaplass analysi

Drembile st ining with CyS-lsheled-annexin V | Oy S-annexin V) snd
7-AAD {bath fram BD Pharmingen, San Joss CA) wan employed to
evaluste subpopulstions of cells undergoing apoptosi and those
saifile ring bo%s af membeans integrity in cocubtures of Di0-{ sbeled Env
Teells snd D shel ed CD4 ™ manocytes Cells wshed with 2 ml ol FBS
wiere resudpended in 800 gl of binding bauffer (L1 M Hepes pH 7.4,
14M Nall 25mM Ol ) Annexin V and 7-AAD were xided ot &
concentratian of 1 pl'107 cells sne incubsted 5t roarm e pe ST s in
darkness for 15 min belre FACS analysis In this 55y, non-apaptotic
cells ane T-AAD- and annesin V-negative cells, wheress & arly apaptatic
el are 7-AAD-negative and snaexin V-positive. Cells in lae
apoptngs sre poditive for the tao indlotoss {Sdumid e ol 1994;
van Engel and et al, 1998 ) Properseparation of the 7-AAD and snnexin
V signals waes abtained by compensstion wsng Di0-labeded Emv © and
Dil-labeled CD4* single cslls induced to spoptass by previous
incuhation with camprothecin (Sigma) at 3.1 pg'mi for 14hat 37 °C

Fluafesesice tichossam

Ciell 3 fram 24 h ool hres wene theated wilth 1 0pM Hoecdst 33342
{Mdoderul s Prabes, Bugens, OR) st 37 °C for 15 min tostsin OMA, snd
the mmmber of single red single gresn, and doubls fuorescent mmik
tinuclested cells was determined by Muorescence micrmampy.

Cell sarting and stimulation by PMA-kmammpedn

Cedls from 24 h cocultwres were trandfered to 2 cantrifuge tubs
wiashed once with PBS and finally resuspended in PES & 4 con-
centration of 1 107 eiisiml The doubile fluorescent cell popad ation
wias somed using & FACSAria flow oytometer |Bectan Dickinson) A
7% of heterakaryon enfichiment was obtsined D25 expresion
wiad indduced by stimulation with 15 ndd PMA and 268 oM ionommyein
for 14h in serum-fee AM-V medium. Gontral EmeS T cella. were
stimulsted in poralisl Adhered cells were detached by inaibation
with 0.1 mM EDTA in PES fbr 10min 2t 37 °C Direct im mmunalliane s-
cenoe with & monodonal anti-C025 antibady coupled to APC was
pefarmed & described before In onder to snalyee wviable cells,
progdium iodids was added at 2 fined concentration of 05 pgmi
15 min befone ow cytam sty enalyis_Siay flve to seventy pefcentol
heterakar yans wee vishle under these maditions

Sratierieal analyses

Differanes berween groups were analyzed for significance by
ANOVA (P =005 uslng GraphPad Prism | GraphPad Saftware, Ing).

Resulis
Flenw eylamiedy analy s of Eiv-inediated hateraka rpan farmiatian

Cell-cell Rision was studied in corultures of HIV-Env-expresing
Jurkat eells with THR-1 COD4- momocytes. {denoted here 25 Emi- T
cells and D4 monocyies, respeaively] Fusion was gquantified
using & previosly charscterived method based on the difisrental
lebeling of Rision partners with the N0 and Dl lipophilic dyes
lolloved by the enumeration of the fised (double fuorescent
partiches) and unfised el (single Muorescen pariides) by flow
cytofmetey. In this sy, FRET of ises whena 488 nm Leser Bghtis used
to exclte the lunrodromes duning analysls causing & clear Inorexse
of the Dil-red (hosescence in Rised it notinaggregated cells [Husna
&t sl 2006).

Abaut G of double fosescent cells were deeaed In moiltres
of Di0-labeted Envt T cells with Dil-labelsd OD4* monoytes alter
5 h This percentage indrexed with time. reaching up to 20T alter
2 dayd with most of deuble Nuatescant calls { 12 to 15%) arsing inthe
fist 2ah (Fig. 1AL In comrast, only a background level of double
Nuare scent cella {1 o 2%) wa olserved when monocytes were
cocubtured with Env™ T eslls sxpresing 5 mutant Ew glycoqe atein
that is unable to mediste fusion, even after 2days of coculture
{Fig. 18}

Abart SO of the dould e fluor escent cells generated in cooulures of
lsogenic Env™ |ymypthocytes with 0D4™ monocytes exhibied Wgher
gr il arity than singls celly, = incicaied by its S5C-H signal { Fig 1A]
Hioweever, the F5C-H signal of most of the double Muorescent parti des
ovet] s wiith that of single monocytes. This apparent discrepancy 15
expainsd by the non-monotonic nature of the forwand-scater de-
tectar response. 40 that small inareases in panticle dismeter do nat
prodhice |mponsnt (ncrements of the FSC-H sipnal, wiile the desr
increment in the SSCH signal (s relsted o it high senaiivity o
varistions inthe pantide relractive indes {Robinson e al, 2003).

To determine the mixing of membranes in double Nuorescen
cells, the sppesrance af FRET hetwes nthe Dl and N0 lipaphilic dyes
wiks evaluated by incubrstion of DE-(04™ monocybes with Risogenic
Emv™ T cells labsled with knerexsing concentrations of D0 (Husma
et ol 2006] As shown in Fig. 2, the mesn Dil-red (luafescencs in-
tensity increxed up to 7 Simes with respect o that of the red cefls
that remai ned single luor escent (unfiited red cells) and the e nhanoe-
mem was proportional to the RO concentratinn, sn indication of
FRET. A badkground of FRET-negative deubles (Mo scent @l papa-
lton was. alio generaied, which comprised shout 78 of totsl cella

Dbl (horescent ells containing two or mare nudesl were
oherved undesr microscope examination of malnires, conflming
the gensration of heterokaryons {Fig. 3). The pereemage of double
Muorescent cells abtsined by fow otometry sgresd with that
oltained by cell mumnting inder Nuorescence micdoscopy (12158
and 1286, respectively, for 2 24 h malmre )

i btian af helerakaryon fbranatian by an anti-04 mAb and e HIV
Jusion inhibitar T-20

Fig. 4 shinw that hetes alesryon Bamation wad inhibited by an anti-
(OO0 sl antibaody that bioda celhulsr ingsetion by HIV (Hustal,
2004) and by T-20, & synthetic peptide that targets the N-terminal
Iheepnel repest region of gpd | and s pecifically | rmerfenes with the fusion
prrocess | Fumita et 2l 1998). Both mol el inhdbitd the hetenoty e
fusion with similar 10, vahwes {78 and 65 1M, respe divel y1. Doubile
Muorescent el formed in conlaures of 4" monogdes wiih nan-
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Msogenic Env™ T celis were unaliscted by these molecules (Fig. 4),
I ndicating that they corr espanded to non-spedifleally spsrepated calls
Hetarakaryan viabiiny

Apoptosls andd loss of membrane integrity were simultansosly
deter mined an he werokaryons and unfised cells in @oultres, 1sing
the dual staining with CyS-annexin V and T-AAD in a four -color flow
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oometty dsxy (Fig 5 and Table 1), Heterokaryoms showed a
progressive redudtion in wishility throughout the ailture time. Sy
el ght and Mty percent ol heter ok sryom rema ned negative far T-AAD
incorparstion and anne sin V-binding after 48 and 96 h of @olare,
respectively (Fig. 5B) During the firs 48 h, the heterokaryan’s
vilshill ty was similar to that of inhsed coaultures s well & comral
manacultuied Env T eells, which abio showed decresied viability
with time. In comtr e, the wishility of the unfized snd comrol D47
manocytes femuined b gher than 90K [Takie 11

Heterokarpon celluler compoziton

Tao assess the overall ceflular compasition of heterokaryans, fhe
Enwv" 04" ratio of incorporstion af fison panmness into syncytla, ar
stalchinmetry cosfficient ¢, wad caloulsted on the basls of the per-
centage al Tused cells and the change in the percentage of the red and
green cells that rematned infused with respect to the initisl coailure
ratin (Lopes-Ralderss o sl 20071 at 5 hof ooulnre. Fig. 64 shaws
that the pencertage of Envt T cells decresses after the first Sh of
coailtune, whenfused el have appesred, winsras the percentage of
the (D4~ monog/ie popmilstion shows only 4 minor change, Sug-
geating the reouitment of a higher mimber of Emv ™ T ol than 4™
manacytes into heterokaryons. Fig. 68 dhows the staidhamery oo
efflciant ¢ abtained |n cocultures with differant coculture ratios (1),
It can be seen that several Env™ T cells ane recruited per each a™
manacyte, even in @nditions where 004+ monocyted are in exces.
The Env “jC04 " ratio of recrultment [ndn hetembaryans. increxsed a2
the EnvH 006 coculnure ratin wias rabed. A fmo- bl socess ol Eme
T cells in coauitires results in he erokaryons with an sverage el
compasition of 4 Env + T aells per each CD4* maonodyie.



E Fmivem-Todedn of of, | Eqperineaal and Modcsde fefobgy 90 2000 | B57- M8 161

i 1 Flaoae comes micatonpy of 24 B cocuimese s of TR0 Eav® 7ol (e et D004 Y mamarynet | rod ). Dbl Saionns R mb ryema e badleaed by @ DNA

e B fid sl M 3340 (e B | Belagedifraion: diw:,

B e henalypde aoalyss

The exprasson of surlsce maleailes belonging i each of the
Mmion partners (03 snd CORE, for lypmphaid cells, snd D4 and
032 for monocytic cells ), &5 well 8 (D68 an intracedlud ar antigen
highly expraissd in monocytes bt poarly expresad in hmphodgytes
{Hitness and Simmons, 1993; Pulford et 3l 1990], was anatyzed in
Iesterakar yons. and in cells that remained unkised in coouinires, o=
well = in comral (monoaduned) cefla The percemsge of cells
prenitive for & ach marker snd their respective MA index. which e
Niects the expredsion bevel sre shown in Table 2 and Figs 7 and &
reapertively. The perentags of heterakaryons expreddng 005, CO2E,
anil D32 was similsr to those of cells that remained unfirsd in
cocultures and bo the respe o ve @ninal cella Likewi se, the percentage
of (DG nsterolaryons was similar to that of @ntral and wnhised
(04™ monocytes, the cell line expresding the higher pe rosntsge of
cells positive for this marker. C04, although nommally present on T
eells, wias not expressed by Env® T e, in agreemert with presious
olservations (Cao =t &l 1996 Crise et al. 1990; Rivers-Toledo &t al_
20 Stevenson ot s 1988). Thus, in our experimertsl system
exgremion of 004 wis restriced to mamacytes; BRY of which wers
pasitive. Alter Z4h of coculture anly 1% of heteroksryons
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Envt T cofls Moe-spacific ool aggoe gates gesasnad i cocdnunes of mos Beuogeni:
Eont T ol withy 074 ensencytis: § open symbaiy| wre st afcrecd sy the Jael- (D4
moencional anaboty amd T-20. Eah poing s the Jverage of i @ imenes casried

sut i dupSam

expremed (04 Analysis of the expression levels (Fig. 7) showed
that D4 & well expredsad in both the unfised monocytes and in
contral cefls (MA indexa12] wheness it expressdon an heteo-
karyons was harely detectahle (MA index—4) Conversely, the
expression kevel of the lymphocyte CD28 and CD3 modecules in
hetenakary ons wad deady reducsd (54.3 and 586 respactively) in
comparison with their levels on Env™ ells that remained wnfised
and Env® mntrol cslls In contrase, CD32 and CD68 moleoules were
etprenal at the wme leval in hetenak srpons and in monocyies that
remained unfised, which showed MA™S similsr to those of control
momocultured cells (Fig 71 Fig- 8 shows that these patiems of ex-
pressiaon were similer after & snd 24 h of coculture. This, hetero-
karyors shaw anlmpartant re duction [nlymphocyte surlsce markers
X eainn

Response of heterokarpore 1o stimulabion with PMA-fonatiycin

Symhesis of the interleukin-2 receptor sipha chain {D25) is an
early event during the sctivaton of cells fam the |ymphocyte li nexge
{ Al shsin s Wiskia, 2004). ln visw af the raduced e e estion ol the
0028 andd (D3 T cell marke s in hetenk aryons, aatudy was condusted
in order to determine their ability to express the T cell sctivation
marker (D25 Cell of the Jurkat E6 dane. a4 well &5 the Jurkat Bnv™
cells sre shile b scpres the I-20 sl dusin (0025 ) afer stimul stion
witth & variety of agents, inchiding the @mbination of PMA and the
calcium ionophare onamydn [ Abcsham and Weis, 2004; Rivers-
Talede =t ol 2010). A 73K enriched pogulation ol heterakaryans was
treate d with PMA-ionammyein. Fig. 9ahaws that 872 +3.1% of contral
Emv " Teelld express the CD25 molecul e, wheneas anly 220 +1 6% of
heterokanyand was OI25+, slihaugh with very kw sxpredsian lsvely
Control 04 monocytes were wnabds 1o sxpress 025 wnder 5 imilar
camditions | data not shawn ).

Diiseissdon

We show that Enw™ lymphaid cells cn lfuse with monocytes
exprening the CD4 receptar farming hetérakaryans in which the
Iymphocyte propenies (D3, (D28 and CO25 expresslon) are
restricted, while preserving the expression of monocybe markers
D32 anl CDGE.

Previous in vitro studies indicated that fusion betwesn cells Bom
difierant linesges can oo dird ng HIV infedion One repart showed
that the envelope viral proteins are expressed on the membrane of
Infected maonocyte- der e d macrophages snd sllow them to e with
unindeaed T cell lines {Crowves etal, 1993). In sndther wiark, it was
found that the interaction of luman skin dendeitic cells with T
lymphocytes provides 3 milieu for production of high amounts of
ﬂm!mmﬂdlmwmswundmrtﬂhdhdh
heterokaryons formed by the Rision of these cells were the main
seuree of produsian of HIV {Paps et 5l 1994).
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Here, ymphooyie-manacyte Rision wes andyzed using a low
cytametny daay previoisly used lor the quanditative study af hem pho-
cyte-tymphacyte Ridon medisted by the H-envelope protsin (Husms
et &l XWE X006 Loper-Ralderss of al. 20007, Rivers-Tolsdo et sl
20) Seversl types of evidence Indicse tha double luorescant calls
are true heteradaryons. The posibls generation of double fluanesent
cells due to phegootoss of Env™ T oells by the 004" monocyies wis
rubsd owr by the observation that double flusrescent csils do not
arige when T cells expresing a mtant non-fisogenle Emv prodedin

are cooulturel with the (D4 monocytes, even alter two days of
coculire. Double fluorescent multinticlested cell were olmerved
by micrascngic examination andd thelr nmmbers agres with these
oltained by flow otamery. Rinthermaore, the formation of deubile
Muorescent cells wa highly dependent on the receptors | mplicted in
the HIV entry [rode=ss, since it v inhibited by nenamolsr @noemns-
tiond of an and-I04 mAb snd by the symhetic HIV Rsion inhibitar

pepticle T-20. The producton of doubls (horescent cells omesponding
10 spgregated bar mot Rised cells we minimized by the dissociation of

attsdved cells in dhe cell suspensions by ppenting fist bedore snabyic
in the flaw cytometer. In addifon mandlsatbon of FRET hetween Dd
and [HO, which requires memirans mixing (Bhumenthal et 2l 2002)
supponts the nation that deubie fluoresent cells omespond to bona
Nide fised eolls (Husra et 8l 2006)

Az expected aler the mixing of cytoplesmic anee s, hete rokary-
on population showed high cytaplasmic conplexdty (SSC-H signal).
even though thelr sie (FEG-H slgnal) remasined similar to that of
unfiged oells. Fluoresenes micrmcopy examination of molnred
cedis showerd that mostof the dowble Muor escent sl s matained two o
mmﬂ suggesting that most Rised cells were small

celhular fimion led to the expredsion of surfies
mﬂmlu from both cell ineages The observation that the perent-
sge of heterakaryons expresing (08, (D28 (182 and DEE wa
similer to those of the redpedive Rision pamnen, reflecs & random
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cell recrultment process which is independent of these rempor
Hiowever, the reduoesd sxpression levels (eg. the mean luoresence
intensity) of the lymphoid antigens COB and CD28 an heterokanyana,
while D32 and ODGE bath markers of maonocytic il remal ned
unchanged, suggests a differentisl post-hmion downregulstion or
inter nal ization of the lymrephaid sufsce molediles Anather possible
explanation woull be the preferential recrultment of hmphoid cefls
harharing lower level of (D3 and CD28. However, no dimd mition of
cells expresing low levels of OD3 ar (D28 was obssrved in the
lymphaoid cells remaining unfised, simee thelr Muonescence distribu-
tion overl apped predsely that of fhe control non-cooul i ed cefis inall
experimeints (P=057 and 048 respectively) (dats not shawn)
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Env " Teells are CD4 ™30 (D4 wiould he sequired by hetenokary ans
only from the monocytle pertne . However, the CD4 content in het-
erokaryon was strangly reduced compared to that of O4° mamo-
cyted, with regard to bath the peremsge of 4+ cells and the
amount af recepors per cell, 25 indicated by the MPA index Blocking
D4 by gpl 20 during the lsion proces or & dovwnmodud stion of D4
after Imeradion with soluble gpl20, & reponted for HIV-infected
cells { Amadar st &l 1992; Galeslunas et sl 1994), muld seount lar
the scarce expredsion of C04 on heenokaryom, C04 medistes the
respande 1o the chemoattrsctive (amor interdeukin-16 {1L-16) ina PKC
dependent pathway (Parsds o al. 1996) in monocytes snd D4~ T
cells { Genter of sl 1996) (D4 sbio medi ate s the C04" Tosli activation
suppressor sctivity of IL-16 (Ogaawara & sl 1999) In sddition,
I rihitiian of HIV replication by 11- 16 in C04© Tesll b abo praduced
through | ser scfl on af this oy nakd ne wi th OD4. (M ad soek e 2l 1999).
Fusian of HIV-infeaed T iymphocytes with C047 maonocytes would
generste (04~ heterokaryond, whidh would be resistant to Hirther
HIV infection, and reffatory to chemotaxis through IL-16 and to
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thee el -viral sctivity of this cytokine. The presencs of D4 on 709 to
I of human per pheral b ood monocytes | Karsed & ol 1985, Tuttle
et al, 1998), would fxvor the probaldiity of Msion in the tissues
Il trates.

A low expression of |ymphocyte markers would make it diflal
to determine the panicipation of T el in the formation of het-
erakaryons in vive, Lymphocytic markers are not usually sought in
phenatyping sudies of HIV-inlsoted amiltimiclested cells (n patien
tgues Ssveral repons heve shown the expression of myelold
mariers, such & HAM-56, RCA-1. MAC-387, CDGE. 51040, H1A-DR
anidl Bysozyme by thete cells { Dargent & al 2000; Bibatt &t &l 1989;
Drendtein and Wahl 1999 Rnfetes al 19mj.mmu:cu-3
wis reported in multinucle sted @ils of the mumssl suface of the
sdenodd. which were identiied 2= dendeitic csll-derived syncytia
{Frankel =t sl 1996} The possibility remalm that huson of HIV-
infected iymphoid and myeloid @il ocars ot inflammation sites,
where hesvy infiltration of these cells arbies, and that lymphodd
markers are not evident in the resuling heterokaryons

Presd ously, we showed that the expresion of |ymphod surfsce
maleailes and the shility to express (025 and synthesize IL-2 aker
PMA- ionommscin <t rmilsthon, i maintsined in syncytia generated by
the hammaty e fuson of Eny T eells and 004+ Jurkst T cells (Rivers-
Taleda et 2l 2010) In contrast, the reduced expfession of the CD3
and (D28 lymphaid moleculs in heterokaryond, aslong with the
very low expression of (D25 in responss to the stimulstion with
PMA-lonammycin, indictes loss of the lymphocyte phenotype, even
though |ymphocytes sre recruited in higher propamion than mono-
oyt in heterakaryom, & indlaied by the stolddometry ases
ment In additi on, the olservation that the level of expression of the
monacyte markers D32 and (D68 & maindsined in heteroksry ana
Indicates that the monbcytlc phenatype can bemme dominam
Talloveing fusion, akhough it may be alterad by the incorporation of
Iymphocyte components. Further functional studies are needed to
eqtablish this pai

In our experimentsl manditons, hall of the heterokaryons e
maified vishie and non-apoapletic even in 4 day coculivres. Notably,
the kMnefies of heterakaryons vishillty paralisled that of the EBnv = T
cells, indicating that the “desth signal ” indtlstec in Env™ T oells may be
tramsderred bo heterokar yons and that the se sre not able to restrainit

T helper lymphocytes and ceils of the monocyte- macnaphage
lineage sre smential during estabiishment of | mmmine respomes and
they are alsn the main targets e HIV, Together, these olmervations
Implicate that heterokanyans brmed by the Rision of HIV-infected T
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cedls with monocytic cells, would be esentislly (D4~ and thiis re-
lractary to the chemasttractive, sotivation suppressing and snd-viral
activities of IL-16 and may inchde a high proportion of small het-
eroharyans slong with multinudested siant cells. In addition, they
may provide a sive far repllcation HIV sirains

This work suggests a possible heteralogows ofigin for the
mudtinucieated cells in HIW infection. Furthe r characten zation of the
mechaniam respandible for the phenotypic change and funaionasl
capaifitie s of heternkarpong i neoe sy to unde retand the (mplics-
tions of these entities for viral replication and immume response.
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Abstract  In human HIV infection, multinocleated cells
{syncytia) are formed by fusion of HI V-infected cells with
(D" cells. In order to examine possible functional
implications of syncyta formation for the immune
response, the expression of important surface molecules by
T-cell syncytia and surrounding cells that remain onfused
{bystander cells) was analyzed in cocultures of HI'V-Env-
and CDud-expressing E6 Jurkat T celk. Fusion parmers
were differentially labeled with lipophilic probes, and
syncytia and bystander celk were identified by flow
cytometry. The cellular phenotype and respomse to acti-
vation stimulus afer fusion were analyzed with antibodies
couplad to third-pany fluorechromes. Coculmred unfused
E6 cells showed a marked decrease in CIM expression,
sggesting the selective recruitment of oells strongly
expressing CDM into syncytia. However, the incorporated
(M was not detected in the syncytia, whereas the range of
expression of CD2E, ICAM-1, CXCR4 and (D3 was wider
than that of unfused cells. Limited expression of CDd in
the bystander unfused populstion, = well as in the newly
formed syncytia, would result in limitation of forther viral
eniry and a failure to identify these cells, and it could
partially contribute o functional impairment and a
decrease in the number of CDM™ T cells in ATDS, Most of
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the syncytia were vishle and expressed CD25 and IL-2 in
responae 1o activation by phorbol myristate acetste (PMA)
and jonomicyn. Thus, syncytia populstions harboring
widely heterogeneous levels of receptors would constitue
a poential source of anomalous immune functon.

Tmtroaduction

Syncytia formation by the fusion of HIV-infected cells
with uninfected targets is frequently observed in vitro
[1, 2). HIV viruses vary in their ability to indwoe syncytinm
formation in CD4® T cell culures, but the presence of most
fusogenic viral sirains in the circulation of HIV-infecied
individuaks asocistes with disease progression [3-11]. In
vivp, biopsy and sutopsy studies have shown thet HIV-
infected multinucleated cells, presumably formed by cell-
cell fusion, are present in brain and lymphoid tdssues of
patients [12-15]. The observation thai in viro-formed
syncytia collapse by apoptosis shontly after formation hes
led v the consdderation that they may also be shont-lived in
vivi, thus contributing to the depletion of CDM™ T cells
[ 16, 17). Conversely, the presence of infected multim-
cleated cells in patients’ tissues, even during the asymp-
tomatic stage of the infection[ 13, 18], indicates thatsyncytia
may survive in vivo, possibly affecting virs replication and
the function of fused cells and surrounding tissnes.

The syncytium-inducing ability of HIV-1 is madiaed
essentially by the envelope glycoprateins gpl20 and gpsd |
expressed on the surface of infecred cells. The exterior
2p 120 protein binds to te (D4 receptor, and subsequently
te a chemokine receptor, mainly CXCR4 and CCRS.
Binding of the chemokine receptor by gpl20 tiggers
conformational changes in gpd] that eventually result in
membrane fusion [19]. Additionally, cellular adhesion

€1 springer
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molecules, such as the ICAM-1/LFA-] sysiem, parficipate
in formation of syncytia by CD4™ T cell lines [20-22].
We have developed a procedure for the quantitative
sudy of HIV-envelope-medisted Iymphocyte-]lymphocyte
fusion, based on an ssay involving differential labeling of
fusion cell panners with DO and DIl fluorescent lipho-
philic probes, followed by flow cytometry analysis after
coculture. The unfused cells appesr as single floorescent
events, ad the syncytia as doubly fuorescent particles
[23}. 1t was shown ihat flucrescence resonance energy
transfer (FRET) from DO to Dl produces an increase of
the red fluorescence in fused cells but not in cells aggre-
gates, allowing the gating of a population of double
floorescent events composed of bona fide fused cells, dhe
numbers of which agree with thoss coonted by fluores
cence microscopy [24] By this assay, it was shown that
HIV envelope proteins can induce & population of syncytis
differing in size and cellular composition [25] Thus,
smeytia formation in vitro is a highly heterogeneous
process, where a great propostion of small syncytia con-
taining few nuclei (two to four) are generated slong with
giant cells [24, 25]. Such hewrogensity suggests a diver-
sity of functional outcomes. Thus, the consequences of
smcytia formaion by celk from the immuone system and
their effect on neighboring tissues is in need of funther

The expression of panticular receptors on the membrane
of lymphoid cells reflects their stage of differentiation and
role in the immune response. T helper lymphocytes, one of
the cell populations infected by the HIV, express receptors
and costimulatory molecules for interaction with antigen-
presenting cells as well as cytokine receptors essential for
aciivation [26]. Using a three-color flow cytomeiry assay,
we studied the expression of varioos recepiors involved in
signaling for activation, costimolation, signal transducion,
and migration processes in syncytia and cells that remained
unfused afier the co-colture of two human hymphocytic
Jorkst cell lines, one expressing (D4 and CXCR4A (ES
cells), and the other expressing a lymphotropic HIV
envelope glycoprotein (Envt cells). The viability of the
symcytia, the synthesis of IL-2, and the expression of the
interleukin-2 receptor slpha chain (CD25) in responss
© activation by phorbol myristaste acemte (FMA) and
onomicyn were determined.

Materials and methods

Experimenta] design
T-call syncytia were produced by cocolturing HI'V-1 Env-

expressing cells with CDM* Jurkat T cells. Fusion part-
ners were differentially labeled with lipophilic probes.
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Double-labeled syncytia and surrounding cells  that
remained unfused (bysander cells) were identified by
flow cytometry. Determination of the cellular phenotype
of the syncytia and bystander cells was performed using
antibodies cooplad to e third-panty fluorochromes allo-
phycocyanine (APC) and peridinin-chlorophyll-protein
complex (PerCFL The response of syncytia to an activa-
tion stimulus was determined by adding PMA plus
ionomicyn to the cocolures and to syncytia that had been
purified by soriing. The response to stimuolation was
determined by the analysis of surface expression of CD23
and intracellular IL-2 production. Viabdlity and apopinsis
were determined by the incorporation of 7-amino-acti-
nomicin D (7-AAD) and the binding of annexin V cou-
pled to the Cy5 fuorochrome. A cell expresing a
mutated Env glycoprtein (non-fusogenic Env® cells) that
binds i (D4 but does not indwee cell fusion [27, 28] wa
used a5 control.

Cell lines and cultuge

Jurkst cell lines HXBcX(4) and F22FY, which are stably
transfected with the amv gene from the HIV-1 HXBc2
swrain, and Jurkat E6-1 cells, were obasined through the
AIDS  Research and  Reference Reagent  Program.
HXBc2(4) and S22F/Y cells carry a regulator plasmid that
contains a teiracycline-dependent repressor sequence and a
second plasmid containing the emv and rev genes of the
HIV-1 strain HXBc2 linked to tetracycline operator
sequences and to a homan cytomegalovins minimal pro-
moter. HXBe? cells express a funciional Env proein, while
S22RY cells express 2 mutant Env protein containing an
FY substitution at position 522 in gpd] and are unable to
mediste membrane fusion [27] The expression of the
£p120 envelope protein on these cell lines has been dem-
onsirated previously [27, 28] These cell lines were chosen
because they are derived from the same original leukemia
isolawe bt differ in that E6 expresses CTd, but HBc2(4)
cells do not and react with CD 4, mediating cell fusion [27].
E6-1 cells are CD4* and CLCR4™. HHBe2(4), SZ2FY and
E6-1 cells will be denoted here s fusogenic Env®, non-
fusogenic Env' and E6 cells, respectively.

Cell lines were culwred in RPMI {Gibco BRL, Rock-
ville, MD) supplemented with 10% FBS (Gibco BRL),
50 Wml penicillin and 30 Wiml streptomycin (RPMI-100,
at 37°C, with 5% COa. Fusogenic and non-fusogenic Env™
cells were grown in the presence of 1 pgiml tetracycline
and selection antibiotics (200 pg/ml G418 and 200 pg/mi
hygromycin) & described previowly [27] Expression of
the gpl20vgpd] viral Env protein was induced by washing
eells rwice with phosphate-buffered saline solution (FES)
to remove tetracycline and incubating in RPMI-10 with
selection antibiodics for 3 days [27].
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Syncytium formation assay

E6 and Env* cells were labelad with Dil {1,1' -dioctadecyl-
33,33 tetramethylindocarbocyanine  perchlorate) and
Di0 (3,3-dioctadecyloxacarbocymnine perchlogate) lipho-
philic dyes, respectively, obtained from Molecular Probes
{Eugene, OR). Cell labeling was pesformed the day before
the fusion expariments. The hbeing procedurs has been
described before [23-25], although the amounts of dyes
used here were bower than in previcus repors in order to
wvoid interference of he fivorescence of the Hpophilic dyes
with that of the antigen-specific fluorescent antibodies
during flow cytomery analysis. Stock solutions of dyes
(3.5 mgiml) were prepared in dimethylsulfoxide (DMSO),
and 5 pl of a 1427 dilotion of the DIl stock and 20 pl of a
130 dilution of the DIO stock was added to 3-13 x 10°E6
orEnv* cells, mapeciively, suspanded in 1 ml of RPMI-10.
After incubstion for 13 min at room temperatore with
gentle shaking in the dark, cells were washed twice with
en volumes of RPMI-10 ad resuspended in the same
medinm containing the selection anibiotics for overndght
incobation.

Syncytiom formation was induced by cocolturing
2 x I0F lsbeled celk from each fosion panmer in a final
volume of 0.2 ml of AIM-V serum-free mediom {Gibop,
BRL) in %6-well plates. Cocnliures were incubated st 37°C,
5% O0g, for 2, 5 and 8 h. Control, monoculured labeled
cells were mainisined under the same conditions.

Lsbeling for receptor expression snalyis

To determine the expression of surface recepiors in comtrol
and coculwred cells direct staining with monoclonal
antibodies was performed & follows: cells were collecied
from wells and transferred o FACS tubes. They were then
wahed with 2 ml of cold PBES containing 0.1% NaMN,
and resuspended in 30 pl of staining buffer (cold PES
with (1.1% NaN; and 2% normal calf semum). APC-labeled
ati-CTd, anti-CT28, anti-ICAM-1, anti-CXCR4, and

Fig. 1 Fow cytomesy amlyss

anti-CD2F monoclonsl antibodies or PerCP-labeled anti-
D3 monoclenal antibody (BD Plarmingen, San Joss, CA)
were added (20 pl'10%celks), and the cells were incubased
for 30 min st 4°C, = indicated by the provider. Incubsation
of cells with an isotype-matched control antibody was
patormed in all s Unbound anibody was removed
by washing with 2ml of cold 0.1% MaN, FBS; cells
were resuspended in 500 pl of FACSFow buffer (Becion-
Dickinson, San Jose, CA) and malyzed immedistely by
FACS. Data representaive of seversl experiment ane
shown, & indicated in the text.

Fow cytometry analysis of fosion and surface
molecoles

Analysis was performed on 10,000 evenss using a FAC-
Scalibur flow eytometer (Becton-Dickinson, San Jose, CA)
eqipped with a doal-lse system emiting o 488 and
633 nm, using CellCQuest sofiware. Non-lsheled ozl wene
msed for adiusment of sutofloorescence, whemeas com-
pensation of the red and green signals was camried out using
not-coculinped Dil- and DiO-labeled cells. Syncytia
(double floorescent cells), unfused ES cells (red) and
onfsad Env? cells {gresn) wer gawd and quantified in
FLI-H {Di0-green fluorescence) vi. FL2-H (Dil-red fluo-
rescence) dot plots (Fig. la). Cell aggregates were disso-
cisted by gently pipetiing the cell suspensions just befone
FACS analysis. The percentuge of cells that were positive
for whe different surface molecules and their respective
geometric mean fluorescence intensities were evalusted for
every gated populstion in the FL3-H (Per(F) or FL4-H
{APC) channels. To control for spillover of the Dil fluo-
rescence in FL3-H or FL4-H, & matched-isotype, imelevant
antibody was included in each analysis.

The mean Auorescence intensity index (MFT index) was
defined s the ratio of the mean fluorescence intensity of
the cells incubsted with the specific monoclonal antibody
to the mean flvorescence inensity of cells incubated with
the isotype conirol.
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Cell sorting

Syncytium formation was induced by coculuring 4 = 107
labeled cells from each labeled fusion parmer in a final
volume of 0.4 ml of AIM-V serum-free mediom {Giboo-
Invitrogen, Carlshad, CA) in 48-well plates. After 3 h of
incubation, cells were transferred to a cenrifuge tube,
wished two times with phosphate-buffered saline (PBS),
andresuspended in PBSata concentration of 2 ¢ 10° cells'ml,
The double fluorescent, FRET-positive population corre-
sponding to syncytia [24] was sonted out st 4°C with using
a FACSAria flow cymmeter (Becton-Dickinson). About
1.5 x IF gmeytis wene obisined with 92-96% purity.

Cell viahility

Cocultured snd monoculured control cells Labebed with Dl
and DiD, as well & sored syncytia, were transferred to
FACS tubes, washed with PBS and resuspended in binding
buffer {BD Pharmingen) before the additon of 5 pl of
Cy5-Annexin ¥V (BD Pharmingen) and 3 pl of TAAD
{eBioscience, San Diego, CA) Cells were analyzed by flow
cytometry afier a 10-min incubation &t room temperamre.
Syncytia and unfussd E6 and Env* call populations were
gated in FL1-H vs. FL2-H dot plots as shown in Fig. la
T-AAD and Cy5-Annexin V fluorescence was determined
fior each gawed population in FL3-H and FL4-H channels,
respectively. Mon-apopintic cells were identified as
T-AAD- and annexin V-negative cells, whereas early
apoptotic celk were idemtified as 7-AAD-negative and
annexin V-positive. Celk in late apoptosis were positive
for bodh indicators [29, 30].

Activation of cell and analysis of (D25 and [L-2

Syncytia in cocultures or purified by sorting were stinm-
lated by adding PMA plus ienomicyn, and their response
was analyred by the swface expression of (D25 and
intracellular IL-2 production by flow cytomeiry. In cocul
wres, the stimulus was added afier 2 h, when the geners-
tion of syncytia had reached a8 maximum.

CD25 expression was induced by 5-h incubstion with
20 ng/ml PMA and 0.2 pM ionomicyn in AIM-V mediom
supplemented with 0.5% FBS. Cells were washed with
FBS and resuspended in stining buffer containing the
monaclonsl  antibody anti-CD25 coupled to APC and
incubated for 30 min at 4°C. Celk were then washed two
tmes with PBES and analyzed immediately.

Synthesis of IL-2 was stimulated by incubstion with
20 ngfml PMA and | pM ionomicyn in RPMI- 10 for 6 he
Monensin {1 pM) was added to cells 4 hbefore collaction.
For analysis of intracellular IL-2, the cells were fixed with
4% paraformaldehyde for 10 min &t room tempersiure
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[31], washed and permeabilized with Perm Wash Buffer
{(BD Biosciences). Cells were then resuspended in the same
baffer containing the monoclonsl antibaody anti [L-2 cow
pled to APC and incubated 30 min st 4°C. Eotype-matched
oonirg] atibodies and non-stimulated cells were inchded
in each experiment. Finally, celk werne washed mwo times
and resuspended in FACS buffer for flow cytometry anal-
yais. In all experiments, monocultused control cells (E6 and
fusogenic Env™) were stimulated under the same condi-
tions and analyzed simul@neously.

The percentage of cells positive for CD25 and IL-2 and
their respective geometric mean fluorescence intensities
were evaluated in the FL4-H (APC) channel The specific
response of cells i activation was obtained by subtracting
the percentage of the particles that were positive in the
isptype control sample from the percentage thet wene
positive inthe ant-CD25- or anti-IL-2-stained sample. The
MHF index was calculated as indicaed for the analysis of
surface molecules.

Statistical analysis

Statistical analysis (ANOV A and student r tests) was per-
formed using GraphPad Prism (GraphPad Software, Inc,
San Diego CA)

Hesults
Fow cytometry snalysis of cell-cell fusion

Juskst ES and fusogenic Env® cells labeled with Dil and
DiD lipophilic probes, respectively, were coculiured to
induce fusion and then analyped by flow cytometry as
described previously [24, 25). Figure | shows iypical dot
plos for the D0 and Dil fluorescence, a5 analyzed in e
FL1-Hand FL2-H channels, respecively. Twelve o fifieen
percent of double fluorescent cells were obinined after 2 hy
with no significant changes after & h. Figure 1a shows that
the double fluorescent cells have an enhanced red fluones
cence intensity (mean = 346) compared to that of dhe
wifused red cell population (mesn =930 Thiz is in
agreement with fuorescence resonance energy transfer
{FRET) from DiCh to Dil, which was previowsly shown io
arise in bona fide fused cells but not in aggregated cells
[24]. As expected [24], the coculmre of ES cells with non-
fusogenic Env™ cells (Fig. Ib) only generstes background
levels of FRET -negative cell aggregates (0.7%).

Expression of surface molecules after oell-cell fusion

After 2, 5 and & h of coculiure, the expression of surface
molecoles was deermined simulianecusly on syncytia and
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cells that remained unfosed, using antibodies coupled to a
third-party flvorochrome. The expression of these antigens
wi ako dewrmined in covrol monoculiured cells main-
twined under the same conditions.

Figure 2 illuswrates the detection of andbody fAmores
cence on cells from the RZ, R3, and R4 gates in Fig. la
comesponding i the onfused ES, fusogenic Env® and
smcytia popolations, respectively. It was expected that if
cells were non-selecively recuited into the symeytia pop-
ulation, the percentage of symcytia expressing the surface
molecules should be similar © that of the fusion partner
populations. Table | shows that except for CDd, which
wis not detected on syncytia, no major changes were found
in the percentage of syncytia expressing CD28, ICAM-1,
CHCR4 and (D3 compared to the unfused cells. However,
as shown Fig. 2, the width of e fluorescence intensity
distributions was greatly increased in syncytia compared
wiih that of the unfused cell populations. A measurement
of this incresse in the heterogensity of surface molecule
expression is provided by the standad devistion snd the
MF] index.

Seventy-three percent of control monocultured ES cells
were positive for CD4 (Table 1), with an MFI of 156. In
contrast, control fusogenic Env* cells were negative for
(D, as expected [27]. Lack of CDM expression is
commonty observed in HIV-1-infecied and HI'V-envelope-
expressing cells, and this is known to be cansed by reten-
tion of envelope-CD4 recepior complexes in the endo-
plasmic redeolum [27, 32, 33].

In coculires, & rapid decline in the percentage of CD4Y
E6 cells was observed, decressing by 31% after 8 h
{Fig. 3a). Likewize, the level of this receptor (MFI index)
on unfused E6 cells was 68% lower than that of control
cells (Fig. 3b, c). Reduoction of (D4 expression was not
observed when E6 cells were cocultured with non-fuse-
genic Env? cells expressing 2 muotmnt gpd] Env protein
unsble to mediae fosion (Fig. 3a, bl. No detectshle
expression of CDM was observed on syncytia (Table 1;
Fig. 2a).

Syncytin viability and expression of CD23 and JL-2
afier activation

In agreement with previous observations [25], most of e
syncytia in cocoltures (T0-85% in different experiments)
did ot show annexin ¥ binding or 7-AAD incorporation
{Fig. 4a). For some expariments (see below), syneytis wene
purified by cell sorting. resulting in & population consisting
of 9% double fluorescent cells (Fig. 4b). The sorting
procedure did not greatly affect the viability of the syncytia
{Fig. 4c), since it was similar w that of syncytia in
cocuiure.

Jurkat E6 cells releass interleukin-2 (IL-2) after stimu-
lation with phytohsemagglutinin (PHA), ati-CD3 anti-
bodies, PMA and with a combination of PMA and a
cakcivm ionophore, such & jonomycin. Thess stimoli also
induce expression of the interlenkin-2 recepior alpha chain
{CTD25) in the plasma membrane [34]. As expecied, conirol
monocoliured fosogenic Env™ and E6 cells were able to
express CD23 (Fig. 3c, e) and produced IL-2 (Fig. éc, ¢} in
response 0 activation with PMA and ionomycin. The
pocentage and MF] index of fusogenic Env' cells
expressing IL-2 were higher than those of E6 cells
{p <0.001 and p < 0.01, respectively) (Fig. e, el

Syncytia expressed (D25 and IL-2 in response to acti-
vation with FMA plos lonomycin either when the stimolus
was added to cocultures after syncyiia formation or when
added to sorted syncytia (Figs. 5a, b; 6a, b). PMA plos
ionomicyn only induced a minor increase (5-7%) in eardy
apoptotic syneytia, sither in coooltures orin sorted syneytia
(Fig. 42, <).The pewentage of syncytia responding to
activation was similar to that of conrol monooultured
fosogenic Env® cells (Figs 5 6c, du The level of
expression of (D23 and IL-2 in syncytia was also similar
to that of control cells (Figs. 5, 6e. ). No expression of
(D25 or IL-2 was observed on syncytia (Figs. 5; 6a, b)and
individual cells in e absence of simulation. The
expression of CD25 and IL-2 by E6 and fusogenic Env*
cells thet remained unfosed in cocultures did not differ
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Fig. 1 Exgression of surce molecoles on synoy@ia md on cells
mmaming onfimed affer coculure Floorescence hisograms of
specific mitbodies labeled with dindparty fAecrodimmes were
obtained for the B2, RF and R4 gaes shown in Fg | Doged lnes
mmespond io isofype conimbs  Boldfore mumbers imdicate the
sandrd deviation of the specific fluonescence distsbation, wheres
those I dalior commpond to e MFL mdex (the mtio betwveen the
mean fleoesrence intessity of the cells incofuted with the secific
memochomal amiibody and the mean fiuorescence mtensgy of cells
imcubated with the isotype controlp. Daty are repesenttve of dree
experiments

significandly from that of control monocultured cells (data
ot shown).

Previously, we showed that the cellular composition of
syncytia is related to the coculture ratio of fusion partners,
a0 that the average EGEnv™ cell ratio of recruitment into
syneytia and the size of the symeytia incresse in cocultunes
where E6 cells are added in excess [25]. In order to
determine the responsiveness of synceytia differing in cel-
llar composition, activation was induced on syncytia
obtained from cocoliures differing fivefold in the initial
proportion of fusion panners. Syncytia showed CDR23
expression and synthesis of IL-2 under all conditions tes
fed, and the level of response was also similar @ that of
control fusogenic Env™ cells (data not shown).

Discussion

The siudy of the consequences of HIV-induced fusicn of
immune-system cells may be impontant for a comprehen-
sive understanding of HIV pathology. Here, we show that
in vitro smcytinm formation between ES and fusogenic
Env* cells is msociated with a rapid reduction in the
percentage of CDM™ cells in the unfused, bysmnder E6

population. Such reduction was acoompanied by the
removal of cells with the highest levels of surface CIM,
suggesting that these cells were preferentally incorporaed
inip syneytia. This is in agreement with a requirement for
multiple CTM molecules for interaction with Env during
fusion, as suggested previously [35, 36]. Alternatively, de
blocking of CTM by gpl20 relkased from Env-expressing
cells [37, 38] or a downmaodulation of CDd after interaction
with soluble gpl20 [39] could alsp account for the low
expression of CDd on the remaining unfused cells. How-
ever, reduction of (D4 expression was not seen in E6 cells
cocolmred with non-fusogenic Env® cells. Although
spontanecus of CD4-induced shedding of gpl20 is a well-
known process [37, 38, 40, 41], we consider it unlikely that
shedding of the gpl20 protein from the Env™ fusopenic
cells, but not from the non-fosegenic Env® cell ling
explains the CDd decrease in bystander cells. The con
structs used to transfect the fusogenic and non-fusoge nic
Env™ cells carry the env gene from the same HIV HXBe2
sirain [27, 42]. Futhermore, the properties of the Env
maolecules expressed by both cell wypes regarding gpl&
processing, affinity for (D4, cell-surface expression, and
particularly, the association beoween gpl20 and gpd!] and
the supernatant concentration of gpl20 (shed from gpl20-
expressing cellk) are similar [27, 28, 42). Therefore, we
believe that the reduction of CTM expression on bystander
E6 cells in coculmre with fusogenic Env™ cells is relaed
with the fusion process.

CGeneration of an uninfecied CD4™ T cell population due
to selective pressure during HI'V-induced syncytia forma-
tion in vitro was observed early on by Lifson et al. [1], who
also showed that this population was able to further divide
i bscome predominant inthe culure. Here, we show that
syncytia, slong with cells remaining unfused after cocul-
ture, have very low or null levels of (D4 expression. If
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P < 00l ¢ CTM expressiom leveks in BS cells bhedom coonliere
(black line) and in wnfosed bysander E6 cdbk foom am b
cocultmre (comtimows gray dee) Doted line comesponds o the
sofype comtrol

) Sprinper



1212

E Rivera-Toledo o gl

hiﬂﬂ -
giﬂ-

&

£ ]

1Ll"

Dikred fluorescence .
wt o

v !

J‘r‘"u'_iu P

S . "
w et owt ot

Di0-grean fluorescence

Fig. 4 Amhxi of viahilty of syncytin. & Perceniage of apopbolic
md nov-epoptoic syoovEs W ostinohited cocukores, or dose
simabied wih PMA pls iooomicyn. The memn + SEM of o
e an dent exped ments is shoem. b Ambak of syncysia parafied by

operating during HIV infection in vive, survival and peo-
liferation of a T-cell subpopulation displaying low CDd
expression levels may contribute @ the reduced CTd
expression observed in some patients with advanced dis-
ease [43], Low CDx expression would affect the efficiency
of T-cell activation madiaed by the TCRADI complex,
paricularly in response o low-affinity ligands, where the
binding of CIM to copnate MHC molecules can stabilize
the TCR~ligand interacton [44, 45). This condition may be
relevant during the massive infection of lymphodd organs
in HIV-l-infected pagens [46]), whese infected multing-
cleated cells have been observed in lymphecyie-rich areas
[14}. On the other hand, reduction of (TM expression on
cells might impede their becoming infected by HIV virl
particles or evenumally favor the selection of CDd-inde-
pendent vimwes, which have been isolated from patients
and may influsnce imponant sspects of AIDS pathogenesis
[d47—49].

Binding of CDMd by gpl20 during membrane fusion,
followed by shedding of gpl20 and the quick intemaliza-
don of the gpl20-CDd complex [50] has been observed.
This could account for the low expression of CDd by

] Springe

sring. © Apoptosis im stimebted amd non-stime bied s orfed s yacyim.
Wable nomapopiofc symcytia appear m e lower leff quodron,
wherms mrly apoptofic syncytiz (ammexin Veposifive, T-AADRnega-
Hve) appear in the upper I guadroer

syncytia, in addition to the intracelluls etention of enve-
lope-CTM receptor complexes, a5 mentionad above.

In previcus studies, we observed that the greater pro-
portion of syncytia generated in vitro contained few nuclei
{two 10 four) and had a mnge of sizes similar 1o thar of
unfused cells (24, 25). Small syncytia could even pass into
circulation, where 2 reduced expression or blocking of the
(D4 molecule would hinder their detection using common
anfibody-based techniques. Taken together, these obser-
vations suggest that moa of the syneytia formed in vivo
may go unnoticed because of their small size and that they
would show low or noll CDM expression.

Under our experimental conditions, syncytia were viable
and funcional, in that they responded to stimulation with
PMA and ionomycin by expressing CD25 and synthesizing
I-2 This was clearly manifested both by syncytia in
coculure, where anfused celk are sill present, and by
syncytia coltured in bolaton. Inerestingly, the response of
syncytia 0 stimolstion was closer 1o that of the most
responsive Fusion panner (fusogenic Env™ cells), indicas
ing that smeyiis may mandfest significant levels of bio-
logical activity.
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The wide distribution of the Auorescence inensiy in
the smcytiom population reflects the generstion of om-
oytia with a vast away of sizes, with the larger syncyiia
showing the highest fuorescence valmes (data not
swwnl On the other hend, the mndom acquisition of
receptor units from the fosion panners would also expand
the range of receptor expression kvels on syncytia so
that syncytia showing higher fluorescence than any of e
fusion parness may be generated by fosions of "high-
high™ cells, whereas syncytla conmining low levels of
recepiors may be generated through fusions of “low-low™
cells. Thus, & broad range of (D3, CXCR4, ICAM-1
ad CD2E expression levels would maske syncytia a
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heterogeneons subsirste from which different fates and
regponses to the micreenviromental stimolus woold be
expected, including activation afrer stinmlaton, anergy
and chemotaxiz. The expression of CD3 molecules from
different cells on the membranes of the syncytia raises
the intiguing possibility that syncytia may become
responsive to different antgens by acquiring TCR spec-
ificitdes from the fused cells in & manner similar © doal-
receptor-expressing T cells [51) The relevance of the
changes in the expression of the T cell surface receprors
described here for HIV disease would depend of the
overall extent of cell—cell fosion in vivo, which has not
been estimated.
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