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RESUMEN

La psoriasis es una enfermedad dermatolégica con inflamacion crénica
caracterizada por la presencia de lesiones en forma de placa debida a una excesiva
proliferacion de queratinocitos. Estas lesiones contienen un gran infiltrado de células
inmunes como neutrdéfilos, células dendriticas, células linfoides innatas y linfocitos T
entre otras, las cuales se han propuesto como participes en la fisiopatologia de la

enfermedad.

Este proceso inflamatorio es mantenido por citocinas producidas por las células
inmunes innatas y adaptativas, donde se ha observado que la interleucina 17 tiene
un papel crucial en este proceso, ya que es capaz de activar a los queratinocitos asi
como a los neutrofilos. La IL-17 es una citocina producida principalmente por los
linfocitos T, especificamente los linfocitos cooperadores 17 (Th17). De acuerdo con
esto, en los pacientes con psoriasis los linfocitos Th17 producen dicha citocina. En
condiciones inflamatorias crénicas, se ha propuesto que las células Th17 pueden
tener dos fenotipos diferentes denominados como “convencional” y “patogénico”.
Las Th17 convencionales expresan el factor de transcripcion RORyt y producen IL-
17, mientras que las patogénicas expresan RORyt, T-bet y pueden producir
simultaneamente IL-17/IFN-y o solo IFN-y. Ademas, se ha observado en modelos de
ratdbn como la encefalitis autoinmune experimental que las células Th17 con fenotipo
patogénico inducen una mayor severidad de la enfermedad. En humanos, la
severidad de la psoriasis puede estar asociada a la presencia de microorganismos
como S. aureus y de su superantigeno la enterotoxina B (SEB). Sin embargo, en
psoriasis se desconoce cual es el fenotipo de las células Th17 y si una molécula
asociada con la severidad pudiera impactar el fenotipo y funcidon de estas células.

Ademas de los linfocitos Th17, existen otras células linfoides capaces de producir la
IL-17 denominadas como células linfoides innatas (ILC). Estas ILC se caracterizan
por carecer de marcadores de linaje, poseer morfologia linfoide y compartir
caracteristicas fenotipicas y funcionales con los linfocitos T cooperadores y
citotoxicos. Ademas de participar en la inmunidad contra virus y bacterias, las ILC se

han encontrado incrementadas en diversas condiciones inflamatorias como colitis y



en la enfermedad de Crohn, sugiriendo que tienen un papel en la fisiopatologia de
estas enfermedades. En el caso particular de la psoriasis, las ILC estan
incrementadas en las lesiones pero no son capaces de producir IL-17. Un trabajo
previo realizado en nuestro grupo de trabajo reveld6 una poblacion con
caracteristicas de ILC que expresa el marcador CD123 (ILC CD123%°), con
tropismo a piel y de manera interesante expresa el factor de transcripcion RORyt y
puede producir IL-17. Sin embargo desconocemos si esta poblacion de ILC existe
en la dermis de los pacientes y si sus caracteristicas funcionales podrian contribuir a

la psoriasis.

En este trabajo nos enfocamos en determinar si un estimulo asociado con la
severidad de la psoriasis como el SEB pudiera modificar el fenotipo y funcion de los
linfocitos Th17 y su posible implicacién en la severidad de la psoriasis. Ademas,
determinamos si la poblacion innata ILC CD123%° esta presente en la dermis de
pacientes con psoriasis y si pudiera contribuir en la fisiopatologia a través de la
produccion de IL-17. Nuestros resultados muestran que las células Th17 estan
incrementadas en la dermis lesionada y ex vivo se observa células con fenotipo
convencional y patogénico. De manera interesante la estimulacion con SEB indujo el
incremento en células Th17 patogénicas asi como la disminucién en la produccion
de IL-17 y el incremento en la produccion de IFN-y, revelando la adquisicion de
caracteristicas funcionales patogénicas. Al analizar la poblacién ILC CD123Pa°
encontramos un incremento en la dermis lesionada de estos pacientes en
comparacién con dermis no lesionada. Funcionalmente, la poblacion ILC CD123%°
es capaz de producir IL-17 e IL-22 de manera basal y después de una estimulacion,
siendo esta produccion mayor en la dermis lesionada. En conjunto estos resultados
revelan un posible mecanismo que promueve la plasticidad y altera la funcion de los
linfocitos Th17 en los pacientes con psoriasis asi como una nueva poblacién de ILC
que pudiera contribuir en la fisiopatologia de la enfermedad.



ABSTRACT

Psoriasis is a chronic inflammatory skin disease characterized by plaque lesion due
to excessive keratinocyte proliferation. These lesions contain immune cell infiltration
such as neutrophils, dendritic cells, innate lymphoid cells and T lymphocytes, which
have been proposed players in the physiopathology of the disease.

The inflammatory process is maintained by innate and adaptive cytokines where IL-
17 plays an important role, able to activate keratinocytes and neutrophils. For many
years, IL-17 was considered a cytokine exclusive for T lymphocytes, specifically
Th17 lymphocytes. In psoriasis patients, Th17 lymphocytes are important IL-17
producers. Recently, in chronic inflammatory diseases, it has been suggested that
Th17 lymphocytes show two different phenotypes named conventional and
pathogenic. Conventional Th17 lymphocytes express RORyt and produce IL-17,
whereas pathogenic Th17 lymphocytes express RORyt, T-bet, produce IL-17/IFN-y
at the same time or only maintain IFN-y production. In mice models such as
experimental autoimmune encephalitis, the pathogenic Th17 lymphocytes induce an
increased disease severity. In humans, psoriasis severity has been associated to the
presence of a bacterial microorganism such as S. aureus or its bacterial
superantigens such as enterotoxin-B (SEB). However, in psoriasis remains unknown
which is the Th17 lymphocyte and if a molecule associated with disease severity
could impact the phenotype and function of these cells.

In addition of Th17 lymphocytes, there are other lymphoid cells capable to produce
IL-17 named innate lymphoid cells (ILC). The ILC is characterized by lacking lineage
markers, lymphoid morphology and share phenotypic and functional features with
the helper and cytotoxic T lymphocytes. In addition to participate in immunity against
bacterial and virus, ILC has been found increased in several inflammatory conditions
such as colitis and Crohn’s disease, suggesting that they have a possible role in the
physiopathology. In psoriasis, it has been observed an increased frequency of ILC
has been observed in lesional skin however these cells are not able to produce IL-

17. In a previous work done in our laboratory, we described a population with ILC



features that express CD123 (ILC CD123""), with skin homing and interestingly with
the capacity to express RORyt and IL-17. However, we still do not know if this
population are present in the lesional skin and if their functional properties could

contribute in psoriasis.

In this work, we focused to determine if a psoriasis severity associated stimuli such
as SEB could modify the phenotype and function of Th17 lymphocytes, and its
possible role in disease severity. In addition, we determine if the ILC CD123"°"
population is present in psoriatic skin and if could contribute to the physiopathology
through IL-17 production. Our results show that Th17 lymphocytes are increased in
lesional skin, which has conventional and pathogenic Th17 lymphocytes ex vivo.
Remarkably, SEB stimulation induces the increased frequency of pathogenic Th17
lymphocytes, a decreased in IL-17 production and increased IFN-y production,
unveiling the acquisition of functional pathogenic features. The ILC CD123""
population is increased in lesional skin compared to non-lesional skin. Functionally,
the ILC CD123"" population is able to produce IL-17 and IL-22 before and after
stimulation, which is increased in lesional skin. Altogether these results reveal a
possible mechanism that promotes the plasticity and modifies the Th17 function in
psoriasis patients as well as a novel ILC population that could contribute to the
physiopathology of the disease.



II. INTRODUCCION



INTRODUCCION
Caracteristicas y epidemiologia de la psoriasis

La psoriasis es una enfermedad inflamatoria cutanea caracterizada por lesiones en
forma de placa, las cuales tienen un area bien delimitada y son debidas a la
excesiva proliferacion y diferenciacion inadecuada de los queratinocitos’. Su
prevalencia en el mundo se estima que esta entre el 2 al 3% de la poblacion
mientras que en México este porcentaje es aproximadamente del 0.5%2 Las
lesiones psoriasicas pueden presentarse en todo el cuerpo, aunque hay predileccion
por ciertos sitios anatdmicos como codos, rodillas y piel cabelluda. Existen diversas
formas clinicas siendo, la mas comun la psoriasis vulgar, que se presenta del 80 al
90% de los casos®. Las caracteristicas clinicas de estas lesiones incluyen la
presencia de eritema generado por la dilatacion y formacién de vasos sanguineos,
descamacion originada por la excesiva proliferacion de los queratinocitos e
induracién debida al gran infiltrado de células inmunes®. Estas caracteristicas junto
con el area afectada son necesarias para determinar la severidad de la enfermedad.
Esta se calcula a través del indice de severidad y area en psoriasis (PASI, Psoriasis
Area Severity Index, por sus siglas en ingles) el cual tiene un valor de 0 a 72, donde

72 se considera como la forma mas severa®.

El diagnostico de la psoriasis se realiza con base en las observaciones clinicas de
las lesiones (forma delimitada, eritema, induracion, descamacion) y, en escasas
ocasiones, se requiere la toma de una biopsia para confirmar el diagnostico4 . Entre
los cambios histolégicos observados en la piel de estos pacientes se encuentran la
acantosis (engrosamiento de la epidermis), paraqueratosis (presencia de nucleo en
células del estrato corneo) asi como prolongaciones de la epidermis hacia la dermis.
Ademas se observa un infiltrado de neutrofilos, células cebadas y macrofagos en la
epidermis denominados microabscesos de Munro, mientras que el la dermis se
encuentra un gran infiltrado de células T, linfocitos innatos y células dendriticas?

(Figura 1).
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Figura 1. Histologia de la piel sana y psoriasica. La piel esta conformada la dermis y
la epidermis. Algunos de los cambios histolégicas de la lesidn psoriasica con respecto a
la piel sana comprenden el engrosamiento de la epidermis (acantosis) y la retencion del
nucleo en los queratinocitos (Paraqueratosis). En la dermis lesionada se observa un
mayor infiltrado de células inmunes y la generacién de vasos sanguineos (angiogénesis).

Fisiopatologia de la psoriasis

La psoriasis fue descrita en 1808 por Robert Willan y se consideré durante mucho
tiempo como una enfermedad infecciosa causada por hongos. Ahora se sabe que
es una enfermedad cronica cutanea cuya etiologia aun permanece desconocida. Sin
embargo, se ha demostrado que factores ambientales, genéticos e inmunoldgicos

pueden ser factores desencadenantes o perpetuadores de la enfermedad.

Se ha propuesto que traumatismos en la piel, los cuales liberan DAMPs (Danger
Associated Molecular Patterns, por sus siglas en ingles) pueden ser un factor
ambiental desencadenante de la psoriasis. Otros factores ambientales como las
infecciones en garganta por estreptococos (3-hemoliticos han sido asociadas con la
aparicion de la psoriasis®. Aunado a esto, el anlisis de la microbiota presente en las



lesiones muestra un aumento de firmicutes entre los cuales Staphylococcus aureus
es una de las especies incrementadas con respecto a la microbiota presente en
sujetos sanos’®. También se ha observado que la enterotoxina-B (SEB), la cual es
un superantigeno de S. aureus se encuentra incrementada en las lesiones®. Un
estudio revel6 que la aplicacion de parches con SEB en la lesion puede inducir un
infiltrado de células mononucleares asi como un incremento del factor de necrosis
tumoral alfa (TNF-a)'°. De manera interesante se encontré que pacientes con PASI
alto tienen una mayor presencia del SEB y viceversa, demostrando que existe una

correlacion entre el SEB y la severidad de la enfermedad "2,

Los factores genéticos relacionados con la psoriasis estan presentes en diferentes
loci los cuales han sido denominados como loci de susceptibilidad a psoriasis
(PSORS, Psoriasis Susceptibility Loci, por sus siglas en ingles), comprenden del
PSORS1 a PSORS9 y contienen moléculas que participan en la respuesta inmune
innata y adaptativa. Por ejemplo, la molécula CARD14 (Caspase Recruitment
Domain-Containing Protein 14, por sus siglas en ingles) participa en la inmunidad
innata mediante el ensamble del inflamasoma y activando al factor de transcripcion
NF-xB (nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells). Se ha
observado que mutaciones en esta molécula incrementan la actividad de este factor
de transcripcion, favoreciendo la expresion de diversas moléculas inflamatorias.
Ademas, mutaciones en NFKBIA el cual codifica la proteina inhibidora IkBa de NF-

kB se ha asociado con la psoriasis®.

Con respecto a los factores genéticos relacionados a la inmunidad adaptativa se ha
demostrado que PSORS1 contiene el alelo de la molécula del complejo principal de
histocompatibilidad clase | HLA-Cw06*02, la cual se ha asociado a la psoriasis en
diversas poblaciones y hasta en un 70% en gemelos homocigotos'. Otro ejemplo es
el polimorfismo observado en el receptor de IL-23 en el cual hay cambio de una
adenina por guanina, lo que confiere una menor susceptibilidad a desarrollar
psoriasis'®. Estas y otras mutaciones han sido asociadas con el mantenimiento del

ambiente inflamatorio en los pacientes con psoriasis.



El otro gran componente que participa en la psoriasis es el inmunoldgico debido a
un gran infiltrado de células inmunes en las lesiones de los pacientes. En la
fisiopatologia de la psoriasis, se propone que los queratinocitos y las células
dendriticas plasmacitoides (pDC) presentes en las lesiones reconocen a través de
TLR9 un complejo molecular formado por el péptido antimicrobiano catelicidina (LL-
37) y ADN o ARN. Este reconocimiento genera la activacion de las células pDC y la
produccion de IFN-a, el cual activa a las células dendriticas dermales y genera la
activacién de linfocitos T'*'°. Ademas, estas células dendriticas dermales son
capaces de producir IL-23, la cual favorece la polarizacion de los linfocitos T hacia
un fenotipo Th17. Ya en las lesiones, los linfocitos Th17 producen citocinas como IL-
17 e IL-22 que inducen la activacién y proliferacion de los queratinocitos. Finalmente
estos queratinocitos producen citocinas inflamatorias como IL-1f, IL-6, TNF-a y
quimiocinas como CCL20 y CXCLS8, las cuales favorecen el reclutamiento de mas

células a la lesion, perpetuando asi el ambiente inflamatorio'®'’ (Figura 2).
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Figura 2. Fisiopatologia de la psoriasis. El modelo propuesto para el desarrollo de la
psoriasis contempla la presencia de los factores disparadores (Infecciones vy
traumatismos), la subsecuente activacion de células dendriticas plasmacitoides y
convencionales asi como la activacién y diferenciacién de los linfocitos T hacia el peffil
Th1 y Th17. Estas células efectoras producen citocinas como IL-17, IL-22 e IFN-y las

cuales favorecen la proliferacién, activacion de los queratinocitos y el mantenimiento del
ambiente inflamatorio.
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Tratamiento de la psoriasis

Los tratamientos que se utilizan para esta enfermedad son de diferente tipo y
dependeran de la respuesta del paciente. El primer tratamiento de eleccion incluye
el uso de medicamentos topicos como emolientes, derivados de la vitamina D, del
alquitran de hulla y glucocorticoesteroides. Estos tienen un efecto hidratante,
antiproliferativo en los queratinocitos e inmunosupresor, ayudando a controlar la
generacion de lesiones. Si no hay respuesta a este tratamiento, entonces se utilizan
inmunosupresores orales como el metotrexato o la ciclosporina A, solos o en

combinacion con fototerapia ultravioleta A o B.

El tratamiento con anticuerpos es la ultima linea de tratamiento, la cual ha sido
desarrollada en la ultima década. Medicamentos como el Etanercept (proteina de
fusion), Infliximab o Adalimumab los cuales neutralizan al TNF-a han mostrado
buenos resultados ya que disminuyen el ambiente inflamatorio aunque también
tienen efectos adversos como son las constantes infecciones bacterianas'®'®. Otro
anticuerpo utilizado es el Ustekinumab, el cual une a la subunidad p40 que
comparten la IL-12 e IL-23, evitando la polarizacidn de los linfocitos T hacia un perfil
Th1 y Th17 respectivamente®. El anticuerpo mas reciente es el Secukinumab, el
cual bloquea la IL-17A favoreciendo la disminucion del ambiente inflamatorio en las
lesiones. Se ha observado que este tratamiento induce una mejora hasta en el 90%
de los pacientes con psoriasis, mostrando que esta citocina es uno de los
mediadores importantes en la fisiopatologia de la psoriasis?’.

Las caracteristicas y funciones de la Interleucina 17

La Interleucina 17 fue descubierta en un cultivo de células T y se observé que tenia
la capacidad de incrementar la expresiéon de IL-6, IL-8 e ICAM-1 (Intracellular
Adhesion Molecule 1) en fibroblastos humanos??. La IL-17 pertenece a una familia
que consta de cinco miembros que comprenden desde IL-17A hasta la IL-17F, los
cuales interacttan con los cinco receptores descritos (IL-17RA, B, C, Dy E)®. La IL-
17Ay la IL-17F son citocinas inflamatorias; pueden estar en forma de homodimero o

heterodimero, siendo esta ultima la forma mas comun en células mononucleares de
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sangre periféricaz“. La expresion de IL-17 es inducida principalmente por las
citocinas IL-6 y TGF-f (Transforming Grown Factor beta, por sus siglas en ingles),
aunque otras citocinas como IL-18, IL-23 e IL-21 también son capaces de inducir su
expresion?®. Ademas, los factores de transcripcion como RORyt (Retinoic Acid
Receptor-related orphan receptor gamma t) RORyt, RORa (Retinoic Acid Receptor-
related orphan receptor alpha t,) y Runx1 (RUNT-related transcription factor) se

pueden unir de manera directa al gene de il-17a y promover su expresion?.

Las citocinas de la familia de la IL-17 pueden interactuar con IL-17RA, el cual esta
expresado en células hematopoyéticas o con IL-17RC cuya expresion es elevada en

2128 Estas interacciones inducen una cascada de

células no hematopoyéticas
sefalizacion que generan la activacion del factor de transcripcion NF-kB, en
particular de las sub-unidades p50 y p65. El IL-17R senaliza a través los dominios
SEFIR (SEF/IL17R domain), TILL (Tir-like loop) y la proteina ACT1, los cuales son
analogos funcionales de los dominios TIR (Toll/IL1R domain), MyD88 (myeloid
differentiation primary response protein 88) y TRIF (TIR domain-containing adaptor
inducing IFN-B) en la via de sefializacion de IL-1 y TLR. La unién de IL-17 con su
receptor activa la via de las MAP cinasas, AP1 (Activator Protein 1) y el incremento
de C/EBPp (CCAAT-enhancer-binding protein beta) y C/EBPd (CCAAT-enhancer-

binding protein delta) en ciertos promotores de sus genes blanco®** (Figura 3).

Las moléculas que se expresan en repuesta a la IL-17 son péptidos antimicrobianos
como B-defensinas, catelicidinas, Reglll (Regenerating islet-derived protein 3) y
lipocalina 2. También induce citocinas como IL-6, G-CSF, GM-CSF, quimiocinas
como CCL2, CCL7, CCL20 CXCL1, CXCL2 asi como las metaloproteinasas de
matriz MMP3 y MMP13%"323% En el caso de la psoriasis, la IL-17 actGa sobre los
queratinocitos favoreciendo la expresion de catelicidina (LL-37), IL-6, CCLZ20,
habiendo un efecto sinérgico en presencia de TNF-a. Ademas, la IL-17 genera el
reclutamiento, activacién y sobrevida de neutréfilos mediante la induccién de IL-8%.
En resumen la psoriasis es una enfermedad donde las células inmunes y en

especifico la IL-17 tienen un papel muy importante en la fisiopatologia.
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Figura 3. Receptor de interleucina 17 y su senalizacién. El receptor de IL-17A o IL-
17F esta constituido por el heterodimero IL-17RA y RC. Una vez unida la citocina, se
induce una sefalizacién mediada por el dominio SEFIR lo que genera la activacion de
TRAF 2/5 y de TRAF6 lo que conlleva a la activacién de C/EBP, la via de las Map
cinasas y de NF-«xB para la expresion de sus genes blanco.

Linfocitos T en psoriasis

Como ya se menciono anteriormente, la psoriasis es una enfermedad con multiples
factores desencadenantes entre ellos el inmunoldgico. Uno de los primeros trabajos
que sugirié la participacion de los linfocitos T en la psoriasis fue derivado del estudio
de las biopsias de estos pacientes. En ellas se encontré un gran infiltrado de
leucocitos, preferentemente de linfocitos T CD4, CD8 y células dendriticas®.
Ademas, estos linfocitos infiltrantes eran capaces de proliferar®® y adquirir un
fenotipo Th1 al co-cultivarse con células dendriticas aisladas de la piel lesionada®’.
Otros estudios demostraron que el uso de inmunosupresores como la ciclosporina
A, la cual afecta la actividad de los linfocitos T, generaba una mejora en los
pacientes®. Por otra parte, en pacientes con leucemia y que ademas presentaban
psoriasis, la enfermedad cutanea mejoraba posterior al trasplante de medula 6sea®.
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Estas evidencias sugieren que el sistema inmune y en especifico los linfocitos T
podrian participar en la enfermedad.

Uno de los factores disparadores de la psoriasis son las infecciones por
estreptococos B-hemoliticos, principalmente infecciones por Streptococcus
pyogenes, ya que se ha reportado la generacion de lesiones después de infecciones
en garganta. Esto pudiera ser debido a que la proteina M de S. pyogenes tiene
epitopes compartidos con algunas queratinas expresadas en la piel, generando asi
un mimetismo molecular. Esto se demostré estimulando linfocitos T aislados de
pacientes con cuatro secuencias de aminoacidos compartidos entre las queratinas
14, 16, 17 y la proteina M, dando como resultado la produccién de IFN-y*°. También
se observo que la queratina 17, la cual es reconocida por linfocitos T CD8, esta
sobre-expresada en las lesiones de los pacientes, sugiriendo que las células T
tienen el potencial de reconocer componentes de la piel y activarse™.

Haciendo uso del raton AGR129, el cual permite el trasplante de piel humana ya que
carece de los interferones tipo | y Il asi como una mutacion en del gen activador de
la recombinacion 2 (RAG2), se realizo un trasplante de dermis no lesionada de
paciente con psoriasis. Se observd un incremento en la proliferacion de los
queratinocitos, en el infiltrado de linfocitos T y de citocinas como IFN-y, IL-12 y TNF-
o ,ademas de manifestarse acantosis y papilomatosis, Finalmente, al eliminar a los
linfocitos T con un anticuerpo anti-CD3, los ratones trasplantados no desarrollaron
lesiones. Por lo tanto, se demostré que los linfocitos T son necesarios para la
generaciéon de las lesiones psoridsicas*’. Sin embargo aun no se conocia el

mecanismo por el cual contribuian a formar las lesiones.

Trabajos recientes han aportado evidencia de otros posibles autoantigenos en
psoriasis, como el caso del péptido antimicrobiano LL-37. Este péptido es capaz de
inducir la proliferacién y produccion de IL-17 e IL-22 en linfocitos T CD8" circulantes,
dependiente de la molécula HLA-Cw6*. Ademas, algunas secuencias de LL-37
pueden unirse a moléculas de histocompatibilidad clase Il como HLA-DR1, HLA-

+ 42

DR4 y HLA-DR11, confiriéndole el potencial de ser reconocido por los LT CD4" ™.
Otro de los posibles autoantigenos es ADAMTLSS (A desintegrin and
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Metalloproteinase with Thrombospondin motifs like-protein 5), la cual se encuentra
expresada en los melanocitos, es reconocida por el TCR de algunos linfocitos T
CDS8 e induce la expresion de IL-17 e IL-22 en pacientes con psoriasis®. Estos
trabajos sugieren fuertemente que los linfocitos T estan implicados en el proceso
inflamatorio de la psoriasis.

Ademas del incremento en el ambiente inflamatorio, se ha reportado que los
pacientes con psoriasis tienen una deficiencia en los mecanismos que regulan el
sistema inmune. Por ejemplo, las células T reguladoras FoxP3" (Forkhead box P3)
presentes en la dermis lesionada no son capaces de suprimir la proliferaciéon de
linfocitos T efectores*. Adicionalmente, existe otra poblacion de células T
reguladoras denominadas como Tr1, la cual se caracteriza por producir IL-10, por
carecer de FoxP3 y expresar CD49b y LAG3 (Lymphocyte-Activation Gene 3)*.
Recientemente se observd que la frecuencia de las células Tr1 correlaciona
negativamente con el PASI de los pacientes con psoriasis. Ademas esta poblacion
se encuentra practicamente ausente en la dermis lesionada en comparacion con la
dermis sin lesién o dermis sana donde se aprecian células Tr1“®. En conjunto, estos
trabajos muestran que en psoriasis, los linfocitos T promueven un ambiente
inflamatorio al reconocer autoantigenos y que los mecanismos reguladores son

ineficientes, lo que permite el mantenimiento de las lesiones.
Las caracteristicas, funciones y fenotipos de los linfocitos Th17

Los linfocitos Th17 son una de las poblaciones de células T cooperadoras presentes
en intestino y otros 6rganos periféricos y se caracterizan por la produccion de I1L-17,
IL-22 e IL-21 asi como por la expresion del factor de transcripcidon RORytZG. El
descubrimiento de los linfocitos Th17 proviene de los estudios realizados en el
modelo de raton de encefalitis autoinmune experimental (EAE), donde la presencia
de IFN-yes una de las caracteristicas de esta enfermedad. En este modelo, se
observo que la deficiencia de IL-23 genera una disminucién en el infiltrado celular y
en la cantidad de IL-17 pero aumenta la resistencia a desarrollar la enfermedad®’.
Esto permitié proponer la existencia de células Th adicionales a las Th1 y Th2, las

cuales fueron denominadas como “Th17”. Esta poblacion se caracterizé por la gran
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produccion de IL-17, ademas de que no dependian de los factores de transcripcion
T-bet, STAT1y STAT4 para su generacion y de ser inhibidas por IFN-y e IL-48.

Aunque los linfocitos Th17 no son los Unicos capaces de producir IL-17, su
importancia en la proteccion contra de infecciones por Klebsiella pneumoniae,
Salmonella enteritidis, Staphyloccocus aureus y Candida albicans ha sido
ampliamente demostrada®®. Sin embargo, estas células también han sido asociadas
a diversas enfermedades inflamatorias cronicas y autoinmunes que se creian eran

mediadas por linfocitos Th1 principalmente.
Diferenciacion de los linfocitos Th17

Al igual que los linfocitos Th1 y Th2, los linfocitos Th17 requieren de citocinas
polarizantes durante la presentacién de antigeno. Sin embargo, a diferencia de los
otros dos tipos de Th, las células Th17 requieren de la presencia de dos 0 mas
citocinas para su diferenciacion, entre las cuales se encuentran la IL-6 y el TGF-$3
asi como la IL-21 e IL-23%. Ademas, esta polarizacion es controlada por la
expresion de factores de transcripcion maestros como RORyt y STAT3 aunque,
ahora se conoce la existencia de combinaciones de citocinas y algunos otros
factores de transcripcion que pueden regular la diferenciaciéon de los linfocitos
Th172%28,

IL-6: la interleucina 6 es una citocina pro-inflamatoria expresada en células inmunes
innatas como monocitos, macrofagos y células dendriticas asi como por los
hepatocitos. Esta interleucina se produce en respuesta a ligandos de TLR y a las
citocinas IL-18, TNF-a e IL-17%. La IL-6 induce la diferenciacién de macréfagos,
maduracion de células B, sobrevida de las células plasmaticas y la diferenciacion de
las células Th17. Esta ultima funcidn se propuso ya que los ratones carentes de IL-6
tenian una menor frecuencia de linfocitos Th17%°. La IL-6 es reconocida a través de
su receptor IL-6R formado por el dimero IL-6Ra y gp130 (la cual esta expresada de
manera ubicua) que se encarga de la sefalizacion, a través de las cinasas JAK1/2.
Esto resulta en la activacion del factor de transcripcion STAT3 y se promueve la

expresion de IL-21 e IL-23, favoreciendo la diferenciacion de Th17°"°2.
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TGF-B: EIl factor de crecimiento transformante beta (TGF-) es secretado por
diversas células incluidas las células T reguladoras y puede interactuar con el
receptor TGF-BRI o Il, generando una sefalizacién a través de las moléculas SMAD
(Mothers Against Decapentaplegic homolog). Su funcién en la diferenciacion las
células Th17 ha sido controversial ya que esta citocina participa en la polarizacion
de linfocitos T hacia el perfil T regulador a través del complejo SMAD2/3-SMAD4%,
Sin embargo, las evidencias han mostrado que ratones carentes de esta citocina

tienen muy pocos linfocitos T IL-17* asi como proteccién en el modelo de EAE**%°,

Se ha propuesto que TGF-B podria estar participando en la diferenciacion de
linfocitos Th17 a través de dos mecanismos. El primer mecanismo involucra la
sefalizacion de TGF-B mediante la via de JNK/c-Jun, inhibiendo al factor de
transcripcion Eomes (Eomesodermin), el cual es un regulador negativo de la
expresion de Rorc y de il17a%°. El segundo mecanismo requiere de la formacion del
complejo SMADZ2/3 junto con Trim33 (molécula que participa en la via no canonica
de senalizacion de TGF-3), promoviendo la degradacion de SMAD4. Esto reprime la

expresion de IL-10 y junto con RORyt promueve la expresién de IL-17°7.

IL-21: Esta citocina pertenece a la familia de la IL-2 y es producida principalmente
por linfocitos T CD4" activados, promoviendo la proliferacion de células T, B y la
generacion de células NK altamente liticas a través de su interaccién con IL-21R%,
La IL-21 es producida por las células Th17 y su presencia en conjunto con TGF-3 o
con IL-6 promueve la expresion de RORyt y de IL-17. También se ha reportado que
la IL-21 puede favorecer la generacion de células Th17 en un contexto carente de
IL-6, lo que podria representar una via alterna de diferenciacion® aunque, la
ausencia de esta citocina no impacta de manera significativa la diferenciacion de
células Th17%°. Con toda esta evidencia aun permanece controversial su
importancia en la diferenciacion de células Th17 pero su actividad autocrina capaz

de inducir proliferacion de estas células ha sido demostrada®’.

IL-23: Esta citocina forma parte de la familia de la IL-12, compartiendo la subunidad
IL-12p40 con la IL-12, pero la IL-23 forma un dimero con la subunidad IL-23p19. La
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interleucina 23 es producida principalmente por células dendriticas y macrofagos
mientras que su receptor (IL-23R) esta presente en células epiteliales, NK, NKT,
células dendriticas asi como en linfocitos T de memoria y células Th17%%. La
interaccidn con su receptor genera la activacion de JAK2 y posteriormente la
activacion de STATS3 favoreciendo el perfil Th17.

La IL-23 fue la primera citocina asociada a la produccion de 1L-17%7 y se propone
que su funcion esta mas relacionada con el mantenimiento que con la diferenciacion
de los linfocitos Th17 ya que las células naive no expresan IL-23R. Su funcion en las
células Th17 parece ser de retroalimentacion positiva, ya que IL-23 induce la
activacion de STATS3, el cual promueve la expresidn de il23r y Rorc. Una vez
expresado, RORyt controla la expresion de las moléculas del perfil Th17 y mantiene
la expresiéon de IL-23R, favoreciendo esta retroalimentacion®®. Ademas, se ha
observado que la IL-23 promueve el mantenimiento y la proliferacion in vitro de las
células Th17 y disminuye la presencia de células T FoxP3" en un modelo de colitis
inducida®, lo cual podria favorecer atin mas la presencia de células Th17.

RORyt: Este factor de transcripcion pertenece a la familia de receptores nucleares
relacionados al acido retinoico y considerados como huérfanos porque no se habian
identificado sus ligandos. La familia ROR esta compuesta por los miembros RORq,
RORp y RORYy, los cuales participan en el desarrollo y la diferenciacion celular. De
manera interesante la isoforma t de RORy esta expresada solamente en células
inmunes, participando en el desarrollo de linfocitos T, formacién de tejido linfoide y
diferenciacion hacia el perfil Th17%.

RORyt fue el primer factor de transcripcion descrito como esencial en la
diferenciacion de las células Th17, ya que ratones carentes de este factor tenian
numeros reducidos de linfocitos T CD4" IL-17" in vitro o en la lamina propia.
Ademas, se demostré que RORyt se une directamente a los promotores de il17a,
il17f, ccré e il23r estableciendo asi el perfil Th17°°. También RORyt es capaz de
interactuar con moléculas como CBP (CREB-Binding Protein) o NCOA1 (Nuclear
Receptor Coactivator 1), los cuales funcionan como acetiltranferasas de histona

permitiendo la apertura de la cromatina®.
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Adicionalmente, el miembro de la familia RORatambién participa en la
diferenciacion de los linfocitos Th17 ya que este factor puede unirse a los
promotores de il17a e il17f en respuesta a IL-6 y TGF-B. Los ratones Rora™
mostraron tener deficiencia de células T productoras de IL-17 tanto in vitro como in
vivo. También se observo que en los ratones que carecen de Rorc y Rora hay una
completa ausencia de las células Th17%", lo cual demuestra el papel importante de
ambos miembros ROR en la diferenciacion de los linfocitos Th17.

STAT3: El transductor de la sefal y activador de la trascripcion 3 pertenece a la
familia de las STAT, las cuales son factores de transcripcion que se encuentran
asociadas a receptores de citocinas y participan en la transcripcion de genes
involucrados en el desarrollo, crecimiento y homeostasis. La activacion de STAT3 es
generada principalmente por IL-6R, sin embargo, IL-21R e IL-23R son capaces de
sefializar a través de esta molécula®®. El papel de STAT3 en la diferenciacion de
linfocitos Th17 es muy importante ya que ratones carentes de esta molécula
presentan una menor frecuencia de linfocitos Th17. De manera importante STAT3
es capaz de unirse a los promotores transcripcionalmente activos de citocinas como
il17a, il17f, il-21, iléra y de los factores de transcripcion Rorc, Rora, Batf e Irf4,
favoreciendo el establecimiento del fenotipo Th17%.

Runx1: Este factor pertenece a la familia de los factores de transcripcion
relacionados a RUNT (homdlogos del gene runt de Drosophila spp) cuya
participacion es importante en la hematopoyesis. Ademas, tiene un papel durante la
linfopoyesis de células T CD4 y CD8, donde Runx1 favorece la generacion de
linfocitos T CD8 mediante la represion de CD4 y también en la diferenciacion hacia
linfocitos Th177°. El ratén carente de Runx1 es letal sin embargo, modelos in vitro
transfectando células T CD4 con una forma de Runx1 deficiente, demostraron una
reduccién en el numero de linfocitos T CD4 IL-17* "> "". También, Runx1 tiene la
capacidad de incrementar la transcripcion de RORyt y la produccién de IL-17 bajo
condiciones “Th17” polarizantes (IL-6 + TGF-B). Ademas de que Runx1 puede
unirse directamente a promotor de Rorc, es capaz de interactuar con RORyt y

promover la expresion de IL-17"".

19



AhR: El receptor de aril hidrocarburos es un factor de transcripcién que reconoce
hidrocarburos aromaticos policiclicos como la dioxina o el 6-formilindol[3,2-
blcarbazol (FICZ). Después de la interaccion con su ligando y la dimerizacion con el
translocador nuclear del AhR (ARNT), se induce la expresion de algunos citocromos
que participan en la detoxificacion’2. En cuanto a su papel en la biologia de las
células Th17, se ha visto que AhR esta altamente expresado en esta poblacion
aunque el raton carente de este receptor no tiene diferencias en las proporciones de
linfocitos Th1773. Sin embargo, la activacién del AhR con FICZ induce la expresion
de IL-17, la cual es necesaria para la produccién de IL-227 y también se ha
observado que AhR puede cooperar con RORyt e inducir una mayor cantidad de IL-
17 e IL-227°,

IRF4: El factor 4 regulador del interferon pertenece a la familia de los factores
reguladores del interferon, cuya presencia es importante para la diferenciacion de
linfocitos Th2'®. Sin embargo, IRF4 también puede participar en la diferenciacion de
células Th17 ya que en ausencia de este factor de transcripcion hay menor numero
de linfocitos Th17, lo que evita el desarrollo de EAE en los ratones. Ademas la
expresion de RORyt es menor en estos ratones carentes, lo que sugiere que IRF4

pudiera regular la expresién de RORyt"’.

BATF: el factor de transcripcion de cremallera de leucina basico similar a ATF
pertenece a la familia de los factores de transcripcion AP-1. BATF se encuentra
expresado en linfocitos Th1, Th2 aunque su efecto en los linfocitos Th17 también ha
sido explorado. BATF participa en la diferenciacion de células Th17 uniéndose a los
promotores de Rorc, Rora, l117a, il22 y Ahr. De acuerdo con esto, los ratones Batf”
son resistentes a desarrollar EAE y los nimeros de células T CD4" IL-17" se
encuentran disminuidos’®. Estos datos sugieren que BATF también puede estar rio

arriba de RORyt en la polarizacion de las células Th17.
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Linfocitos Th17 en psoriasis

La presencia y participacion de los linfocitos Th17 en la psoriasis ha sido propuesta
gracias a la evidencia obtenida de los modelos animales asi como en pacientes. Por
ejemplo, utilizando un raton que expresa IL-23 de manera constitutiva bajo el
promotor de la queratina 14 o bien la inyeccién subcutanea de esta citocina generan
lesiones cutaneas similares a las observadas en los pacientes. Este modelo reveld
un mayor infiltrado de células T, una activacion parcial de las células de Langerhans

asi como una alta capacidad aloestimulante’®®

. También se ha reportado el
incremento del ARNm de IL-23 en la dermis lesionada de los pacientes, lo que
podria favorecer la presencia de células Th17%'. Adicionalmente, el incremento de
IL-6 e IL-8 en los queratinocitos asi como de ICAM-1 y HLA-DR en linfocitos T en
respuesta a IFN-y e IL-172 dieron pauta a un posible papel de los linfocitos Th17 en

la psoriasis.

Uno de los mecanismos de participacion de los linfocitos Th17 en la psoriasis es la
activacion de queratinocitos a través de la IL-17. Por ejemplo, la expresion del
mensajero de la quimiocina CCL20 se incrementa en queratinocitos estimulados in
vitro e in vivo con IL-17 o IL-22, lo cual favorece el reclutamiento de linfocitos T al
sitio de la lesion®®. Este eje CCL20/CCR6 es caracteristico de las células Th17 y es
importante para la generacién de las lesiones, ya que en ratones Ccr6” no se
generan lesiones psoriasicas®. Por su parte, la IL-17F induce la expresién del
mensajero de IL-6 en queratinocitos de humano y de ratén, lo que podria estar

reforzando el perfil Th17 en la piel®

. También se ha observado que la estimulacion
de queratinocitos con medio obtenido de células polarizadas hacia el perfil Th1 y
Th17 induce la expresion del ARNm de los péptidos antimicrobianos DEFB4 (Beta 4
Defensin) y calprotectinas como S100 A7, A8 y A9%. Estos péptidos antimicrobianos
también se incrementan asi como el mensajero de las quimiocinas CXCL3, CXCLS5,

CXCL6, CXCL8, CCL20 cuando se estimula con IL-17 a los queratinocitos®.
Otra citocina que aumenta la respuesta Th17 en psoriasis es TNF-a ya que induce

un incremento en los mensajeros de IL-17, IL-6, IL-1B, IL-22, algunos péptidos
antimicrobianos como S100A8 y S100A9 y genera lesiones psoriasiformes®’.
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Interesantemente, la presencia de IL-17 y TNF-a tiene un efecto sinérgico en la
produccion de péptidos antimicrobianos y quimiocinas en los queratinocitos®®. Todas
estas moléculas contribuyen al ambiente pro-inflamatorio y su presencia demuestra

que las células Th17 y sus citocinas efectoras son importantes en la psoriasis.

Utilizando un modelo de transferencia de células T con fenotipo CD4" CD45RB"*
CD25 en un ratdon con SCID (Severe Combined Immunodeficiency), se generaron
lesiones psoriasiformes. Ademas, se encontré un incremento en la expresion de IL-
18, IL-6, TNF-a, IL-17A/F, y de manera interesante, IL-22. Esta ultima es una
citocina producida por los linfocitos Th17 cuya accion se ejerce en células no
inmunes como son los tejidos. En modelos de ratén se ha observado que la
expresion constitutiva de IL-22 induce lesiones psoriasiformes®. También la
administracion de esta citocina al ratébn genera manifestaciones cutaneas como la
hiperplasia, acantosis y el incremento de algunas citocinas pro inflamatorias®. En
contraste, al evaluar ratones carentes de IL-22 o cuando se bloquea esta citocina no
hay generacion de lesiones psoriasicas y hay una menor cantidad de citocinas
inflamatorias y células infiltrantes®°'. Estos resultados demuestran que los linfocitos
Th17 son importantes para el desarrollo de las lesiones a través de la produccion de
IL-17 e IL-22.

Otro modelo donde se demostrd la importancia de las células Th17 fue utilizando
ratones con un TCR transgénico especifico para desmogleina 3 (proteina que
participa en las uniones estrechas de los queratinocitos). Al diferenciar linfocitos T
de este ratén hacia el perfil Th17 y transferidos a otro ratén Rag2™ se desarrollaron
las lesiones psoriasiformes y un ambiente Th17, mientras que células diferenciadas
al perfil Th1 no generaron cambios en la piel. De manera interesante al usar
anticuerpos anti IL-17 o anti IL-23p19, los cambios histoldgicos asi como el infiltrado

celular disminuyeron considerablemente®.

En humanos, el estudio de los linfocitos Th17 ha sido mas descriptivo. Por ejemplo,
un estudio analizé la sangre periférica de cuatro pacientes con psoriasis y se
observé que linfocitos T CD4 activados con PMA/lonomicina tenian una menor
produccion de IL-4 y una tendencia a expresar IL-17, mientras que en piel lesionada
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se encontré un incremento de linfocitos T productores de IL-17%. Otro trabajo en
pacientes revelé que los linfocitos T CD4 dependen de NF-xB y STAT3 para
producir IL-17, IL-22, TNF-a, IFN-y o de manera simultanea IFN-y/IL-17 e IL-17/IL-22
en respuesta a PMA/lonomicina®. Adicionalmente, en sangre periférica de
pacientes existe un incremento de las células T CD4 y CD8 productoras de IL-22 asi
como del AhR, un regulador de la expresién IL-22'®%° Ademas de las citocinas
efectoras del perfil Th17, en la dermis lesionada (LS) existen células dendriticas
capaces de diferenciar in vitro a linfocitos T naive hacia un perfil Th1 y Th17%,
sugiriendo que en dermis LS estan las condiciones necesarias para favorecer el
perfil Th17.

En otro trabajo se analizé los linfocitos T que expresan el marcador CD146 (
molécula de adhesion) encontrandose incrementados tanto en sangre periférica
como en piel lesionada de pacientes con psoriasis. Las células T CD4" CD146"
mostraron un fenotipo de memoria (CD45R0O") y después de ser estimuladas con
PMA/lonomicina tuvieron una mayor expresion de IL-17 y de RORyt en comparacion
con las CD146", sugiriendo que son una fuente importante de IL-17, con potencial de
contribuir en la psoriasis®’. En conjunto estas evidencias muestran que las citocinas
efectoras de los linfocitos Th17 tienen un papel importante en la fisiopatologia de la

psoriasis.
Plasticidad de linfocitos Th

El concepto de plasticidad ha sido relevante en los ultimos afos para poder
entender las diferentes respuestas de los linfocitos T, sobre todo en procesos
inflamatorios crénicos. Al descubrirse que los linfocitos T podian tener funciones
efectoras especificas determinadas (perfil Th1 y Th2), se propuso la clasificacién de
los Th. De tal modo se logro la identificacién de poblaciones Th como las Th17, Th9,
Th foliculares y las T reguladoras, cada una de ellas caracterizada por citocinas

efectoras y factores de transcripcion que controlan su funcion.

Ademas de tener funciones especificas, se observé que el proceso de diferenciacion

entre los linfocitos Th1 y Th2 podria ser excluyente uno del otro ya que los linfocitos
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Th2 al expresar GATA3 (GATA-binding protein 3) reprimen la expresién de STATA4,
lo que disminuye su capacidad de responder a IL-12%. Por su parte, los linfocitos
Th1 al expresar T-bet, pueden regular negativamente la expresion de GATAS,
restringiendo el potencial de diferenciacion Th2%. En el caso de los linfocitos Th17,
la IL-2 disminuye su diferenciacion y la presencia de IFN-y reduce la produccion de
IL-17, sugiriendo que el perfil Th1 regula negativamente la diferenciacién hacia el
perfil Th177%0107,

A pesar de estas evidencias, observaciones realizadas en diversos modelos de
inflamacioén cronica revelaron la existencia de células Th que podian expresar
simultaneamente dos citocinas de diferente perfil. Por ejemplo, se encontré que las
células Th2 pueden expresar IFN-y después de una infeccién viral'® o que los
linfocitos T foliculares pueden co-expresar T-bet, GATA3 o RORyt, lo cual sugiere
que son células con gran plasticidad. Por ejemplo, las células reguladoras FoxP3*
son capaces de adquirir caracteristicas de Th1 como son la expresion de IFN-y y de
CXCL3 o caracteristicas del perfil Th17 como la expresién de RORyt e IL-17'%. Los
linfocitos Th17 han mostrado tener una gran plasticidad, ya que son capaces de
|104

adquirir caracteristicas de célula Tr1 en un modelo de inflamacién intestina
(Figura 4).

Particularmente, la condicion de plasticidad en los linfocitos Th17 hacia un perfil Th1
se ha encontrado en diversos trabajos. Por ejemplo, la diferenciacién de células
Th17 in vitro y su posterior estimulacion via TCR demostré la presencia de células T
CD4" con la capacidad de producir IL-17 e IFN-y simultaneamente’®®. El modelo de
EAE demostré que la plasticidad entre los fenotipos Th17 y Th1 se da en ese
sentido y no al revés. Utilizando un ratén reportero de IL-17, se observd que los
linfocitos que producen simultaneamente IL-17/IFN-y primero expresaron IL-17 y

después IFN-y, lo cual sugiere que la plasticidad ocurre en las células Th17'%,
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Figura 4. Plasticidad de los linfocitos T cooperadores. Las funciones los linfocitos T
cooperadores son especificas y estan controladas por la expresion de factores de
transcripcién maestros. Sin embargo, se ha observado que un linfocito Th diferenciado
puede tener plasticidad y expresar mas de un factor de trascripcion diferente al adquirido
durante su polarizacion. Esta plasticidad hace posible la generacion de poblaciones con
capacidad de co-producir citocinas de dos diferentes perfiles Th, o inclusive cambiar su
fenotipo hacia un perfil diferente. Las flechas indican direccion de la plasticidad
encontrada entre los diversos perfiles de linfocitos Th.

Los estudios en humanos también revelaron la existencia de células T productoras
de IL-17/ IFN-y. En biopsias de pacientes con enfermedad de Crohn se observé que
la estimulacion de células T CD4 con PMA/lonomicina induce la produccién de IL-
17, IFN-y asi como una gran proporcion de células productoras de ambas
citocinas'®. En pacientes con autoinmunidad avanzada de células beta se encontré
una elevada frecuencia de linfocitos T CD4 IL-17"/IFN-y* en sangre periférica en
comparacion con sujetos sanos, correlacionando positivamente con la concentracion
de glucosa en sangre. Ademas, estos linfocitos presentaron niveles similares del

ARNm de IFN-y en comparacion con las células T CD4 productoras solo de IFN-y'%’.
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En otra patologia cronica inflamatoria como la esclerosis multiple, se encontro la
presencia de células T CD4 en sangre periférica que co-expresaban IL-17 e IFN-y,
las cuales son reclutadas a cerebro y cuya frecuencia es mayor en aquellos

pacientes que tuvieron una recaida'®.

La presencia de estas células con plasticidad también ha sido encontrada en los
pacientes con psoriasis. Usando CD161 como marcador de células Th17, se
encontré en dermis lesionada la presencia de linfocitos Th17 (CD4" CD161%) que
expresan simultdneamente IL-17 e IFN<'®. Ademas, estas células dobles
productoras de citocinas estan presentes en sangre periférica® de los pacientes y
en dermis lesionada, siendo su frecuencia mayor en la dermis lesionada comparado
con sujetos sanos®™. También se ha encontrado que las células dendriticas
dermales de las lesiones son capaces de inducir la co-expresion de IL-17 e IFN-y en
linfocitos T CD4* %, lo que sugiere que las células Th17 en pacientes con psoriasis
tienen la plasticidad de adquirir caracteristicas Th1.

Mecanismos reguladores en la plasticidad de linfocitos Th17 hacia el perfil Th1

Se ha propuesto que la plasticidad de las células Th17 esta controlada por la
expresion de factores de transcripcion, los cuales definen el conjunto de citocinas y
moléculas que expresa los linfocitos Th17. Ademas, se ha considerado que el
estado epigenético de la cromatina contribuye con la adquisicién de estas nuevas

caracteristicas de plasticidad, como la expresién de IFN-y en células Th17.

Regulacién epigenética

La regulacion epigenética de la plasticidad se observéo en linfocitos Th17
diferenciados con IL-6 y TGF-f encontrandose las marcas epigenéticas H3K4me3 y
H3Ac en el promotor de il17f e il23r, las cuales favorecen la expresion de estas
moléculas''’. Interesantemente en linfocitos Th17 se encontré que el promotor de
Thx21 contiene regiones con la marca H3K4me3, lo que permite su transcripcion
mientras que el gene de ifng tiene muy pocas marcas represoras H3K27me3'"%'"".

Estos trabajos reflejan la susceptibilidad de las células Th17 a adquirir
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caracteristicas de plasticidad hacia el perfil Th1 debido al estado de la cromatina en
el locus Th1.

Otro trabajo mostré que los linfocitos Th17 estimulados con IL-23 incrementaban la
produccion de IFN-y ademas de ser capaces de responder a IL-12 generando un
aumento en la expresion de IFN-y y un abatimiento de IL-17, lo cual fue dependiente
de T-bet y STAT4'"2. Estas caracteristicas pueden ser explicadas por los cambios
generados en la cromatina ya que al estimular las células Th17 con IL-12 se induce
un incremento de la marca represora H3K27me3 en el loci de il17 y Rorc asi como
el aumento en la marca promotora H3K4me3 en el loci de ifng. Ademas se observo
que IL-12 promueve la unién de STAT4 en el promotor de ifng, favoreciendo la
plasticidad de los linfocitos Th17'"®. Aunado a las modificaciones epigenéticas,
recientemente se ha propuesto que la arquitectura de la cromatina pudiera
influenciar la expresion de IFN-y, debido a que los elementos enhancers podrian
encontrarse mas cercanos al loci de ifng en las células Th17 comparado con otras

células Th'™,
Regulacién Transcripcional

La expresion de los factores de transcripcion es determinante para la funcion de los
linfocitos T. Experimentos in vitro con lineas celulares de linfocitos T obtenidos de
pacientes con enfermedad de Crohn revelaron la co-expresion de los factores de
transcripcion RORyt y T-bet, lo cual podria explicar su capacidad de producir ambas
citocinas'®. Sin embargo, el factor de transcripcidon Runx1 es determinante para la
produccion de IL-17 o de IFN-y en las células Th17, ya que Runx1 puede formar
dimeros con RORyt y favorecer la expresion de IL-17, pero, en presencia de T-bet,
se forma un dimero Runx1/T-bet el cual reprime la expresion de RORyt y bloquea la
diferenciacion hacia el perfil Th17'"°. Ademas, la estimulacién de linfocitos Th17 con
IL-12 induce la expresion de Runx1 que, junto con T-bet, promueve la expresion de

ifng'"®.

Otro ejemplo de regulacién por factores de transcripcion es el observado en el IL-
23R, que sefaliza a través de los factores STAT3 y STAT4, los cuales favorecen el
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perfil Th17 y Th1 respectivamente. En el modelo de colitis se demostré que el IL-
12Rp no es necesario para la induccion de la patologia pero si la presencia de
STAT4. Se sabe que esta patologia es mediada por IL-23, lo que sugiere que la IL-
23 pudiera activar a STAT4 y favorecer las caracteristicas Th1 en los linfocitos
Th17'". En conjunto esta evidencia muestra que las células Th17 tienen gran
plasticidad sobre todo en condiciones inflamatorias. Esto les permite adquirir
caracteristicas Th1 dependiendo del estado de la cromatina asi como de los

factores de transcripcion expresados en un momento determinado.
Linfocitos Th17 convencionales y patogénicos

Derivado de los estudios de la EAE fue posible establecer que los linfocitos T CD4
productores de IL-17/IFN-y agravan la enfermedad cuando son transferidos a otro
raton con EAE, por lo que se consideraron como linfocitos patogénicos”s. Utilizando
este mismo modelo, se demostrd que las células Th17 diferenciadas in vitro con IL-
23 son mas patogénicas que las diferenciadas con TGF-, lo que sugeria la
existencia de dos poblaciones de linfocitos Th17""". Ademas de la IL-23, se encontrd
que la IL-18 es importante para la adquisicion de las caracteristicas patogénicas, ya
que su ausencia genera una menor frecuencia de células T CD4" productoras de IL-
17/IFN-y""®. Ademas del modelo de EAE, se ha demostrado que la transferencia de
células Th17 que adquirieron las caracteristicas de Th1 son altamente patogénicas

en modelos de colitis y de diabetes"1"°.

De manera interesante la adquisicion de caracteristicas patogénicas también puede
ser generada por infecciones con microorganismos donde la respuesta Th17 es
importante. Por ejemplo, se ha encontrado que la infeccion con C. rodentium induce
un incremento de células T CD4" dobles productoras de IL-17 e IFN-y, lo que
correlaciona con un mayor dafio al intestino. Este mismo estudio revel6 que al dia
25 posterior a la infeccion, los linfocitos T CD4" incrementan los mensajeros de los
factores de transcripcion Rora, T-bet, Runx3 asi como de IFN-y'?®°, lo que sugiere la

adquisicion de caracteristicas patogeénicas.
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Otro estudio utilizando una infeccién con H. hepaticus en un raton carente de IL-10
mostro resultados similares, encontrandose un incremento de linfocitos Th dobles
productores de IL-17 e IFN-y provenientes de intestino. En el dia 14 después de la
infeccion se observdé un mayor dafio al intestino y un mayor infiltrado de estos
linfocitos IL-17*/IFN-y", los cuales pueden ser detectados hasta 91 dias después de
la infeccion'®'. En humanos, se ha demostrado que linfocitos T CD4* naive en
presencia de C. albicans o S. aureus adquieren caracteristicas patogénicas como la
doble produccion de IL-17 e IFN-y. Ademas, la estimulacion con estos
microorganismos induce la expresion de RORyt y, de manera interesante, la
expresion de los mensajeros de T-bet e IFN-y en los linfocitos T CD4* IL-17* "% En
conjunto estos resultados muestran que las caracteristicas patogénicas pueden ser
inducidas por infecciones con microorganismos y que pueden correlacionar con el

dafio observado en los tejidos durante la inflamacién cronica.

Con base en la evidencia, se propuso la existencia de dos poblaciones de linfocitos
Th17 denominadas como “convencionales” y “patogénicos”, las cuales difieren en
las citocinas polarizantes, factores de transcripcion y citocinas efectoras. La
poblacién de linfocitos Th17 convencionales se genera en presencia de IL-6 y TGF-
B, expresan RORyt, producen IL-17, IL-21 y citocinas reguladoras como IL-9 e IL-10.
La otra poblacién denominada como patogénicos se genera en presencia de IL-6 en
combinacion con IL-23 o IL-1p, expresan RORyt, T-bet, Runx1, producen IFN-y, IL-
22, GM-CSF (Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor) y pueden

mantener o inclusive perder la produccion de IL-17"?3 (Figura 5).

Posteriormente se describido que existen diversas combinaciones de citocinas para
la generacion de linfocitos Th17 patogénicos in vitro como IL-6 + TGF-33, IL-6 + IL-
18, IL-6 + IL-23 o IL-6 + IL-1p + IL-23. Al comparar el transcriptoma de las células
generadas en cada una de estas condiciones con el de los linfocitos Th17
convencionales (IL-6 + TGF- 1), se observo que las células patogénicas tenian
semejanzas entre ellas y ademas son diferentes con respecto a las convencionales.
Dentro de los genes que se incrementan en las células patogénicas estan Tbx21,

il23r, Csf2, il3, Cxcl3 e il22 mientras que disminuye la expresion de i10'%.
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Figura 5. Generacion de linfocitos Th17 convencionales y patogénicos. La
diferenciacion de los linfocitos T naive hacia el perfil Th17 requiere de la presencia de IL-
6 y del factor de crecimiento transformante beta (TGF-f). Sin embargo, de acuerdo al
microambiente presente se ha propuesto la generacién de dos subpoblaciones de
linfocitos Th17 denominados como convencionales (azul) y patogénicos (rojo). Ambos
fenotipos difieren en las citocinas que producen, los factores de transcripcion que
expresan y su capacidad de ser reguladas.

Otra de las diferencias entre estas poblaciones de células Th17 es respecto a su
capacidad proliferativa. Se ha encontrado que los linfocitos Th17 convencionales
tienen baja capacidad proliferativa, aun en presencia de IL-2 y estimulacion via
TCR. Esto es debido a la expresién del gene 1 inducido por IL-4 (IL411), el cual esta
gobernado por RORyt y disminuye la expresion de CD3 épsilon, generando una

125

menor activaciéon <. Ademas, IL411 mantiene la expresién de Tob1 el cual pertenece
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a una familia de proteinas que bloquean la proliferacion celular después de la
estimulacion del TCR'®. En el caso de las células Th17 patogénicas se ha
observado que tienen una mayor capacidad proliferativa asi como una alta

resistencia a ser reguladas por los linfocitos T reguladores’?’.

Un estudio reciente muestra que puede haber similitudes asi como una gran
heterogeneidad entre las células Th17 generadas in vivo (a través de EAE) e in vitro
(citocinas polarizantes). Los resultados han permitido identificar nuevas moléculas
que pueden regular la patogenicidad de las células Th17 como son TOSO (Faim3,
Fas-inhibitory molecule 3, por sus siglas en ingles) y el factor de transcripcion PLZP

(Promyelocytic Leukemia Zinc Finger Protein)'?®.

La familia de las células linfoides innatas

Los linfocitos T cooperadores tienen una gran importancia en el sistema inmune
debido a que producen citocinas que potencian, mejoran y regulan la actividad de
las células inmunes innatas asi como de los tejidos. Esta conexion inmunidad
adaptativa-innata es necesaria para la proteccion del organismo, aunque también es
un elemento clave en el desarrollo de enfermedades inflamatorias cronicas como la

psoriasis.

Sin embargo, los linfocitos Th no son las unicas células linfoides capaces de
expresar las citocinas cooperadoras. Recientemente se ha descrito un grupo de
células también pertenecientes a la rama linfoide, las cuales comparten
caracteristicas fenotipicas y funcionales con los linfocitos Th. Estos linfocitos innatos
(ILC), a diferencia de las ceélulas Th, tienen caracteristicas innatas, ya que su
activacion y sus funciones efectoras no dependen del reconocimiento mediado por
receptores clonales. Debido a la gran similitud con los linfocitos Th, las células
linfoides innatas han sido estudiadas en un contexto inmunoldgico protector asi

como en el inmunopatoldgico, revelando su papel en el sistema inmune.
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Caracteristicas, origen y diferenciacion de las células linfoides innatas

Las células linfoides innatas son células hematopoyéticas pertenecientes al linaje
linfoide las cuales poseen similitudes con los linfocitos T. Clasicamente se define a
una ILC con base en cuatro caracteristicas principales que son: 1) Poseer
morfologia linfoide, 2) No presentar receptores clénales especificos para antigenos
(ausencia de BCR o TCR), 3) Carecer de marcadores presentes en células
progenitoras (CD34), células eritroides (Ter-119), linfocitos T (CD3), monocitos
(CD14), linfocitos B (CD19) y células dendriticas (HLA-DR) y 4) Expresar la cadena
alfa del receptor de IL-7 (CD127)'%.

La diferenciacidon de las ILC es un proceso complejo que involucra la expresion y
represion de factores de transcripciéon donde gracias a los modelos en raton ha sido
posible dilucidar su desarrollo. Al igual que las células T, las ILC provienen del
Progenitor Linfoide Comun (CLP) el cual esta presente en medula ésea. La
diferenciacion de las ILC requiere de la expresion de los factores de transcripcidn
TCF1 (T Cell Factor 1) y NFIL3 (Nuclear Factor IL-3-Regulated) lo que genera el
Progenitor Linfoide Innato Comun (EILP).

El EILP expresa en su superficie la integrina o437 asi como CD127 y es capaz de
dar origen a las poblaciones linfoides innatas “cooperadoras (ILC) y citotoxicas
(NK)”. Posteriormente la expresion de los factores 1d2 (DNA-binding inhibitor protein
2) y PLZF (Promyelocytic Leukaemia Zinc Finger) inducen el compromiso hacia las
poblaciones “cooperadoras” a través del Progenitor ILC comun cooperador (CHILP).
Finalmente, dependiendo del factor de transcripcidn que se exprese este CHILP
puede dar origen a las ceélulas linfoides innatas del grupo 1 (ILC1), grupo 2 (ILC2),
grupo 3 (ILC3) y a las células inductoras de tejido linfoide (LTi)'**"*""32_ En el caso
de humanos, se ha descrito la presencia de una célula con fenotipo RORyt", CD34",
CD45RA*, CD1177, IL-1R" la cual esta presente en organos linfoides secundarios y

es capaz de diferenciarse hacia todos los tipos de ILC incluyendo células NK'®.

Con respecto a su clasificacion, las ILC eran nombradas de acuerdo al grupo de
trabajo que las describia, haciendo dificil su clasificacion. Posteriormente se llego a
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un consenso y con la informacion que se tenia en el afio 2013, las ILC se
clasificaron en tres grupos denominados como ILC1,2 y 3 dentro de los cuales se
englobaron las células NK (ILC1) y las LTi (ILC3)™*. Sin embargo, con base en las
rutas de diferenciacion que siguen las ILC, en el 2018 se propuso que estas pueden
ser clasificadas en 5 grupos que son NK, ILC1, ILC2, ILC3 y LTi"*® (Figura 6).
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Figura 6. Desarrollo y poblaciones de ILC. El desarrollo de las ILC esta basado en
evidencia obtenida de modelos de ratén. Las ILC se originan a partir del precursor
linfoide comun (CLP) que reside en medula 6sea. Posteriormente se adquiere el
compromiso al linaje ILC en el precursor comun de ILC (CILP). A partir de esta célula se
generan dos progenitores, el de células NK (NKP) y el progenitor comun de las ILC
cooperadoras (CHILP). El primer progenitor da origen a las células NK mientras que el
segundo precursor genera el precursor de ILC (ILCP), las ILC1,2 y 3 y el precursor de
las células inductoras de tejido linfoide (LTiP) y las LTi. Cada una de las etapas de
diferenciacion estan reguladas por factores de transcripcion especificos.
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Células Natural Killer

Las células NK fueron las primeras ILC caracterizadas y su funcion es la induccién
de lisis en células infectadas por virus'*® y células tumorales'’. Para su desarrollo,
las NK requieren de la expresion de los factores de transcripcion T-bet y de Eomes,
los cuales regulan la expresion sus citocinas efectoras IFN-y y TNF-o asi como de la
maquinaria citotoxica. En humanos, las células NK estan presentes en sangre e
higado y pueden recircular desde los tejidos. El fenotipo de las células NK es T-bet”
Eomes™ NKG2D* NKp44® CD25*, CD122" IL-12Rp1" y recientemente se propuso

que NKp80 es otro marcador exclusivo de las NK'*°.
Células linfoides innatas del Grupo 1

Las ILC1 son consideradas la contraparte innata de los linfocitos Th1 y su desarrollo
depende de la expresion de factor de transcripcion maestro T-bet, lo que permite la
expresion de las citocinas efectoras IFN-y y TNF-a. Las ILC1 carecen de actividad
citotoxica debido a la baja expresion de perforina y se ha reportado que son
importantes en infecciones contra microorganismos intracelulares como Toxoplasma
gondii o Clostridium difficile. El mecanismo de activacion de las ILC1 involucra la
presencia de citocinas como IL-12, IL-15 e IL-18 las cuales provienen de las células
dendriticas o de células no inmunes como células reticulares. Las ILC1 son
residentes de tejido y se localizan principalmente en amigdala, intestino, higado,
decidua y piel. Con respecto a la expresién de marcadores, las ILC1 tienen el
fenotipo T-bet” CD127* CD49a" TRAIL* CD161* ICOS*y KLRG1* "%,

Células linfoides innatas del grupo 2

Las ILC2 son la contraparte innata de los linfocitos Th2 y para su desarrollo
requieren de IL-7 asi como de los factores de transcripcion GATA3, BCL11B (B-cell
lymphoma/leukemia 11B) y GFI1 (Growth Factor Independet-1)'*°. Las citocinas
efectoras de las ILC2 son IL-4 (solo en humanos), IL-5, IL-9, IL-13 y amfirregulina
mientras que su activacion depende de citocinas presentes como IL-25, IL-33 y

TSLP (Thymic Stromal Lymphopoietin). Dentro de sus caracteristicas fenotipicas se
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encuentran la expresiéon de CD25, GATA3, CD127, CD161, CRTH2, IL-33R, IL-
17RB (IL-25R) e ICOS entre otros'’. Estas células residen en diferentes tejidos
periféricos como intestino, glandulas salivales, pulmoén y piel. Sus funciones
principales en inmunidad comprenden la respuesta en contra de parasitos, mediado
por la generacion de eosinofilia, la produccion de moco y el incremento de la
motilidad intestinal’*"'*2. También se ha documentado su participacién en la
regeneracion de tejido pulmonar después de infecciones por el virus de influenza A

a través de la produccién de amfirregulina*?.
Células linfoides innatas del grupo 3

Este grupo de ILC requiere para su diferenciacion la expresion de los factores de
transcripcion RORyt y AhR los cuales controlan la produccion de las citocinas IL-17
e IL-22, por lo que las ILC3 se consideran la contraparte innata de los linfocitos
Th17'*. Las ILC3 se encuentran principalmente en criptoplacas, placas de Peyer,
lamina propia, piel, pulmones y se activan en respuesta a IL-1p e IL-23"°.
Fenotipicamente, estas células pueden ser clasificadas como NCR" y NCR™ (de
acuerdo a la expresion de NKp44 y NKp46) aunque ambas poblaciones tienen el
fenotipo RORyt", CD117", CCR6", IL-1R1" e IL-23R". Una diferencia funcional
observada entre estas dos poblaciones es que las ILC3 NCR" son capaces de
expresar IL-17 e IL-22 mientras que las NCR™ solo producen IL-22'°. Las ILC3
participan en la eliminacién de bacterias extracelulares como C. rodentium™’ asi
como en respuestas contra hongos como C. albicans mediante la induccion de
péptidos antimicrobianos. También pueden promover la integridad de la barrera
intestinal a través de la produccion de IL-22 y se ha observado que células ILC3
MHC-II" son capaces de presentar antigenos de la microbiota intestinal a linfocitos

T, favoreciendo su anergia, y promoviendo asi la tolerancia intestinal™.

Células inductoras de tejido linfoide
En 1997 se descubrid a las LTi las cuales mostraban morfologia linfoide, dependian

del factor de transcripcion RORyt y eran necesarias para el desarrollo de 6rganos

linfoides secundarios'*®. Las LTi son importantes en la generacion de ganglios
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linfaticos periféricos, mesentéricos, placas de Peyer y las criptoplacas ya que en
respuesta a TNF-a producen linfotoxina a1p2. Esta linfotoxina induce la expresion
de moléculas de adhesion en las células estromales mesenquimales, favoreciendo
la formacién de los 6rganos linfoides'*"*°. Las LTi residen en los érganos linfoides
secundarios y aunque su papel en infecciones no se ha documentado, se sabe que
son importantes en la regeneracion de los 6rganos linfoides después de infecciones

virales™°.

Las ILC son importantes en la respuesta inmune contra diversos patogenos asi
como parte esencial en la regeneracion y mantenimiento de las mucosas. Sin
embargo, estas células también han sido asociadas a procesos inflamatorios
cronicos y se ha propuesto que las ILC tienen un papel importante en la

fisiopatologia de las enfermedades inflamatorias'".
ILC en condiciones inflamatorias

Las ILC son células innatas que residen en los tejidos, son capaces de activarse con
citocinas inflamatorias, producen citocinas similares a los linfocitos Th, favoreciendo
la activacion de epitelios y células inmunes, con lo cual se podria explicar su
participacion en inflamacién. Debido a las similitudes funcionales entre los linfocitos
Th y las ILC es que se pudo considerar su participacion en enfermedades

inflamatorias cronicas.

Las células ILC1 se han estudiado en enfermedades inflamatorias crénicas como
enfermedad de Crohn donde se encontraron incrementadas en el ileon de los
pacientes en comparacion con sujetos sanos. Ademas, las células ILC1 son
capaces de secretar IFN-y en respuesta a IL-12 e IL-15 con lo cual podrian tener el

potencial de contribuir a la inflamacién local'®?.

En pacientes con esclerosis
sistémica, se encontrd incrementada una poblacion no clasica de ILC1 caracterizada
por la expresion de CD4 y que produce IFN-y, GM-CSF y TNF-a en respuesta a
PMA/ionomicina'?. Utilizando un modelo de obesidad en ratén se encontré que hay
células ILC1 residentes en tejido adiposo y que se incrementan después de una

dieta alta en grasas. Ademas, estas células producen I|FN-yfavoreciendo la
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polarizacion de macrofagos hacia un perfl M1 y generando resistencia a la

insulina'*.

De acuerdo al perfil de citocinas que producen, las células ILC2 han sido asociadas
a procesos inflamatorios alérgicos en vias respiratorias. Por ejemplo, la
degranulacién de basdfilos y células cebadas en respuesta a alérgenos, proteasas
en infecciones virales puede llevar a la activacion de ILC2 mediante la produccion

de IL-33 y la prostaglandina D2'°

En humanos, las ILC2 se encuentran
incrementadas en pacientes con enfermedad pulmonar obstructiva cronica y
requieren de IL-4 para mantener su fenotipo. Ademas, en sujetos con alergia las
ILC2 son capaces de infiltrar el pulmdn y son las principales productoras de IL-13"%8.
Asi mismo pacientes con polipos nasales y rinosinusitis crénica muestran un
incremento de ILC2, las cuales son capaces de producir IL-4 e IL-5 en respuesta a
IL-25 e IL-33"%, sugiriendo que esta poblacion favorece la activacion y reclutamiento
de eosindfilos en el sitio de inflamacién. También en sujetos con alergia al pasto o al
acaro del polvo muestran elevadas frecuencias de ILC2 en sangre periférica en

comparacién con sujetos sanos'®.

Otro trabajo demostré que la administracién de IL-2 en ratones RAG” genera la
activacion de las ILC2 y el desarrollo de lesiones similares a las observadas en
dermatitis atopica’®. Este mecanismo junto con la alta expresién de IL-33R, IL-
17RB, CRTH2 y TSLPR observada en las ILC2 podria explicar el incremento en
esta poblacion en la dermis lesionada de los pacientes con dermatitis atopica’®.

Con respecto a las ILC3 hay diversos modelos que demuestran su participacion en
condiciones inflamatorias cronicas. Por ejemplo, en el modelo de colitis inducida por
la inoculacion de Helicobacter pylori se encontré que la patologia es dependiente de
ILC3 productoras de IL-17 que responden a IL-23'®". También se demostré que la
presencia y produccion de IL-17 por parte de los linfocitos T y de las ILC es

dependiente de IL-1p'®2

. En un modelo de asma inducida por obesidad se encontré
que las ILC3 proliferan en respuesta a IL-13 producida por macrofagos dependiente
de inflamasoma NLRP3'®. Con respecto a los humanos, se ha observado un
incremento de ILC3 en el ileon de pacientes con enfermedad inflamatoria intestinal

asi como en lavado broncoalveolar de sujetos con asma, sugiriendo su posible
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participacion en estas patologias'®. También se ha encontrado en sangre periférica
de pacientes con esclerosis mdltiple un incremento de ILC3 NCR" y en pacientes
con inmunodeficiencia comun variable hay mayor presencia de una poblacion con
fenotipo CD3” RORyt* IFN-y* en biopsias de pulmén e intestino'®. Recientemente en
el liquido sinovial de pacientes con artritis psoriasica se observd un incremento de
ILC3 CCR6"* NKp44* capaz de expresar IL-17"%°. Todos estos trabajos sugieren la
posible implicacion de las ILC en condiciones inflamatorias, sin embargo aun queda
por determinar los mecanismos por los cuales participan estan células en las

distintas patologias.
ILC en psoriasis

Los trabajos que abordan el estudio de las ILC en la psoriasis son pocos. Uno de los
primeros reportes realizado en un modelo de ratdon, se analizaron las lesiones
generadas por la administracion de imiquimod (un modelo ampliamente utilizado
para estudiar esta enfermedad). Se encontré que la generacién de lesiones
psoriasicas es dependiente de una poblacién linfoide que expresa IL-17 e IL-22.
Ademas, esta poblacion es dependiente de la cadena gama comun y de RORyt pero
independiente de la enzima RAG, revelando que las ILC3 son importantes en la
fisiopatologia'®’.

Los estudios realizados en pacientes con psoriasis son mas recientes. Las
frecuencias de ILC en piel sana muestran que las ILC2 son las mas abundantes
seguidas por las ILC3 NCR' y finalmente las ILC1. En pacientes con psoriasis, hay
un incremento de la poblacion ILC3 y una disminucién en ILC2 en la piel lesionada y
sin lesion con respecto a piel de sujetos sanos. Otro hallazgo es el incremento en la
expresion de MICA (MHC class | polypeptide-related sequence A) en la piel
lesionada, lo cual podria favorecer la lisis de las células y a la liberacion de DAMPs

contribuyendo al ambiente inflamatorio'®.
También se ha encontrado que la frecuencia de la poblacion ILC3 NKp46™ esta

incrementada en dermis lesionada y sin lesibn en comparacion con piel sana,

resultado que concuerda con el primer reporte. Ademas, hay células ILC3 NCR" en
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sangre periférica las cuales tienen una mayor expresion de la molécula CLA, misma
que confiere tropismo hacia la piel en condiciones basales. Al evaluar
funcionalmente a las ILC, se encontraron células CD3 capaces de producirIL-17 e
IL-22 después de estimulacién con PMA/ionomicina®®. Sin embargo, al analizar de
manera mas especifica la célula ILC productora de IL-17 e IL-22, se observo que las
células ILC3 solo son capaces de producir IL-22'7°, lo cual deja la incognita acerca
de la poblacién linfoide CD3" que esta contribuyendo con la produccion de IL-17 en

estos pacientes.
Poblaciones no clasicas de ILC

La identificacion de las ILC es un proceso muy restrictivo debido al uso de
marcadores de exclusion celular (marcadores de linaje) en combinacién con
marcadores clasicos como CD127. Recientemente un estudio analizé las
frecuencias de ILC en pacientes con inmunodeficiencia severa combinada los
cuales tenian un defecto en la cadena gama comun del receptor de IL-2,
encontrando la ausencia de ILC. Posterior a un trasplante de células troncales
hematopoyéticas en presencia de mielo-ablacion, se observo que las frecuencias de
ILC eran muy bajas, pero, interesantemente, estos pacientes no presentaron
problemas de salud'’'. Estos resultados sugieren que la funcién de las ILC podria
ser redundante con la funcion de los linfocitos T o que existen poblaciones
alternativas de ILC que pudieran llevar a cabo las funciones de las ILC clasicas.

Los avances en el campo de las ILC han permitido encontrar y analizar poblaciones
que difieren de la clasificacion clasica. Por ejemplo, progenitor el EILP encargado de
dar origen a todas las ILC, mostré tener una expresion baja de CD127'2. En
humanos, se ha observado la presencia de ILC1 con la caracteristica fenotipica de
expresar CD4, IL-6Ra, la cual esta incrementada en sangre periférica de pacientes

con esclerosis sistémica'®,

Uno de los factores de transcripcion importantes para el desarrollo de las ILC es

7173

NFIL3 cuya activacion es a través de IL-7 "7, aunque en su descripcion inicial se

reportd como un factor inducido por IL-3'*. Considerando estos estudios, en
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nuestro grupo de trabajo nos preguntamos si existia una poblacion con
caracteristicas de ILC que dependiera de la IL-3 y con el potencial de tener
funciones redundantes con las ILC clasicas. En sangre periférica de sujetos sanos
encontramos una poblacion con morfologia linfoide, negativa para los marcadores
de linaje (CD3, CD14, CD19, CD56, CD94 y HLA-DR), con baja expresion de
CD127 pero con una alta expresion de la cadena alfa del receptor de IL-3 (CD123),
confiriendo el potencial de regular a NFIL3. Esta poblacion Lin® CD123* CD127°°
expresa los factores de transcripcién requeridos para el desarrollo de las ILC como
son Id2, NFIL3, TOX y PLZF, los cuales se incrementan después de la estimulacion
con IL-3. Analizando su funcidon, encontramos que la poblacion Lin® CD123"
CD127°3° expresa de manera basal los factores de transcripcion T-bet y RORyt con
lo cual tienen el potencial de tener funciones de una ILC1 o ILC3. Tras su
estimulacién con PMA/inomicina, esta poblacién produce IL-2 e IFN-y pero a pesar

de expresar RORyt no se detectd produccién de IL-17 e IL-22"7°.

Algunos autores proponen que las ILC en sangre periférica no cuentan con toda su
capacidad funcional y que en los tejidos periféricos la desarrollan por completo'’®.
Considerando esto, buscamos a la poblacién ILC CD123" en un tejido periférico
como la piel, donde se ha reportado la presencia de ILC. Interesantemente
encontramos una poblacién linfoide Lin con baja expresion de CD123 e intermedia
de CD127, la cual pudiera ser la contraparte de la poblacion caracterizada en
sangre periférica. Esta poblacién ILC CD123°¥° expresa RORyt, IL-23R e
interesantemente produce IL-17 e IL-22 tras su activaciéon con PMA/lonomicina'’®,
Estos datos sugieren la existencia de una célula con caracteristicas de ILC presente
en sangre periférica y piel de sujetos sanos con la capacidad de producir citocinas

implicadas en enfermedades inflamatorias cronicas.
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JUSTIFICACION

La psoriasis es una patologia cutanea cronica multifactorial cuya etiologia es
desconocida. Los factores ambientales e inmunoldgicos son considerados como
disparadores de la enfermedad. Entre los factores ambientales, las infecciones por
S. aureus han sido asociadas con la enfermedad. En las lesiones psoriasicas existe
una disbiosis en la microbiota, encontrandose una mayor frecuencia de S. aureus en
comparacion con individuos sanos. Ademas, la presencia de la Enterotoxina-B de S.
aureus correlaciona positivamente con la severidad, sugiriendo su posible

contribucion a la patologia.

Con respecto al sistema inmune, los linfocitos Th17 a través de la expresion de IL-
17 son importantes en desarrollo y mantenimiento de las placas psoriasicas.
Evidencias en modelos experimentales muestran que los linfocitos Th17 tienen dos
fenotipos, el convencional y el patogénico, siendo este ultimo capaz de exacerbar
procesos inflamatorios crénicos. Ademas, se ha observado que las infecciones
bacterianas pueden inducir el perfil patogénico en los linfocitos Th17. Sin embargo,
en los pacientes con psoriasis se desconoce si las células Th17 tienen un fenotipo
convencional o patogénico, y si el fenotipo patogénico puede ser inducido por

estimulos asociados con la severidad como el SEB.

Otra poblacion relevante en enfermedades inflamatorias cronicas son las células
linfoides innatas (ILC). Nuestro grupo de trabajo describi6 en piel sana una
poblacién con caracteristicas de ILC (ILC CD123°¥°) que expresa RORyt, IL-23R y
es productora IL-17 e IL-22. Sin embargo, se desconoce si esta poblacién podria
estar presente en los pacientes con psoriasis y si contribuye en la fisiopatologia a
través de la produccion de IL-17.

Conocer las caracteristicas fenotipicas y funcionales de las poblaciones productoras
de IL-17 seria de gran relevancia para el entendimiento de la patologia. Ademas
podria ser relevante considerando que los tratamientos de ultima generacion en

pacientes con psoriasis estan dirigidos al bloqueo de esta citocina.
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HIPOTESIS

Las caracteristicas fenotipicas y funcionales patogénicas de los linfocitos Th17
seran inducidas por la enterotoxina B de S. aureus y la poblacién ILC CD123%°

producira IL-17 en piel de pacientes con psoriasis.
OBJETIVO GENERAL

Determinar las caracteristicas fenotipicas y funcionales patogénicas de los linfocitos
Th17 en presencia de la Enterotoxina B de S. aureus asi como evaluar si la
poblacién ILC CD123° produce IL-17 en piel de pacientes con psoriasis.

OBJETIVOS PARTICULARES

* Identificar a las células Th17 en dermis lesionada y sin lesion.

* Evaluar la expresion factores de transcripcion en células Th17 después de la
estimulacién con la Enterotoxina B de S. aureus.

* Analizar el fenotipo convencional y patogénico en las células Th17 de dermis
lesionada y sin lesion después del tratamiento con Enterotoxina B de S.
aureus.

* Evaluar la produccion de citocinas en los linfocitos Th17 de dermis lesionada
tras la estimulacién con Enterotoxina B de S. aureus.

* Determinar las caracteristicas de plasticidad en linfocitos Th17 totales de
sangre periférica y purificados.

* Identificar a la poblacién ILC CD123%° en dermis lesionada y sin lesién de
pacientes con psoriasis.

* Evaluar la capacidad de produccion de citocinas en la poblacion ILC
CD123"3° en dermis lesionada y sin lesion de pacientes con psoriasis.
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MATERIALES Y METODOS

Reclutamiento y criterios de inclusién y exclusion de pacientes con psoriasis

Se reclutaron 67 pacientes con diagnostico de psoriasis vulgar que acudieron al

servicio de Dermatologia del Hospital de Especialidades del Centro Medico Nacional

Siglo XXI, al centro Dermatoldgico “Ladislao de la Pascua” y al Hospital General de

Zona 1A “Venados” los cuales cumplieron con los siguientes criterios de inclusion y

exclusion.

De inclusion

1.
2.

Pacientes de 18 a 80 afios de edad con cualquier estado socioecondémico.
Pacientes con diagndstico clinico de psoriasis en placas con PASI leve
(menor a 10), y grave (mayor a 10).

Pacientes que no hayan utilizado tratamiento topico en los ultimos 15 dias
previos al estudio o tratamiento sistémico en los ultimos 2 meses.

Pacientes que mediante el consentimiento informado expresen de manera

voluntaria su deseo de participar en el estudio.

De exclusion

1.
2.

Psoriasis clasificada en otras formas clinicas.
Pacientes que por ocupacion o lugar de residencia no puedan acudir a control

periddico.

3. Pacientes embarazadas o en periodo de lactancia.

4. Pacientes con alguna enfermedad autoinmune concomitante incluyendo

artropatia psoriasica.
Pacientes en quienes exista la duda diagnostica entre psoriasis y otra

dermatosis.

Este trabajo se desarroll6 cumpliendo con los lineamientos de la Declaracion de

Helsinki y, fue aprobado los comités de ética del Instituto Mexicano del Seguro
Social (R-2017-785-058) y del Centro Dermatolégico “Ladislao de la Pascua”.
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Muestras sangre venosa y biopsias de piel

Se obtuvieron 15 mL de sangre venosa de pacientes con psoriasis y se colectaron
en tubos vacutainer con EDTA, mientras que la sangre control fue obtenida de
concentrados leucocitarios de donadores sanos provenientes del banco de sangre
del Centro Médico Nacional Siglo XXI. Las biopsias de piel lesionada y sin lesion
fueron obtenidas con un sacabocado de 6mm de diametro, con una distancia entre
ellas de al menos 2 centimetros. La piel sana se obtuvé a partir de remanentes de

cirugias estéticas sin padecimientos dermatologicos o autoinmunes.

Anticuerpos utilizados para la identificacion de linfocitos Th17

convencionales, patogénicos y de la poblacion ILC CD123"%°

Para identificacion de linfocitos Th17 convencionales y patogénicos se realizo el
marcaje extracelular con una incubacion de 20 minutos a 4°C con el anticuerpo anti-
CD3 PE. Posteriormente se realizé la fijacion/permeabilizacion de las células
colocando 100 microlitros del buffer de fijacion diluido (True nuclear factor,
eBioscience, 1:4) e incubando durante 20 minutos a 4°C. Después, las células se
permeabilizaron con 100 microlitros del buffer de permeabilizacion diluido
(Permeabilization buffer, eBioscience, 1:10) por 30 minutos. Posteriormente se
anadieron al buffer de permeabilizacion los anticuerpos anti-CD4 APCCy7, anti-
RORyt APC, anti-T-bet PECy5, anti-Runx1 PE y anti-AhR PE para la determinar el
fenotipo convencional y patogénico. Para la identificacion de la poblacion ILC
CD123° se utilizd un coctel de anticuerpos linaje anti CD3, CD14, CD19, CD94 y
HLA-DR marcados con PE, anti-CD123 acoplado a PECy5 y anti-CD127 conjugado
con BV410, los cuales se utilizaron para realizar el marcaje extracelular
incubandose durante 20 minutos a 4°C. Posteriormente se realizaron 2 lavados con
buffer de FACS y se resuspendieron en 200 microlitros de solucion salina de
fosfatos (PBS). Para la deteccion de citocinas intracelulares en células Th17 e ILC
se incubaron las células con anti-IL17 FITC, anti-IL-22 APC y anti-IFN-y PECy7 en

presencia de buffer de permeabilizacién durante 30 minutos.
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Obtencion de células mononucleares de sangre periférica

La sangre se diluyé 1:2 con PBS y se colocdé en un tubo falcon con lymphoprep
(Axis-shield, relacion 1:4 con la sangre). Posteriormente se centrifugé durante 30
minutos a 2000 rpm (720G), se recupero el anillo correspondiente a las células
mononucleares de sangre periférica (CMSP) y se lavaron dos veces (1500 rpm, 10
minutos) con 10mL de PBS. Después se realiz6 el conteo de las células
mononucleares utilizando una camara de Neubauer y se us6 azul tripano para

evaluar la viabilidad celular.

Cultivo primario de piel y obtencién de células dermales

Las biopsias de piel se colocaron en medio de cultivo RPMI 1640 (Biowest)
suplementado con suero fetal bovino (10%, Biowest), HEPES (Biowest),
aminoacidos no esenciales (Gibco), glutamina (Gibco), penicilina/estreptomicina
(Biowest), ciprofloxacino (Altana), beta-mercaptoetanol (Sigma-Aldrich), se afiadié
dispasa grado Il (Roche, 1mg/mL) y se incubd durante toda la noche a 4°C.
Posteriormente, se separ6 mecanicamente la epidermis de la dermis y esta ultima
se coloco en placas de 6 pozos con medio RPMI 1640 suplementado y se incubo
durante 5 dias a 37°C y 5%CO». Transcurrido el tiempo, se recolectaron las células
que migraron hacia el medio de cultivo y se contaron con una camara de Neubauer,

evaluando la viabilidad con azul tripano.

Aislamiento de células Th17 de sangre periférica

Los linfocitos Th17 fueron aislados de CMSP obtenidas de 2 pacientes con
psoriasis. Posteriormente se incubaron con perlas magnéticas anti-CD4 (Miltenyi-
Biotec) durante 15 minutos a 4°C. Después de un lavado con 500 pL de buffer de
MACS (albumina sérica bovina 0.2%, EDTA 2mM, pH7.2), las células se pasaron a
través de la columna magnética LS (Miltenyi-Biotec), se realizaron 3 lavados con
500uL de buffer MACS y posteriormente fueron removidas de la columna con 1mL
de buffer de MACS. Una vez obtenidos los linfocitos T CD4", fueron tefiidos con los
anticuerpos para los marcadores CD4 y CD161 durante 15 minutos a 4°C. Después
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de realizar 1 lavado con PBS, los linfocitos Th17 (CD4" CD161%) fueron aislados

utilizando un citometro de flujo FACS Aria Il upgrade, con una pureza del 99%.

Activacion y proliferacion de linfocitos Th17 aislados de sangre periférica

Un minimo de 30,000 linfocitos Th17 aislados fueron incubados con CellTrace Violet
(ThermoFisher) durante 10 minutos a 37°C. Posteriormente fueron lavados dos
veces con PBS y colocados en placas de 96 pozos de fondo “V”, las cuales fueron
estimulados con anti-CD3 (1pug/mL, OKT3, ATCC) y anti-CD28 (6ug/mL, GeneTex)
en presencia de IL-1B e IL-23 (50ng/mL, Peprotech) durante 72 horas a 37°C.
Transcurrido el tiempo se cosecharon las células y se les realizé una tincion de
marcadores de superficie e intracelulares para determinar su fenotipo, proliferacion y
la produccién de citocinas mediante citometria de flujo.

Activacion de células dermales

Para el andlisis de las células ILC CD123%°, se utilizaron 1x10° células de dermis
como minimo y se colocaron en placas de 96 pozos, las cuales fueron incubadas a
37°C y 5% COz durante 18 horas con IL-1f (50ng/mL), IL-2 (30ng/mL) e IL-23
(50ng/mL) (PeproTech). Transcurridas 12 horas se afadid PMA-lonomicina
(2uL/mL, eBioscience). Para la deteccion de citocinas intracelulares se afadié un
coctel que contiene brefeldina/monensina (2uL/mL, eBioscience) 6 horas antes del
termino de la incubacién. Para el analisis de citocinas intracelulares en linfocitos
Th17 se emplearon 5x10* células dermales como minimo, las cuales fueron
incubadas con la enterotoxina B de Staphyloccocus aureus (1pg/mL, Sigma Aldrich)
a 37°C y 5% CO, durante 5 dias. Para la deteccién de citocinas intracelulares en las
ultimas 6 horas de incubacion se afadié brefeldina/monensina (2uL/mL,
eBioscience) para la inhibicion del transporte de proteinas.

Proliferacion de linfocitos Th17

Se utilizaron 5x10* células dermales o CMSP, las cuales fueron incubadas con

carboxifluoresceina succinimidil éster durante 10 minutos. Después se afadié 1mL
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de suero fetal bovino, se lavaron dos veces con PBS-albumina sérica bovina (1500
rom, 400G, 10 minutos) y se resuspendieron en medio RPMI 1640 suplementado.
Las células se estimularon con SEB (1ug/mL) y se incubaron durante 5 dias a 37°C
y 5% CO,. Posteriormente las células fueron recuperadas y tefidas para
marcadores extra e intracelulares y se realiz6 la identificacion de los linfocitos Th17
proliferantes mediante citometria de flujo.

Cuantificacion de citocinas mediante arreglos de perlas citometricas

La cuantificacion se realizé utilizando el multiplex de citocinas
Th1/Th2/Th9/Th17/Th22/Treg (ThermoFisher, catalogo No. EPX180-12165-901). De
acuerdo con las instrucciones del fabricante, se utilizaron 50uL obtenidos de
sobrenadantes de células dermales de pacientes activadas con SEB. Las muestras
fueron adquiridas en el citometro de flujo FACS Aria, los datos se analizaron usando
el software Flowjo y la cantidad de citocina se calculé usando Microsoft Excel.

Citometria de flujo

Las CMSP o las células dermales fueron incubadas con buffer de bloqueo (Suero de
caballo al 2%, azida de sodio 0.5mM y EDTA al 0.05%) durante 20 minutos.
Posteriormente las células fueron incubadas con los anticuerpos que detectan las
moléculas extracelulares durante 20 minutos a 4°C y transcurrido el tiempo se
realizaron dos lavados con PBS (1500 rpm, 400G, tres minutos). Para la
determinacién de citocinas intracelulares se incubaron con 200uL el buffer de
fijacion/permeabilizacion durante 20 minutos a 4°C. Después se afiadieron los
anticuerpos contra las moléculas intracelulares y se incubaron durante 30 minutos a
temperatura ambiente. Finalmente las células fueron lavadas 2 veces con PBS
(1500 rpm, 400G, tres minutos), se resuspendieron en 200 uL de buffer de bloqueo
para ser adquiridas en un citometro de flujo FACS Canto y analizadas con el
software FlowJo 8.4.
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Inmunofluorescencia multiple de biopsias de piel

Las biopsias de piel se incluyeron en O.C.T compound (Sakura Finetek Europe), se
congelaron con nitrégeno liquido y se almacenaron a -80°C. Posteriormente
secciones de 15 pym fueron cortadas con un criostato (Leica CM3050, Leica
Biosystems) y colocadas en portaobjetos cargados positivamente con poli-L-lisina.
El tejido se fijo con para-formaldehido al 4% y se recuperaron los antigenos usando
buffer de citratos pH 6 (Tri-citrato de sodio dihidratado 3%). Los tejidos se trataron
con buffer de permeabilizacion (Albumina sérica bovina 10mg/mL, suero de caballo
al 5%, azida de sodio 0.02% vy triton 0.5%) durante dos horas. Después se incubo
con el anticuerpo primario anti-CD4 durante 18 horas y con el anticuerpo secundario
acoplado a FITC durante dos horas. Para la identificacion de células Th17 se incubd
el anti-RORyt PE durante dos horas. Para la deteccion de citocinas in situ se
incubaron las laminillas con los anticuerpos primarios anti-CD4, anti-IL-17 y anti-IFN-
v durante 18 horas a temperatura ambiente. Posteriormente se incubaron los
anticuerpos secundarios anti-conejo FITC y anti-cabra Biotina y con estreptavidina
rojo Texas y anti-ratbn APC. Las laminillas fueron tefidas con Hoescht durante 10
minutos y montadas con Vectashield (Vector Laboratories). Finalmente se realiz6 la
adquisicion de las imagenes en microscopio confocal Nikon T1 Eclipse (Nikon
Corporation) con el objetivo 20X. Se obtuvieron al menos tres diferentes campos por

laminilla y las imagenes obtenidas se analizaron utilizando el software Image J.

Analisis estadistico

Los analisis estadisticos fueron realizados en el programa Prism 5 y los resultados
se presentan como el promedio + la desviacion estandar media. Para los datos no
paramétricos se utilizé la prueba U de Mann Whitney, comparando los resultados de
la dermis lesionada y sin lesion. Para comparar los grupos estimulados vs no
estimulados se empled la prueba de los rangos con signo de Wilcoxon. El analisis
del arreglo de perlas citometricas se utilizé la prueba t de student no pareada con
correccion de Welch. La correlacién de la severidad y la cantidad de citocinas fue
calculada mediante la correlacion de Spearman. Un valor de p menor a 0.05 fue

considerado como significativo.

51



VI. RESULTADOS
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RESULTADOS
Identificacion de células Th17 en biopsias de pacientes con psoriasis

La identificacion de células Th17 en diversas patologias humanas incluida la
psoriasis ha sido realizada con base en la produccion de citocinas como IL-17%. Sin
embargo, considerando que el factor de transcripcion RORyt regula la diferenciacion
y funcién de células Th17'"" decidimos evaluar la presencia de linfocitos Th17

mediante la expresidn de RORyt, adicional a su identificacion mediante IL-17.

a b
NLS LS
CD4 RORyt  Nucleo

Figura 7. ldentificacién in situ de linfocitos Th17 (CD4" RORyt') en dermis
lesionada y sin lesion de pacientes con psoriasis. Cortes histologicos de a) dermis
sin lesion (NLS) y b) dermis lesionada (LS), mediante inmunofluorescencia utilizando los
anticuerpos anti-CD4 (verde), anti-RORyt (rojo) y los nucleos tefidos con Hoescht (azul).
Las imagenes superiores corresponden al campo total y las inferiores muestran la regién
ampliada (cuadro blanco). Células CD4" RORyt" (flechas amarillas) y células CD4
RORyt" (flechas rojas). Imagenes representativas de tres pacientes. 20X.
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Mediante microscopia confocal encontramos que la dermis no lesionada (NLS)
contiene pocas células CD4" RORyt" y CD4" IL-17" mientras que en la dermis
lesionada (LS) del mismo paciente se observa una tendencia en el incremento
(Figuras 7, 8 y 9) de células CD4" RORyt" asi como de células CD4" IL-17" (Figura
7y 8, flechas amarillas). Estos resultados muestran que hay linfocitos Th17 en la
dermis de pacientes con psoriasis.

a NLS b LS

CD4 IL-17 Nucleo

Figura 8. Identificacion in situ de IL-17 en dermis lesionada y sin lesion de pacientes
con psoriasis. Células productoras de IL-17 en cortes histolégicos de a) dermis sin lesién
(NLS) y b) dermis lesionada (LS), mediante inmunofluorescencia utilizando los anticuerpos
anti-CD4 (verde), anti-IL-17 (rojo) y los nucleos tefiidos con Hoescht (azul). Las imagenes
superiores muestran el campo total y las inferiores la region ampliada (cuadro blanco).
Células CD4" IL-17" (flechas amarillas) y células CD4 IL-17" (flechas rojas). Imagenes
representativas de tres pacientes. 20X.
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Figura 9. Porcentaje de células in situ CD4" RORyt' y CD4" IL-17" en dermis
lesionada y sin lesion de pacientes con psoriasis. Las graficas muestran los

porcentajes de células a) CD4" RORyt" y b) CD4" IL-17" presentes en cortes histologicos
de dermis no lesionada (NLS) y dermis lesionada (LS). Se contaron 100 células en al
menos dos diferentes campos de las muestras. NLS n=3, LS n=3. U de Mann Whitney.

Posteriormente determinamos mediante citometria de flujo la presencia de células
Th17 utilizando RORyt para identificarlas. Las células dermales fueron analizadas
excluyendo agregados celulares, tomando la region de tamafio y complejidad
correspondiente a los linfocitos y descartando las células no viables. Los linfocitos
positivos para CD3 y los que expresaran CD4 y RORyt se consideraron como
linfocitos Th17 (Figura 10a). Encontramos que los porcentajes de las células T,
CD4" y Th17 son similares en la dermis sin lesion y la dermis lesionada de los
pacientes (Figura 10b-10d). Considerando el porcentaje, el numero de células
obtenidas en el cultivo y el tamafio de la biopsia se realizo el calculo de los numeros
absolutos de linfocitos T, T CD4" y Th17. Al analizar estos datos encontramos un
incremento significativo de células T, células CD4 y de manera interesante las
células Th17 presentes en dermis LS en comparacion con dermis NLS (Figura 10e-
10g). En conjunto, estos resultados muestran que los linfocitos Th17 estan
incrementadas en la dermis LS en comparacion con la dermis NLS, lo cual

concuerda con la literatura previa®’.
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Figura 10. Los linfocitos Th17 se encuentran en dermis lesionada y sin lesion de
pacientes con psoriasis. a) estrategia de analisis. Porcentajes de b) células CD3", c)
células CD4" y d) células Th17. Se muestran los numeros absolutos de e) células CD3", f)
células CD4" y g) células Th17 por centimetro cuadrado de piel. Dermis no lesionada
(NLS, n=23), dermis lesionada (LS, n=38). ***p<0.001. U de Mann Whitney.

La estimulacion con SEB induce el fenotipo patogénico en células Th17

presentes en dermis de pacientes con psoriasis

En modelos de ratén con inflamacién crénica se ha demostrado que las células
Th17 pueden co-expresar factores de transcripcion maestros de células Th1 como
T-bet. Con lo cual, se ha propuesto la existencia de dos sub-poblaciones de
linfocitos Th17 de acuerdo a la expresion de los factores de transcripcion RORyt, T-
bet y Runx1'?%. Sin embargo, en los pacientes con psoriasis se desconoce cudl es el
fenotipo de las células Th17 y si un estimulo asociado con la severidad como es la
Enterotoxina-B de S. aureus pudiera impactar en el fenotipo de estas células.
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Como se observa en la Figura 11 en dermis LS y NLS encontramos que las células
Th17 incrementan significativamente la expresion de los factores de transcripcion
RORyt y T-bet después de la estimulacion con SEB. Mientras que la expresion de
Runx1 solo se incrementa en los linfocitos Th17 provenientes de la dermis LS. Estos
resultados muestran que las células Th17 adquieren un fenotipo patogénico en

respuesta al SEB, principalmente en la dermis LS.
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Figura 11. La estimulacion con SEB incrementa la expresion de RORyt, T-bet y
Runx1 en linfocitos Th17 de dermis NLS y LS. a) histogramas representativos de la
expresion de RORyt, T-bet y Runx1 en células Th17 antes (histograma vacio) y después
de la estimulacion (histograma lleno). Intensidad media de fluorescencia (IMF) de la
expresion de b) RORyt en células CD4", ¢) T-bet y d) Runx1 en linfocitos Th17 en
presencia o ausencia de Enterotoxina B de S. aureus (SEB, 1ug/mL). Dermis no lesionada
(NLS, n=23); dermis lesionada (LS, n=38).*p<0.05, ***p<0.001. Prueba de los rangos con
signo de Wilcoxon.

57



Considerando que el SEB modificd la expresion de los factores de transcripcion,
evaluamos la frecuencia de los linfocitos Th17 con fenotipo convencional (RORyt”,
Runx1*", T-bet) o patogénico (RORyt*, Runx1*", T-bet’). En la figura 12a se
observa que en ambos sitios hay linfocitos Th17 con fenotipo convencional y
patogénico. Sin embrago, encontramos que la activacion con SEB disminuye el
porcentaje de células Th17 convencionales e incrementa el porcentaje de las
patogénicas en la dermis LS de los pacientes (Figura 12b-12c). Este dato se
confirmd al calcular el indice de células Th17 convencionales versus patogénicas, el
cual se incrementa después del tratamiento con SEB (Figura 12d). Estos resultados
muestran que el SEB es capaz de modificar la expresion de los factores de
transcripcion que determinan el fenotipo de las células Th17 e impactar en las
frecuencias de estas poblaciones.

En modelos de encefalomielitis autoinmune experimental o colitis se ha demostrado
que la transferencia de células Th17 patogénicas induce una mayor severidad de la
enfermedad’®. Debido a que encontramos células con fenotipo patogénico, el cual
se acentua después del tratamiento con SEB, nos preguntamos si las células Th17
patogénicas pudieran tener una relacién con la severidad de la enfermedad. Uno de
los parametros clinicos que determinan la severidad es el area corporal afectada,
proponiéndose que a mayor area afectada, mayor severidad. Por lo tanto evaluamos
la frecuencia de células Th17 convencionales y patogénicas en 38 pacientes con
placas pequefias y placas grandes. Interesantemente encontramos que solo los
pacientes con placas grandes incrementan de manera significativa el porcentaje de
linfocitos Th17 patogénicos después de la estimulacién con SEB (Figura 12e). Estos
resultados nos sugieren que la presencia de células Th17 patogénicas podria estar
asociada a la generacion de placas grandes en estos pacientes.
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Figura 12. La estimulacién con SEB induce el incremento de linfocitos Th17 con
fenotipo patogénico. a) Células Th17 (CD4" RORyt") convencionales (cuadro azul) y
patogénicas (cuadro rojo). Porcentaje de linfocitos Th17 con fenotipo b) Convencional y c)
Patogénico presentes en dermis NLS y LS tratados con o sin SEB. d) indice de linfocitos
Th17 convencionales y patogénicos. e) Porcentaje de linfocitos Th17 convencionales y
patogénicos presentes en lesiones psoriasicas pequefas y grandes. NLS, n=23; LS
n=38.*p<0.05, ***p<0.001. U de Mann Whitney, Prueba de los rangos con signo de
Wilcoxon.

Presencia in situ de células Th17 patogénicas

Los linfocitos Th17 convencionales y patogénicos pueden ser identificados por las
citocinas que producen. Las células Th17 convencionales se caracterizan por
expresar IL-17 mientras que las patogénicas pueden producir IL-17 e IFN-y
simultaneamente'?*. Es por ello que buscamos in situ la presencia de células T CD4
con fenotipo funcional convencional o patogénico. De acuerdo con la Figura 13, la
dermis LS contiene un gran infiltrado de células CD4" que producen IL-17 (flechas
amarillas) pero de manera interesante encontramos células que son capaces de co-
expresar IL-17 e IFN-y (flechas blancas). En contraste, la dermis NLS del mismo
paciente hay muy pocas células T CD4" productoras de IL-17. Al hacer la

cuantificacion de las células IL-17" IFN-y" observamos una tendencia en el
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incremento de estas células de la dermis LS en comparacion con la dermis NLS
(figura 13c). Estos datos sugieren que en la piel lesionada de los pacientes hay
células Th17 con fenotipo funcional patogénico.

a b
NLS LS

CD4 IL-17 Nucleo
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Figura 13. Presencia in situ de linfocitos Th17 con fenotipo funcional patogénico.
Inmunofluorescencia de a) dermis no lesionada (NLS) y b) dermis lesionada (LS), con anti-
CD4 (verde), anti-IL-17 (rojo), anti-IFN-y (cyan) y los nucleos con Hoescht (azul). Las
imagenes superiores muestran el campo total y las inferiores la region ampliada (cuadro
blanco). Células CD4" IL-17" (flechas amarillas), células CD4" IFN-y* (flechas azules) y
células CD4" IL-17" IFN-y" (flechas blancas). ¢) Porcentaje de células CD4" IL-17" IFN-y"
presentes en dermis NLS (n=3), LS (n=3). U de Mann Whitney.
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La estimulacion con SEB induce caracteristicas funcionales patogénicas en
células Th17 presentes en la dermis lesionada

Considerando que la estimulacion con SEB cambio el fenotipo de las células Th17,
decidimos evaluar si el SEB podria tener un efecto en su capacidad funcional. Para
ello, una vez obtenida la suspension de células dermales de piel lesionada y sin
lesion, realizamos una activacion con PMA/ionomicina (el cual es utilizado para
analizar la produccion de citocinas en células T CD4" en psoriasis) o con SEB y
evaluamos la produccion de IL-17 e IFN-y en células Th17 (CD4" RORyt").

En la Figura 14a se observa que después de la estimulacién con PMA/ionomicina
hay células Th17 convencionales (IL-177) y pocas células Th17 patogénicas dobles
positivas o IFN-y". Sin embargo, la estimulacién con SEB induce la presencia de
células dobles productoras y en mayor medida de células Th17 de IFN-y". Al
analizar 10 pacientes encontramos que la estimulacion con PMA/ionomicina induce
la expresion de IL-17 e IFN-y mientras que el SEB induce de manera significativa la
produccion de IFN-y (Figura 14b-14c). Estos resultados muestra que el SEB
favorece un fenotipo funcional patogénico en las células Th17 presentes en la

dermis lesionada.
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Figura 14. La estimulacién con SEB induce un fenotipo funcional patogénico en
linfocitos Th17 de dermis lesionada. a) Produccion intracelular de IL-17 e IFN-y en
linfocitos Th17 en presencia de SEB o PMA/lonomicina (P/l). Porcentaje de células
Th17productoras de b) IL-17" e ¢) IFN-y" presentes en dermis lesionada (LS) después del
tratamiento con SEB o con P/I. n=10. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001. Prueba de los rangos
con signo de Wilcoxon.

Después de observar que el SEB favorece el perfil funcional patogénico en los
linfocitos Th17 en dermis lesionada, quisimos evaluar si es un fenbmeno exclusivo
de las células presentes en dermis lesionada o si puede presentarse en piel sin
lesién, piel sana o inclusive si ocurre en otra dermatosis crénica como la dermatitis
atopica. Al activar las suspensiones celulares de estas biopsias encontramos que en
hay un ligero incremento de RORyt, una escaza produccién de IL-17 y menor
produccion de IFN-y (Figura 15). En conjunto estos resultados muestran que la
estimulacion con SEB favorece el fenotipo funcional patogénico unicamente en la

dermis lesionada de los pacientes con psoriasis.
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Figura 15. La estimulaciéon con SEB no induce un fenotipo funcional patogénico en
linfocitos Th17 de dermis sin lesion, dermis sana y en dermatitis atépica. Plots
representativos de linfocitos Th17 (CD4" RORyt") y la produccion intracelular de IL-177 e
IFN-y* en células obtenidas de a) dermis sin lesién (NLS), b) dermis sana (PS) y ¢) dermis
de dermatitis atopica (DA). Los graficos superiores de cada inciso muestran la condicion
sin estimulo y los inferiores los estimulados con SEB o con anti-CD3/CD28.

SEB induce un microambiente patogénico en dermis lesionada de pacientes

con psoriasis

Los linfocitos Th17 convencionales y patogénicos difieren en el patron de citocinas
que producen, mientras que los convencionales se caracterizan por producir IL-17 e
IL-9, los patogénicos preferentemente secretan TNF-a, IL-22 e IFN-y'®. Con lo
anterior aunado a la asociacién de SEB con la severidad de la psoriasis'"'2

consideramos relevante evaluar el perfil de citocinas convencional o patogénico
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después de la estimulacion con SEB en los sobrenadantes de los cultivos de células

dermales y si existe una relacion con el PASI de la enfermedad.

La figura 16a muestra que después del tratamiento con SEB, la produccion de IL-17
solo se incrementa en la dermis LS y es menor en aquellos pacientes con mayor
severidad. De manera interesante encontramos que la produccion de IFN-y se
incrementa después de la estimulacién, independientemente de la severidad de la
enfermedad (Figura 16b). En el caso de TNF-a, se observa un incremento en su
produccion después de tratamiento con SEB, aunque este incremento pareciera ser
menor en los pacientes con mayor severidad (PASI>10, Figura 16c). Mientras que
los niveles de IL-22 aumentan significativamente en la dermis LS en pacientes con
bajo y alto PASI (Figura 16d)
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Figura 16. Inducciéon de un microambiente patogénico en dermis lesionada después
de la estimulaciéon con la Enterotoxina B de S. aureus. Concentracién de a)lL-17A, b)
IFN-y, ¢) TNF-a y d)IL-22 en dermis no lesionada (NLS) y dermis lesionada (LS). Los
resultados fueron analizados de acuerdo a la severidad de la enfermedad (PASI), menor
10 fue considerado bajo y mayor a 10 como severo. n=25 *p<0.05, ***p<0.001. Prueba de
T no pareada con correccion de Welch.

64



Después de encontrar que la estimulacién con SEB induce citocinas inflamatorias
decidimos evaluar como se encontraban algunas citocinas asociadas a funciones
reguladoras producidas por los linfocitos Th17, en especifico la IL-9. Esta citocina
cumple diversas funciones en el sistema inmunoldgico sin embargo, una de las mas
importantes es promover la funcién de las células T reguladoras'®. Nuestros
resultados muestran un ligero incremento en la dermis LS de los pacientes con PASI
bajo pero sorprendentemente ya no se encontré en pacientes con PASI alto aun con
la estimulacion (figura 17a). Al observar este ultimo dato, decidimos determinar si
existia una correlacion entre el PASI y la cantidad de IL-9 producida por la
estimulacion con SEB. Encontramos que hay una correlacion negativa y significativa
entre la severidad de la enfermedad y la produccion de IL-9 (figura 17b). En
conjunto estos resultados muestran que la estimulacion con SEB induce un
microambiente patogénico debido al incremento de IFN-y, TNF-a e IL-22 y a la

disminucién de citocinas reguladoras como IL-9 en los pacientes con mayor

severidad.
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Figura 17. La presencia de IL-9 después de la activacion con SEB correlaciona
negativamente con la severidad de la psoriasis. Mediante arreglos de perlas
citometricas se determind la concentracion de a) IL-9 en dermis no lesionada (NLS) y
lesionada (LS), analizados de acuerdo al valor del PASI. b) Correlacién entre el PASI y la
concentracion de IL-9 en el sobrenadante del cultivo estimulado con SEB en dermis LS.
n=25 *p<0.05, ***p<0.001. Prueba de T no pareada con correccion de Welch. Correlacién

de Spearman.
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La adquisicion del fenotipo patogénico en respuesta al SEB ocurre en células
Th17 de dermis lesionada y sangre periférica

Una vez que demostramos que el SEB induce caracteristicas patogénicas en
células Th17 residentes del tejido, nos preguntamos si el efecto del SEB esta
restringido a células residentes de tejido o si puede inducir caracteristicas
patogénicas en células Th17 de sangre periférica. Para ello estimulamos CMSP y
células de dermis LS del mismo paciente con el superantigeno y evaluamos la
proliferacion celular asi como la expresion de los factores de transcripcion RORyt y
T-bet. En la figura 18 se aprecia que las células Th17 de dermis LS tienen una
proliferacion basal la cual se incrementa después de la estimulacion, en contraste
las células Th17 de sangre periférica parecen tener una proliferacion mas discreta
después de la estimulacién. En cuanto a los factores de transcripcion, se observa
que la de induccién de RORyt y T-bet es mas evidente en linfocitos Th17 de piel
aunque en las células de sangre periférica también se incrementa esta expresion.
Estos resultados podrian indicar que la plasticidad de los linfocitos Th17 ocurre tanto
en sangre como en dermis LS, siendo mas evidente en la células provenientes de la

lesion.
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Figura 18. La estimulacion con SEB induce el fenotipo patogénico en linfocitos Th17
de dermis lesionada y sangre periférica. Plots representativos de la proliferacion de
Linfocitos T CD4" marcados con CFSE vy el fenotipo patogénico (T-bet” RORyt") en células
provenientes de dermis lesionada (plots naranjas) y sangre periférica (plots rojos) del
mismo paciente con psoriasis. Los puntos negros representan las células sin estimular y
los puntos rojos muestran las células estimuladas con SEB.
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Considerando que la activacion con SEB induce caracteristicas patogénicas,
decidimos evaluar si la estimulacion via TCR con el estimulo anti-CD3/CD28 seria
capaz de inducir las mismas caracteristicas patogénicas en linfocitos Th17 de
dermis LS y sangre periférica. De acuerdo con la Figura 19a, el SEB induce la
expresion principalmente de IFN-y en las células Th17 dermales mientras que el
anti-CD3/CD28 induce la expresion de IL-17 e IFN-y. Al estimular las células de
sangre periférica se observa que ambos estimulos inducen un patrén de citocinas

muy parecido, con presencia de linfocitos Th17 IL-17", IFN-y" e IL-17"/IFN-y".

Después de observar que el SEB induce las -caracteristicas patogénicas
preferentemente en la dermis lesionada, determinamos si las células Th17
productoras de IFN-y tenian un perfil transcripcional convencional o patogénico
mediante la expresion de AhR y T-bet. La figura 19b muestra que el estimulo con
SEB induce la expresion de AhR y T-bet en los linfocitos Th17 IFN-y". Mientras que
las células activadas con anti-CD3/CD28 encontramos la expresion de ambos
factores de transcripcion en los linfocitos Th17 IFN-y*, pero en menor medida en
comparacion con la estimulacion con SEB. Estos datos sugieren que la estimulacion
con SEB induce la adquisicion completa de caracteristicas patogénicas funcionales

en células Th17 presentes en la dermis lesionada.

67



SEB ~ CD3/CD28 Células Th17 IFN-y*
0.91 0.1
~
=
A - SEB . 978 L 608
191 235
_ | o 1.07 0.4
A i Iy cb3/ | 1485 456
tﬂ : >mm cbD28 | 4
R i o VIR 547 320
845 | 143 82.7 1 158" AhR T-bet

» IFN-y

Figura 19. Los linfocitos Th17 de la dermis lesionada adquieren una mayor
plasticidad funcional. a) Produccion intracelular de IL-17" e IFN-y* en linfocitos Th17 de
dermis lesionada (plots naranjas) y sangre periférica (plots rojos) estimulados con SEB o
con anti-CD3 /CD28. b) Expresion de AhR y T-bet en linfocitos Th17 IFN-y" estimulados
con SEB o con anti-CD3/CD28. Los numeros en los histogramas muestran la intensidad
media de fluorescencia en la condicion sin estimulo (histograma gris) y estimulados
(histograma rojo y azul).

La estimulacién via TCR induce las caracteristicas patogénicas en linfocitos

Th17 aislados de sangre periférica

Nuestros resultados muestran la adquisicion de caracteristicas patogénicas en los
linfocitos Th17 dentro de un contexto multicelular, dificultando determinar si la
estimulacion a través de SEB o CD3/CD28 tiene un efecto directo o indirecto en
estas células. Por lo tanto, decidimos determinar si estas caracteristicas pudieran
ser adquiridas en los linfocitos Th17 aislados. Para ello purificamos las células Th17
de sangre periférica de los pacientes con psoriasis, haciendo una seleccion
magnética positiva con CD4 vy utilizando el marcador CD161 (el cual ha sido

)'% para realizar la identificacion y

reportado como un marcador de las células Th17
el aislamiento mediante citometria de flujo. Debido a que el mecanismo de
activacion del SEB requiere la presencia de una célula presentadora de antigeno,

decidimos usar anti-CD3/CD28 para activar a los linfocitos Th17. Ademas, para
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semejar las condiciones presentes en dermis LS, adicionamos IL-1f e IL-23, las

cuales se encuentran sobre-expresadas en la dermis LS'"°.

En un primer tiempo, evaluamos la expresion de los factores de transcripcion RORyt
y T-bet, encontrando que la estimulacion via TCR con anti-CD3/CD28 induce la co-
expresion de ambos factores, siendo mas evidente al afadir las citocinas al medio
de cultivo (Figura 20a). Posteriormente evaluamos la produccion de IL-17 e IFN-y y
encontramos la presencia de ambas citocinas en los linfocitos Th17 estimulados con
anti-CD3/CD28. Sin embargo, al afadir citocinas, disminuy6 el porcentaje de células
Th17 IL-17" y aumentd el de las células IFN-y* (Figura 20b). Finalmente evaluamos
la proliferacién de estas células y se observo que la estimulacion anti-CD3/CD28
induce proliferacion pero, la presencia de IL-1p e IL-23 favorece una proliferacion
mas robusta, sobre todo en la ultima ronda de proliferacion (Figura 20c). En
conjunto, estos resultados muestran que los linfocitos Th17 aislados de sangre
periférica pueden adquirir caracteristicas patogénicas tras la estimulacion con anti-
CD3/CD28 y que en presencia de citocinas inflamatorias, esto se ve exacerbado.
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Figura 20. La activacion a través de CD3/CD28 induce plasticidad fenotipica y
funcional en linfocitos Th17 aislados de sangre periférica. a) Expresion T-bet y RORyt
en células Th17 estimuladas con solo anti-CD3/CD28 (plots rojos) o con IL-1f e IL-23
(plots azules). Los numeros indican el porcentaje de células productoras de las citocinas.
b) Produccion de IL-17 (plots superiores) e IFN-y (plots inferiores) en células proliferantes
marcadas con Cell Trace Violet (CTV). ¢) Histograma de la proliferacion de linfocitos Th17
(CD4*, CD161", RORyt") en respuesta a anti-CD3/CD28 solo o0 en combinacion con IL-1f e
IL-23. Resultados representativos de dos pacientes con psoriasis.
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Identificaciéon de células CD123"3° con caracteristicas de linfocitos innatos en

dermis de pacientes con psoriasis

La IL-17 se considera una de las citocinas mas importantes en la fisiopatologia de la
psoriasis, la cual es producida por los linfocitos Th17. Sin embargo, nuestros
resultados indican que después de estimular con SEB, las células Th17 pierden su
capacidad de expresar IL-17, abriendo la posibilidad de que células linfoides como
las ILC contribuyan a la produccion de esta citocina. De hecho, en las
inmunofluorescencias de tejido observamos la presencia de células RORyt" e IL-17"
que son negativas para CD4 (figuras 7 y 8), sugiriendo la presencia de ILC en los
tejidos de los pacientes. Trabajos previos de ILC en psoriasis han evidenciado la
presencia y el incremento de la poblacion ILC3 aunque también su incapacidad para
producir 1L-17"%%17° Nuestro grupo de trabajo reporté una poblacién en dermis de
sujetos sanos con caracteristicas de ILC, que expresa el marcador CD123 (ILC
CD123¥°) que es capaz de producir IL-17 e IL-22'"°. Por lo tanto, evaluamos la
frecuencia de la poblacion ILC CD123%%° y de la poblacion clasica, ILC CD127* en

los pacientes con psoriasis.

Para ello obtuvimos las células dermales y las analizamos mediante citometria de
flujo, considerando los eventos sencillos, de la zona de linfocitos definida con base
en su tamafio y complejidad. Posteriormente, se selecciond la region linaje negativo
para CD3, CD14, CD19, CD94, HLA-DR (descartando del analisis los linfocitos T,
monocitos, linfocitos B, células NK y células dendriticas) y, finalmente se analizé la
expresion de los marcadores CD123 y CD127, para identificar a las ILC clasicas
CD127* y a la ILC CD123 (Figura 21a). Encontramos que la poblacién ILC
CD123"3° tiende a incrementarse en la dermis NLS mientras que en dermis LS el
incremento es significativo en comparaciéon con la poblacion de sujetos sanos. En el
caso de la poblacion ILC CD127" observamos una tendencia a incrementar su
frecuencia tanto en dermis NLS y dermis LS (Figura 21b). Estos resultados
muestran que en la dermis LS y NLS existen dos poblaciones de ILC, las clasicas
definidas por la expresion de CD127 y otra que comparte marcadores de ILC con las

clasicas pero caracterizada por la presencia del marcador CD123.
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Figura 21. La poblacion con caracteristicas de ILC CD123"%° esta incrementada en
dermis lesionada de pacientes con psoriasis. 0. a) Estrategia de analisis Lin" (CD3,
CD14, CD19, CD94, HLA-DR). Se identificaron a dos poblaciones ILC, una positiva para el
marcador CD123 (ILC CD123°%) y otra para el marcador CD127 (ILC CD127%) b)
Porcentajes de las poblaciones ILC CD123%° y ILC CD127* en dermis sana (PS, n=7),
dermis no lesionada (NLS, n=7) y dermis lesionada (LS, n=15). *p<0.05. U de Mann
Whitney.

La poblacién ILC CD123%° presente en la dermis lesionada produce IL-17 e IL-
22 de manera basal y después de la activacion

Después de observar la presencia y el incremento en la frecuencia de la poblacion
ILC CD123"¥° decidimos evaluar su capacidad de producir citocinas asociadas con
la psoriasis como son IL-17 e |IL-22. Para ello, estimulamos a las células con un
coctel de IL-18, IL-2 e IL-23, el cual activa a las ILC en presencia de

PMA/ionomicina.
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Al analizar la poblacion ILC CD123°#° en dermis de sujetos sanos observamos que
sin estimulaciéon no hay produccion de las citocinas mientras que después de la
activacion hay células IL-17", IL-22" y células dobles productoras de IL-17 e IL-22.
Al evaluar las células de la dermis NLS encontramos que, sin estimulacion, las
células ILC CD123"3° son capaces de producir IL-17 e IL-22, siendo similar aun
después de la activacion. Cuando evaluamos la produccion de estas citocinas en
células provenientes de dermis LS observamos el mismo comportamiento: sin
estimulacion, las células ILC CD123%3° son capaces de producir IL-17 e IL-22 y que
esta produccion no cambia después de la activacion (Figura 22).
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Figura 22. La poblacién ILC CD123*° produce IL-17 e IL-22 aun sin estimulacién en
dermis sin lesion y lesionada de pacientes con psoriasis. Produccion de IL-17 e IL-22
intracelular en la poblacién ILC CD123°, obtenidas de dermis sana (PS), dermis no
lesionada (NLS) y dermis lesionada (LS). Los graficos superiores muestran las citocinas en
la condicion fluorescencia menos uno (FMO), los plots intermedios son los resultados en la
condicién sin estimulo mientras que los graficos inferiores revelan las citocinas en
respuesta a PMA/lono en conjunto con IL-1p, IL-2 e IL-23 (CIT).
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Al cuantificar las células productoras de citocinas en los pacientes observamos que
el porcentaje de ILC CD123¥° |L-17* esta incrementado en la dermis lesionada en
comparacion con la dermis sana. Ademas, este incremento se observa en células
que no fueron estimuladas con el coctel de PMA/ionomicina-citocinas. De manera
contrastante, la poblacion ILC CD127" no aumento6 su porcentaje de células IL-17"
antes o después de la activacion (figura 23a). En la figura 23b observamos que la
poblacién ILC CD123"#° es capaz de producir IL-22 en ausencia de estimulacion y
que la produccién se mantiene sin cambios después de la activacion, ademas de
estar aumentada significativamente en comparacién con células de sano. Con
respecto a la poblacion ILC CD1277, encontramos una tendencia a incrementar la
produccion de IL-22 después de la estimulacion. Estos resultados muestran que la
poblacién ILC CD123% tiene una mayor capacidad de producir IL-17 e IL-22 en
comparacion con la poblacion clasica ILC CD1277.
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Figura 23. La poblacion ILC CD123"% incrementa la produccion de IL-17 e IL-22 en
dermis lesionada de pacientes con psoriasis. Porcentaje de células productoras de a)
IL-17 e b) IL-22 en las poblaciones ILC CD123°¥° y ILC CD127" en dermis sana (PS) y
dermis lesionada (LS) de pacientes con psoriasis estimuladas con PMA/lonomicina mas
IL-1B, IL-2 e IL-23 mas PMA/lonomicina. Dermis sana (PS), n=7, dermis lesionada (LS),
n=12. U de Mann Whitney. *p<0.05, **p<0.01.
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En los pacientes con psoriasis se ha reportado un incremento en citocinas pro-
inflamatorias en la piel no lesionada'’®. Esto, aunado al incremento de la poblacion
ILC CD123°®° en la dermis NLS, nos llevo a determinar la capacidad de las
poblaciones ILC CD123%° e ILC CD127* de producir de IL-17 en este sitio. Al
analizar la dermis NLS encontramos una tendencia a incrementar la produccion de
IL-17 aun sin estimulacién, la cual no se modifica después de la estimulacién en

ambas poblaciones de ILC (figura 24).
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Figura 24. La poblacién ILC CD123"%° tiende a incrementar la produccion de IL-17 en
dermis no lesionada de pacientes con psoriasis. Porcentaje de células productoras de
IL-17 en las poblaciones ILC CD123"° e ILC CD127" en dermis sana (PS) y dermis sin

lesion (NLS) de pacientes con psoriasis estimuladas con PMA/lonomicina mas IL-1p, IL-2
e IL-23. Dermis sana (PS), n=3; dermis no lesionada (NLS), n=4. U de Mann Whitney.

En conjunto, los resultados anteriores muestran que en comparacion con la
poblacién ILC CD127" la poblacién ILC CD123°¥° podria tener un mayor potencial
de contribuir en la fisiopatologia de la psoriasis debido a la produccion de IL-17 e IL-

22 de manera basal y después de activacion.
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VIl. DISCUSION
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DISCUSION

La psoriasis es una enfermedad inflamatoria multifactorial donde el sistema inmune
tiene un papel importante en la patologia. En un principio, se encontro la presencia
de células dendriticas en las lesiones que favorecian la produccion de IFN-y por los
linfocitos T CD4%. Sin embargo, las evidencias mas recientes sefialan que la IL-17
también tiene un rol importante en la enfermedad. Es por ello que en este trabajo
evaluamos a las poblaciones linfoides adaptativas e innatas - en especifico a los
linfocitos Th17 y a la poblacién ILC CD123°- capaces de producir IL-17.

Los trabajos que revelan la presencia de linfocitos Th17 en psoriasis se han
enfocado en evaluar la produccion de IL-17 en células CD4, lo cual podria dejar
fuera del analisis a aquellos linfocitos Th17 que en ese momento no produzcan IL-
17 aunque posean el fenotipo'®. Por lo tanto, determinamos la presencia de células
Th17 mediante la expresion del factor de transcripcion maestro RORyt, el cual
regula su fenotipo y funcion. Los resultados obtenidos en tejido asi como por
citometria de flujo muestran que existen células T CD4" RORyt" cuya frecuencia es
mayor en la dermis LS. Adicionalmente, con el uso de RORyt se pudo observar
células linfoides adaptativas e innatas que tienen el potencial de producir IL-17. Al
identificar células mediante la expresion de IL-17 nos permitid observar linfocitos
Th17 y células CD4" que producen IL-17, lo que sugiere la presencia de células
linfoides tanto innatas como adaptativas en la dermis LS. Consideramos que seria
interesante determinar si en la dermis de los pacientes existen otras células

productoras de IL-17 como son los linfocitos Tyd y los neutrofilos.

El fenotipo y funcion de las células Th esta controlado por la expresion de factores
de transcripcion los cuales, en el estudio de los linfocitos Th17 en psoriasis no se
han contemplado. La evidencia derivada de modelos animales muestra la existencia
de dos subpoblaciones de linfocitos Th17, los convencionales y los patogénicos. De
acuerdo a sus caracteristicas, se ha propuesto que las células patogénicas
promueven la severidad en modelos de colitis o EAE'®. Sin embargo, en psoriasis
se desconocia si un estimulo asociado con la severidad de la enfermedad como el

SEB pudiera impactar en el fenotipo y funcién de los linfocitos Th17. Los resultados
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obtenidos en este trabajo muestran que la estimulacion con SEB induce un
incremento en RORyt, T-bet en la NLS y LS mientras que Runx1 sdélo se incrementa
en la dermis LS, lo cual podria sugerir que s6lo en la lesion se esta induciendo el
fenotipo patogénico. Esto concuerda con los porcentajes obtenidos de linfocitos
convencionales (RORyt", Runx1*" T-bet) y patogénicos (RORyt*, Runx1*" T-bet"),
donde la proporcion de los linfocitos Th17 convencionales disminuyen y la de los

patogénicos aumenta después de la activacion con SEB, s6lo en dermis lesionada.

Para determinar si estos cambios en los factores de transcripcion impactaban la
funcionalidad de los linfocitos Th17, evaluamos la produccion de IL-17 e IFN-y de
esta manera determinamos si tenian un comportamiento convencional o patogénico.
Encontramos que la estimulacién con SEB induce principalmente la produccion de
IFN-y, sugiriendo la induccion de caracteristicas patogénicas funcionales en los
linfocitos Th17. Esto podria ser explicado por la expresion de RORyt, T-bet y Runx1
en las células Th17 donde en ausencia de T-bet, RORyt puede formar dimeros con
Runx1 y favorecer la expresion de IL-17. Sin embargo, en presencia de T-bet,
Runx1 forma dimeros con este factor de transcripcion, favoreciendo la expresion de
IFN-y y reprimiendo la expresiéon de RORyt y ocasionando una disminucién de IL-
17"'®. Ademas de inducir la expresiéon de Runx1, la estimulacién de células T con
SEB puede inducir la expresion de IFN-y'®', lo que podria contribuir aun mas a la
adquisicidn de caracteristicas patogénicas, aunque consideramos necesario realizar

trabajos posteriores para dilucidar este proceso.

Este mecanismo podria explicar el incremento de IFN-y sin embargo, no explicaria
porqué los linfocitos Th17 pierden su capacidad de producir IL-17, ya que
observamos que la estimulacion con SEB induce un incremento significativo de
RORyt en los linfocitos. Eso sugiere que el mecanismo de regulacion negativa del
perfil Th17 por parte de Runx1 no funciona en estos linfocitos Th17. Es por ello que
consideramos seria relevante conocer las vias de sefalizacion o los cambios
epigenéticos que induce el SEB que pudieran explicar la adquisicién de plasticidad

en los linfocitos Th17.
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Los linfocitos Th17 patogénicos han sido asociados a cuadros mas severos de
colitis o EAE. En humanos, se han visto incrementados en enfermedades
inflamatorias crénicas, lo que podria sugerir que participan en la enfermedad. Para
el caso de la psoriasis no se ha encontrado asociacion entre la severidad de la
enfermedad y la presencia de estos linfocitos patogénicos. El PASI es un indice que
contempla el eritema, la descamacion y la induracion de las lesiones asi como el
area corporal afectada, con lo cual se calcula la severidad de la enfermedad.
Nuestros resultados muestran que la estimulaciéon con SEB induce un incremento de
linfocitos Th17 patogénicos a partir de células obtenidas de lesiones de pacientes
con placas grandes en comparacién con las de pacientes con placas pequefas.
Esto podria sugerir que existen diferentes mecanismos fisiopatoldgicos en las
lesiones grandes donde los linfocitos Th17 patogénicos podrian estar participando
de manera activa. Se ha reportado que en las lesiones psoriasicas existen células
dendriticas que producen CCL20 en respuesta a IFN-y'®? favoreciendo el
reclutamiento de mas células Th17 a la lesién. De tal modo que el incremento de
IFN-y observado después de la estimulacion con SEB podria ser un mecanismo que
favorece el reclutamiento de linfocitos Th17 a la piel lesionada. Una vez en el sitio,
podrian adquirir las caracteristicas patogénicas, promoviendo la generacion de

placas mas grandes.

Es importante resaltar que el efecto del SEB en la funcidn de las células Th17
parecer ser exclusivamente de la piel lesionada, ya que al evaluar piel NLS, piel
sana o incluso piel con otra dermatosis como la dermatitis atdépica, no observamos
cambios en la expresion de RORyt ni incremento en la produccion de IFN-y. Se ha
reportado que el repertorio de los linfocitos T presente en la LS esta compuesto
principalmente por los Vp 2,5,6,7,9,17 y 188184
con ciertos Vp como 1.1, 3, 3.2, 6, 12, 13.2, 14, 15, 15.1, 17 y 20'®>"%_ Estos datos

sugieren que en piel lesionada de pacientes con psoriasis existen clonas que son

y el SEB es capaz de interactuar

susceptibles a interactuar con el SEB, lo cual explicaria la distribucion de nuestros
resultados obtenidos, al comparar las diferentes biopsias de piel.

Otro aspecto que evaluamos fue el microambiente inducido por el SEB en la dermis

no lesionada y lesionada. Los resultados muestran un incremento en IL-17, IFN-y,
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TNF-a e IL-22, sugiriendo que el SEB genera un ambiente patogénico. Debido a
que los experimentos se realizaron en un contexto multicelular no podemos atribuir
la produccion de estas citocinas exclusivamente a los linfocitos T, abriendo la
posibilidad de que otras células, como las ILC, contribuyan a su produccion.
Ademas, las citocinas que encontramos inducidas por el SEB pueden influenciar el
fenotipo de las células Th17 asi como contribuir al ambiente inflamatorio en
psoriasis. Por ejemplo, se ha demostrado que el TNF-a presente en pacientes con

1187

artritis favorece la plasticidad de las células Th17 hacia un perfil Th1™’, lo cual

podria estar ocurriendo en los pacientes con psoriasis.

En contraste, citocinas relacionadas con funciones reguladoras como la IL-9 esta en
bajas cantidades o es casi nula en los pacientes con mayor severidad y esto
correlaciona negativamente con la severidad de la enfermedad. La IL-9 es una
citocina con muiltiples funciones inmunoldgicas'®, entre las cuales esta el promover
la funcién de las células T reguladoras'®. Recientemente se ha propuesto que la IL-
9 producida por ILC2 es esencial para la resolucion de la inflamacion en un modelo
de artritis’®°. Considerando esto, es posible que la falta de IL-9 en los pacientes con
mayor PASI pudiera ser otro factor que, junto con la adquisicion de caracteristicas

patogénicas en los linfocitos Th17, contribuya al mantenimiento de la inflamacion.

Otra posibilidad que explicaria el incremento en linfocitos Th17 patogénicos y baja
produccion de IL-9 seria la presencia o ausencia de TGF-3. Es probable que la
estimulaciéon con SEB disminuya los niveles de TGF-f y de esta manera se
favorezca la diferenciacion de las células Th17 hacia el perfil patogénico.
Adicionalmente, se ha reportado que TGF-f induce la expresién de IL-9, por lo que
su ausencia conllevaria a la perdida de IL-9''. En futuros experimentos seria
relevante determinar como se encuentra TGF-§ en la lesiones de los pacientes con

psoriasis.

Trabajos previos realizados en pacientes, han encontrado el incremento en sangre
periférica de linfocitos T CD4" que co-expresan IL-17 e IFN-y. Sin embargo, no se
habia explorado si estas células podrian adquirir caracteristicas patogénicas en
sangre periférica o si esto solo ocurre en piel. Encontramos que el SEB induce una
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mayor proliferacion y expresion de T-bet en linfocitos Th17 de dermis LS mientras
que las células de sangre periférica tienen un incremento mas discreto. Esto podria
sugerir que en piel existen factores adicionales que contribuyen a la adquisicion del
fenotipo patogénico. Considerando estas caracteristicas proponemos que el
aumento de linfocitos Th17 patogénicos en dermis LS pudiera ser resultado de dos

mecanismos como son la expansion clonal y la induccidn de plasticidad.

El primer mecanismo podria ser apoyado debido a que las células patogénicas
tienen una mayor capacidad de proliferaciébn asi como una menor supresion por

125,126

parte de las células T reguladoras Ademas, se ha encontrado que los

linfocitos T presentes en las lesiones psoriasicas tienen un fenotipo de

memoria'%>193

sugiriendo que, durante la presentacion de antigeno, adquieren estas
caracteristicas patogénicas y que en presencia de SEB se induce su expansion
clonal. Recientemente un analisis de clonalidad presente en dermis lesionada y
dermis donde se resolvid la lesion, demostré que los sitios que resolvieron las
lesiones contienen clonas con potencial patogénico, entre ellas las que expresan Vf
2, 6 y 13'%%. Esto sugiere que las células susceptibles a interactuar con el SEB se
encuentran residiendo en la dermis de los pacientes y podrian ser expandidas. Seria
interesante determinar cuales son las clonas expandidas por el SEB asi como su
especificidad ya que esta estimulacion policlonal pudiera estar activando linfocitos
residentes que reconocen antigenos bacterianos y que en teoria no estarian

asociados con la psoriasis.

Con respecto a la induccion de plasticidad los datos que reportamos indican que los
linfocitos Th17 IFN-y" incrementan la expresion de RORyt T-bet y mantienen
caracteristicas de Th17 como la expresion del AhR, sugiriendo fuertemente que el
SEB favorece la plasticidad. En la dermis lesionada de pacientes con psoriasis se
encuentran células dendriticas que polarizan a los linfocitos T hacia un perfil Th1 y
Th17%°, lo cual podria favorecer la adquisicion de caracteristicas patogénicas.
Ademas, se ha demostrado que las células dendriticas pueden trans-presentar la IL-
6 unida a la forma soluble del IL-6Ra, generandose cumulos de IL-6 capaces de
inducir la diferenciacion de linfocitos Th17 patogénicos194. De manera interesante,

nuestros resultados son semejantes a lo observado en la induccion de plasticidad de
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linfocitos Th17 después de la infeccion con H. hepaticus, donde se observo que los
linfocitos T IL-17" IFN-y" incrementaban la expresion de T-bet y mantenian las
caracteristicas Th17 como la expresion de RORyt y AhR'?'. Esta evidencia apoyaria
que la plasticidad es un mecanismo activo que posiblemente esta participando en la
generacion de linfocitos Th17 patogénicos en dermis LS'%>.

El presente trabajo evalua la plasticidad considerando los factores de transcripcion
RORyt, T-bet y Runx1. Sin embargo, recientemente se ha propuesto una red de
factores de transcripcidn que regulan el perfil Th17"'%°. Se encontré que BATF, IRF4
y STAT3 se encuentran rio arriba de RORyt, por lo que estos serian importantes
para la adquisicion del perfil Th17. Por lo tanto, ademas del epigenoma, el estudio
del transcriptoma en los linfocitos Th17 de pacientes con psoriasis ayudaria a
explicar la plasticidad observada en estas células.

Nuestros resultados muestran que la plasticidad de los linfocitos Th17 purificados
puede ser adquirida cuando se estimulan via TCR (anti-CD3/CD28) y se incrementa
con la adicién de citocinas presentes en la LS como IL-1f e IL-23. Esto sugiere que
los linfocitos Th17 tienen una gran plasticidad ya que la simple estimulacion via TCR
es capaz de originar cambios en su fenotipo y funcion. Ademas, esta plasticidad se
vio incrementada en presencia de IL-18 e IL-23, dos citocinas que se consideran
parte del ambiente inflamatorio en psoriasis'’®. En el caso de IL-1B, se ha propuesto
que es importante al inicio de la polarizaciéon Th17% aunque también puede inducir
un fenotipo patogénico en los linfocitos Th17'%, lo cual podria explicar el incremento
en IFN-yy la disminucion de IL-17. Para el caso de la IL-23, se han reportado
mutaciones en IL-23R que incrementan la susceptibilidad de padecer psoriasis; sin
embargo, se desconoce el mecanismo por el cual esto ocurre. Una posibilidad es
que la IL-23 podria participar en la plasticidad debido a su capacidad de sefalizar a

través de STAT4 asi como inducir la proliferacion de los linfocitos Th17°°.

Es importante mencionar que los linfocitos Th17 tienen permisivo el locus de IFN-y,
lo que permite la facilidad para ser expresado en estas células'®. Sin embargo,
seria muy importante determinar el estado de la cromatina en los linfocitos Th17 de

pacientes con psoriasis, lo cual ayudaria a explicar dos de los resultados que
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obtuvimos. El primero es la capacidad para expresar IFN-y y T-bet después de la
estimulacién via TCR, esto sugiere que la cromatina se encuentra permisiva en este
loci. El segundo es el incremento en RORyt, acompafado de una baja expresion de
IL-17, lo que podria sugerir que el locus de IL-17 no esta permisivo para la

transcripcion.

La presencia de linfocitos T que expresan la cadena V6 que son susceptibles a
interactuar con el SEB y la asociacion de las infecciones en garganta con S.
pyogenes o S. aureus con el inicio de la psoriasis® sugieren la participacion de las
infecciones bacterianas en el desarrollo de la enfermedad. Aunque los pacientes
con psoriasis aparentemente no tienen infecciones en la piel, en nuestro trabajo
encontramos que las biopsias de pacientes con mayor severidad se contaminaban
con mayor facilidad durante su cultivo, sugiriendo un incremento en la carga
bacteriana y una relacidn entre la severidad y la carga bacteriana. Por lo tanto,
consideramos que infecciones cutaneas con bacterias como S. aureus u otras que
expresan superantigenos podrian ser dafiinas para los pacientes con psoriasis. Esto
podria deberse a la induccidn de caracteristicas patogénicas en linfocitos Th17, asi
como el impacto a nivel tisular donde el microambiente inducido por los
superantigenos o las bacterias podrian perpetuar la inflamacion. Sin embargo,
consideramos relevante determinar si la dermis LS esta colonizada con S. aureus, si
hay presencia del SEB y su correlacién con el PASI. También seria interesante
determinar como se encuentra la expresion y funcidn de algunos péptidos
antimicrobianos que controlen la colonizacién bacteriana asi como la integridad de

la piel.

En los ultimos afos se ha evidenciado que las citocinas Th no son exclusivas de los
linfocitos T ya que las ILC también son capaces de producirlas y de cumplir
funciones similares a las células T'*®. En psoriasis, la evidencia sugiere que las ILC3
estan incrementadas asi como su capacidad de producir IL-22. Sin embargo, en
ninguno de estos trabajos se demostré que las ILC3 expresaran IL-17'6917°
qguedando la posibilidad de que otras poblaciones de ILC pudieran contribuir con la
produccion de esta citocina. Considerando un trabajo previo de nuestro grupo de

trabajo donde identificamos a una poblacion con caracteristicas de ILC denominada
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ILC CD123°¥°, misma que expresa RORyt e IL-17 y que se encuentra en piel
sana'’®, decidimos evaluar la frecuencia de esta poblacion asi como su funcién en la

dermis de pacientes con psoriasis.

Encontramos que la poblacion ILC CD1233° esta incrementada en la dermis LS en
comparacion con la poblacién clasica ILC CD127". Una posible explicaciéon a este
incremento es debido a la alta capacidad migratoria de estas células hacia piel.
Previamente reportamos que la poblacion ILC CD123° de sangre periférica tiene
una alta expresion del receptor de quimiocinas CXCR4 y, de manera interesante,
encontramos que su ligando [el factor 1 derivado del estroma (SDF-1)] se encuentra
incrementado en dermis lesionada. Esta poblacion ILC CD123¥° fue capaz de
movilizarse en respuesta a SDF-1 asi como a los sobrenadantes de dermis
lesionada, sugiriendo que pudieran localizarse en la dermis lesionada de los
pacientes con psoriasis'’®. En enfermedades inflamatorias como la enfermedad de
Crohn se ha observado que las ILC se encuentran incrementadas’®’, lo que también
sugiere su posible participacion en la enfermedad. Considerando esto, nuestros
resultados parecen indicar que la poblacién ILC CD1233° podria contribuir en la
psoriasis. Desconocemos si el incremento en la poblacién ILC CD123°° en la LS es
a consecuencia del ambiente inflamatorio o si son las inductoras de las lesiones. Sin
embargo, teniendo en cuenta que el eje CXCR4/SDF-1 pudiera estar implicado en el
reclutamiento de la poblacién ILC CD1233°, consideramos interesante explorar si el
uso de anticuerpos que bloqueen la migracion celular de esta poblacion podrian ser
efectivos en el tratamiento de la psoriasis tal y como se ha propuesto en los

modelos animales de psoriasis con imiquimod'?’.

La poblacion ILC CD123%° es capaz de producir IL-17 e IL-22 después de su
estimulacién. Sin embargo, el dato mas interesante es que estas células pueden
producir citocinas sin una estimulacion adicional in vitro sugiriendo que en piel
lesionada, las células se encuentran activadas. Se ha demostrado que en la dermis
lesionada de los pacientes hay un incremento en citocinas como IL-1p, IL-6 e |L-23,
con lo cual se tendrian las condiciones necesarias para inducir la activacién de las
ILC y de la poblacion ILC CD123°. Al hacer el andlisis de los resultados obtenidos
con todos los pacientes encontramos que la poblacion ILC CD123%%° proveniente de
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dermis LS incrementa su expresion de IL-17 e IL-22, mientras que en la poblacion
ILC CD127" no observamos el incremento en ninguna de estas citocinas. Estos
resultados sugieren que la poblacion ILC CD1233° contribuye con la produccion de
una citocina clave en la fisiopatologia de la psoriasis. Seria interesante determinar
los niveles de expresidon de los receptores de IL-1p,IL-6 e IL-23 en ambas
poblaciones y evaluar si se asocia a una mayor susceptibilidad de ser activada, asi
como evaluar otros estimulos que pudieran generar la activacion de la poblacion ILC
CD127".

La poblacién identificada en nuestro grupo de trabajo se caracteriza por la expresion
de la cadena alfa (CD123) y que junto con la cadena beta comun (CD131) forman el
receptor de IL-3. Este receptor se expresa en células mieloides como basdfilos,
eosindfilos y células cebadas, mientras que células de la rama linfoide como las
células dendriticas plasmacitoides expresan este receptor'®. Una hipotesis que
podria contribuir a las diferencias observadas en la poblacién ILC CD123%° en
comparacion con ILC CD127" es precisamente la expresion de CD123, ya que la
presencia de IL-3 en el medio de cultivo incrementa la sobrevida de esta
poblacion'®. Y si tomamos en cuenta que la IL-3 es producida principalmente por
linfocitos T activados'®® asi como por los linfocitos Th17 patogénicos'?* los cuales se
encuentran en la LS, entonces seria probable que la poblacion ILC CD123%°
permanezca durante mucho mas tiempo en dermis LS y pueda tener un mayor

grado de activacion.

En la dermis NLS encontramos las poblaciones ILC CD123°¥° y ILC CD127" y en
algunos pacientes encontramos un incremento en las células ILC CD123%° capaces
de producir IL-17 e IL-22 sin estimulacion adicional, algo similar a lo observado en la
LS. Estos resultados podrian sugerir que el ambiente pro-inflamatorio existente en la
NLS es capaz de activar a células ILC CD123°¥°, aunque no podriamos asegurar
que estén implicadas en el desarrollo de las lesiones. Probablemente el uso de un
modelo en ratéon en ausencia de células T e ILC nos permitiria establecer si la

poblacién ILC CD123¥° activada participa en el desarrollo de las lesiones.

84



Los mecanismos que regulan la actividad de las ILC se encuentran poco
explorados. Recientemente se ha descrito que las ILC3 de intestino expresan
RANKL-RANK y que esta interaccion mantiene niveles bajos de IL-17 e IL-22. En
ausencia de esta interaccion ligando-receptor, las ILC3 se vuelven mas responsivas
a IL-23 y producen elevadas cantidades de IL-17 e IL-22 ademas de incrementar la
expresion de RORyt*®. RANKL esta implicado en la resorcién 6sea y se ha
propuesto como un biomarcador para pacientes con psoriasis artritica®®'. Seria
interesante explorar si este mecanismo regulador de las ILC se encuentra activo en

los pacientes con psoriasis.

En psoriasis se ha reportado que infecciones en garganta por S. aureus y S.
pyogenes pueden estar asociadas con el inicio de la enfermedad’®. Sin embargo, es
poco comun que la dermis lesionada presente procesos infecciosos, aunque es
clara la presencia de la microbiota. Considerando este contexto, la presencia del
SEB podria modificar la respuesta de los linfocitos Th17 y de las ILC al mismo
tiempo. Por una parte, su interaccién con el TCR puede generar la adquisicion de
las caracteristicas fenotipicas y funcionales patogénicas en las células Th17.
Mientras que la interaccién del SEB con MHC puede inducir la expresion de IL-
1B, IL-6, IL-8 e IL-23 en las células presentadoras de antigeno®*?, confiriéndoles el
potencial de activar a las ILC presentes en las lesiones psoriasicas. Por lo tanto
consideramos que la presencia de bacterias con la capacidad de expresar
superantigenos podria ser perjudicial para los pacientes con psoriasis al promover la

activacion de linfocitos innatos y adaptativos.

Las citocinas del microambiente de la LS pueden ser otro factor que promueva la
respuesta simultanea de los linfocitos Th17 y las ILC. La presencia de IL-1f e IL-23
pudiera estar favoreciendo el fenotipo patogénico en los linfocitos Th17 y la
activacion y produccion de IL-17 e IL-22 en la poblacién ILC CD123¥°. De hecho,
una de las terapias con anticuerpos utilizadas en los pacientes con psoriasis es la
administracion de ustekinumab (un anticuerpo anti-IL-23, dirigido contra la
subunidad IL-12p40 de la IL-12 e IL-23) el cual reduce hasta en un 75% el PASI*®,
Un nuevo anticuerpo, el risankizumab, que reconoce la subunidad p19 de la IL-23

ha mostrado una reduccion de la psoriasis en el 90% de los pacientes?®. La otra
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terapia con anticuerpos que ha mostrado ser efectiva en psoriasis es el anti-IL-17
(ixekizumab), el cual también genera la mejora de aproximadamente el 90% de los
pacientes®®®. De acuerdo a nuestros resultados, los linfocitos Th17 tienen una menor
produccion de IL-17 después de ser estimulados. Esto sugeriria que la efectividad
del ixekizumab es debida al bloqueo de la IL-17 producida por otras células innatas
como pudiera ser la poblacién ILC CD123%° o neutrdfilos. Seria interesante evaluar
el fenotipo y funcién de los linfocitos Th17 y las ILC CD123° durante la terapia con
anticuerpos para determinar si disminuye su activacion o si estas poblaciones tienen
el potencial de ser biomarcadores para evaluar la respuesta de los pacientes a la

terapia.

Nuestro trabajo evalué las poblaciones de células linfoides innatas y adaptativas que
potencialmente podrian participar en la psoriasis. Aunque no las analizamos de
manera simultanea, existen elementos de la enfermedad que podrian promover su
accion de manera individual o simultanea. Durante mucho tiempo se considero a la
psoriasis como una enfermedad autoinmune, apoyada por la presencia de linfocitos
T CD4 y CD8 capaces de reconocer los autoantigenos propuestos. Sin embargo, la
presencia de mutaciones en los componentes de la via de NF-xb asi como la
contribuciéon de neutrofilos, células dendriticas plasmacitoides e ILC al ambiente
inflamatorio, abre la posibilidad de que la psoriasis sea una enfermedad

autoinflamatorig®17-167:206

Tomando en cuenta estos antecedentes, nuestro trabajo apoya ambas posibilidades
ya que encontramos la presencia de linfocitos Th17 patogénicos los cuales podrian
estar implicados en la generacidn de placas psoriasicas grandes. Aunque no lo
demostramos, es probable que las células Th17 expresen algunos Vf susceptibles
de interactuar con el SEB o de reconocer autoantigenos que estén incrementados
en las lesiones psoriasicas. Mientras que el incremento de citocinas inflamatorias en
la dermis LS y NLS que pudieran impactar en la produccion de IL-17 e IL-22 por
parte de la poblacion ILC CD123%° sugieren la presencia de un componente

autoinflamatorio.
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Teniendo en cuenta que la psoriasis se desarrolla en un ambiente multicelular innato
y adaptativo, consideramos relevante el estudio de las poblaciones linfoides innata y
adaptativa ILC CD123°¥° y Th17. En este contexto, nuestros resultados muestran
que en la lesion co-existen estos tipos de linfocitos que podrian contribuir a la
inflamacion. Sin embargo, determinar en que momento la psoriasis puede estar
mediada por inmunidad innata o adaptativa, es algo que consideramos seria de
mucha relevancia. Con nuestros resultados podriamos sugerir la existencia de tres
posibles escenarios en la fisiopatologia de la psoriasis donde participan los linfocitos
adaptativos e innatos.

En el primero consideramos que la poblacién ILC CD123%¥°, al estar en sitios donde
no hay lesion, podria participar en la formacion de la lesion (donde primero deberia
actuar el factor disparador). Mientras que los linfocitos Th17 patogénicos podrian
estar participando en el mantenimiento de las lesiones, sobre todo si consideramos
que en tiempos prolongados, la presencia de autoantigenos o bacterias podria verse
incrementadas. En el segundo escenario, los linfocitos Th17 podrian participar en el
inicio de la lesion, considerando que un factor disparador son las infecciones en
garganta, iniciando la activacion de clonas de linfocitos T debido al mimetismo
molecular que existe entre la proteina M de S. pyogenes y la queratina 14, incluso
de aquellas clonas que no deberian ser patogénicas. En este escenario, la
poblacién ILC CD123° podria participar en el mantenimiento de las lesiones,
debido a que la psoriasis es un proceso inflamatorio donde se incrementan las
citocinas IL-1p e IL-23 lo que favoreceria su activacion. Ademas, se sabe que en las
lesiones hay generacion de vasos sanguineos donde SDF-1 podria funcionar como
un agente angiogénico®®’ y también favoreceria el reclutamiento de la poblacién ILC
CD123"¥°, E| tercer escenario que consideramos es la participacion simultanea de
ambas poblaciones linfoides (Th17 e ILC CD123%°) asi como una interaccion entre
ellas. Una posible interaccion entre los linfocitos Th17 y la poblacién ILC CD123%°
seria a través de la IL-3. Este escenario podria estar apoyado de acuerdo a la
evidencia que muestra la cooperacion entre las células Th2 y las ILC2 en un modelo

de alergia pulmonar?®®,
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La mayoria de los tratamientos contra la psoriasis han mostrado gran efectividad sin
embargo, en la clinica algunos pacientes no responden a cierto tipo de terapia con
anticuerpos. Por lo tanto, consideramos que el estudio de estas poblaciones
linfoides seria muy relevante ya que la determinacion de sus caracteristicas
funcionales podria ser una gran herramienta para tomar una decision sobre el
tratamiento que deben recibir los pacientes. Los hallazgos de este trabajo revelan la
plasticidad de los linfocitos Th17 y la existencia de potenciales contribuyentes en la
psoriasis como la poblacion ILC CD123°. Esto podria llevar a reconsiderar los
participantes asi como el analisis de sus caracteristicas funcionales en la psoriasis y

en otros procesos inflamatorios cronicos.

Con nuestros resultados proponemos un modelo que adiciona componentes a lo
reportado en psoriasis (Figura 25). En la dermis lesionada existe una mezcla de
linfocitos Th17 con fenotipo convencional y patogénico. La interaccion de la
Enterotoxina-B de S. aureus con los linfocitos Th17 induce un perfil patogénico,
generando la disminucion de IL-17 y el incremento de IFN-y, RORyt, T-bet y Runx1,
revelando la plasticidad de estos linfocitos. La existencia de clonas de linfocitos T
autorreactivas que reconocen autoantigenos y que expresen los VB 2,6 y 17, las
haria susceptibles de interactuar con el SEB, lo que favoreceria las caracteristicas
patogénicas y su proliferacién. Este cambio fenotipico inducido por el SEB podria
estar relacionado al desarrollo de lesiones psoriasicas mas grandes, lo que
explicaria la correlacion entre la presencia del SEB y la severidad de la enfermedad.
Con respecto a la parte innata, en la dermis lesionada se encuentran dos
poblaciones de ILC denominadas como ILC CD123%° y |as ILC clasicas CD127". La
poblacién ILC CD123° esta incrementada en la dermis lesionada y puede producir
IL-22 al igual que la poblaciéon ILC CD127". Sin embargo, bajo nuestras condiciones
experimentales encontramos las células ILC CD123"#° son capaces de producir IL-
17, confiriéndoles la capacidad de participar en el proceso inflamatorio de la
psoriasis. Se ha propuesto que tanto la respuesta inmune innata y adaptativa
contribuyen cada una por separado al desarrollo de la psoriasis. Sin embargo, el
incremento del SEB y de citocinas como IL-1p e IL-23 reportado en los pacientes
podria activar tanto a los linfocitos Th17 como a las poblaciones ILC, lo cual

generaria la activacion de ambas células linfoides en la piel de pacientes psoriasis.
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Figura 25. Los linfocitos Th17 patogénicos y la poblacién ILC CD123"*° como
contribuyentes en la fisiopatologia de la psoriasis. En dermis lesionada hay
linfocitos Th17 con fenotipo convencional y patogénico asi como células ILC CD123° e
ILC CD127". La presencia de SEB puede modificar el fenotipo y funcion de las células
Th17. La presencia de clonas que reconocen autoantigenos o clonas que expresen los
VP 2,6 y 17 (azul), podria favorecer el incremento de linfocitos Th17 en dermis lesionada.
Con respecto a la parte innata, la poblacién ILC CD123%° esta incrementada asi como
su capacidad de producir IL-17. La psoriasis podria estar mediada por linfocitos innatos y
adaptativos de manera independiente (linea negra continua). Sin embargo, el incremento
de IL-1B, IL-23 y SEB podria favorecer que ambas ramas linfoides se activen en la
psoriasis (linea negra punteada). Queratina 17 (Q17). Catelicidina (LL-37). ADAMTSL5
(A desintegrin and Metalloproteinase with Thrombospondin motifs like-protein 5)
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CONCLUSIONES

Este trabajo revela el incremento de linfocitos Th17 en dermis lesionada y su gran
capacidad de adquirir caracteristicas patogénicas tales como la expresion de T-bet,
Runx1, la expresion de IFN-y y la perdida de IL-17 generada por la estimulacion con
SEB. Ademas, las caracteristicas patogénicas podrian estar contribuyendo en la
generacion de placas psoriasicas mas grandes.

Nuestros resultados muestran que las células Th17 de dermis lesionada tienen una
mayor plasticidad hacia el perfil patogénico ya que producen principalmente IFN-y y
muestran una alta capacidad proliferativa. Mientras que las células Th17 de sangre
periférica muestran una menor plasticidad debido a que mantienen la expresion de
IL-17 y muestran una proliferacion mas discreta. Este trabajo sugiere que los
linfocitos Th17 aislados de sangre periférica tienen plasticidad en respuesta a una
estimulacién via TCR, debido a que incrementan la expresion de T-bet y producen
IL-17 e IFN-y. Ademas, las citocinas IL-1f e |IL-23 acentuan de manera considerable

la plasticidad estas células.

La poblacién con caracteristicas de linfocitos innato -ILC CD123%°- que
previamente describimos en dermis sana, también esta presente en la dermis sin
lesion e incrementada en la dermis lesionada de los pacientes. Ademas, bajo
nuestras condiciones de estimulacién, la poblacién ILC CD123¥° es capaz de
producir IL-17. Encontramos que la poblacién ILC CD123° proveniente de dermis
lesionada o dermis sin lesidén no requiere de estimulacion adicional para producir IL-
17 e IL-22, confiriéndole un posible potencial de contribuir en la fisiopatologia de la

psoriasis.

Nuestro trabajo revela que la produccion de IL-17 por las poblaciones linfoides
adaptativas e innatas es un proceso dinamico. Demostramos que las células Th17
reducen su produccion de IL-17 y que la poblacion ILC CD123" es productora de
esta citocina. Por lo tanto, el estudio en conjunto de estas poblaciones linfoides
seria de gran ayuda para conocer si los pacientes son candidatos para el uso de

anticuerpos contra IL-17 o si requieren de otra terapia dirigida contra otras citocinas.
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PERSPECTIVAS

* Determinar la presencia de S. aureus 'y SEB en dermis LS y NLS asi como su
posible correlacion con la severidad de la enfermedad.

* Evaluar la clonalidad de los linfocitos Th17 que responden a SEB en piel y
sangre de pacientes con psoriasis.

* Determinar si la plasticidad fenotipica y funcional de los linfocitos Th17
también ocurre en sangre periférica de pacientes con psoriasis.

* Analizar la produccion de IL-17, IL-22 e IFN-y en las poblaciones ILC
CD123%¥ ¢ ILC CD127" con estimulos adicionales.

* Analizar como se encuentran los mecanismos que regulan la funcion de las
ILC en dermis LS y NLS.

* Definir el mecanismo de regulacidn epigenética y transcripcional de los
linfocitos Th17 patogénicos y de las ILC CD123"°

* Demostrar en un modelo animal la contribucion de los linfocitos Th17
patogénicos y la poblacién ILC CD123% en la fisiopatologia de la psoriasis.

* Evaluar si el fenotipo o funcién de los linfocitos Th17 o de la poblacion ILC
CD123%3° puede ayudar en la eleccion de tratamiento para los pacientes con

psoriasis.
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ANEXOS
Anexo 1.

Tabla 1. Datos demograficos de los pacientes con psoriasis

Paciente D Tiempo de Tamano | Comorbilidades | Tratamiento
atos personales PASI evolucién de la i
previo con
(afos/meses) placa esteroides
Sexo Edad
1 Femenino 50 9.4 23 Grande Ob No
2 Masculino 31 9.8 4 Grande Ninguna Si
3 Femenino 77 3.7 0.4 Grande DM No
4 Masculino 42 4.9 28 Pequena Ninguna No
5 Masculino 26 4.2 1 Pequefia Ninguna No
6 Masculino 57 4.9 53 Pequena Ob No
7 Masculino 39 3.1 15 Pequena Ninguna No
8 Femenino 55 3.1 25 Grande DM No
9 Masculino 43 6.1 11 Grande Ninguna Si
10 Masculino 40 6.3 1 Grande Ob No
11 Masculino 39 6.3 10 Grande Ob Si
12 Femenino 44 6.6 3 Grande Ob, DM No
13 Masculino 36 5.2 4 Pequena Ninguna No
14 Masculino 52 9.1 12 Grande Ninguna No
15 Femenino 30 5.7 4 Pequefia Ninguna Si
16 Masculino 68 5.4 5 Grande DM, Dis No
17 Masculino 51 5.2 26 Grande Ninguna Si
18 Masculino 44 54 6 Grande Dis Si
19 Femenino 45 2.1 1 Pequena Ninguna Si
20 Masculino 20 9.6 5 Pequena Ninguna No
21 Masculino| 60 7.8 1 Grande Ninguna Si
22 Masculino 56 8.4 29 Grande Ninguna No
23 Masculino 55 17.8 20 Grande Ob No
24 Masculino 44 28.1 1 Grande Ob No
25 Femenino 49 204 14 Grande DM, Dis No
26 Masculino 44 10.4 4 Grande Ninguna No
27 Masculino 48 18.5 1 Grande Ob No
28 Femenino 67 12.3 32 Grande DM No
29 Femenino 66 10.8 5 Grande DM No
30 Masculino 31 125 1 Grande Ninguna Si
31 Femenino 37 104 10 Grande Ninguna Si
32 Masculino 60 33.3 9 Grande Dis Si
33 Masculino| 31 11.9 5 Grande Ninguna No
34 Masculino 52 23 27 Grande Ninguna Si
35 Masculino 31 14.8 11 Pequena Ninguna Si
36 Masculino 32 15.7 3 Grande Ninguna Si
37 Masculino 70 10.3 20 Grande Ninguna No
38 Masculino 42 141 14 Grande Ob No
39 Femenino 36 11.3 0.5 Grande Ninguna No
40 Femenino 80 6.6 5 Grande Ninguna Si
41 Femenino 39 20 2 Grande Ninguna No
42 Femenino 46 15 1 Grande Ninguna No
43 Femenino 59 24.8 1 Grande DM Si
44 Masculino 46 18 0.3 Grande Ninguna No
45 Femenino 45 3 10 Pequena Ob No
46 Masculino 59 8 15 Grande Ninguna No
47 Femenino 37 1 3 Grande Ob No
48 Masculino 60 5.3 0.4 Grande DM Si
49 Masculino 63 5.3 3 Grande Ninguna No
50 Femenino 24 2.9 1 Grande Ninguna No
51 Masculino 37 3.1 0.2 Grande Ob, DM Si
52 Masculino 82 13 0.3 Grande Dis Si

Ob: Obesidad, DM: Diabetes Mellitus, Dis: Dislipidemia
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Anexo 2. Estrategia para el aislamiento de linfocitos Th17

SSC-A
SSC-A

Viables

CD161*

SSC-A

SSC-A

VIABILIDAD =—

CD161

Linfocitos
Th17

Figura suplementaria 1. Linfocitos Th17 purificados de sangre periférica de

pacientes con psoriasis. Se muestra la estrategia de analisis realizada durante la

purificacion mediante citometria de flujo. Primero se seleccionaron los eventos

correspondientes al tamafio y complejidad linfoide. Posteriormente se evalud la

viabilidad con FixAqua, después se seleccionaron las células CD161" y finalmente

mediante la expresion de RORyt se identificaron a los linfocitos Th17.

Anexo 3. Anticuerpos utilizados contra moléculas extracelulares e
intracelulares.
Molécula Fluorocromo Clona Dilucién Marca
CD3 PE UCHT1 1:100 Biolegend
CD14 PE 63D3 1:100 Biolegend
CD19 PE 4G7 1:100 Biolegend
CD9%4 PE DX22 1:100 Biolegend
HLA-DR PE L243 1:50 Biolegend
CD123 PECy5 6H6 1:30 Biolegend
CD127 Brilliant Violet 421 A019D5 1:20 Biolegend
CD4 APCCy7 RPA-T4 1:100 BD Pharmingen
CD161 PE HP-3G10 1:80 Biolegend
RORyt APC AFKJS-9 1:20 Invitrogen
T-bet PERCP/Cy5.5 4B10 1:100 Biolegend
Runx-1 PE RXDMC 1:50 Invitrogen
AhR eFluor 660 FF3399 1:50 Invitrogen
IL-17 FITC eBio64DEC17 1:20 Invitrogen
IL-22 eFluor 660 22URTI 1:20 Invitrogen
IFN-y PECy7 4S.B3 1:20 Biolegend
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Anexo 4. Anticuerpos utilizados para las tinciones de inmunofluorescencia.

Molécula Especie | Fluorocromo | clona Dilucién | Marca

CD4 Conejo Policlonal | 1:100 Sigma

IFN-y Raton MD-1 1:80 Biolegend

IL-17 Cabra Policlonal | 1:100 R&D Systems

Anti-Ratén Burro Alexa Fluor Policlonal | 1:200 Jackson

647 InmunoResearch

Anti-Cabra Burro Biotina Policlonal | 1:80 Jackson
InmunoResearch

Estreptavidina Rojo Texas 1:100 Jackson
InmunoResearch
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AneXxo 5. Cartas de consentimiento informado.

[
@ INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL

SEGURIDAD Y SOLIDARIDAD SOCIAL

[ INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL
UNIDAD DE EDUCACION, INVESTIGACION
@ Y POLITICAS DE SALUD
COORDINACION DE INVESTIGACION EN SALUD
IMSS CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO
SEGURIDAD Y SOLIDARIDAD SOCIAL (ADU LTos)

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPACION EN PROTOCOLOS DE
INVESTIGACION

Nombre del estudio: “Caracterizacion de Linfocitos Th17 patogénicos en pacientes con psoriasis y su posible asociaciéon con
la gravedad de la enfermedad”

Lugar y fecha:

Numero de registro:

Justificacion y objetivo del estudio: El estudio servira para evaluar las caracteristicas de algunas células que estan
presentes en las lesiones de piel y en la sangre de los pacientes y de esa manera tener un mejor conocimiento de la
enfermedad.

Procedimientos: Le pediremos que asista a una visita, en la cual se le tomara una muestra de sangre y se le realizara una
biopsia de piel con lesiones de psoriasis. El termino biopsia se refiere a la toma de una parte de tejido u érgano, en este caso
sera un fragmento de su piel afectada por una lesion psoriasica. El sitio de la biopsia sera definido entre usted y el médico, ya
que al ser un procedimiento que deja cicatriz, usted podria preferir que se realice en zonas no visibles. Para toma de biopsia,
se hace un aseo del area, se pone un punto de anestesia con xilocaina simple (si usted no es alérgico a la anestesia) y con un
bisturi se tomara el fragmento de piel de un centimetro (semejante al largo de la ufia del dedo pulgar). Para cerrar la herida se
colocaran 3 puntos con material no absorbible por lo que debe acudir a retiro de puntos en 8 dias. Es un procedimiento seguro
que tomara de 15 a 20 minutos. Adicionalmente a estos procedimientos se le pedira que responda algunas preguntas, por
ejemplo: su edad, sexo, peso, talla, el tiempo que lleva enfermo (a), etc. Este cuestionario tomara aproximadamente de 10 a
15 minutos.

Posibles riesgos y molestias: Las molestias que se producen durante la toma de muestra de sangre son minimas; pero se
puede ocasionar un poco de dolor o una discreta molestia, y es posible que se le pueda formar un moretén. En cuanto a la
biopsia es probable que presente dolor y/o ardor al momento de aplicar la anestesia, algunas molestias durante el
procedimiento y como se coment6 anteriormente este procedimiento deja una cicatriz permanente en el sitio. El sitio de la
biopsia puede presentar dolor o incomodidad una vez que haya pasado el efecto de la anestesia. Debera seguir las
indicaciones del médico del estudio en cuanto al cuidado de la herida para evitar cualquier complicacion posterior, como
pudieran ser ruptura de puntos o infecciones.

Posibles beneficios que recibira al participar en el estudio: El protocolo esta destinado a generar conocimiento que ayude
al entendimiento de la enfermedad, sin embargo usted no tendra un beneficio directo.

Informacion sobre resultados y alternativas de tratamiento: Se le proporcionaran los resultados del estudio si usted lo
solicita.

Participaciéon o retiro: Si en un principio desea participar y posteriormente cambia de opinién, usted puede abandonar el
estudio en cualquier momento. El abandonar el estudio no modificara de ninguna manera la atencién médica que se le brinda.
Usted puede hacer las preguntas que desee al inicio o a lo largo del estudio a las personas encargadas de éste.

Privacidad y confidencialidad: La informacion que nos proporcione que pudiera ser utilizada para identificarla/o (como su
nombre, teléfono, direccién, etc.) sera guardada de manera confidencial y por separado, al igual que sus respuestas a los
cuestionarios y los resultados de sus pruebas clinicas, todo esto con la finalidad de garantizar su privacidad. Ademas se le
asignara un numero el cual sera utilizado para identificarlo a lo largo del estudio manteniendo la privacidad de sus datos
personales. Las muestras y células obtenidas a partir de ellas no se usaran para extraccion de material genético ni para la
generacion de lineas celulares inmortalizadas. En caso de que algun resultado obtenido sugiriera que podria ser de
importancia realizar estudios genéticos se le informara y se tomara un nuevo consentimiento informado, el cual estara usted
en completa libertad de aceptar o rechazar.

En caso de colecciéon de material biologico:
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Si autorizo que se tome la muestra solo para este estudio.

No autoriza que se tome la muestra.

Beneficios al término del estudio: El beneficio del estudio es conocer las caracteristicas de las células que participan en la
fisiopatologia de la enfermedad. Este conocimiento en un futuro podria impactar en la eleccién del tratamiento.

En caso de dudas o aclaraciones relacionadas con el estudio podra dirigirse a: Dra. Laura Cecilia Bonifaz Alfonzo de
9:00 a 16:00 hrs., de lunes a viernes, a los teléfonos: 5627 6900 ext. 21370, en la Unidad de Investigacion Médica en
Inmunoquimica ubicada en el Hospital de Especialidades del Centro Médico Nacional Siglo XXI, IMSS.

Investigador Responsable: Dra. Laura Cecilia Bonifaz Alfonzo
Colaboradores:
- Dr. César Maldonado Garcia. Clinica de Psoriasis Centro Dermatoldgico Dr. Ladislao de la Pascua Tel. 55 32 56 38
ext: 310.
- Dra Diana Edith Fernandez Madinaveitia. Médico adscrito al Servicio de Dermatologia del Hospital General de Zona
1 A Venados, IMSS, Tel. 56 05 16 13 ext: 21315.
- Dra. Alicia Lemini Lépez. Médico adscrito al servicio de Dermatologia. Hospital de Especialidades CMN Siglo XXI.
IMSS. Tel.: 56 27 69 00 ext: 21535.

En caso de dudas o aclaraciones sobre sus derechos como participante podra dirigirse a: Comisién de Etica de Investigacion
de la CNIC

del IMSS: Avenida Cuauhtémoc 330 4° piso Bloque “B ” de la Unidad de Congresos, Col. Doctores. México, D.F., CP 06720.
Teléfono (55)

56 27 69 00 extension 21230, Correo electrénico: comiteeticainv.imss@gmail.com

Nombre y firma del sujeto Nombre y firma de quien obtiene el consentimiento
Testigo 1 Testigo 2
Nombre, direccion, relacién y firma Nombre, direccion, relacién y firma
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[

SEGURIDAD ¥ SOLIDARIDAD SOCIAL

Carta de consentimiento informado

“Caracterizacion de Linfocitos Th17 patogénicos en pacientes con psoriasis activa:
Implicacién clinica”

Lo(a) estamos invitando a participar en un estudio de investigacion que se lleva a cabo en la Unidad
de Investigacion Médica en Inmunoquimica del Hospital de Especialidades “Bernardo Sepulveda” del
Centro Médico Nacional Siglo XXI, IMSS.
El estudio servira para evaluar las caracteristicas de algunas células que estan presentes en
las lesiones de su piel y en su sangre y de esa manera ayudamos a conocer mas de la enfermedad.
Usted ha sido invitado(a) a participar en este estudio porque tiene lesiones cutaneas
consistentes con un cuadro de psoriasis en placas, por lo que pensamos que pudiera ser un buen

candidato para participar en este proyecto.

Su participacion en este estudio es completamente voluntaria.

Por favor, lea la informacién que le proporcionamos, y haga las preguntas que desee antes de decidir

si desea o no participar en este estudio. Si usted acepta participar ocurrira lo siguiente:

Le pediremos que asista a una visita, en la cual se le tomara una muestra de sangre y se le
podran realizar dos biopsias; la primera biopsia es de piel lesionada con psoriasis, y la segunda
biopsia es de piel no lesionada.

Adicionalmente a estos procedimientos se le pedira que responda algunas preguntas, por
ejemplo: su edad, el tiempo que lleva enfermo (a), el tipo de medicamentos que ha tomado, en caso

de que lo haya hecho, etc.

Para poder realizarle la toma de muestra de sangre

1. NO es necesario que se presente en ayuno.

2. Tomaremos una muestra de sangre venosa de uno de sus brazos, aproximadamente 15
mL o el equivalente a una cucharada sopera.

3. Nos tardaremos aproximadamente de 5 a 10 minutos en tomarle la muestra de sangre.

Las molestias que se producen durante la toma de muestra de sangre son minimas; pero se
puede ocasionar un poco de dolor o una discreta molestia, y es posible que se le pueda formar un

moreton.

Con respecto a las biopsias:
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En caso de la piel lesionada, la biopsia sera tomada de una zona de piel que se encuentre
afectada por una lesion de psoriasis al momento de su consulta. El sitio de la biopsia sera definido
entre usted y el médico, ya que al ser un procedimiento que deja cicatriz, usted podria preferir que se

realice en zonas no expuestas.

No necesita presentarse en ayuno o con alguna preparacién especial, también es probable
que presente dolor y/o ardor al momento de aplicar la anestesia y algunas molestias durante el
procedimiento. En este caso la biopsia sera tomada con bisturi y sera de aproximadamente de 2 cm
(semejante al largo de la ufia del dedo pulgar). La toma de biopsia tomara de 15 a 20min; y como se
comentd anteriormente este procedimiento deja una cicatriz permanente en el sitio. El sitio de la
biopsia puede presentar dolor o incomodidad una vez que haya pasado el efecto de la anestesia.
Debera seguir las indicaciones del médico del estudio en cuanto al cuidado de la herida para evitar

cualquier complicacion posterior, como pudieran ser ruptura de puntos o infecciones.

Posteriormente a la toma de la primera biopsia, la de piel lesionada, se procedera a tomar una
biopsia, la cual es opcional, de piel no lesionada. La toma de la biopsia de piel no lesionada seguira
el mismo procedimiento, con la diferencia que en este caso se usara, para su extraccién, un
sacabocado quirdrgico de 6mm. El corte es un poco mayor al tamafio de un confeti. De forma similar
a la biopsia anterior, ésta también deja una cicatriz permanente y puede presentar dolor e/o
incomodidad una vez que pase el efecto del anestésico. Asimismo debera seguir las indicaciones de
su médico para evitar complicaciones. Finalmente, en una minoria de casos se ha reportado la
aparicion de una nueva lesién psoriatica en el sitio de la biopsia (posible fenémeno de Koebner), por
lo que reiteramos que, aunque de gran utilidad para el estudio, esta biopsia de piel no lesionada es
opcional.

Le reiteramos que su participacion en este estudio es completamente voluntaria. Si usted
decide no participar, de cualquier manera recibira la atencién médica que suele recibir en esta
institucion. Esto es, su decisidon de no participar no afectara su relacién con la misma y tampoco

afectara su derecho a obtener los servicios de salud u otros servicios que recibe.
Si en un principio desea participar y posteriormente cambia de opinidén, usted puede
abandonar el estudio en cualquier momento. El abandonar el estudio tampoco modificara de ninguna

manera la atencién médica que se le brinda.

Usted puede hacer las preguntas que desee al inicio o a lo largo del estudio a las personas
encargadas de éste.

La informaciéon que nos proporcione que pudiera ser utilizada para identificarla/o (como su

nombre, teléfono, direccidn, etc.) sera guardada de manera confidencial y por separado, al igual que
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sus respuestas a los cuestionarios y los resultados de sus pruebas clinicas, en caso de ser

solicitadas; todo esto con la finalidad de garantizar su privacidad.

El equipo de investigadores, su médico en el Centro Dermatolégico Ladislao de la Pascua,
su médico familiar y las personas que estén involucradas en el cuidado de su salud sabran que usted
esta participando en este estudio. Sin embargo, nadie mas tendra acceso a la informacion que usted

nos proporcione durante su participacién en este estudio.

Su informacién personal solo sera liberada si fuera necesario para proteger sus derechos o
su bienestar (por ejemplo si llegara a sufrir algun dafio fisico o si llegara a necesitar cuidados de

emergencia), o si lo requiere la ley.

Cuando los resultados de este estudio sean publicados o presentados en conferencias o
congresos, no se dara informacion que pudiera revelar su identidad. Su identidad sera protegida y
ocultada. Para proteger su identidad le asignaremos un numero que utilizaremos para identificar sus

datos, y usaremos ese numero en lugar de su nombre en nuestras bases de datos.

Las muestras y células obtenidas a partir de ellas no se usaran para extraccion de material
genético ni para la generacién de lineas celulares inmortalizadas. En caso de que algun resultado
obtenido sugiriera que podria ser de importancia realizar estudios genéticos se le informara y se
tomara un nuevo consentimiento informado, el cual estara usted en completa libertad de aceptar o

rechazar.

Si tiene preguntas o quiere hablar con alguien sobre este estudio de investigacion puede
comunicarse de 9:00 a 16:00 hrs., de lunes a viernes con la Dra. Laura Bonifaz Alfonzo, que es la
investigadora responsable del estudio a los teléfonos: 5627 6900 ext. 21370, en la Unidad de
Investigacion Médica en Inmunoquimica ubicada en el Hospital de Especialidades del Centro Médico
Nacional Siglo XXI, IMSS.

En caso de presentarse alguna molestia o complicacion relacionada con la toma de la
muestra de sangre o la biopsia, debera comunicarse con su médico local responsable del estudio,

quien le brindara la atencion médica necesaria.

Dr. César Maldonado

Clinica de Psoriasis Centro Dermatolégico Dr. Ladislao de la Pascua
Tel. 55 32 56 38 ext: 310
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Asimismo si usted tiene dudas o preguntas sobre sus derechos al participar en un estudio de
investigacién, puede comunicarse con los responsables del Comité de Etica en Investigacién del
Centro Dermatoldgico Ladislao de la Pascua, al teléfono 55387033, de 9:00 a 15:00 hrs.

Declaratoria del Paciente.

Se me ha explicado con claridad en qué consiste este estudio y ademas he leido el contenido del
presente formato de consentimiento informado. Se me ha dado la oportunidad de hacer preguntas y
todas mis preguntas han sido contestadas a mi satisfaccién. Se me ha proporcionado una copia de

este formato.

Al firmar este formato estoy de acuerdo en participar en la investigacion que aqui se
describe.

Deseo proporcionar la biopsia de piel no lesionada (SI) (NO)

Nombre del Participante

Firma del Participante Fecha y hora

Declaratoria de quien toma el consentimiento informado.

Le he explicado el estudio de investigacion al participante y he contestado todas sus preguntas y
considero que comprendio la informacion descrita en este documento y que libre y voluntariamente

proporciona su consentimiento a participar en este estudio de investigacion.

Nombre del encargado de obtener el consentimiento informado

Firma del encargado de obtener el Cl Fechay hora
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Declaratoria de testigos.

Mi firma como testigo certifica que el/la participante accedi6 a participar en el estudio, que todas sus
preguntas y dudas fueron contestadas a su satisfaccién y firmoé este formato de consentimiento

informado en mi presencia y de manera voluntaria.

Nombre del Testigo 1 Parentesco con participante
Firma del Testigo Fecha y hora
Nombre del Testigo 2 Parentesco con participante
Firma del Testigo Fechay hora
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TO THE EDITOR

Psoriasis is a chronic inflammatory
cutaneous disease in which CD4" T-cell
lymphocytes  expressing IL-17  have
been identified (Lowes et al., 2014), and
IL-17 blockers have shown outstanding
results in psoriasis treatment (Leonardi
et al., 2012). Chronic inflammatory
models have shown plasticity of T helper
type (Th) 17 cells to acquire Th1 fea-
tures. Conventional Th17 cells express
RORYt and IL-17 but not IFN-y, whereas
after plasticity, Th17 cells express

RORyt, T-bet, Runx1, and IFN-y and
lose IL-17 expression (Lee et al., 2012).
Thus, the balance of these master tran-
scription factors and the cytokine envi-
ronment including IL-1B and IL-23
(Annunziato et al., 2014) is critical in the
regulation of the Th17 phenotype. After
plasticity, Th17 cells appear to have
increased proliferation (Maggi et al.,
2012), and they are defined as patho-
genic because they can exacerbate dis-
ease in experimental models (Hirota
et al., 2011).

Abbreviations: LS, lesional skin; NLS, nonlesional skin; PB, peripheral blood; SEB, Staphylococcus

aureus enterotoxin-B; Th, T helper lymphocyte
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Check for
updates

In human pathologies including
psoriasis, high numbers of IL-17/IFN-y
double-positive CD4" T cells have
been identified (Lowes et al., 2008;
Kagami et al.,, 2010). Recently, the
lesional skin microbiome in psoriasis
patients exhibited an increased pres-
ence of  Staphylococcus  aureus
(Alekseyenko et al., 2013; Tett et al.,
2017). In addition, Staphylococcus
aureus enterotoxin-B (SEB) super-
antigen has been associated with pso-
riasis severity (Balci et al., 2009).
Therefore, we evaluated the Th17 cell
features in 52 lesional (LS) and 30
nonlesional skin (NLS) biopsy samples
of psoriasis vulgaris patients after
SEB stimulation (see Supplementary
Table S1 online). Medical ethics
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Figure 1. Increased pathogenic phenotype in Th17 cells after SEB stimulation in LS of psoriasis patients. (@) NLS and LS immunofluorescence with anti-CD4
(green), anti-RORYt (red), and nuclei (blue). Arrows indicate CD4/RORYt" (yellow) and CD4 RORyt* cells (red). (b) Percentage and absolute numbers of Th17
cells in NLS and LS. (c) Median fluorescence intensities (MFls) of RORYt, T-bet, and Runx1 before and after SEB treatment. (d) Representative plots and
percentages of conventional and pathogenic Th17 cells in NLS and LS. (e) Pathogenic/conventional index, according to the cell percentage in each condition.
(f) Percentage of conventional and pathogenic Th17 cells in patients with small and large plaques after SEB stimulation. NLS, n = 23; LS, n = 38. *P < 0.05,
P < 0.001, Mann-Whitney U test, Wilcoxon signed-rank test. LS, lesional skin; NLS, nonlesional skin; SEB, Staphylococcus aureus enterotoxin-B;

Th, T helper lymphocyte.
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2678 Journal of Investigative Dermatology (2018), Volume 138



O Castro-Escamilla et al.
Pathogenic Features in Th17 Cells from Psoriasis

NLS LS
a CD4 IL-17 Nuclei b
8 - *
[2] .
= Medium
SEB g U
$ 6 M SEB
4 4.2 = =P
~ = 44
A ~
- —
- £
E 2
(o]
A [5 °
527 | 39 0-
*kk
b
P/
*kk
0 50 *k
14.6 2.4 T —_
3 40
=
Z 30
™
~ 20
c
10
(o]
)
c d SEB CD3/CD28
Med 0.91 0.1 275 0.38
Med
PB
3 3
(&) =
CFSE — RORyt ——
>» |FN-y
e f
CD3/CD28 Med CD3/CD28
Th17 cells
3.3 33 228 (CD161 " RORyt")
~
- 5
(]
Q
il
A
Med
» CTV
CD3/CD28 /‘]
75 315 42.9
T
P4
T
——F—FFF > CTV
L > RORyt » CTV

Figure 2. SEB and CD3/CD28 induce functional plasticity features in the Th17 lymphocytes of psoriasis patients. (a) NLS and LS immunofluorescence for
CD4 (green), IL-17 (red), IFN-y (cyan), and nuclei (blue). Zoom region (white square). Arrows indicate CDA™MIL-177 (yellow), CDA4M/IFN-y* (cyan), and CD4%/
IL-17"/IFN-y* (white) cells. Representative of three patients. (b) Plots and percentage of the Th17 cells IL-17* or IFN-y* after SEB or phorbol 12-myristate
13-acetate/ionomycin activation (P/l) (n = 10). (c) CD4* T-cell proliferation and expression of RORYt and T-bet after SEB treatment. (d) IL-17" or IFN-y* Th17
cells after SEB or anti-CD3/CD28 stimulation. (LS orange plots, PB red plots). (e) Expression of RORYt, T-bet, IL-17, IFN-y and (f) proliferation in purified

PB Th17 cells after CD3/CD28 or CD3/CD28 plus IL-1B/IL-23 stimulation. *P < 0.05, **P < 0.01, **P < 0.001. Wilcoxon signed-rank test. CTV, CellTrace
Violet; LS, lesional skin; NLS, nonlesional skin; PB, peripheral blood; SEB, Staphylococcus aureus enterotoxin-B; Th, T helper lymphocyte.

www.jidonline.org 2679


http://www.jidonline.org

O Castro-Escamilla et al.

Pathogenic Features in Th17 Cells from Psoriasis

RORYyt (see Supplementary Figure Sla
online) was higher in LS than in NLS
(Figure 1b). SEB stimulation increased the
expression of RORYtin CD4™ T cells and
T-bet in Th17 cells in both LS and NLS,
whereas Runx1 expression was increased
only in LS (Figure T1c, and see
Supplementary Figure S1b). These find-
ings are consistent with a decrease and an
increase in the percentages of conven-
tional Th17 and pathogenic Th17 cell
phenotypes in LS,  respectively
(Figure 1d). Moreover, the pathogenic/
conventional index increased signifi-
cantly in NLS and LS after SEB stimulation
(Figure Te). After SEB activation, the per-
centage of Th17 cells with a pathogenic
phenotype increased only in patients with
large plaques (Figure 1f). These results
indicate that SEB stimulation increases
the pathogenic phenotype of Th17 cells,
suggesting an association with the large
plaque form of the disease.

Considering the mixture of conven-
tional and pathogenic Th17 lymphocytes
in NLS and LS, we sought to determine the
in situ expression of IL-17 and IFN-y in
CD4* T cells. NLS contains few CD4" T
cells, and we could not detect the
expression of IL-17 and [FN-vy. In contrast,
LS images of the same patient showed
high CD4" Tcell infiltration that
expressed either IL-17 or IFN-y and,
strikingly, IL-17/IFN-y double-positive
CD4* T cells (Figure 2a, white arrows).

Next, we evaluated whether SEB
stimulation affected the function of Th17
cells. InLS, most Th17 cells lack IL-17 but
highly express IFN-y, but a small popu-
lation expresses both IL-17 and IFN-y
after SEB stimulation. In contrast, there
were IL-17% and 1L-17%/ IFN-y" and
fewer IFN-y™ Th17 cells after phorbol
12-myristate 13-acetate/ionomycin acti-
vation (Figure 2b). In NLS, healthy skin,
or skin with another pathology such as
atopic dermatitis, Th17 cells lack or have
a lower expression of IL-17 and IFN-y
after activation (see Supplementary
Figure S2a online). In addition, in pa-
tients with a high Psoriasis Area Severity
Index score, SEB stimulation induces a
pathogenic microenvironment as evi-
denced by significant quantities of IFN-y
and tumor necrosis factor-a. and low
levels of IL-17 and IL-9 (see
Supplementary Figures S3a—d online).
These results strongly suggest the acqui-
sition of functional plasticity features in

Th17 cells from LS after SEB stimulation;
this could be explained by the increase in
Runx1 only in LS, which could dimerize
with T-bet and in turn inhibit IL-17
expression (Lazarevic et al., 2010).

To elucidate whether the acquisition
of plasticity features in Th17 cells was
restricted to skin-resident Th17 cells,
we compared the proliferation and
cytokine expression of Th17 cells from
LS and peripheral blood (PB) from the
same patient. LS cells without stimula-
tion showed proliferation, which
increased after SEB  stimulation,
whereas PB cells showed lower prolif-
erative capabilities (Figure 2c). The
expansion of CD4" T cells from LS
occurred with increased expression of
the transcription factors RORyt and
T-bet (Figure 2¢). In addition, the plas-
ticity features were evaluated with
another TCR stimulus such as anti-CD3/
CD28. After SEB stimulation, the Th17
cells from LS only expressed IFN-y,
whereas the anti-CD3/CD28-stimulated
cells were IL-177 and IFN-y*. In
contrast, after SEB or anti-CD3/CD28
activation of the PB Th17 cells,
we found IL-177F, IFN-y™/IL-177, and
IFN-y™ cells (Figure 2d). These results
suggest that the acquisition of plasticity
features in Th17 cells occurs in LS and
PB after SEB or anti-CD3/CD28 stimu-
lation; however, fully functional plas-
ticity features were observed only in LS.

Finally, using CD161 as a Th17 cell
marker (Cosmi et al., 2008), we sorted
the Th17 cells from the PB of psoriasis
patients (see Supplementary Figure S4a
online) and investigated whether plas-
ticity features are acquired in isolated
cells with TCR stimulation only or TCR
stimulation with IL-1p and IL-23, which
are increased in LS (Pietrzak et al.,,
2008). After activation with anti-CD3/
CD28 or anti-CD3/CD28 plus cyto-
kines, we found an increased expres-
sion of RORYt and T-bet. The Th17 cells
activated with anti-CD3/CD28
expressed both IL-17 and IFN-y; how-
ever, anti-CD3/CD28 plus cytokine
stimulation showed a decrease in IL-
177 and increase in IFN-y" cells
(Figure 2e). We also found the prolif-
eration of Th17 cells after anti-CD3/
CD28 activation, whereas the cyto-
kines induced a more robust prolifera-
tion in the last cycle (Figure 2f). These
results suggest that proliferation and
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plasticity features are acquired in iso-
lated Th17 cells after TCR stimulation
and can be enhanced by the presence
of inflammatory  cytokines.  This
research unveils a role for SEB in the
physiopathology of psoriasis through
the induction of plasticity features of
Th17 cells toward a pathogenic profile
that could contribute to inflammation.
The acquisition of Th17 plasticity fea-
tures might have implications in disease
severity and in the biological treatment
of psoriasis patients.
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TO THE EDITOR

Recently, several groups have con-
ducted deep sequencing studies of
small cohorts of cutaneous T-cell lym-
phoma (CTCL) genomes to identify
disease driving mutations and thera-
peutic targets (Choi et al., 2015; da
Silva Almeida et al., 2015; McGirt
et al.,, 2015; Prasad et al.,, 2016;
Ungewickell et al., 2015; Wang et al.,
2015; Woollard et al., 2016). The low
incidence rate of CTCL (Korgavkar
et al., 2013) makes it difficult to
conduct such investigations; therefore,
combining multiple small cohorts may
increase the statistical power for iden-
tifying rarer mutations and key disease
pathways (Park et al., 2017) and may
uncover genomic types of CTCL, which
may guide future therapies via selective
targeting of mutation-specific patient
populations. For many cancers, inte-
grated genomic datasets are accessible
via centralized portals such as cBio-
Portal, but a similar resource for CTCL
is not available. Here we have
collected, selected, and re-analyzed

individual datasets whenever raw data
were available to generate high-quality,
homogeneous data, and we present the
compilation and analysis of this inte-
grated dataset in CTCL, including
matching genomic mutations and gene
copy number profiling for all cases.
Most importantly, our database can be
expanded as more CTCL studies are
published.

We compiled genomic data of 139
CTCL cases from seven sequencing
studies of mycosis fungoides and Séz-
ary syndrome (SS) (Supplementary
Table S1 online). We identified 11,520
single nucleotide mutations and 1,248
insertions/deletions in 121 SS cases
(Supplementary Table S2 online), and
1,774 single nucleotide mutations and
37 insertions/deletions in 18 mycosis
fungoides  cases  (Supplementary
Table S3 online). In parallel, gene
copy number analysis resulted in
682,298 and 60,067 genomic regions
in SS and mycosis fungoides cases
(Supplementary Tables S4 and S5 on-
line), providing additional information

Abbreviations: CTCL, cutaneous T-cell lymphoma; SS, Sézary syndrome
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and confirming consistency with pre-
vious studies (Lin et al., 2012)
(Supplementary Figure S1 online).

To identify significantly mutated
genes in the entire database, we took a
Poisson  statistics-based  approach
(Crescenzo et al., 2015), taking into
account the effective length of a gene
(Nei and Gojobori, 1986). Briefly,
Poisson probabilities of observing a
given number of mutations or more
were calculated and corrected for
multiple hypothesis testing by the
Benjamini-Hochberg  method. We
found 125 significantly mutated genes
with a corrected P-value <0.05
(Supplementary Table S6 online).
Twenty of these genes were known
oncogenes in the COSMIC cancer gene
census. Most frequently mutated onco-
genes were TP53 (19%), PLCGT (10%),
CARD11 (7%), DNMT3A (6%), FAS
(6%), POTI1 (6%), RHOA (3%), KIT
(5%), and tumor necrosis factor recep-
tor 2 (TNFRSF1B) (4%). The complete
genomic metadata including the iden-
tified frequently mutated genes are
available for download from the Dryad
Digital ~ Repository  (https:/www.
datadryad.org/).

One of the important problems we
were able to address, which was not
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A Human Lin- CD123+ CD127'"w
Population Endowed with ILC
Features and Migratory Capabilities
Contributes to Immunopathological
Hallmarks of Psoriasis

Luz Maria Mora-Velandia’? Octavio Castro-Escamilla’?, Andrés Gonzalez MéndeZz’,
Cristina Aguilar-Flores', Martha Velazquez-Avila®, Maria Isabel Tussié-Luna*®,

Juan Téllez-Sosa®, César Maldonado-Garcia’, Fermin Jurado-Santacruz’,

Eduardo Ferat-Osorio’, Jesus Martinez-Barnetche®, Rosana Pelayo® and
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Mexicano del Seguro Social, Mexico City, Mexico, 2 Universidad Nacional Auténoma de México (UNAM), Mexico City,
Mexico, °Unidad de Investigacion en Enfermedades Oncoldgicas, Hospital de Oncologia, Centro Médico Nacional ‘Siglo
XXI', Mexico City, Mexico, *Division de Investigacion, Facultad de Medicina, Universidad Nacional Auténoma de México
(UNAM), Mexico City, Mexico, °Unidad de Investigacion en Virologia y Cancer, Hospital Infantil de México “Federico Gomez”,
Mexico City, Mexico, °Centro de Investigacion Sobre Enfermedades Infecciosas, Instituto Nacional de Salud Publica,
Cuernavaca, Morelos, Mexico, ” Centro Dermatoldgico “Dr. Ladislao de la Pascua”, Secretaria de Salud de la Ciudad de
Meéxico, Mexico City, Mexico

Innate lymphoid cells (ILC) are members of a heterogeneous family with a lymphoid
origin that mimics the T helper (Th) cytokine profile. ILC are involved in early effector
cytokine-mediated responses during infections in peripheral tissues. ILC also play an
important role in chronic skin inflammatory diseases, including psoriasis. Although clas-
sical ILC express CD127, it has been recently reported that the presence of non-classical
CD127- ILC populations and an early ILC precursor (EILP) CD127°*, ILC development
has predominately been investigated in mouse models. However, in humans, different
transcription factors have been described for ILC identification. NFIL3 (nuclear factor,
IL-3 regulated) is crucial for ILC development in response to IL-7. CD123 (IL-3Ra) is
usually used to exclude basophils during ILC identification, however, it is unknown if
in response to IL-3, NFIL3 could be relevant to induce ILC features in Lin- CD123*
populations in addition, is also unknown whether peripheral blood (PB) population with
ILC features may have skin-homing potential to participate in skin inflammatory chronic
diseases. Here, we report a Lin- CD123+ CD127°v CD7+ CLA* population that share
some phenotypic properties with basophils, but expresses several transcription factors

Abbreviations: AhR, aryl hydrocarbon receptor; BCR, B cell receptor; BDCA, blood dendritic cell antigen; cDC, conventional
dendritic cells; CLA, cutaneous lymphocyte antigen; CLP, common lymphoid precursor; CRTH2, chemoattractant receptor-
homologous molecule expressed on Th2 cells or prostaglandin D, receptor 2; CS, control skin; GATA-3, trans-acting T-cell-
specific transcription factor; HD, healthy donors; HLA-DR, human leukocyte antigen-antigen D related; HUVEC, human
umbilical vein endothelial cells; ILC, innate lymphoid cells; NCR, natural cytotoxicity receptors; NFIL3, nuclear factor, IL-3
regulated; NK, natural killer; PB, peripheral blood; PBMCs, peripheral blood mononuclear cells; pDCs, plasmacytoid dendritic
cells; PLZE, promyelocytic leukemia zinc finger; PMA, phorbol 12-myristate 13-acetate; ROR-yt, RAR-related orphan receptor
gamma; SDF-1, stromal cell-derived factor-1; T-bet, T-box transcription factor; TCR, T cell receptor; TCF-1, T cell factor-1;
Th, T helper; TOX, thymocyte selection-associated high-mobility group box protein.
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for ILC commitment such as inhibitor of DNA binding 2 (Id2), NFIL3, promyelocytic
leukemia zinc finger (PLZF), thymocyte selection-associated high-mobility group box
protein (TOX), and T cell factor-1 (TCF-1). In addition, this population expresses different
ILC markers: CD132, CD90, CD161, a4 integrin, c-Kit, CRTH2, AhR, and IL-23R. IL-3
prevents apoptosis and increases their NFIL3, TOX, and PLZF expression. In PB, the
CD123* CD127"" population is predominantly a conspicuous population that expresses
T-bet and RORyt. The Lin- CD123* CD127° population in PB has a limited Th type
cytokine expression and highly expresses IL-8. The Lin- CD123+ CD127"" population
expresses skin-homing receptors (cutaneous lymphocyte antigen and CXCR4) and
transmigrates through endothelial cells in response to SDF-1. An equivalent Lin-
CD123°" population was identified in control skin, which shows a broader phenotypic
diversity and cytokine production, including IL-22 and IL-17. Remarkably, the CD123"°w
population in the lesion and non-lesion skin of psoriasis patients expresses IL-17 and
IL-22. Our findings suggest the identification of an alternative Lin- CD123+ CD127'o¥
population with ILC features endowed with migratory capabilities that might contribute

to immunopathological hallmarks of psoriasis.

Keywords: innate lymphoid cells, psoriasis, IL-3Ra, IL-17, SDF-1, CXCR4 axis, skin inflammation

INTRODUCTION

Innate lymphoid cells (ILC) have been defined as a heterogene-
ous family derived from a CD7* common lymphoid precursor
(CLP) (1-3). During the previous decade, several ILC popula-
tions that participate in the defense against pathogens and
inflammatory diseases have been described mainly in mice (4,
5). The identification of ILC populations in humans, as well as
their role in disease pathogenesis, comprises a topic of extensive
investigation.

Several groups have used distinct criteria and markers for ILC
identification. ILC have a classical lymphoid morphology; they
lack T cell receptor or BCR expression and are considered lineage
negative (Lin") cells. In humans, the most common lineage mark-
ers include CD3, CD19 (for T and B cells), CD14 (monocytes),
and CD11c, as well as blood dendritic cell antigen (BDCA)-1,
-2 (dendritic cells). CD123 expression has been used to exclude
plasmacytoid dendritic cells (pDCs) and basophils, while FceR
for basophils and mast cells (6, 7).

Classical ILC in human peripheral blood (PB) express CD127.
However, a non-classical category of ILC CD127~ (8) as well as
an early ILC precursor (EILP) CD127°" (9) has been recently
reported. In addition to CD127, other markers have been used
in human PB for ILC identification, ILC express CD132 (y com-
mon chain), which is crucial for development, as well as CD90
and CD161 as ILC markers (2). The expression of a4p7 integrin
has been reported in ILC precursors in mice (10-12). In addi-
tion to surface markers, several transcription factors have been
used for ILC identification. The transcription factor inhibitor of
DNA binding 2 (Id2) is essential for identification and linage
commitment (13, 14). In addition to Id2, transcriptional factors,
such as thymocyte selection-associated high-mobility group box
protein (TOX) and promyelocytic leukemia zinc finger (PLZF),

have been described as essential for ILC development (15-17); in
humans, these additional transcriptional factors have primarily
been used as ILC lineage-related markers. Recently, T cell fac-
tor-1 (TCF-1) has been also described in mice as crucial for ILC
development (18). Remarkably, it has been demonstrated that the
nuclear factor, IL-3 regulated (NFIL3) is a crucial transcription
factor in ILC development in response to IL-7 (19). Although
CD123 (IL-3Ra) is usually used to exclude basophils and mast
cells during ILC identification, it is unknown if in response to
IL-3, NFIL3 might be relevant to induce ILC features in Lin~
CD123* populations.

Based on the criteria used to identify ILC in mice, three main
groups of ILC have been described and identified in humans (2,
20) as CD161*. In addition, ILC1 are c-Kit~ and CRTH2~ and
express T-bet and IFN-y, while ILC2 are c-Kit" and CRTH2*
and express GATA-3, IL-4, IL-5, and IL-13, and ILC3 are c-Kit*,
CRTH2" are AhR* (aryl hydrocarbon receptor), IL23R* CCR6*
and express RORyt, IL-17, and IL-22 (6, 21, 22). ILC3 may also
express natural killer (NK) receptors such as NKp44 (22, 23).
It has been proposed that ILC mimic the effector function of T
helper (Th) lymphocytes (Thl, Th2, and Th17). However, ILC
activation is mainly mediated by cytokines expressed by other
innate cells, such as dendritic cells, macrophages, or stromal cells
(24, 25). In general, the most frequent in vitro conditions used
to resemble the in vivo activation include the use of IL-12 and
IL-15 or IL-18 for ILCI, IL-25, IL-33, and TSLP for ILC2 and
IL-1p, IL-2 and IL-23 for ILC3 and, in some cases, the presence
of IL-7 (26).

As a result of the increasing numbers of ILC studies, it has
been possible to establish the presence and diversity of classical
and, to a less extent, non-classical ILC populations in different
peripheral tissues (27); mouse models have demonstrated that
ILC together with other innate cells are the first line of defense

Frontiers in Immunology | www.frontiersin.org

March 2017 | Volume 8 | Article 176


http://www.frontiersin.org/Immunology/
http://www.frontiersin.org
http://www.frontiersin.org/Immunology/archive

Mora-Velandia et al.

CD123* Population with ILC Features

against pathogens (28-31). Recently, a regulatory role for ILC
populations have been reported (32). Therefore, in humans, there
is increasing evidence that ILC play a role in several pathologies,
such as allergies and chronic inflammatory skin disorders (33),
including psoriasis (34, 35). Interestingly, the proportions of the
different subsets (ILC1, ILC2, and ILC3) among tissues appear to
be different, and it also appears that the local microenvironment
may influence the “specialized” functions of ILC (36, 37). It has
been proposed that ILC in PB may represent a reservoir of ILC in
which their functional features may be distinct from peripheral
tissues (7, 24, 38). Nevertheless, the mechanisms that underlie
the migration of ILC into different tissues under steady state or
inflammatory conditions are in the early stages of investigation.
In particular, for skin migration, it has been reported that in PB,
ILC2 and ILC3 express cutaneous lymphocyte antigen (CLA) (39,
40), which is the main assumed mechanism of ILC skin tropism
under steady-state conditions; however, additional migration
mechanisms under inflammatory conditions have not been
established to date.

In the skin, one of the main human pathologies in which
the participation of ILC has been investigated is psoriasis. It
has been described that blood and skin samples from patients
have increased ILC3 NCR* frequencies (40, 41), and although
the IL-22-producing ILC3 had been well identified, the pro-
duction of IL-17 has been reported in lymphoid CD3~ cells.
These findings suggest that in the skin, other cell populations
(Lin~ CD45* CD3") exist that produce IL-17. Nevertheless, it
has not been well established whether these cells are related to
the ILC lineage.

Here, we identified a Lin- CD123* CD127"" population in
the PB of healthy donors (HD) that express several ILC features
and in which IL-3 appears to be essential for their maintenance
and identity. Interestingly, this Lin- CD123* CD127"" popula-
tion highly expresses CLA and exhibits migratory potential
in response to SDF-1. Remarkably, a similar Lin- CD123""
population was identified in control skin (CS) and importantly
in psoriasis skin (PS) biopsies with the capability to express IL-22
and IL-17. These findings suggest that this population with ILC
features may contribute to the immunopathological features of
psoriasis.

MATERIALS AND METHODS

Blood Sample Collection

Buffy coats of HD were obtained from the Blood Bank from the
“Hospital Infantil de México: Federico Gémez.” Peripheral blood
mononuclear cells (PBMCs) were isolated with Lymphoprep
(Axis-Shield, Oslo, Norway) from bufty coats.

Skin Biopsies from CS and Psoriasis

Patients

Control skin was obtained from remnant skin following plastic or
abdominal surgeries that was free from dermatologic pathologies
from the “Hospital de Especialidades Dr. Bernardo Sepulveda
CMN Siglo XXI? Patients were recruited from the dermatology
clinic of the Centro Dermatologico Dr. Ladislao de la Pascua.

Fifteen patients who fulfilled the diagnostic criteria for psoriasis
in plaque were included in this study prior to treatment initiation.
Patient biopsies were obtained with a 5-6 mm punch.

Skin Cell Collection

Skin samples were placed overnight in RPMI medium and
dispase II (Grade II protease, Roche, Switzerland). The dermis
was then mechanically separated from the epidermis. Dermal
cells were obtained by allowing migration from dermal seg-
ments placed in culture in RPMI medium for 7 days. The
collected cells were used for activation experiments, and the
cell supernatants were used as chemoattractant stimuli in
migration assays.

Flow Cytometry Analysis and Sorting

In order to block Fc receptors, PBMCs were incubated with an
in-house-made buffer containing 2% horse serum. Cells were
stained with a cocktail of antibodies (complete list included in
Supplementary Material). Fixation was performed using 4%
paraformaldehyde (PFA). All antibodies were isotype-matched
with their respective fluorophore. Intracellular assessment of
cytokines and transcriptional factors were performed using
Cytofix/Cytoperm (BD Biosciences, San Jose, CA, USA) or the
Factor Fixation and Permeabilization Buffer Set (Biolegend,
San Diego, CA, USA), respectively. Cells were incubated with
antibodies for 30 min at room temperature. Before cell fixation,
Hoechst 33342 staining assessed cell viability during assays. The
samples were acquired using a FACS Canto (BD Biosciences, San
Jose, CA, USA) and were analyzed with Flowjo software (Tree
Star). For cell isolation, PBMCs were stained with PE-conjugated
lineage marker antibodies. Lineage* cells (CD3*, CD14*, CD19%,
CD94*, and HLA-DR*) were depleted using anti-PE Microbeads
and LD columns (Miltenyi-Biotec, BG, Germany). The cells were
sorted from the lymphoid region and according to CD123 and
CD127 expression using a FACS Aria II (BD Biosciences, San
Jose, CA, USA).

Heat Map Construction

The median fluorescence intensities (MFs) were determined for
each cell surface marker and each subpopulation; the minimum
value reported (gray) corresponds to the isotype control (MF),
and the maximum value reported (red) corresponds to the cell
population with the highest MF value.

Imaging Flow Cytometry

The morphology of total pre-enriched Lin~ CD123* cells was
evaluated in PBMCs previous to depletion of Lineage™ cells (as
described above) and stained with anti-CD123 and the nuclear
dye DAPI (Thermo Fisher Scientific,c, MA, USA). Cells were
acquired using the Amnis ImageStream Mark II and analyzed by
the IDEAS® software (Merck-Millipore, MA, USA).

Quantitative RT-PCR

Total RNA was extracted from a pool of three different cell
donors using RNeasy Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany),
and cDNA was synthesized using Maxima First Strand cDNA
Synthesis kit (Thermo Fisher Scientific, MA, USA), according
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to the manufacturer’s instructions. Quantitative gene expres-
sion for human IL7Ra or for the housekeeping human GAPDH
gene was performed using Maxima Syber Green qPCR Master
Mix (Thermo Fisher Scientific, MA, USA) and a Rotorgene Real
Time PCR System (Qiagen, Hilden, Germany). Used primers:
IL7Ra-Forward: 5" AGG ATG AAA ACA AAT GGA CGC A 3.
IL7Ra-Reverse: 5" CCT TTA AAA TAG TGA TCA GGG ATG G
3'. Size of cDNA product: 238 bp.

Incomplete Dy—-Ju Rearrangements
Analysis

Genomic DNA was extracted from sorted cell populations
using the QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany).
The identification of incomplete Dy-Ju rearrangements was
performed using the BIOMED-2 primer sets as described (42).
Briefly, two independent PCR reactions per DNA sample were
set: a multiplexed PCR reaction combining a single Ju consensus
primer and six Dy primers (Tube D) corresponding to six of the
seven Dy segment families. The second reaction contained the
same Ju primer and a single Dy7 primer (Tube E). Each reac-
tion product was subjected to capillary electrophoresis using the
Agilent DNA 1000 chip in the Agilent 2100 Bioanalyzer system.

Cell Activation

Peripheral blood mononuclear cells or skin cells were stimulated
using the cell stimulation cocktail and the protein transport inhibi-
tion cocktail (for the last 6 h of culture) (eBioscience-Affymetrix,
Santa Clara, CA, USA) to assess the production of cytokines
via intracellular staining. When indicated, IL-3 was added to
the culture for 18 h to evaluate the phenotype and expression
of transcriptional factors. Furthermore, ILC1, ILC2, and ILC3
cocktails (Supplementary Material) were added to the culture for
18 h to determine the expression of intracellular cytokines; IL-3
and IL-7 were included in all cocktails.

IgE Crosslinking Assay

Peripheral blood mononuclear cells were incubated with 1 pg/mL
of human IgE (Merck-Millipore, MA, USA) during 2 h, washed,
and incubated with 2 pg/mL of anti-human IgE (BD Biosciences,
San Jose, CA, USA) during 30 min; the activation of cells was
assessed by the expression of phenotypic markers at the end of
incubation.

Immunofluorescence

Goat anti-Id2 (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA), Biotin
anti-goat IgG, Isotype control, AlexaFluor 488 Streptavidin
(Jackson-Immunoresearch, West Grove, CA, USA) and
Vectashield-DAPI (Vector-laboratories, Burlingame, CA, USA)
were used to stain sorted populations. Images were acquired using
a Leica TCS SP8x Confocal Microscope (Wetzlar, Germany) and
were analyzed with Leica software.

Cell Viability Assay

Isolated Lin~ CD123* CD127"" cells were cultured in the pres-
ence or absence of IL-3 (PeproTech, NJ, USA) for 3 days. Cells
were collected and stained using the FITC Annexin V Apoptosis
Detection Kit (BD Biosciences, San Jose, CA, USA) according

to the manufacturer’s instructions. Samples were acquired using
a FACS Canto (BD Biosciences, San Jose, CA, USA) and were
analyzed with Flowjo software (Tree Star).

Cytokine Quantification

Isolated Lin- CD123* CD127*" from the lymphoid region or
Lin~ CD127* cells were cultured in the presence or absence of
IL-3 (PeproTech, NJ, USA) for 18 h + stimulation cocktail (eBio-
science-Affymetrix, Santa Clara, CA, USA) during the last 6 h of
culture. The supernatants were collected and stored (—80°C) until
analysis. The quantification was performed using a personalized
(Supplementary Material) Magnetic Luminex Screening Assay
(R&D Systems, Minneapolis, MN, USA). Sample acquisition and
analysis were performed in a MagPix instrument (Luminex, TX,
USA).

Migration Assay in Transwell System

Using a transwell system (Corning, NY, USA), migration in
response to stimuli, SDF-1 (R&D systems, Minneapolis, MN,
USA) or supernatants from CS or PS cell cultures was assessed
after 3 h. Migration was also assessed in the presence of blocking
anti-CXCR4 (Biolegend, San Diego, CA, USA). The transmigra-
tion assays using endothelial cells, the upper chamber of the
transwell was covered with attachment factor (Gibco, Thermo
Scientific, MA, USA) during 1 h/37°. Human umbilical vein
endothelial cells were cultured for 1-2 days (with supplemented
EGM-2 medium, Lonza, Switzerland) in the previous covered
well to promote monolayer formation. The monolayer was
subsequently washed with PBS 1x and used for the migration
assay. 2 X 10° PBMCs per milliliter were placed in the upper
chamber in the presence or absence of SDF-1 as stimuli to assess
migration after 4 h. Cells from the upper and lower chambers
were counted using a microscope and were analyzed by flow
cytometry.

Statistical Analysis

Statistical analysis was performed using the GraphPad Prism
5.0 (La Jolla, CA, USA) software. The non-parametric Mann-
Whitney U test was used to calculate the statistical significance
between the groups. All p values less than 0.05 were considered
statistically significant.

RESULTS

A Human Lin- CD123+ CD127"" Cell
Population with Lymphoid and Basophil

Features in PB

To determine the presence of Lin- CD123* (IL-3Ra) population
in the PB of HD, cells with a lymphoid morphology and linage
negative (Lin~) for T cells (CD3), B cells (CD197), monocytes
(CD147), NK cells (CD947), and dendritic cells (HLA-DR~) were
evaluated. Two distinct Lin™ cell populations were identified: the
classical CD127* population and a CD123* with low expression
of CD127 by both, flow cytometry and PCR (Figures 1A,B).
The cell frequency of the CD123* CD127°" population is
approximately 0.7-1.4%, while the CDI127* population is
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FIGURE 1 | A human Lin- CD123+ CD127"" population with lymphoid and basophil features in peripheral blood. (A) From left to right: gate analysis on
lymphoid cells, exclusion of lineage positive cells and identification of Lin- CD123+* and Lin~ CD127+ populations. Cell frequencies (%) data represent the media
values from 30 human blood samples. (B) Lin- CD123* (isolated from the lymphoid region and gated as shown in Figure S1A in Supplementary Material) and T
lymphocytes purified from a pool of three human blood samples by cell sorting were assessed for the expression of IL7Ra by quantitative RT-PCR. The monocyte
cell line THP1 was used as negative control. Relative expression was normalized to GAPDH gene expression values. (C,D) Heat maps, representative of three
independent experiments, are shown. Median fluorescence intensity (MF) values for the exclusion of additional lineage and dendritic cell markers, respectively.
Color-coded scale is shown under the heat map from minimum (isotype) to maximum values. pDCs, plasmacytoid dendritic cells; cDCs, conventional dendritic cells.
(E) Imaging flow cytometry analysis of total pre-enriched Lin- CD123* cells. The graph at the left shows CD123 expression vs. lobe count that categorizes enriched
Lin- CD123* cells in to two populations: yellow: non-lobed cells and pink: lobed cells. At the right, the morphology of each population is shown (50 cells of each
population were analyzed). (F,G) Compared cell analysis with two different gating strategies. (F) Lin- CD123* and further FSC vs. SSC, or (G,H) FSC vs. SSC
followed by Lin- vs. CD123* gating. Both gating strategies showed the identification of two cell populations as FSC"™ SSC™ (1) and FSCP" SSC°* (2) with a
frequency of 0.3-1.1% and 0.7-1.3%, respectively, within total peripheral blood mononuclear cells (cell frequencies (%) represent media values of 10 human blood
samples). (H) Basophil markers expression in both populations [gated as in panel (G)]. (I,J) CD127 and CD7 compared expression in different cell populations. Red:
Lin- CD123* (FSC"™ SSCM), blue: Lin~ CD123* (FSC SSC") [gated as in panel (G)], purple: Lin- CD127+, green: monocytes, white: isotype for each cell
population. MF values representative of three independent experiments are presented.

approximately 0.09-0.15% of the total PBMC cells. The CD123*
CD127"v population is about 8-10 times more frequent than
the CD127* population (Figure 1A). As indicated in Figure 1C,
both the Lin~ CD123* CD127"°" and CD127* populations are
negative for CD34, suggesting that they are not primitive
precursor cells, as well as for T cells (TCRaf), granulocytes
(IL-5R, CD177, and CD66) and NK, monocytes, and neutrophil
(CD16). The Lin~ CD123* CD127"* was also negative for con-
ventional dendritic cells (BDCA-1, BDCA-3, and CD11c) and
pDCs (BDCA-2, BDCA-4, and HLA-DR) (Figure 1D; Figure
S1 in Supplementary Material). As indicated in Figure S1 in
Supplementary Material, the Lin~ CD123* CD127"" population

was absent when anti-FceR was included in the linage cocktail.
Therefore, in addition to CD123, we evaluated its morphology
and expression of basophil markers, including FceR, CCR3,
CD203c, and an antigen expressed in the secretory granules of
human basophils that is recognized by the monoclonal antibody
2D7 (43). Remarkably, imaging flow cytometry assay identified
two populations of total pre-enriched Lin- CD123*. As observed
in Figure 1E, there is a mixture of lymphocyte cells with not
segmented nuclei (no lobes), and cells with a classical basophil
morphology (lobed nuclei). In addition, two cell populations by
two different gating strategies were identified when Lin- CD123*
and then FSC vs. SSC were analyzed (Figure 1F) or upon FSC
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vs. SSC and then Lin~ vs. CD123* analysis (Figure 1G). These
two cell populations were further defined as FSC™ SSC™* (1)
and FSC* SSC** (2) with a frequency of 0.3-1.1 and 0.7-1.3%,
within total PBMCs, respectively. Both populations showed
similar expression of FceR and CCR3. However, the expression
of CD203c and the antigen identified by the 2D7 mAb are sub-
stantially lower in the CD123* CD127"" population from the
lymphoid region, consistent with its morphology (Figure 1H).
To evaluate the possible lymphoid origin of the Lin- CD123*
CD127"", we investigated the presence of incomplete Dy-Ju
rearrangements as a molecular fingerprint of early lymphoid
precursors. As shown in Figures S2 and S3 in Supplementary
Material, we could not find significant Dy-Ju rearrangements
in the CD127* classical ILC or in the Lin- CD123* CD127""
population when compared with B-lymphocytes and acute B cell
leukemia cell line NAL-M6. However, the expression of CD7 dis-
tinguished the lymphoid-related CD123* cells from the CD123*
ESC" SSC™ population and monocytes (Figures 1L]J). These
findings indicate the presence of two Lin~ CD123* populations
in PB and suggest that CD123* CD127" cells express a mixture
of basophil and lymphoid features.

A Human Lin- CD123+ CD127"°% CLA*

Population with ILC Features in PB

Several ILC markers were investigated in the Lin~ CD123*
CD127"" within the lymphoid region. Importantly, such popula-
tion expressed high levels of CD132 and CD90, compared to the
Lin~ CD127* population, but low levels of CD161 (Figure 2A).
In addition, both populations were similar in the low expression
of a4 integrin that has been reported in ILC precursors. Higher
levels of c-Kit and CRTH2, AhR and IL23R were observed in
the Lin- CD123* CD127"" when compared to the Lin~ CD127+
counterpart, but both populations were NKp44~. Although
both populations displayed similar amounts of CCR6, the Lin~
CD123* CD127"" population exhibited a remarkable expression
of CXCR4 and of the CLA (Figure 2A).

In addition, the transcriptional factor 1d2, which is crucial
for ILC commitment, was confirmed in these cells. Notably, the
Lin~ CD123* CDI127°" and CD127* populations express 1d2
predominantly within nuclei compared to the isotype control,
although the staining pattern was distinct (Figures 2B-F).

Identity and Maintenance of the ILC
Features in the Lin- CD123+ CD127'"v

Population Are Mediated by IL-3

Next, the effect of IL-3 was assessed in the Lin~ CD123*
CD127"" population. Sorted Lin~ CD123* CD127"" from the
lymphoid region cells were cultured in the presence of IL-3; after
3 days, IL-3 enabled the survival of the cells, as more than 90% of
the cells cultured without IL-3 died via apoptosis (Figure 3A).
In addition to Id2 NFIL3, PLZE, TOX, and TCF-1 have been
reported as crucial in ILC development (15-17). Notably, the
Lin~ CD123* CD127"" population expressed similar levels of
NFIL3 compared with the classic CD127+ ILC; however, the
CD127* population exhibited a higher expression of PLZF,
TOX, and TCF-1. Remarkably, IL-3 was capable of increasing

the expression of NFIL3, PLZF, and TOX in the Lin~ CD123*
CD127"" population in contrast to the CD127* population
(Figures 3B-E). These findings suggest that IL-3 has two main
roles in the CD123* CD127"" population: maintenance of cell
survival and the upregulation of crucial transcriptional factors
related to ILC identity.

The Lin- CD123* CD127"°* Population Is
Primarily a Conspicuous Population That

Expresses T-bet and RORyt

Innate lymphoid cells populations are classified by phenotype in
ILC1, ILC2, and ILC3 (44). In this regard, we determined that
the majority of cells within the Lin- CD123* CD127*" popula-
tion displayed a phenotype similar to ILC2, due to expression of
CD161"¥, ¢-Kit, and CRTH2, although expression of CRTH2 may
resemble a basophil-like phenotype. In contrast, alimited number
of cells with an ILC1 (CRTH2-, ¢-Kit~) or ILC3 (CRTH2-, c-Kit™,
NKp44~) phenotype were identified (Figure 4A). In contrast, in
the CD127* ILC, we identified two populations by the expression
of CD161, and ILC1, ILC2, and ILC3 (NKp44) populations were
identified (Figure 4B). Remarkably, the Lin- CD123* CD127""
population had similar expressions of T-bet and RORyt com-
pared with the CD127* population; however, there was only a
slight expression of GATA-3 (Figure 4C). The small amount of
diversity and the expression of T-bet, RORyt, or GATA were not
affected in the Lin~ CD123* CD127"" population by IL-3 culture
(data not shown). These findings indicated that the Lin~ CD123*
CD127"" population in PB is primarily a conspicuous popula-
tion with minority phenotypic diversity that expresses T-bet and
RORyt, which suggests that these transcription factors may be
involved in their function.

Steady-State Peripheral Lin- CD123+
CD127"° Population Expresses Limited Th
Type Cytokine Variety

The ILCI, 2, and 3 populations have been described as innate
analogs to Th lymphocytes by their capacity to express cytokines
(28, 45). Therefore, to determine the Th type cytokine produc-
tion of the Lin~ CD123* CD127"" population, the expression
of intracellular cytokines in activated PBMCs was assessed. The
Lin~ CD123* CD127"°* population expresses IFN-y, IL-2, and
IL-4 after PMA/Ionomycin activation (Figure 5A). Of note, the
population that mainly expresses the cytokines downregulates
CD123. The cytokine expression pattern was similar in the
classic CD127* ILC population (Figure 5B). Remarkably, the
expression of IL-17 or IL-22 was not identified in the PB Lin~
CD123* CD127"" population, and only a minor percentage of
IL-22% in the CD127* ILC was identified. Considering that it has
been reported that ILC may be activated by cytokines, PBMCs
were cultured with cytokine cocktails for ILC1, ILC2, or ILC3
activation. Figures 5C,D indicate that IFN-y is expressed in the
Lin~ CD123* CD127"" and CD127* populations after culture
with IL-12 and IL-15. The percentage of IFN-y* cells is similar in
both populations; however, the expression of IFN-y is increased
in the CD127* compared with the Lin- CD123* CD127" ILC
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FIGURE 2 | A human Lin- CD123* CD127"°* CLA* population with innate lymphoid cells (ILC) features in peripheral blood. (A) Compared expression of
multiple ILC markers in the Lin- CD123* CD127°" and Lin- CD127+ populations: black: Lin- CD123+, gray: Lin- CD127+, and white: isotype. Median fluorescence
intensity values representative of three independent experiments are shown. (B) Inhibitor of DNA binding 2 (Id2) expression in sorted Lin~ CD123* from the lymphoid
region (gated as shown in Figure S1A in Supplementary Material) (C) isotype and (D) Lin- CD127+ cells, (E) isotype, immunofluorescence staining for Id2 (green) and
DAPI (nucleus staining), n = 10. (F) Nuclear median fluorescence intensity in Lin- CD123* and Lin- CD127+ compared with the isotype control (***p < 0.0001).
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population. The culture with the ILC2 cocktail (IL-33 and IL-2)
did not induce the expression of ILC2 type cytokines, such as IL-4
or IL-13, and the culture with the ILC3 cocktail (IL-1p, IL-2, and
IL-23) did not induce the expression of ILC3 type cytokines, such
as IL-17 or IL-22 (Figure S3 in Supplementary Material). These
findings indicate that the steady-state peripheral Lin~ CD123*
CD127"v population expresses limited Th type cytokine variety.

The Lin- CD123* CD127"°% Population in

PB Expresses High Levels of IL-8

We subsequently isolated the Lin~ CD123* CD127"* popula-
tion from the lymphoid region and CD127* ILC population
to evaluate the cytokines in the supernatants via a multiplex
assay after activation. Surprisingly, the Lin- CD123* CD127""
population produced high levels of IL-8 and low levels of IL-4
(Figure 6A), whereas the CD127% expressed IL-8 and IL-2;

however, other Th type cytokines were not identified in the
purified populations (data not shown). The high expression of
IL-8 by the CD123* CD127"" population was confirmed via
intracellular detection in which IL-3 induced the expression
of IL-8 (Figure 6C), which was significantly increased in the
presence of PMA/Ionomycin (Figures 6B,C). The percentage
of IL-8% cells was significantly increased in the Lin~ CD123*
CD127"" cells compared with the CD127+ ILC (Figures 6B,C).
The lack of expression of IL-2 and IFN-y in the isolated Lin~
CD123* CD127"" population was also confirmed via intracel-
lular detection, in which only the expressions of IL-4 and IL-8
(Figure 6D, lower panel) and not IL-2 or IFN-y were identified
(Figure 6D, upper panel). These findings indicate that the
freshly isolated steady-state Lin- CD123* CD127"" population
expresses high levels of IL-8 and confirm the limited expression
of Th type cytokines.

Frontiers in Immunology | www.frontiersin.org

March 2017 | Volume 8 | Article 176


http://www.frontiersin.org/Immunology/
http://www.frontiersin.org
http://www.frontiersin.org/Immunology/archive

Mora-Velandia et al.

CD123* Population with ILC Features

A Lin- CD123+
Pl Non-stimulated IL-3
0051 | 656 0.054 3.07
478 | :
Annexin V
B NFIL3 c PLZF

[ 1423 ‘ 326
S 1 208 177 .
E _ . 104 =181 |

945 | . 56

Lin-CD123* Lin-CD127+
TCF-1

Lin CD123* Lin CD127*
B TOX E

L 73 652 | 203
iy lem oty T vee 532 [/ | 208
Lo T3 60 158 \ 91.1
Lin CD123* Lin CD127* Lin CD123* Lin  CD127+

-3

[] Non-stimulated

[]1sotype

FIGURE 3 | Identity and maintenance of the innate lymphoid cell
features in the Lin- CD123+ CD127" population are mediated by IL-3.
(A) Viability assay with sorted Lin- CD123* cells (from the lymphoid region,
gated as shown in Figure S1A in Supplementary Material) cultured + IL-3 for
3 days. The percentages of dead and viable cells are shown. Dot plots are
representative of three independent experiments. (B-E) Comparison of
NFIL3, promyelocytic leukemia zinc finger (PLZF), thymocyte selection-
associated high-mobility group box protein (TOX), and TCF-1 expression in
Lin- CD123* and Lin- CD127+ populations (from total peripheral blood
mononuclear cells): black: +IL-3 (18 h), gray: non-stimulated, and dotted:
isotype. Median fluorescence intensity values representative of three
experiments are shown.

The Lin- CD123+ CD127'°% CLA* Population
Has Migratory Potential Mediated by
SDF-1

Considering the high display of CLA in the Lin~ CDI123*
CD127"" population, the expression of other homing recep-
tors was subsequently assessed. Figure 7A indicates that the
Lin~ CDI123* CD127"" population exhibited an increased
expression of CXCR4 and CD62L compared with the CD127*
ILC. In contrast, we identified an increased expression of
CCR6 in the CD127* ILC compared with the Lin- CD123*
CD127"" cells (Figure 7A). The Lin~ CDI123* CDI127""
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FIGURE 4 | The Lin- CD123+ CD127"" population is primarily a
conspicuous population that expresses T-bet and RORyt. (A)
Classification of innate lymphoid cell (ILC) subpopulations (from total
peripheral blood mononuclear cells): gated on: CD161+ cells; ILC1 (CRTH2-,
c-Kit7), ILC2 (CRTH27), and ILC3 (CRTH2-, c-Kit*) subpopulations within the
Lin- CD123* (A) and Lin- CD127* (B) populations. Dot plots are
representative of at least three independent experiments. (C) T-bet, GATA-3,
and ROR-yt expression on Lin- CD123* and Lin- CD127+ populations: black:
Lin- CD123+, gray: Lin- CD127+, and dotted: isotype. Median fluorescence
intensity values representative of three independent experiments are
presented.

population from PB highly expresses CXCR4; thus, migration
assays were performed with SDF-1, the ligand for CXCR4. As
indicated in Figure 7B, the Lin~ CD123* CD127"°" population
from PB migrates in response to SDF-1. In addition, SDF-1
is present in the skin culture supernatants from CS, and a
significant increase in SDF-1 was identified in the inflamed
skin cultures obtained from the biopsies of patients with
psoriasis (Figure 7C). Remarkably, a significantly increased
migration in response to supernatants obtained from cell
cultures from PS lesion biopsies was dependent on CXCR4-
SDF-1 compared with supernatants from the CS (Figure 7D).
In addition, the Lin- CD123* CD127"" but not the CD127*
population transmigrated through activated endothelial,
and this migration significantly increased in response to
SDF-1 (Figure 7E). Interestingly, the Lin- CD123* CD127%
population increased the expression of CD127 after contact
with activated endothelial cells (Figure S5 in Supplementary
Material). These findings indicate the high migratory capabil-
ity of the Lin- CD123* CD127"" CLA* population and suggest
that under inflammatory conditions, SDF-1 could promote
skin infiltration of Lin~ CD123* CD127"" cells.
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The Lin- CD123+ CD127'"° Population
within the Lymphoid Region
Downregulates CD123 and Basophil

Markers upon Activation

The majority of Lin- CD123* CD127"" cells within the lymphoid
region downregulates CD123 and basophil markers such as FceR,
CCR3, and CD203c upon activation. In contrast, most CD123*
FSCint SSC™* counterparts maintain the expression of these mol-
ecules (Figures 8A-C).

Considering that a reduction of the antigen recognized by
2D7 has been reported in activated basophils, the expression
of IL-8 and 2D7 was evaluated after activation with PMA/
Ionomycin and by IgE crosslinking. Remarkably, the population
expressing IL-8 is the CD123""and not the one maintaining
high expression of CD123. We did not observe IL-8 expression
after IgE crosslinking. In contrast, both cell populations reduced
the expression of 2D7 in response to PMA/Ionomycin and IgE
(Figure 8D). These results clearly show important functional
differences between the lymphoid Lin~ CDI23* CDI127°"

population and the CD123* FSC™ SSC™ one, suggesting that
the Lin~ CD123* CD127"" population from the lymphoid region
may require activation to acquire ILC functional features and to
diminish basophil activity.

Barrier Tissues, Such As Skin, Are
Normally Infiltrated by a Specialized Lin-
CD123"°v CD127™™ Population with ILC

Features

Considering the high expression of CLA in the Lin~ CD123*
CD127"" population and the downregulation of CD123 after
activation next, we investigated whether an equivalent CD123*
population might be identified in the skin. We found Lin~
CD123""and Lin~ CD127* cells in the dermis of CS (Figure 9A).
Notably, in the skin, the Lin~ CD123"" population exhibited an
increased expression of CD127 and CD90 compared with the PB
CD123* CD127"* population; however, it expressed lower levels
of CD132 and CD161. The Lin~ CD123"" population in skin is
positive for c-Kit, CRTH2, AhR, and IL-23 and expresses high
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FMO, fluorescence minus one control (*p < 0.01).

levels of NKp44 compared with the CD127* population. Although
similar levels of CLA and CXCR4 are recorded (Figure 9B), the
Lin~ CD123"" population does not express basophil markers
such as FceR, CCR3, CD203c, or 2D7 (Figure 9C). Surprisingly,
among the Lin- CD123" population in the CS, ILCI, ILC2,
and ILC3 (NKP44* and NKP44~) may be identified by pheno-
type (Figure 9D). Among the CD127* ILC population, ILC1,
ILC2, and ILC3 (NKp44* and NKp44~) were also identified
(Figure 9E). However, the proportions are different compared
with the Lin~ CD123"" skin population and the PB CD127*
ILC, as well as between different CS samples (data not shown).
Considering that the Th cytokine production by ILC has mainly

been reported in peripheral tissues, the cytokine production by
the CS Lin~ CD123"" population was subsequently evaluated.
After activation, the Lin~ CD123"" population present in CS
expresses IFN-v, IL-2, and IL-4 and, remarkably, IL-17 and IL-22
(Figure 10A). The CD127* ILC population exhibited a similar
pattern of cytokine expression; however, the percentages were
different between both populations (Figure 10B) and between
different CS biopsies. As a result of the expression of IL-17
and IL-22 after PMA/Ionomycin activation, we subsequently
assessed whether the Lin~ CD123"" population responded to the
ILC3 cocktail (IL-1f, IL-2, and IL-23) in CS. CS was stimulated
with the ILC3 cocktail, PMA/Ionomycin or the combination.
Figure 10C indicates that the Lin~ CD123"" population exhibits
a minor expression of IL-22 or IL-17 in response to the ILC3
cocktail; however, increases in the percentages of IL-22*, IL-17+,
and both were identified in response to the combination of
ILC3 cocktail and PMA/Ionomycin compared with only PMA/
Ionomycin. The expression of IL-17 by the skin Lin~ CD123"¥
cells and the CD127* populations correlates with the expres-
sion of RORyt (Figure S6 in Supplementary Material) and with
the ILC3 subset phenotype. Regarding the IL-8 expression, we
determined that after stimulation, the Lin~ CD123" popula-
tion from CS expressed IL-8 to a lesser extent compared with
the PB Lin~ CD123* CD127"" population (Figure 10A). These
findings indicate that in accordance with the high expression
of CLA in the Lin~ CD123* CD127"" population from PB and
with the downregulation of CD123 after activation, we identi-
fied a Lin~ CD123"" population in CS that exhibit increased
phenotypic and Th type cytokine diversity compared with its
PB counterpart. These findings strongly suggest that specialized
Lin~ CD123"" CD127™ population with ILC features normally
infiltrate barrier tissues, such as skin, which appear to be in a late
stage of activation.

SDF-1 Dependent Migration of Lin-
CD123* CD127"°* May Precede Activation
and Local Production of IL-17 and IL-22 in

Psoriasis Patients

As a result of the migratory potential and the ability of the Lin~
CD123" CD127™ population present in CS to express IL-17
and IL-22, the frequencies and the expression of these cytokines
by the ILC-related populations from psoriasis patients were
subsequently assessed. Importantly, a significant increase in the
frequencies of the Lin~ CD123"* CD127™ population was identi-
fied in the skin lesions of psoriasis patients compared with the CS.
Interestingly, an increase was also identified in the non-lesioned
(NL) skin of psoriasis patients. We also identified an increase
in the CD127* population in the NL and lesioned skin from
psoriasis patients (Figure 11A). The Lin~ CD123"" population in
the CS expressed IL-17 and IL-22 only after activation. However,
in some patients, the Lin- CD123"" CD127™ population from
the lesioned and NL skin expressed IL-17 and IL-22, even in the
absence of additional stimulation (Figure 11B). The expression of
IL-17 was significantly increased in the skin lesions of the psoria-
sis patients both in the absence of additional stimulation and after
stimulation compared with the unstimulated CS (Figure 11C).
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The expression of IL-22 in the psoriasis patients was significantly
increased after stimulation compared with the non-stimulated
CS (Figure 11D). The percentage of cells that expressed IL-22

and notably IL-17 was increased in the Lin- CD123"" popula-
tion compared with the CD127* population (Figures 11C,D).
These findings strongly suggest that SDF-1-dependent migration
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of Lin~ CD123* CD127"" cells may precede the activation the
downregulation of Lin~ CD123 and local production of IL-22 and
remarkably IL-17 in psoriasis patients.

DISCUSSION

In the past years, a high diversity of ILC, including non-classical
populations, has been described. Here, we report a Lin- CD123*
CD127"" population in PB that possesses ILC features. Moreover,
IL-3 appears to be crucial for its maintenance and identity. The
Lin~ CD123* CD127"" population highly expresses CLA and has
skin-homing potential. Moreover, a similar population CD123%"
was identified in the skin, which likely participates in the patho-
genesis hallmarks of psoriasis.

Recently, different transcription factors have been described as
crucial for ILC identity and development. NFIL3, which is regu-
lated by IL-7, is crucial for ILC development (16, 19). Classic ILC
express IL-7Ra (CD127), although CD123 (IL-3Ra) is usually
used to exclude basophils during ILC identification; this report
identified a Lin~ CD123* CD127°¥ population that expresses
basophil and lymphoid markers but remarkably expresses several
ILC features, which appears to be regulated by IL-3.

Classic ILC express CD127 however; recently, it has been
reported the presence of non-classical CD127~ ILC populations
and also an early ILC precursor (EILP) CD127"°" (8, 9). The Lin~
CD123* population we report here shows lymphoid morphology
and expresses low levels of CD127. However, to explore the
lymphoid origin of such population, we evaluated unproductive
D] rearrangements as a molecular fingerprint of early lymphoid
progenitors. There were no apparent rearrangements neither
in the CD127* classical ILC nor in the Lin- CD123* CD127"¥
population when compared with B-lymphocytes or in the acute
B cell leukemia cell line NAL-M6. Nevertheless, the human ILC
progenitor has only been described in tissues (46) and not in bone
marrow or PB. Therefore, until now, the molecular features of the
human ILC precursor are unknown. As an alternative to deter-
mine the lymphoid origin, the expression of CD7 was evaluated.
Importantly, the Lin- CD123* CD127"" population expressed
CD7, which has been reported to be expressed in the CLP and
maintained in different lymphoid populations (3). Co-expression
of CD127 and CD?7 in the Lin~ CD123* population suggests
lymphoid-related features. However, future studies are necessary
to formally prove the lymphoid origin of this population.

CD123 is normally used to exclude pDCs, basophils, and mast
cells when identifying ILC. However, the Lin- CD123* CD127¥
population showed clear differences in the expression of MHC-II,
BDCA-4, and BDCA-2 compared to pDCs. With regard to mast
cell similarities, the low abundance of mast cells in PB under
normal conditions suggest that the CD123* CD127"" population
are not mast cells or their precursors, as they did not expressed
CD34 (35). Nevertheless, in this report, we identified a mixture
of lymphocyte-sized cells with no segmented nuclei (no lobes)
and cells with classical basophil morphology (lobed nuclei). In
addition, two populations of Lin~ CD123* cells were observed,
the Lin~ CD123* CD127"" population from the lymphoid region
(FSCP/SSC*¥) and an FSC™ SSC™ CD123* population. The
Lin- CDI123* CDI127"" CD7"" population from the lymphoid
region expresses similar levels of the basophil markers FceR and
CCR3, compared to the CD123* FSC™ SSC™ region. However, it
expresses lower levels of CD203c and of the antigen recognized
by mAb 2D7, which is expressed in basophil granules, indicat-
ing the expression of less granules in this population (43). Our
results show then, a distinct Lin~ CD123* CD127"" population
within the lymphoid region with ILC properties that transiently
share some features with CD123* basophils from the FSC™ SSC™
region. Importantly, such population decreases the expression of
basophil markers upon activation, whereas most CD123" cells
from the FSC™ SSC™ region maintains the expression of CD123
and show more stable basophil marker display after activation.
Of special interest for our future investigations, subfractioning
the two subsets described in this study will be highly relevant
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FIGURE 9 | Barrier tissues, such as skin, are normally infiltrated by specialized Lin- CD123°* CD127™ with innate lymphoid cell (ILC) features. Total
skin cells from the epidermis of control skin (CS) were analyzed as in peripheral blood. (A) From left to right: gate analysis on lymphoid cells, exclusion of lineage
positive cells (CD3*, CD14+, CD19*, CD94+, HLA-DR*), and identification of Lin- cells: Lin- CD123°* and Lin- CD127+ populations. (B) Compared expression of
multiple ILC markers in the Lin- CD123° CD127+ and Lin- CD127+ populations. (C) Basophil markers expression in the Lin- CD123°" from CS. Black:

Lin- CD123°", gray: Lin- CD127+, and white: isotype. Median fluorescence intensity values representative of three independent experiments are presented.

(D,E) Classification of skin ILC subpopulations: gated on: CD161+ cells; ILC1 (CRTH2-, c-Kit7), ILC2 (CRTH2*), and ILC3 (CRTH2-, c-Kit*) subpopulations within the
Lin- CD123°* (D) and Lin- CD127+ (E) populations. Density plots and histograms are representative of at least three independent experiments.

for further transcriptional analyses at the clonal level. Whether
basophils and the Lin~ CD123* CD127°* population develop
from a common progenitor, or their shared phenotypic proper-
ties only resemble the phenomenon referred to as lineage priming
where “promiscuous expression of several lineage-affiliated genes
precedes lineage commitment but does not alter the biological
potential” as described for some oligo- or bipotential precursors
(47), is still a matter in question.

Remarkably, in this report, several evidences support the find-
ing that the Lin- CD123* CD127"" from the lymphoid region
population possesses several ILC features. First, the expression of
low levels of CD127 by protein and mRNA. Second, the observed
expression of CD7, which is related to CLP and maintained in
different lymphoid cells, including the classical ILC. Third, the
high expression of CD132, which has been reported as crucial
for ILC development (48). Fourth, the expression of CD90, a
classical ILC marker as well as other ILC markers such as CD161,
a4 integrin which has been described in ILC precursors, and the
expression of c¢-Kit, CRTH2, AhR, IL-23R, and CCRé. Fifth, the
expression of several transcription factors such as Id2, NFIL3,
TOX, PLZF described for ILC identification in humans (16,
17, 34) and TCF-1, recently described for ILC development in
mice (15, 49), and sixth, the increase in NFIL3, TOX, and PZLF

expression by IL-3 suggesting that NFIL3 might regulate the
identity of the ILC-related features in the Lin- CD123* CD127""
population. Thus, our data indicate that the use of anti-FceR and
anti-CD123 in the linage cocktail in previous reports may have
limited the identification of an alternative population with ILC
features in PB.

In human PB, classical ILC express CD161 and exhibit phe-
notypic diversity (ILC1, ILC2, and ILC3 NKp44~). Interestingly,
the PB Lin~ CD123* CD127"" population comprises a majority
conspicuous population (CD161"", ¢-Kit*, and CRTH2*), which,
by phenotype, is similar to ILC2 and a minority of ILC1 and ILC3
populations. This finding was inconsistent with the low expres-
sion of GATA-3 and the expression of T-bet and RORyt. GATA-3
has been reported as crucial for classical ILC development (50,
51). Moreover, it has recently been reported that a common ILC
progenitor RORyt* present in secondary lymphoid tissue has the
potential in vitro to give rise to all human ILC subpopulations
(46). These findings support the idea that the expression of RORyt
in the Lin- CD123* CD127"¥ population in PB may be related to a
further process of differentiation and diversification of this popu-
lation in peripheral tissues. In contrast, in the classical CD127*
ILC population in PB, similar to other reports (39-41), ILCI, 2,
and 3, as well as the expression of T-bet, RORyt, and GATA-3,
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FIGURE 10 | Skin Lin- CD123" cells produce IL-17 and IL-22. (A,B) Percentages of positive and negative total skin cells that express IFN-y, IL-2, IL-4; IL-17,
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controls. (C) Expression of IL-17 and IL-22 in the Lin- CD123°* skin cells cultured for 18 h in the presence of IL-1p, IL-2, and IL-23 (ILCS3 activation cocktail) + PMA/
lono (last 6 h) or ILC3 activation cocktail + PMA/Iono (last 6 h). Density plots are representative of at least three independent experiments. FMO, fluorescence minus
one control.

were identified. These findings indicate that both populations
share several ILC features; however, the Lin- CD123* CD127°"
population in PB may be in a different stage of differentiation
and it may require different transcriptional factors and cytokines
for development.

It has been reported that ILC express cytokines similar to
the Th lymphocytes in peripheral tissues (4, 52). However,
there are few reports in PB and most of the studies use cell lines
derived from ILC obtained from patients (7, 39, 40). The freshly
isolated Lin~ CD123* CD127"" population expresses only IL-4
after activation and the classical CD127* population expresses
IL-2 (data not shown). However, among the total PBMCs, the
Lin~ CD123* CD127"* and the classic CD127+ ILC populations
expressed IFN-y in response to PMA/Ionomycin and the ILC1
activation cocktail. However, even in the presence of IL-1p, IL-2,
and IL-23, the Lin- CD123* CD127"" and CD127* ILC did not
express IL-17 or IL-22, which indicates that steady-state PB
ILC populations may require further differentiation or activa-
tion to express all Th type varieties of cytokines. Importantly,
the Lin- CD123* CD127"" population highly expresses IL-8
compared with the classical CD127* ILC, notwithstanding
that IL-8 expression by ILC has only been assessed in a limited

number of reports (6, 53), and the function of this cytokine
expression in PB ILC has not been investigated. Interestingly,
the population that expresses cytokines after activation shows a
downregulation of CD123, therefore further examination of the
phenotype and function of the Lin~ CD123* CD127"°" popula-
tion after activation was evaluated. Interestingly, the population
downregulating CD123 expresses IL-8 and decreases the expres-
sion of basophil markers, including 2D7. Of note, these effects
were not observed in the population that maintains the CD123
expression or after IgE croslinking. However, upon IgE activa-
tion, an important decrease in the 2D7 expression was observed
in the Lin~ CD123* CD127"" population, suggesting the activity
of this population in response to IgE. These results suggest that
activation of the Lin- CD123* CD127"" cells may precede their
capability of acquiring ILC function and diminishes basophil
activity.

In mouse models, it has been proposed that the complete
differentiation of ILC occurs in peripheral tissues (15, 49). In
human tonsils, the identification of an ILC3 subpopulation that
presents a “naive” phenotype has been recently described; these
cells were unresponsive to IL-23 and IL-1f, despite their expres-
sion of IL23R and IL1RI transcripts, and were characterized
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by the expression of CD62L and CD45RA (23). Our findings
demonstrated that the Lin~ CD123* CD127"" population in PB
has limited Th cytokine production and highly expresses homing
molecules (CLA, CXCR4, and CD62L) and also a IL23R and
AhR, which, in addition to the expression of RORYt, suggests that
this population may be in an early stage of differentiation with the
potential to migrate into different tissues to be fully differentiated.

Importantly, an equivalent of the CD123* population was
present in the CS that expresses several ILC features (CD127™,
CD132, CD90, c-Kit, CRTH2, AhR, IL-23R, NKp44, and CCR6),
where an increased phenotypic diversity (ILC1, ILC2, and
ILC3) was also identified. Consistent with this diversity, more
Th type cytokines, including IL-22 and remarkably IL-17, were
identified in the skin Lin~ CD123* population after activation.
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The expression of IL-22 and IL-17 was consistent with the
high expression of IL-23 and AhR (54) in the Lin- CD123%"
population. This finding suggests that in peripheral tissues, this
population may express a wider variety of cytokines as reported
for other ILC subsets (24, 28). These findings also support that in
the skin, the CD123* population becomes fully differentiated, as
proposed in the mouse model for the classical ILC subsets (15,
55). The cytokine expression by the direct isolated skin ILC was
not evaluated; therefore, it is possible that other activated cells in
the skin cultures may contribute to the cytokine expression by the
Lin~ CD123"" CD127™ population, like has been described for
ILC2 in skin (56). Remarkably, the Lin- CD123"" population in
skin expresses IL-8, which may be relevant in the recruitment of
other innate cells, such as neutrophils (57). Similar to the PB, the
CD123* population in the skin is more frequent than the classi-
cal CD127* ILC. Therefore, it is possible that the high expression
of CLA may be involved in non-inflammatory skin homing as
reported for T cells (58) and ILC, in which CLA expression in
ILC2 and ILC3 is sufficient to identify cells with potential to
migrate into the skin (39, 40). Our findings suggest that the
Lin- CD123* CD127"* CLA* population identified in PB may
represent a steady-state reservoir with the potential to migrate
into the skin, mediated by CLA, and suggest that barrier tissues,
such as skin, are normally infiltrated by specialized Lin~ CD123%"
CD127" populations with ILC-related features.

In addition, we demonstrated that the Lin~ CD123* CD127"v
population transmigrates in response to SDF-1 and in the pres-
ence of activated endothelial cells mediated by SDF-1. Similar to
other reports (59, 60) and other inflammatory diseases (61), an
increase in the levels of SDF-1 in the supernatants of psoriasis
patients was identified; this finding suggests that the CXCR4/SDF-
1-dependent migration is an additional migration mechanism,
which may be relevant during inflammatory conditions, such as
psoriasis. A CCR10-CCL27 interaction has been proposed as a
mechanism for homeostatic skin migration. However, in mouse
models of inflammation, a decrease in the number of CCR10*
ILC in the skin has been reported (62), in addition to a decreased
expression of CCL27 in psoriasis (63). In this report, we propose
that CXCR4-SDF-1 is an alternative mechanism in psoriasis (and
inflammatory conditions), which may explain the presence of
ILC and cytokine production in psoriasis patients even in the
absence of CCL27.

Importantly, both the Lin~ CD123"¥ and CD127* populations
were increased in the skin of psoriasis patients; however, it is
possible that the CD127* ILC may migrate by a mechanism inde-
pendent of CXCR4/SDF-1 but CCR6-dependent because high
levels of CCR6 were identified in the CD127+ ILC population.
Remarkably, both populations express IL-22 and IL-17 in the skin
of psoriasis patients and represent two hallmark cytokines in the
immunopathology of psoriasis in mouse models and humans
(64-66). The expression of these cytokines was increased in the
Lin~ CD123"" population compared with the CD127+ILC. It has
been reported that a CD3~ population expresses IL-17 in the PB
and skin of psoriasis patients (41). However, there is only one
report of a slight production of IL-17 by classic NCR* ILC3 from
the skin of psoriasis patients (40). Our findings indicate that the
Lin~ CD123"" population may be an important and additional

innate source of IL-22 and, importantly, IL-17 in the lesioned
and probably in the NL skin of psoriasis patients. In addition,
our findings suggest that the SDF-1-dependent migration of Lin~
CD123* CD127"" cells from the PB to the skin may precede the
activation and local production of IL-17 and IL-22 in psoriasis
patients.

In summary, according to the proposed model (Figure 12),
we have identified in PB a novel Lin- CD123* CD127"" popula-
tion with a mixture of lymphoid (CD127" CD7"") and basophil
(FceR, CCR3, CD203™ 2D7"") properties that possesses several
ILC features, including the phenotype Id2* NFIL3* PLZF*
TOX* TCF-1* CD132* CD90* CDI161%a4 integrin* c-Kit*
CRTH2*AhR*IL-23R* CCR6%, and high migratory capabilities.
IL-3 appears to comprise a crucial growth factor for survival of
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FIGURE 12 | A human Lin- CD123* CD127"°* endowed with innate
lymphoid cells (ILC) features and migratory capabilities contributes to
immunopathological hallmarks of psoriasis. Peripheral blood (PB)
contains a Lin- CD123* population with a mixture lymphoid (in red: CD127""
CD7"") and basophil markers expression (in purple: FceR, CCR3, CD203™
2D7"") and is endowed with high migratory capabilities [cutaneous
lymphocyte antigen (CLA) and CXCR4]. In steady state, this population
possesses several ILC features (in blue: Lin-, CD132+, CD90*, CD161+,
NFIL-3*, TCF-1+, Id2+, TOX*, PLZF*) and after activation with IL-3 increase
this features. This population after PMA/lono treatment downregulates
CD123, is able to produce IL-8, IL-4, and IL-2, and diminish the basophil
markers. A similar but specialized CD123°" population normally infiltrates
barrier tissues, such as skin. We propose that CXCR4-SDF-1 is an important
skin-homing mechanism under inflammatory conditions, particularly in
psoriasis. The increase of the CD123°" population in the non-lesioned and
lesioned skin of psoriasis patients supports its high migratory potential.
Remarkably, the expression of IL-22 and particularly IL-17 by the CD123°*
population in the skin of psoriasis patients strongly suggests that this
population may contribute to the immunopathological hallmarks of a skin
disease such as psoriasis.
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the ILC-related features in the Lin- CD123* CD127"" population.
A similar but specialized Lin- CD123"" population normally
infiltrates barrier tissues, such as skin. We propose that CXCR4/
SDF-1 is an important skin-homing mechanism under inflam-
matory conditions in psoriasis. The increase of the Lin- CD123/"
population in the NL and lesioned skin of psoriasis patients
supports its high migratory potential. Remarkably, expression of
IL-22 and particularly IL-17 by the Lin~ CD123"" population in
the skin of psoriasis patients strongly suggests that this popula-
tion may contribute to the immunopathological hallmarks of a
skin disease such as psoriasis.
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