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RESUMEN

Se utilizaron varios métodos para identificar el repertorio de linfocitos T, con base
en la expresion del heterodimero af del receptor de linfocitos T (TCR),
especificamente la porcion variable de la cadena B, que juega un papel en la
Inmunopatogénesis de la queratitis herpética estromal (QHE) experimental en

ratones congénicos de BALB/c susceptibles (C.AL-20 Igh-1d) y resistentes (C.B-
17 Igh-1 b) a la enfermedad. Et estudio inmunohistoquimico de ias corneas de los

ratones susceptibles, demostré que los linfocitos dei infiltrado celular expresaron
principalmente el TCR Vp8.1,2 y VB3. Mediante la eliminacion in vivo de linfocitos
T VPB8.1,2 6 VB 3 con anticuerpos monoclonales, los ratones susceptibles no
desarrollaron QHE a diferencia de los controles. Ademds, la tranferencia adoptiva
de una clona de linfocitos T CD4+Vp8.2+, especifica para un epitope del virus de!
herpes simplex-1 (VHS-1), la glicoproteina D que contiene los aminoacidos 5-23
(gD 3-23), aceleré ei inicio y acentué la severidad de la QHE en Ios ratones
susceptibles. La deteccién del RNA mensajero de VB por la técnica de la reaccién
en cadena de la polimerasa (PCR), a partir del material de los ojos de los ratones
inoculados en la cérnea con VHS-1, reveld una mayor diversidad en la expresién
de los mensajeros VB en los linfocitos de los ratones susceptibles; once dias
despues de la inoculacién del VHS-1 en la cornea se observaron diferencias en

los miembros de la subfamilia VB8, en los ratones susceptibles y los resistentes.



Estos hallazgos sugieren que los linfocitos T CD4+ con receptor V38.2 son los

principales mediadores de la inmunopatogénesis en la QHE.
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ABSTRACT

To identify T cell receptor (TCR) VR expression in a murine model of herpetic
strornal keratitis (HSK) induced by herpes simplex virus type 1 (HSV-1), several
methodologies were performed. Different BALB/c Igh-1 congenic mice, C.AL-20-
Igh-1 d-HSK—susceptibie, and C.B-17-igh-1 ®_HSK-resistant were used.

Immunchistochemical staining from corneas of susceptible C.AL-20 mice
disclosed V38.1,2 CD4 T cells as the prevalent infiltrating cells in the corneas;
furthermore VB3 CD4 T cells were also detected in the cellular infiltrate. Herpetic
stromal keratitis was reduced in C.AL-20 mice after in vivo VR8.1,2 or VR3 T ceil
depletion, prior to corneal inoculation with HSV-1. Adoptive transfer of T cell clone
(CD4+VR8.2+, HSV-1 glycoprotein gD 5-23 specific) to HSK-susceptible C. AL-20
mice was performed to characterize V38.1,2+CD4+T cells as responsible for the
destructive keratopathy observed in C.AL-20 mice after corneal inoculation with
HSV. Results showed acceleration of HSK onset and the increases in the severity
of the disease, compared to the controls. Finally, results of polymerase chain
reaction (PCR) to detect TCR VI8 mRNA expression, in eyes of C AL-20 and C.B-
17 mice, before and after corneal inoculation with HSV-1, showed higher diversity
in VB transcripts, in eyes of HSK susceptible mice, when compared with HSK-
resistant mice. However, on day 11, significant differences in VB8 family members
between both strains of congenic mice were found. The participation of
CD4+Vvp8.1,2+ T cells play an outstanding role in the immunopathogenesis of

experimental herpetic stromal keratitis.
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INTRODUCCION Y ANTECEDENTES

La infeccion de la cornea por el virus del herpes simpiex tipo 1 (VHS-1) en
el humano, produce una entidad nosoldgica conocida como queratitis herpética, la
cual es una de las principales causas de ceguera en el mundo. En la
etiopatogenia de esta enfermedad participan las respuestas inflamatoria e
inmunolégica desarrolladas en el hospedero, a infecciones recurrentes por el
virus. Después del primer contacto con el VHS-1, este permanece latente en el
ganglio del trigémino, donde no puede ser atacado por medicamentos antivirales
ni por la respuesta inmune del individuo. Ocasionalmente, el virus latente se
reactiva, inicia su replicacién y se disemina hacia la cornea (1). Se ha reportado
la presencia de particulas virales activas en las lagrimas y en la saliva de los
pacientes que no desarrollan enfermedad herpética en la cérnea (2, 3). Los
factores que determinan el estabiecimiento de la latencia del virus a nivel
ganglionar, la reactivacién del virus latente y el establecimiento de la enfermedad
clinica son muy compiejos (2-5). La infeccién en la cérnea esta relacionada
principalmente con el VHS-1, sin embargo, el virus del herpes simplex tipo 2
(VHS-2) también puede ocasionar queratitis en menos del 5% de los casos (6).
Dada su baja incidencia, en el presente trabajo referiremos primordialmente al
VHS-1, primordiaimente.

La infeccion ocular producida por el VHS, en los humanos puede conducir
a diferentes formas clinicas de la enfermedad: neonatal primaria, primaria, o

recurrente. La enfermedad primaria tanto en el neonato como en el aduito es



infecciosa y ocurre en el hospedero no inmune. La enfermedad recurrente ocurre
en sujetos que han tenido contacto previo con el virus y puede ser infecciosa
activa, inmune, o ambas (6, 7).

La infeccién ocular primaria puede manifestarse clinicamente como una
blefaritis, una conjuntivitis 0 una queratoconjuntivitis, acompafadas o no de
lesiones en la piel de la regién periocular (6, 7).

La enfermedad recurrente debe diferenciarse de una infeccién ocular
herpética primaria que se presenta en un paciente previamente infectado con et
VHS en otra parte de su organismo, por ejemplo, una infeccién herpética
localizada en la mucosa oral, de ahi que estos pacientes exhiben una enfermedad
similar a las formas recurrentes (1, 6).

La queratitis herpética habitualmente inicia con dafio al epitelio corneal
manifestandose clinicamente como una Glcera epiteliai dendritica simple o
muiltiple (queratitis herpética epitelial), la cual puede curar sin dejar una secuela
permanente de disminucién de la visién (1, 6).

En la queratitis herpética epitelial, Ia participacion de Ia respuesta inmune
no es primordial. Sin embargo, si el VHS-1 invade el estroma corneal por
contigiidad, se produce una queratitis estromal herpética, en la cual, la
participacion de la respuesta inmune es critica para el desarrolio de 1a patologia
corneal (8, 9).

En ia forma recurrente del herpes ocular, se establece primero una

latencia; a las 48 horas de la infeccidn primaria, el virus viaja por fiujo



axoplasmico retrogrado hacia el ganglio sensorial del trigémino, al gangiio ciliar,
hacia el nicleo mesencefalico del tronco cerebral y en algunos casos al ganglio
simpatico, donde permanece en estado latente. E! gangiio del trigémino es la
principal fuente del virus en cada recurrencia de la enfermedad. El VHS-1 puede
llegar al ganglio del t_rigémino por cualquiera de las tres principales ramas del
trigémino: la mandibular, la maxilar, o la oftaimica. Como consecuencia, una
infeccidn inicial orofacial con el VHS-1 puede permitir la latencia del virus y
subsecuentemente dar lugar a queratitis herpética recurrente (10).

A pesar de que hay poca o ninguna pérdida visual cuando ocurrre una
infeccion herpética ocular primaria, con cada recurrencia existe una alta
posibilidad de inflamacién del estroma de la cornea con una subsecuente
cicatrizacion, vascularizacion, adelgazamiento o perforacién cormneal, que
aumenta el riesgo de dafio permanente, por lo que es importante el estudio de la
patogénesis de la lesion del estroma corneal, ya que es la causa principal de la
ceguera. Por consiguients, en la patogénesis de la queratitis herpética estan
implicados factores virales y la respuesta inmune del hospedero, de ahi que se
plantee que la enfermedad estromal de la cornea producida por ef VHS-1 es el
resultado de la respuesta inmune del hospedero, desencadenada contra el VHS-1
(6, 9).

El desarrollo de un modelo experimental para la queratitis herpética ha sido
atil para comprender la fisiopatogenia de la enfermedad. La queratitis herpética

estromal (QHE) en ratones, producida por el VHS-1, es un modelo experimental



representativo de la enfermedad corneal en humanos. Se conocen las diferencias
en ia susceptibilidad a las infecciones por el VHS-1 en aigunas cepas de ratones,
no sélo a nivel de infecciones herpéticas en otros sitios distintos al ojo (11, 12),
sino también especificamente para la infeccion a nivel ocular (13, 14). La
susceptibilidad de log ratones a la queratitis herpética esta influenciada por los
productos de un gen del locus Igh-1 o de un locus estrechamente unido a éste,
situado en el cromosoma 12 del ratén (15, 16). De ahi que en el modelo
experimental murino de la queratitis herpética, se han estudiado los factores
inmunes que participan en la susceptibilidad o resistencia a la enfermedad en
diferentes cepas de ratones. Asi, los ratones de ia cepa C.AL-20 (H-2d, Igh-?d)
son susceptibles a |a queratopatia producida por el VHS-1, mientras que los
ratones C.B-17 (H-2d, fgh-?b) son altamente resistentes al desarrollo de la misma
(16).

Se ha estudiado la participacién de la respuesta inmune humorai y se
conoce que aungue en una infeccion primaria o recurrente por el VHS-1 se
desencadena una respuesta humoral especifica, ésta aparentemente no es
esencial para la recuperacion de la enfermedad (17). Por otro lado, se ha
encontrado en los ratones infectados, que las IgG’s especificas para el VHS-1
tienen un efecto adverso sobre la replicacion viral, (18); otros datos han
demostrado que los ratones resistentes producen rapidamente [gG2a e IgG2b
anti-VHS y se vuelven susceptibles a l1a QHE cuando se eliminan sus linfocitos B

(19). Sin embargo, se ha establecido que titulos aitos de anticuerpos especificos



contra el VHS-1 no protegen contra los episodios recurrentes de queratitis
herpética y los titulos de anticuerpos no son modificados por el nimero de
recurrencias de la enfermedad herpética (20), por el contrario, se piensa que los
anticuerpos anti-herpes participan en el establecimiento de la latencia del virus en
el ganglio del trigémino (21-23).

Otro mecanismo descrito para eliminar a ias céluias infectadas con el VHS-
1 es la participacion de la citotoxicidad dependiente de anticuerpos (ADCC), la
cual esta mediada por la interaccion de anticuerpos especificos y de células
asesinas NK (24).

A pesar de que los anticuerpos evitan la replicacion viral no impiden las
recurrencias y éstas, junto con ios mecanismos inmunes que involucran a ios
linfocitos T, han demostrado que desempenan un papel critico en la patogénesis
de la QHE (9, 25-29).

La demostracion experimental inicial mas elegante sobre la participacion
de la respuesta inmune celular en la etiopatogénesis de la queratitis herpética
estromal fue realizada por Metcalf y cols. (25), quienes utilizaron ratones atimicos;
la inoculacidn del VHS-1 en la comea de estos animales no produjo queratitis
estromal, a diferencia de los ratones eutimicos que presentaron 10s signos
patognomonicos de queratitis, por lo que concluyeron que la participacién de los
linfocitos T en el desarrollo de la patologia corneal era fundamental. Experimentos

posteriores, confirmaron que la transferencia adoptiva de linfocitos T inmunes al



VHS-1 a ratones con inmunidad celular deficiente, les confirid la capacidad de
desarrollar QHE, después de la inocutacion del VHS-1 en la cornea (26).

E! paso siguiente en el estudio de Ia participacién de la inmunidad celular
en la patogénesis de la queratitis herpética fue el conocer las subpobiaciones de
linfocitos T implicadqs en ésta, los ensayos de transferencia adoptiva con
linfocitos inmunes demostraron que los linfocitos T Lyt-1 participaban en el
desarrollo de ia enfermedad corneal con el VHS (27). Mediante técnicas de
eliminacién de subpoblaciones de linfocitos T con anticuerpos monoclonales
dirigidos contra linfocitos T CD4+ 6 CD8+, se demostré que la eliminacién de los
CD4+ disminuy6 significativamente la susceptibilidad para desarroflar QHE en
ratones BALB/c, mientras que la deplecion de los CD8+ no presentd efecto sobre
la queratitis herpética, y se concluy6 que ios CD4+ participan en la manifestacion
de la enfermedad, mientras que los CDB+ estan involucrados en la proteccion de
ia misma (28), hallazgos que se corroboraron con otras técnicas (26, 29).

Aunque la mayoria de los estudios sefialan a los linfocitos T CD4+ como
los mediadores de la patologia corneal en la queratitis herpética estromal,
Hendricks y cois. (30), reportaron que son los CD8+ y no los CD4+, los
responsabies del dafio corneal.

Una vez comprobada ia participacién de los linfocitos T CD4+ en la
queratitis herpética estromal, se procedié a determinar el mecanismo por el cual
actuan; se considera que el dafio inicia por la interaccion de receptores de los

linfacitos con componentes virales expresados en las células infectadas de!



hospedero; para entender esta interaccién es oportuno recordar aspectos claves
de la funcién de reconocimiento de los linfocitos T.

Una de las funciones més importantes de los linfocitos T es el
reconocimiento de péptidos de antigenos en el contexto de las moléculas del
complejo mayor de histocompatibitidad (MHC). El punto central para la funcion del
reconocimiento es la expresién, en la membrana celular, del receptor de linfocitos
T al antigeno (TCR). Con base en los heterodimeros que expresan sus receptores
sobre |la membrana celular, existen 2 tipes de linfocitos T: 1) Los linfocitos T que
expresan el heterodimero v3, se encuentran principalmente en los tejidos
epiteliales de humanos y de ratones principaimente (31); y 2) Los linfocitos T que
expresan el heterodimero off participan en todas las funciones efectoras y
reguladoras especificas a un antigeno determinado y responden a fos antigenos
asociados a las moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad clase |
(MHC 1) o clase Il (MHC N}, a través de las moléculas accesorias CD8 y CD4,
respectivamente (31).

ElI TCR af tiene 2 cadenas, una es relativamente acidica {(cadena a), yla
ofra es relativamente basica (cadena B) (32, 33). Ambas cadenas son
glicoproteinas con un tamafio aproximado de 40 a 60 kDa. y son miembros de la
superfamilia de Ig y se encuentran sobre ios linfocitos T CD4+ o CD8+ (31).

Los TCR af de los linfocitos CD4+ (cooperadores) o de los CD8+
(citotoxicos), muestran las mismas propiedades bioquimicas bésicas. La

demostracion de que estos heterodimeros regulan el reconocimiento del antigeno



unido al MHC, se logré mediante técnicas de clonacién de genes del TCR y de
experimentos de transferencia de genes clonados (34).

En la figura 1 se muestra un diagrama esquematico de las cadenas
polipeptidicas o y B. Las cadenas polipeptidicas estan formadas por regiones
variables (V), de diversidad (D), de unién (J) y constantes (C). Estas
denominaciones se hicieron comparando las secuencias entre las cadenas
homélogas a partir de diferentes cionas de linfocitos T y asumiendo una analogia
con las inmuneglebulinas. La porcidn extracelular del heterodimero af, puede
considerarse estructuraimente similar al fragmento Fab de una lg. Las regiones C
para cada una de las cadenas a y 8 del TCR estéan localizadas en la terminacién
carboxilo-intracitoplasmica y es la misma para cada uno de ios TCR. En el lado
amino terminal de las cadenas, correspondiente a la porcion extracelular de las
mismas, la secuencia de aminoacidos (aa) es diferente para cada TCR, y esta
porcion es codificada por elementos genéticos V, D, J. Los dominios V tienen
estructuras terciarias similares a os dominios V de las Ig’s. El dominio C de la
cadena B es similar al dominio C de la Ig; mientras que la estructura terciaria del
dominio C de la cadena o del TCR no es de un dominio tipico de lg, puesto que
las hebras B, las cuales podrian normaimente formar la parte superior del pliegue
8. estan muy espaciadas como para formar uniones hidrégeno una con otra. Al
igual que los dominios V de las Ig’s, las regiones V de las cadenas o y g del TCR
tienen secuencias que son altamente variables de una clona de T a otra,

refiejando su papel en el reconocimiento al antigeno (31). £l dominio amino



terminal de la cadena B es codificado por un simple ex6n VDJ formado por el
rearreglo de elementos genéticos de la region V, de la regién D y de la region J,
este patrén de rearreglo genético es similar al de las cadenas pesadas y ligeras
de las inmunoglobulinas. Asimismo, las regiones V de las cadenas o vy 8
contienen secuencias que son homoélogas a las secuencias Ig codificadas por
segmentos genéticos J. La region V de |la cadena B también tiene secuencias
homdlogas a las secuencias de las Ig codificadas por segmentos genéticos de
diversidad D (31).

En la porcidn carboxilo terminal de la cadena o existe una region
hidrofébica que corresponde a ia porcion transmembranal. Para cada cadena a
hay 2 aa cargados: una arginina en el aa 256 y una lisina en el aa 261. Al menos,
alguno de esos a.a. es necesario para su expresion en la superficie celular. La
cadena « tiene sdlo 5 aa en el dominio intraceiular y éstos tampoco muestran
marcadores de sefial intracelular.

Como en la cadena a, en la porcidén carboxilo terminal de la regién
constante de la cadena j existe una régién hidrofébica que esta embebida en la
porcién transmembranal. La regidn de ia membrana tiene 1a caracteristica poco
usual de contener un a.a. de lisina cargado positivamente. Este detalle puede ser
importante para comprender la asociacion entre el heterodimero ap y otras
cadenas polipeptidicas estructuraimente asociadas sobre la superficie celular. La
lisina es requerida para el ensamble y [a expresion del TCR sobre la superficie

celular. Existen solamente 5 a.a. que forman el dominio citoplasmico, los cuales



no parecen estar involucrados en cualquiera de las vias conocidas de sefales
intraceiulares (31).

El término regidn variable algunas veces se usa inadecuadamente cuando
se refiere al TCR o a las Ig’s. Este término frecuentemente designa al dominio
amino terminal entero que contribuye al sitio de combinacion, sin embargo,
cuando se refiere a los elementos genéticos que codifican el dominio, la regién
variable designa a un elemento genético, que, con los elementos genéticos de la
region de diversidad y de unién, se rearregla para formar et exén que codifica el
dominio amino terminal, por lo que su significado se debe determinar con base en
et contexto en el cual es usado.

El sitio de combinacién dei TCR esta formado por ios dominios amino
terminales de las cadenas a y 8, de modo similar a los sitios de combinacion de
los anticuerpos. Los sitios de combinacién de los anticuerpos consisten de seis
asas como maximo: tres por cada una de las 2 cadenas de Ig. Las porciones que
contribuyen a las asas se denominan regiones de determinacion de
complementaridad (CDRs), y se encuentran en general dentro de (as regiones de
méxima variabilidad denominadas regiones hipervariables {35, 36).

La comparacién de las secuencias de los TCR humanos, de los conejos vy
de los ratones, demostré que existen substituciones conservadas de aa en las
regiones constantes, por lo tanto, los TCR son virtualmente idénticos en las 3

especies (35, 37, 38). Las regiones variables se han diversificado atin mas, pero

10



el analisis de las secuencias puede predecir que las estructuras son idénticas
entre las especies (35, 37, 38).

El heterodimero aff del TCR le confiere a los linfocitos T la capacidad para
reconocer los péptidos antigénicos unidos a moléculas del MHC, sin embargo, la
expresion sobre la sgperﬁcie celular de moléculas del TCR y su funcién en la
activacidn de los linfocitos T depende de otras 5 proteinas transmembranales que
se asocian en forma no covaiente con el heterodimero off. Esas moléculas en
conjunto forman el complejo TCR funcional. Las tres proteinas del complejo se
denominan moiéculas CD3, e incluyen a miembros de la superfamilia de las 1g's
designadas v, 3 y €, y un homodimero de cadena ¢ unido por puentes disulfuro y
que no pertenece a ia superfamilia de las Ig’s, o un heterodimero de cadena ¢ y
cadena v (Fig. 2). En los ratones, 10 a 20% de los linfocitos T expresan un
heterodimero de la cadena ¢ y un producto alternativo del gene ¢ denominado
cadena n. La formula estoiquiométrica mas comdn del TCR es: (aB)ze2v8¢-. Los
dominios citoptasmicos de las moléculas CD3 presentan de 44 a 81 aa y son
capaces de transducir sefiales hacia el interior de Ia célula. La porcién
citoplasmica de cada una de las proteinas v, 8, y ¢ det CD3, contiene una copia de
una secuencia importante para las funciones de sefial, denominada ITAM
(“immunoreceptor Tyrosine-Based Activation Motif') o ARAM (“Antigen
Recognition Activation Motif"); la porcién citopiasmica de ia cadena ¢ contiene 3

ITAMs (Fig.2) (31).
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En resumen, el reconocimiento del antigeno se debe al heterodimero of
del TCR solamente y las sefiales que inician la activacion de los linfocitos son
transducidas por las proteinas asociadas en el complejo TCR. Ademas, para
iniciar la activacién de los linfocitos T, se requiere la presencia de
coestimuladores como la molécula CD28 de los linfocitos T, la cual se une a las
moléculas B7-1 (CD80) y B7-2 (CD86) expresadas sobre las células
presentadoras de antigeno. La molécula CTLA-4 de los linfocitos T también se
une a B7-1y B7-2, pero contrariamente a CD28, la CTLA-4 transmite sefiales que
inhiben la activacion de linfocitos T. Otras moléculas de superficie expresadas
sobre las células presentadoras de antigeno que actiian como coestimuladoras
son VCAM-1 (CD106), ICAM-1 (CD54) y LFA-3 (CD58), las cuales se unen a VLA-
4, LFA-1 (CD11a/CD18) y CD2, sobre la superficie de T, respectivamente.
Ademas, hay que considerar con propiedades coestimuladoras a la glicoproteina
CD45, asi como, a citocinas solubles que regulan el crecimiento y la
diferenciacion de los linfocitos T (31).

Por lo expuesto anteriormente, se concluye gue el TCR tiene una
estructura compleja similar a un fragmento Fab de Ig, ¢ un dimero de cadena
ligera, con la excepcién que ambas cadenas estan ancladas en la membrana
celular. Ahora bien, estableciendo una relacién con el modelo experimental de
QHE, cabe mencionar gue el locus Igh-1 codifica para la sintesis de la cadena
pesada de la IgG2a en ratones y esto pudiera influir en ia respuesta de

anticuerpos al VHS. A través de interacciones idiotipo-anti-idiotipo, probablemente

12



el locus igh-1 regula el repertorio del receptor de linfocitos T, siendo que en el
caso de la QHE, Ios linfocitos T que median la inmunopatogénesis de la
enfermedad expresarian los receptores comprometidos en el dafio corneal, como

se plantea en los articulos que fundamentan esta tesis.
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PLANTEAMIENTQ DEL PROBLEMA

De acuerdo con los estudios antes referidos que implican la participacion
de los linfocitos T CD4+ en la inmunopatogénesis de 1a QHE, el conocer el
repertorio de linfocitos T que predomina en la patologia corneal, a través de la
identificacion del het_erod:’mero mas frecuentemente expresado en ei TCR de los
linfocitos T que participan en la inmunopatogénesis de la QHE, especificamente la
cadena B del TCR en su porcion variable, se planted una serie de investigaciones
utilizando el modelo experimental de QHE en ratones congénicos BALB/c
susceptibles y resistentes a la enfermedad. Para este fin, se utilizaron varias
estrategias metodolégicas: 1) Tincién inmunohistoquimica de las corneas de los
ratones mediante el empleo de anticuerpos monoclonaes dirigidos contra varios
VB’s del TCR de linfocitos T; 2) Eliminacion in vivo de subfamilias VB del TCR de
linfocitos T; 3) Transferencia adoptiva de una clona de linfocitos T (Th2),
especifica para VHS, la cual expresa el receptor CD4+VB8.2+; 4) Utilizacidon de
PCR, para estudiar la porcion variable de la cadena § de los linfocitos T que

participan en el dafio corneal.
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MURINE HERPES SIMPLEX VIRUS KERATITIS
IS ACCENTUATED BY CD4+, Vg 5+ Th,
T CELLS*

BY C. Stephen Foster, MD, FACS, Alejandro Rodriguez Garcia, MD
(BY INVITATION), Miguel Pedrozn-Seres, MD (BY INVITATION),
Alejandro Berra, PRD (BY INVITATION), Amnd Heiligenhaus, MD
{BY INVITATION), Sarkis Soukiasian, MD (BY INVITATION), AND
(BY INVITATION) Sundararajan Jayaraman, PhD

HERPES SIMPLEX VIRUS XERATITIS REMAINS A BLINDING PROBLEM OF
major epidemiologic importance to ophthalinologists in all developed coun-
tries, despite the development over the past 30 years of antiviral agents
effective in the treatment of active episodes of herpes simplex keratitis
(HSK). Both viral! and host immune response?® factors influence the
severity of the inflammatory response that develops in the comea infected
by herpes simplex virus (HSV); it is the unraveling of the details to the
immunologic response that has been the most difficult in the research
community’s attempts to better understand, and hence better treat, this
clinical problem.

Study of a murine model of HSK during the past 7 years has helped
define the role of the immune response to 115V in both protection from, and
creation of, blinding keratitis after 11SV inoculation of the comea.?-10 At
least one gene locus, closely linked to the Ighi-1 locus on chromosome 12 of
the mouse, tightly regulates the mouse's imnmunologic response to comeal
inoculation with HSV!! and to anterior chumber inoculution with this
virus.i2 Thus, mice which are genetically identical except for a very limited
amount of their DNA at and around the Igh-1 locus exhibit dramatically
different inflammatory responses to 1SV inoculation. Igh-1¢ and Igh-14

. mice develop necrotizing stromal keratitis after HSV corneal inoculation,

but Igh-1® mice are highly resistant to such destructive keratopathy; Igh-{»
mice exhibit an intermediate susceptibility to necrotizing T11SK.

*From the Hilles Immunoclogy Laborutory, Mussuchusetts Eye and Ear Infirmary, Hurvard
Medical School, Boston, and the Division of Clinicul Viralogy, james N. Camble Institute of
Medicul Research, Cincinaati,
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FExpression of VB T cell receptor {TCR) transcripts in eyes, lymph
nodes, and spleen in experimental murine keratitis.

M. Pedroza-Seres MD, Stephanie Goei MD, J. Merayo-Lloves MD, James E.
Dutt BA, V. Arrunategui-Correa PhD and C. Stephen Foster MD, FACS.

Rhoads Molecular and Hilles Immunology Laborateries, Massachusetts Eye
and Ear Infirmary, Harvard Medical School, Beston, MA, USA.

Introduction

Host immune mechanisms directed toward the elimination of herpes
simplex virus (HSV) play a major rele in the pathogenesis of HSK. Studies
in Igh-1 disparate BALB/c congenic mice, C.AL-20 (H-24, Igh1d) HSK-
susceptible, and C.B-17 (H-24, Ighlb) HSEK-resistant mice, have led to the
notion that CD4+ T cells are involved in the induction of HSK and CD8+ T
cells in the protection from HSK.! Most of the CD4+ T cells infiltrating the
corneas of susceptible mice were VB8.1.2+, and some VP3+ were also
detected. When C.AL-20 susceptible mice were rendered CD4+ VB8.1,2+ or
VR3+ T cell deficient through in vivo monoclonal antibody therapy. a
dramatic reduction was found in both the incidence and the severity of
keratopathy following HSV corneal inoculation as compared to controls.2 In
this report we have znalyzed the TCR repertoire in both sirains of mice
using polymerase chain reaction technique.
Material and methods
Corneal inceulation and clinical scoring. C.AL-20 and C.B-17 mice were
anesthetized. and the right cornea of each mouse was scratchedin a
crisscross pattern- Five ul of an HSV-1 (KOS strain) suspension containing
2.5x103 p fu. of virus were instilled in the cul-de-sac. The corneas were
examined under binocular microscopy for 21 davs after inoculation to

determine the severity of keratius.
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Oligonucleotide primers and PCR amplification. Sequence specific primers
for 19 VB families and a primer antisense for the constant region of TCR §
chain (CB) were chosen from the Gene Bank and synthesized using an
automated DNA synthesizer (Pharmacia LKB, Piscataway, NJ).
RNA isolation, cDNA synthesis, and PCR amplification. Inoculated eyes,
spleens, and regional lymph nodes were harvested both before, and at
various time points after corneal HSV mfect:on (4.7, 11, 14 and 21 days
p.i.). Total R\.A was extracted from each organ.3 cDNA was synthesized and
its confirmed using primer specific f-actin. a housekeeping gene that is
expressed at a relatively constant level in all cells. PCR was performed by
using a wax pellet hot-start technique. The amplification was perforﬁ;ed in
a Perkin Elmer thermal cycler model 9600 (Perkin Elmer Cetus, \om alk,
CT) with the following profile: 30 cycles of 1" at 94°C, 1' at 559C. and 2' a
720C.
Southern blot analysis and scanning densitometry. PCR products were
electrophoresed in 1.5% agarose gels. visualized with ethidium bromide and
blotted onto nvlon membrane (Boehringer). Densitometry was used to
determine the differences between VB TCR transcripts of the same family
members in HSK-susceptible and HSK-resistant mice.
Results

TCR VB mRNA expression in spleen. In the spleen more VB 1anscripts were

seen in C.B-17 rasistant mice as compared with C.AL-20 mice. The pattern
of VB transcripts expressed was different from thac seen in eves and LN,
(data not shown).

TCR VB mRNA expression in LN. At later time points (11, 14 and 21). more
VB transcripts were found in regional LN of C.AL-20 mice as compared to
C.B-17 (data not shown). Only at day 14. densitometer analvsis showed

differences in the VB/CPB ratios for VpS. 1, VP82 and VBB.3: greater



intensity in the message was detected for VB8.1 and VB8.2 in LN of C.AL-

20 mice, while C. B-17 mice showed a greater intensity for VB8.3. (Fig. 1).

TCR VB mRNA expression in eyes. As was seen in LN, at day 11, 14 and 21

more V[ transcripts were expressed in the inoculated eyes of C.AL-20 mice

as compared to C.B-17 mice. VB8 family members were seen in both strains

of mice at the later ume points {Table 1). At day 11, in C.AL-20 mice VB8.2

and V(5.3 showed a significantly greater intensity in the message, when

compared to C.B-17 mice. (Fig. 2). At day 11, VB 8.1 was expressed only in

C B-17 mice. At dav 14, both strains of mice showed mRNA gene expression

of the three family members with not significantly different densitometer

ratios (data not shown).
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Discusion

Attempts to define the participation of different VB T cell receptor families
have been made in many experimental diseases, 4 The interpretation of the
data obtained has not been conclusive. We found that BALB/c congenic Igh-1
disparate mice, differentially HSK susceptible have different TCR usage
kinetics in response to HSV corneal inoculation. In general, more diverse \Y]
mRNA expression was detected in eyes and LN from HSK-suscpetible mice
as compared to HSK-resistant mice. Densitom’etry readings showed evident
differences in the intensity of the message in V8 family members at

several, later time points. Our findings at the level of gene expression

correlate with our previous results regarding the probable participation of

VPB8+ T cells in the pathogenesis of HSK_
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T CELL RECEPTOR VB GENE EXPRESSION IN
EXPERIMENTAL HERPES STROMAL KERATITIS
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JAMES E. DUTT", SOON J. LEE!, VICTOR ARRUNATEGUI-CORREA' and
C. STEPHEN FOSTER!

Bosion, Massachuseuts and Mexico Ciry

SUMMARY

Our study examined T ccll receptor (TCR) VB mRNA
cxpression in a murine model of experimental herpes
simplex keratitis (HSK). We employed a polymerase
chain reaction (PCR) technigue to delect TCR Vj
MRNA cxpression in the inoculated eyves of both HSK-
susceptible and HSK-resistant mice at different time
points after corncal inoculation with herpes simplex
virus type b (HSV-1), lollowed by Southern blotting
and densitometry analysis, In eyes fror HSK-suscep-
tible C.AL-20 mice, a more diverse TCR VB transcript
vgage pattern was detected as compared with that seen
in HSK-resistant C.B-17 mice. V38 family members
were expressed in both strains of mice at days 11, 14
and 21 post-inoculation. By densitonietry, at day 11, the
intensity of cxpression of VBB.2 and VBR.A message nas
significantly greafer in the eyes of C.AL-20 mice: VB8.1
wus expressed only in C.B+17 mice. There were obvious
diffcrences in the TCR VB expression hetween HSK-
susceptible und HSK-resistunt mice. The differences in
the intensity of the message expressed by VEE family
members between the two strains could be correlated to
previous experiments that showed VP8.1.2+ T cells as
the muin infiltrating cclls in the corneas of HSK-
susteptible mice by day 11 and 14 after challenge with
HSV.1,

Herpelic stromal keratitis (HSK) in mice is a
representative model of the blinding corneal disease
induced by herpes simplex virus tape 1 {HSV-1) in
humans. During the past severzl years, we' and
others™ have consistently found that immune
mechanrisms involving T cells play 2 major role in the

- pathogenesis of HSK. We have discovered a major
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logy Laboralories, Massachusctis Eve and Ear Infirmary,
Harvard Medieal School. Boston, Massackuseits. USA: “Facul-
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Mexico Cisy,
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influence of the Jgh-1 gene locus on the clinical
cxpression of HSV infection by usmg Igh-1 disparate
BALB!c congenic strains of mice C.AL-20 (H-2°,
Igh-19) mice devclop severe keralopathy, whereas
C.B-17 (H-2%, Igh-1®) mice are extremely resistant to
HSK. The results of experiments performed in several
laboratories. including our own, have led to the notion
that CD4+ T cells are involved in the induciion of
HSK. at least in BALB/c mice, and that CDS+ T cells
may plav a role in protection from HSK.™®

Studies directed towards the eluadation of
whether or not there is a preferential T cell receptor
(TCR) VB usage in the keratitis mode! showed a
restricted repertoire of T cells infiltrating the corneas
of susceplible mice; immunohisiochemical siudies
showed that VB8.1.2+ T cells were the main
infilirating cells by day 1l and 14 afier challenge
with HSV-1. with fewer numbers of V33- and V36«
cells seen.” Adoptive transfer of a herpss glvcepro-
tein-D peplide specific. CD4+ VAS8.2+, interleckin 4
(1L-4} producing Th2 clone prior to corneal
challenge with HSV-1 accelerated the onset and
increased the severity of HSK in susceptible mice.
and rendered resistant mice susceptible to HSK.1?
Finally, the in vivo depletion of VES< or VR3+ T
cells uvsing monoclonal antibodies reduced the
incidence 2nd severity of HSK in suscegr:iblc C.AL-
20 mice compared with untreated mice.

In the present study, we have analvsed the TCR
VB reperioire in the eves of C.AL-20 and C.B-17
mice before and after corneal inoculation with HSV.
1 in an effon to determine whether HSK-susceptible
mice prelerentially use a restricted TCR VB
repertoire in response to corneal inoculation with
HSYV and. if so, whether it is a reperteire Giflerent
from that vsed by HSK-resistant mice. The TCR VB
mRNA expression was analysed by polymerase
chain reaciion (PCR), followed by Southern blotling
and densitometry; such an  approach  offers

Eye (1995} 9, 599604 © 1995 Royai College of Ophthalmologisis
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"Table L. Oligonucleotide scquence primers

PCR product

VB Scquence (bp)
VBl TGATTCGAAATGAGACGGTG 458
vp2 GTGCTGATTACCTGGCCACA 440
vpl GAGTGGAGTCAGAAGTCGAT 450
YR CGCTTCCAACCTCAAAGTTC 442
VRSl GAGAGATAAAGGAAACCIGC 310
vps2 AGCAATGTGGTCTGGTACCAGA 550
V6 ATGATGCGTCTCGAGAGAAG 436
AULY] AGATGGTGGGGGTITCAAGG 448
VR8.1 GTCCAAGAAGCAAGOTGGCA 613
Vsl  TGCTGGCAGCACTGAGAAA 428
V(383 TAGAAACAAGGTGACAGTAACA 614
Vpe TTCCAATCCAGTCGGCCTAA 436
VEID  TCTCACCTCAGTCTTCAGAT 439
VaIl AACGATTCTCAGCTCAGATG a3
VE12Z  CGATTCAAAGCTOAGATGCT 432
VB3  TCTGCTGTGAGGCCTAAAGG 136
VB4 CTGAACCTCTCAGCTTCCAG 1439
VBI5  CCATCAGTCATCCCAACITA 432
VBI6  CAGTTGAAAGACCAGATGGT 427
VB1?7  GATTCTCAGCTAAGTGTTCC 432
VBI8  CAATCAGCCGGCCAAACCTA 436
M9 TGTACTTCTGTGCTAGCAGTC 290

TGCACTTGGCAGCGGAAGTGC 195

i\p. base pairs.

significantly greater sensitivity than the immunohis-
tochemistry techniques used in our earlier studies,
although it is important to bear in mind that PCR is
detecting mRNA expression rather than protein
production. An allernative approach using flow
cviometry to analyse VB production was not
- ossible due to the severely limited number of T
olIs recoverable from infecied murine corneas.

METHODS

11!!-(.‘8
Adult 6- 1o 8-week-old sex-matched C.B-17 (H~2".
1gh-1%) and C.AL-20 (H-2°. Igh-1°) mice were
purchased from the Jackson Laboratories (Bar
Harbor. ME). All the mice were handled according
to the Animal Care Guidelines from the National

‘itute of Health and the ARVO resolution on the
use of animals in research,

Virus

The HSV-1 (KOS strain) stock was donated by Dr
Priscilla Schaeffer {Harvard Medical School, Boston.
MA) and was grown in our laboratory as previously
described.!! The same virus passage was used in all
experiments.

Corneal Challenge

Mice were anaesthetised with 2 mg intraperitoneal
ketamine HCl (Kctalar, Parke-Davis, Morris Plains,
NJ) and xylazine 400 pg (Rompun, Mobay, Shaw-
nee, KA). The right cornea of each mouse was
scratched eight times in a criss-cross pattern with a 22
gauge necdle, and S pl of an HSV-1 suspension
containing 2.5 X 10° pfu of virus were instilled in the
cul-de-sac, as previously described.!?
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Clinical Scoring

The corneas were examined under binocular micro-
scopy for 21 days after inoculation in order (0
determine the severity of keratitis. Clinical findings
were scored in a masked fashion for the development
of stromal oedema and cellular infiltration, corneal
neavascularisation, and corneal ulceration, with each
parameter graded on a scale of 0 to 4+, as previously
described.!'*

PCR Primers and Amplification

Sequence-specific sense primers for 19 VB [families
and a primer antisense for the constant region of
TCR B chain (CB) were synthesised using the
phosphoramidite method in an automated DNA
synthesiser (Pharmacia LKB, Piscataway, NJ) and
purified by using Sephadex NAP-10 columns
(Pharmacia). The oligonucleotide primer sequences
and the expected sizes of the amplifiecd PCR products
are listed in Table L

RNA Isolation and eDNA Synihesis

Inoculated eyes were harvested from C.B-17 and
C.AL-20 mice, both before and at vasious time points
after corneal HSV infection (4.7, 11, 14 and 21 days
post-inoculation). Groups of three mice were used
for each time point. Total RNA was extracted using a
guanidine thiocyanate/phenol procedurc.13 Briefly,
tissues were homogenised in RNAzol {(Cinna Biotecx
Laboratory, Houston, TX) using a Polytron homo-
geniser (Brinkman Instruments, Westbury. NY).
RNA was extracted with chloroform, precipitated
with isopropanol. washed with 75% ethanol. and
resuspended in DEPC-treated water. The amount of
RNA was determined by specirophotometry. Total
RNA was denatured for 10 minutes a1t 70 °C and
incubated at 37 °C for 60 minutes with 0.5 mM oligo
dT (20-mer). 5 mM dNTPs (Pharmacia), 20 units of
RNAsin {Promega, Madison, WI}, 20 units of avian
myeloblastosis virus (AMV) reverse (ranscriptase
(Boehringer Mannheim, Indianapolis, IN) and 50
mM Tris-HCl pH 8.3 in a total volume of 20 pl. The
reverse transcribed ¢cDNA was diluted 1/10 and
siored at —70 °C umil use. Specific primers for B-
actin, a housckeeping gene expressed at a relatively
constant level in all cells, were used to verfy the
integrity of the synthesised ¢DNA. In addition,
preliminary experiments using the 8-actin pnimers
and varying zmounts of template cDNA allowed {or
ihe sclection of an amount of input cDNA for each
experimenial sample such that subsequent Vg PCR
amplification remained i the linear or exponential
phase for all samples sivdied.

PCR Amplification
Following the reverse transeription of total RNA into
¢DNA, PCR was performed by using a wax pellet
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Table Il. TCR VP iranscripts in eves of CAL-20 mice (Igh-1%) and C.B-17 mice (lgh-l")

vp
Day ] 2 3 4 51 52 b 7 8! 82 83 9 10 il i 13 14 15 16 13 15 19
CAL-20 mice
0 + .
E] + * - + * + +
7 + + N ’ + + + + + + -
1l - + + - - - + + - + + - . + + - .
£} - + + . - + + r + + + + - + S
21 * * + > - * + + + + + - + * + + *
C. 817 mice
0 + + * - + +
4 + + + - + +
? - + + - . - + + + + +
ll * - - + -
14 - - . . - -
2 . - - - . . . .

Eapression of VB TCR in congenic mice af sesez2l timie poinis detected by PCR. '+' indicate presence of VB!, while biank means absence.

hot-start technique. Briefly, the lower reagent mix of
the reverse transcriptase polymerase chain reaciion
(RT-PCR) contained a final concentration of 12.5
mM Tris-HCl pH 8.3, 62.5 mM KC] (Perkin Elmer,
Norwalk, CT), 2.5 mM MgCly, 200 uM of each dNTP
(Pharmaciz), and 20 pmol of each primer. An
AmpliWax PCR Gem 100 (Perkin Elmer) was
added 1o each tube. All the tubes were incubated
ai 80 °C for 5 minutes and cooled to 4 °C. The upper
reagent mix contained a final concentration of 12.3

mM Tris-HCl pH 8.3, 625 mM KCL 2.5 units of

AmpliTag DNA Polymerase (Boehringer) and 10 pl
of ¢cDNA. The total reaction volume was 30 ul in
each tube, The tubes were ampiified in a Perkin
Elmer 9600 thermal cycler {or 30 cyclesof 94°Cfor 1
minute, 55 °C for 1 minute and 72 °C for Z minutes.

Southern Blot Analysis

PCR products were electrophoresed in 1.5% agarose
gels, visualised with ethidium bromide. and blotted
onto nyvlon membranes (Bochringer). The filiers
were hybridised overnight at 65 °C with a digox-
igenin-labelled CB probe internal to al} the PCR
amplified sequences, then washed with 2X SSC/
0.01% SDS followed by a final high-siringency wash
with 0.5x% SSC/0.01% SDS. A Fab (ragment of anti-
digoxigenin antibody {Boehringer} was added fol-
towed by washes with 100 mM Tris-HCland 150 mM
NaCl. Membranes were exposed to Kodek XAR-5
film at =70 °C with an intensifving screen.

Scanning Densitometry

Following Southern blotling. scanning densifometry
was used 1o determine the differences in intensity
between VB TCR transcripts of the same family
members in HSK-susceptible and HSK-resistant
mice. The relative inlensities of the Southern blot
band from cach VB amplification were measured in
an ImageQuant densitometer {Molecular Dynamics,
Sunnydale, CA) and were compared with the C§8
values for the same sample. The results are expressed
as the ratio of the densitometry value for the
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particular VB TCR to the densitometry value for
the Cp TCR.

RESULTS

Stromal keratitis developed in only 7.4% of C.B-17
mice by day 1! and persisted through day 21 post-
inoculation, while it was present in 85.2% of C.AL-
20 mice by the same day post-infection.

More diverse V3 transcripts were seen at the later
time points (days 11, 14 and 21) in the inoculated
eyes of C.AL-20 susceptible mice as compared with
those of C.B-17 mice (Table H). Figs. 1 and 2 are
examples of the different VP transcripts found at 11
and 14 days post-inoculation. At day 11 in C.AL-20
mice, VB2, VB4, VB5.1, VB6, VBI to V513, VRIS,
VB16 and VB19 were expressed (Fig. 1); in CB-17
mice, those VP transcripts were not detected (Table
11). At day 14, VB1, VP2, VB4, VB6, VB7, Vp9,
VB10, VB13, VB14 and VP16 were expressed in
C.AL-20 mice (Fig. 2) but were absent in C.B-17
mice (Table 1I). At day 21 post-inoculziion, VB1,
VB2, VB4, VBS.1, VB6, VB7, VBB.1, V39, VBRI,
V12 and VR14 were transcribed in C.AL-20 mice
but not in C.B-17 mice (Table I1).

The expression of VB8 family members was setn
in both strains of mice at days 11, 14 and 21
However, the intensity of expression of V38.2 and
VB3.3 was diiferent beiween these sirains of mice at
day 11, the time of onset of keratitis. The
densitometry readings showed a significantly greater
intensity in V8.2 and VP8.3 message in CAL-20
mice compared with C.B-17 mice (Fig. 3). V38.1 was
expressed at day 11 only in C.B-17 mice (Fig. 1). At
day 14, both strains of mice showed mRNA gene
expression of VB8.1, V8.2 and VB8.3 (Fig. 2), with
different but nop significantly different densitomeler
ratios (Fig. 4). The proportion of VB8.2 message
expressed by C.B-17 mice increased from day 11 o
day 14 (Figs. 3, 4). ’

DISCUSSION
The critical role of the cellular immune response in
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the pathogenesis of HSK has been shown in many
studies. Nude mice inoculated in the comea with
herpes virus do not develop keratitis, while their
normal littermates do.? Russel ez al.* showed that the
adoptive transfer of non-HSV-specific lymphoid cells
into nude mice before HSV-1 comeal inoculation
favoured the development of keratitis; HSK was
even more severe when HSV-1 immune lymphoid
cells were used in the transfer. Attempts to
characterise the participation of different subsets of
T cells show that the depletion of CD4 + cells by the
in vivo administration of monoclonal antibodies
protects mice from developing keratitis after HSV-1
inoculation, while CD8+ depletion does not,’ at least
when BALB/c mice are studied. When CD4+ T cells
are adoptively transferred into thymectomised mice’
or nude mice® from immune donors, herpetic
keratitis develops in the recipient mice following
HSV inoculation of the cornea.

Effort has been directed towards defining the T
cell repertoire in many human and experimental
diseases, given the importance of possible immu-
nointervention at that level. However, the interpre-
tation of the data obtained has not been conclusive.
Some authors provide evidence for a restricted T cell
response in some diseases,'* 2! while others find
significant diversity in the range of TCR gene
expression > In experimental autoimmune ence-
phalomyelitis, restricted TCR V[ usage has been
shown. Studies have consistently shown that specific
monoclonal antibodies and vaccination with specific
T cells directed against VB8 TCR protects animals
from demyelinating disease (for review see Vanden-
bark et al.?®). We previously reported that T cells
bearing VB8.1.2 TCR, and to a lesser extent V3 and
V@6, were the main infiltrating cells into C.AL-20
corneas after HSV inoculation.? It is clear from the
results reported herein that these Igh-1 disparate,
differentially HSK susceptible congenic mice are not
responding to HSV corneal inoculation with different
patterns of highly restricted preferential TCR usage,
but have different TCR usage kinetics in response 10
HSV corneal inoculation. In general. more diverse
VB transcripts were observed in eyes from HSK-
susceptible mice, when compared with HSK-resistant
mice. after HSV-1 corneal inoculation. V5.1, V5.2,
VRT, VPR.2, VBB.3, VB9 and VB12 were seen in eyes
from C.AL-20 mice, but not at any time point in C.B-
17 mice.

The diverse VB transcripts found in the eye did not
represent a specific VB TCR which could be
responsible for the immunopathogenesis of HSK.
This may suggest a possible systemtic inhibitory factor
generated in the resistant mice with subsequently
fewer TCR VB transcripts found in eyes, thus
avoiding the exuberant inflammatory response to
HSV and inhibiting development of HSK, while no
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such inhibitory factors are generated in susceptible
mice, with the result that more V{3 transcripts were
seen in eyes from HSK-susceptible mice.

QOur data clearly show a diverse TCR VP gene
expression in this model, in accordance with the
results of other authors who did not find a restricted
TCR repertoire using different experimental
models. 2" At day 11 in eyes, we found significant
differences in VPR family members between the
Igh-1 disparate congenic strains of mice; increased
intensity in the message in V8.2 and V8.3 was seen
in C.AL-20 mice compared with C.B-17 mice. We
find this especially interesting in the light of prior
work which demonsirated a profound influence on
the pathogenesis of HSK by a herpes glycoprotein-D
peptide specific CD4+ VB8.2+, IL-4 producing Th2
clone,'® and the findings that specific VB8 T cell
subset depletion by using therapy with monoclonal
antibodies prevents HSK development in HSK-
susceptible mice.! The differences that we found in
VR8 usage at the level of mRNA expression further
support a role for the VB8 family members in the
pathogenesis of experimental murine HSK. The
possible role played by locally produced cytokines
in the injured cornea of HSK-susceptible mice in the
recruitment of specific T cells with preferential V3
usage is currently under study in our laboratory.

This work was supported by NIH grant Ev06008.

Key words: Herpes simplex keratitis. Polymerase chain reaction,
T cell receptor.
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DISCUSION

Existen diferentes entidades infecciosas donde Ia respuesta inmune celular
dsemperia un papel en la inmunopatogénesis, como es el caso de la
inmunopatologia del ojo (38-45). La respuesta inmune en el ojo, desencadenada
en contra de algun antigeno determinado, requiere de una intrincada
inmunoregulacion, ya que debe eliminar al antigeno desencadenante y, al mismo
tiempo, preservar la arquitectura y funcion oculares. En lo particular, hemos
estudiado una patologia con compromiso de la respuesta inmune celular a nivel
ocular inducida por los mecanismos de defensa al hongo intracelular Histoplasma
capsulatum. Antecedentes experimentales en animales y evidencias en humanos
demuestran dafio ocasionado por la respuesta inmune en una lesién tardia que
ocasiona un sindrome ocular denominado sindrome de histoplasmosis ocular
presuntiva (SHOP) (41).

En el modelo viral, Metcalf y cols (25) y otros (9, 15, 26-29) demostraron
que la inmunidad mediada por linfocitos T contra del VHS es critica para prevenir
la muerte por encefalitis experimental, sin embargo, es la responsable de la
queratopatia destructiva observada en algunas cepas de ratones después de que
el virus se inoculé en la cdmea; estos datos evidencian que la respuesta inmune
bajo diferentes estimulos y mecanismos puede ejercer efectos polares, uno
protector y otro dafiino.

En el presente trabajo se corrobord que los linfocitos T CD4+ son el

principal tipo celular involucrado en la queratitis mediada por el VHS, en ratones
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congénicos BALB/c (BALB/c-igh1?, C.AL-20-Igh-19, y C.B-17-Igh-1°), los cuales
son geneticamente idénticos, excepto por su diversidad (20-30%) en el iocus Igh-
1 {Articulo 1, ref. 47: Fig. 1 y tabla ll, pag. 333). El genotipo Igh-Ca esta siempre
asociado con susceptibilidad a la QHE, mientras que e! genotipo Igh-Cb se asocia
con resistencia a la QHE (46). Es claro que los productos genéticos de la region
Igh-1 no solo influyen en la respuesta de anticuerpos, sino también, en la
respuesta de células T sobre el desarrrollo del repertorio del TCR, razén por lo
cual, estudiamos las respuestas potenciales entre las diferentes células T en los
ratones con distintas susceptibilidades a ia QHE.

Los resultados del presente trabajo demostraron que los ratones
susceptibles a la QHE presentaron infiltrados celulares principalmente de
linfocitos T CD4+ VB8.1,2+ y también de linfocitos T CD4+ VB3+ (Articulo 1, ref.
47. Fig. 2 pag. 334). La eliminacion de linfocitos T con anticuerpos monoclonales
contra los linfocitos T VB8.1,2 y VB3, influyd en el desarrollo de la QHE en los
ratones que tienen diferentes grado de susceptibilidad (Articulo 1, ref. 47. Fig. 4, 5
y 6 pags. 336, 337 y 338). Para apoyér el hallazgo de que los linfocitos T CD4+
Vp8.1,2+ son responsables de la queratopatia por VHS, se desarrollé una clona
de células T especifica para un epitope de {a glicoproteina D (gD 5-23) del VHS,
ta cual exacerb0 la severidad de la queratitis en los ratones susceptibles C.AL-20
y favorecié el desarrollo de la queratitis en los ratones resistantes C.B-17 {Articulo

1, ref. 47, Figs: 8A-8E, pags. 340-344).
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Los estudios que apoyan los diferentes repertorios del TCR que participan
en la manifestacién de otras enfermedades, en humanos y en modelos
experimentales, han sido contradictorios. Algunos autores muestran evidencias de
una respuesta restringida de células T (48-55), mientras que otros reportan una
diversidad en el rango de la expresién genética del TCR (56-58). Por ejemplo, en
la encefatomielitis autoinmune experimental, se ha demostrado una restriccién
para VB, los estudios de Vandenbark AA y cols, sugirieron que et tratamiento con
anticuerpos monocionales y la transferencia con linfocitos T especificos para TCR
V8, protegieron a los animales de la enfermedad desmielinizante (60).

Debido a nuestros hallazges de que los linfocitos T VB8.1,2 y VB3 son las
principales cétulas en los infiltrados de las cérneas de los ratones susceptibies a
VHS, consideramos importante analizar los diferentes transcriptos de VB,
mediante PCR a partir de muestras del ojo de los ratones susceptibles y
resistentes a la QHE. En general, observamos una mayor diversidad en los VB de
los linfocitos infiltrados en las cérneas de los ratones susceptibles, que en los
resistentes. Los diferentes transcriptos de VB no representan una subfamilia VB
especifica que podria ser responsabie de la inmunopatogénesis de la QHE
(Articulo 3, ref. 61, Tabla Il y Figs. 1-4, pags. 601 y 602). Estos resultados
demostraron una expresion genética diversa de VB de TCR, lo que concuerda con
resultados de otros autores, quienes no encontraron un repertorio restringido de

TCR, usando diferentes modeios experimentales (56-59).
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La deteccién de los mensajeras de VB8.2 y VB8.3 en ios linfocitos
procedentes de los ojos de los ratones susceptibles C.AL-20, comparados con los
de los ratones resistentes C.B-17, fue mas elevado al dia 11 de la infeccion con el
VHS. Esto es interesante, segun nuestros resultados previos, que demostraron
una influencia notoria de la clona de linfocitos Th2 CD4+VR8.2+ scbre ta
patogénesis de QHE (47, 61).

El presente trabajo apoya evidencias de la participacién de ia inmunidad
celular en el dafo corneal en ratones infectados por el VHS. Sin embargo, deben
analizarse la participacion de citocinas liberadas en el microambiente de la QHE
que posiblemente desempefian un papel critico en la inmunoregulacién que

ocurre en el dafio corneal en los ratones infectados.
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CONCLUSIONES

1.- El estudio inmunohistoquimico de las corneas de los ratones susceptibles a la
QHE, demostr6 infiitrado celular, principalmente de linfocitos T CD4+ VE8.1,2, v
linfocitos T VB3, y sugiere que estas células desemperian un papel importante en
el desarrollo de la QHE.

2.- La eliminacion in vivo de los linfocitos T VB8.1,2 6 VB3 con anticuerpos
monoclonales, antes y después de fa inoculacion corneal del VHS, evité el
desairollo de QHE en ratones susceptibles.

3.- Los estudios de transferencia adoptiva de linfocitos T que reconocen un
epitope de la glicoproteina gD del VHS, demostraron que la ciona de linfocitos T
CD4+, V38.2+ acelerd el inicio y acentud la severidad de la queratopatia en los
ratones susceptibles.

4.- Los resultados de PCR demostraron una amplia diversidad en los transcriptos
de V8 en los linfocitos del infiltrado de las cérneas de los ratones con QHE. Sin
embargo, al dia 11 post-inoculacién corneal del VHS-1, encontramos diferencias
en los miembros de ia subfamilia VB8 entre los ratones susceptibles y los
resistentes, ya que se detectd un aumento en los transcriptos para VE8.2 y V8.3

en los ratones susceptibles C.AL-20, pero no en los ratones resistentes C.B-17.
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