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RESUMEN

La Inmunodeficiencia Variable Comun es un sindrome
heterogéneo caracterizado por hipogammaglobulinemia e
infecciones recurrentes. La causa no se conoce, aungque se ha
propuesto un fallo en la diferenciacidédn final del linfocito B
hacia célula de memoria o célula plasmdtica productora de
anticuerpos. Los pacientes pueden clasificarse en 3 grupos
(MBO, MB1 o MB2), con distinta presentacién vy evolucidn
clinica, en funcidén del grado de alteracidn de los linfocitos
B de memoria. Estudiamos si distintos procesos esenciales
para la diferenciacidén del linfocito B estéan alterados en los
pacientes. Para ello, evaluamos: (i) la activacidén (expresiodn
de CD86 y proliferacidén celular) en linfocitos B activados
con estimulos T-independientes: ODN (ligando de TLR-9) o
extractos Dbacterianos, con o sin anti-IgM (activacidén a
través del BCR); (ii) la diferenciacidn (expresidn de CD38) vy
produccién de IgG, IgA e IgM en linfocitos B activados con
anti-CD40 e IL-21 (estimulo T-dependiente) u ODN, en
presencia o ausencia de anti-IgM; vy (iii) la apoptosis en
linfocitos B virgenes y de memoria activados con anti-CD40,
ODN o anti-IgM, en presencia o ausencia de IL-21. Los
linfocitos B de pacientes presentan defectos de activacidn
frente a estimulos T-independientes. Su diferenciacidén hacia
células plasmiticas CD38" es deficiente, y la produccién de
anticuerpos estd disminuida frente a todos los estimulos.
Unicamente los linfocitos B de memoria de pacientes MBO son
menos sensibles al rescate de la apoptosis tras activaciédn.
Estos resultados identifican defectos de diferenciacién del
linfocito B que ayudan a explicar la hipogammaglobulinemia vy
la variabilidad fenotipica de los pacientes, y sefialan la

necesidad de su correcta clasificaciédn.



SUMMARY

Common Variable Immunodeficiency 1s a heterogeneous syndrome
characterized by hypogammaglobulinemia and recurrent
infections. The cause of the disease is unknown, although a
failure on final B lymphocyte differentiation into memory B
lymphocyte or antibody-secreting plasma cell has Dbeen
suggested. According to the degree of alteration of their
memory B lymphocytes compartment, patients are classified
into 3 groups (MBO, MB1 and MB2), with different clinical
presentation and evolution. We studied whether several
essential steps on B lymphocyte differentiation are altered
in patients. With this purpose, we evaluated: (i) activation
(CD86 expression and cellular proliferation) on B lymphocytes
activated with T-independent stimuli: ODN (TLR-9 ligand) or
bacterial extracts, with or without anti-IgM (activation
through BCR); (ii) differentiation (CD38 expression) and IgG,
IgA and IgM production on B lymphocytes activated with anti-
CD40 plus IL-21 (T-dependent stimulus) or ODN, 1in the
presence or absence of anti-IgM; and (iii) apoptosis on naive
and memory B lymphocytes activated with anti-CD40, ODN or
anti-IgM, in the presence or absence of IL-21. B lymphocytes
from patients show decreased activation in response to T-
independent stimuli. Their differentiation into CD38" plasma
cells is deficient, and antibodies production is diminished
in response to all stimuli. Only memory B lymphocytes from
MBO patients are less sensitive to activation-induced rescue
from apoptosis. These results identify B lymphocyte
differentiation defects that contribute to explaining the
hypogammaglobulinemia and phenotypic variability of patients,

and highlight the need to correctly classify them.
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Introduccion

INTRODUCCION

I. Inmunodeficiencias primarias humorales

Las inmunodeficiencias primarias (IDPs) son un grupo de
enfermedades causadas por alteraciones del sistema

inmunitario que se caracterizan por una alta susceptibilidad
a padecer infecciones recurrentes o por patdgenos poco
habituales. La mayoria de las IDPs estdn determinadas
genéticamente, 1lo que las convierte en buenos modelos de
estudio de los mecanismos moleculares que gobiernan el
desarrollo vy funcionalidad del sistema inmunitario. Han
pasado mas de 50 afios desde la descripcidén de la primera IDP
congénita, la agammaglobulinemia de Bruton (deficiencia en
BTK), que afecta al numero y funcionalidad de los linfocitos
B. Actualmente existen mads de 100 IDPs descritas, que afectan
tanto a los linfocitos T o B, como a las células NK o
fagociticas y a proteinas séricas del sistema inmunitario

[Notarangelo et al. 2009 y Al-Herz et al. 2011].

La clasificacidén de las IDPs puede hacerse atendiendo a su
forma de herencia (autosdmica o ligada al cromosoma X), al
defecto molecular subyacente (p. ej. el déficit de BTK), al
componente celular afectado (p. ej. deficiencias en

linfocitos T o B y combinadas de linfocitos T y B) e incluso

al tipo de deficiencia que las caracteriza (p. ej. las
deficiencias en la inmunidad celular o humoral) [Al-Herz et
al. 2011]. Las IDPs predominantemente de anticuerpos (Tabla

1), entre las que se cuenta la Inmunodeficiencia Variable
Comun (IVC), son las méas frecuentes en humanos (representando

hasta el 65% de todas las IDPs) y aparecen como consecuencia
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de alteraciones cuantitativas y/o cualitativas de la
produccidén de anticuerpos [Durandy et al. 2013]. Defectos en
la diferenciacidén del 1linfocito B son la causa de la
deficiencia en la produccidén de inmunoglobulinas (Igs), la
cual serd mayor o menor dependiendo del momento en gue se
bloquea su desarrollo (Figura 1). Cuando el defecto genético
afecta a la edicidén del receptor del 1linfocito B (BCR) en
fases muy tempranas, como ocurre en las agammaglobulinemias
autosdémicas recesivas (mutaciones en Cu, A5, Iga, IgPB, BLNK y
PI3K) o en la ligada al cromosoma X (mutacidén en BTK), se
produce una ausencia total de linfocitos B en sangre
periférica, los niveles de todas las clases de Igs son muy
bajos vy la predisposicidén a infecciones Dbacterianas es
severa. Sin embargo, los defectos que afectan al desarrollo
terminal del linfocito B maduro, como las mutaciones en los
genes que codifican el CD40 y el CD40L (sindrome de hiper-IgM
autosdmico recesivo o) ligado al cromosoma X,
respectivamente), afectan al cambio de clase de Ig (Figura
1). Estos casos cursan con niveles reducidos de IgG e IgA
(Tabla 1) y una mayor susceptibilidad a padecer infecciones
causadas ©por patdgenos oportunistas [Notarangelo et al.
2009]. Por ultimo, algunas mutaciones genéticas que afectan a
moléculas implicadas en la activacidén del linfocito B (Figura
1), alteran fases intermedias de su desarrollo. Pueden ser
moléculas del propio linfocito B (CD19, CD20, CD81, BAFF-R,
CD21 y TACI) o bien del linfocito T (ICOS), gue colabora en
su activacidén. En este caso, la clinica es muy variable, 1los
niveles de linfocitos B circulantes normales o reducidos y al
menos dos clases de Igs estan afectadas; fenotipo equiparable
al de la IVC [Notarangelo et al. 2009, Eibel et al. 2010 vy
Yong et al. 2011].

- 22 -
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Tabla 1. Clasificacién de las IDPs predominantemente de anticuerpos.

Déficit de Btk

. Déficit de cadena pesada pu
Déficit de A5

. Deficiencia de Iga

Deficiencia de Igf
. Deficiencia de BLNK

Deficiencia de PI3K(p85a)
Inmunodeficiencia con timoma

oQ O Q QO W

Inmunodeficiencia Variable Comun
Deficiencia de ICOS
Deficiencia de CD19
. Deficiencia de TACI
. Deficiencia de receptor de BAFF
. Deficiencia de CD20
Deficiencia de CD81

Q +Hh O QQ O W

Deficiencia de CD40L
Deficiencia de CD40
Deficiencia de AID
Deficiencia de UNG

a
b.
c.
d.

. Mutaciones y deleciones de cadenas pesadas
. Deficiencias de cadena kappa

Deficiencias aisladas de subclases de IgG
Deficiencias de IgA <con deficiencia de
subclases de IgG

e. Deficiencia selectiva de IgA

Q. Q0w
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DEFECTOS EN LA ViA DE DEFECTOS EN LA ACTIVACION
SEMALIZACION A TRAVES DE BCR
Reduccitn severa de al menos

| Reduccién savera de todas dios tipos de inmunoglobulinas
!hﬂmwmﬂdmmu

cnig cora ChEl
| Bik BLNE

coei*

Reduccion severa de todas
las inmanoglobulinas

Cp A5 lga  lgp Reduccidn severa de al menos
dos ¢ de inmunoglobulinas
DEFECTOS EM LA EDICION DEL e e
BCR ¥ SUS CORRECEPTORES Wi TAC) BAFF-H

DEFECTOS EN LA ACTIVACION | Roduccidn severa de IgG o IgA y niveles
normales o elevados de IgM

Cnan I, AlD LG

M DEFECTDS EN EL CSR

Figura 1. Desarrollo del 1linfocito B y defectos genéticos en las
inmunodeficiencias primarias predominantemente de anticuerpos. Los
tipos de Igs afectadas y su grado de alteracidédn, dependen de la fase
del desarrollo del linfocito B en la que reside cada mutacidédn genética.
En las agammaglobulinemias congénitas, las mutaciones afectan a la
edicién del BCR, a sus correceptores o a su via de seflalizacidn
intracelular, en un estadio muy temprano de la maduracién B. Diversas
mutaciones y polimorfismos que afectan a los mecanismos de activacién
del 1linfocito B, en wuna fase intermedia de su desarrollo, dan
como resultado un fenotipo clinico equiparable al de la IVC (zona
sombreada). En la mayoria de casos, la relacidén mutacidn/etiopatogenia
estd bien establecida (deficiencias de ICOS, TACI, BAFF-R, CD19 CD20 vy
CD81), pero en otros (*) no estd bien caracterizada (deficiencias en
Msh5 vy CD21). Los defectos genéticos que afectan al mecanismo de
recombinacién y cambio de clase (CSR), en las fases mé&s tardias del
desarrollo B, son la base patoldédgica de los sindromes de hiper-IgM
(deficiencias en CD40, CD40L, AID y UNG).




Introduccidn

II. Inmunodeficiencia Variable Comun

La Inmunodeficiencia Variable Comtn (IVC) es la
inmunodeficiencia primaria humoral sintomatica mas
prevalente, 1:10000-1:100000 individuos  dependiendo del
estudio [Chapel et al. 2009]. Aunque la deficiencia selectiva

de IgA es mucho més prevalente (1:600 individuos), suele ser

asintomética [Wang et al. 2012]. La IVC agrupa a un conjunto
heterogéneo de sindromes de etiologia desconocida
y caracterizados por hipogammaglobulinemia, infecciones

sinopulmonares y gastrointestinales recurrentes y respuesta
de anticuerpos a la wvacunacidén baja o ausente [Goldacker et
al. 2007]. Afecta por igual a ambos sexos y el inicio de los
sintomas presenta una distribucidén bimodal por edades con
maximos en la infancia tardia (6-12 afios) y en la edad adulta
temprana (20-30 afios). Los pacientes se benefician de terapia
sustitutiva con gammaglobulina [Cunningham-Rundles et al.

1999, Wood et al. 2007 y Salzer et al. 2012].

2.1. Clinica

Debido a la heterogeneidad de la enfermedad, la clinica es
muy variable. Ademas de las infecciones, también se asocian a
la 1IVC procesos autoinmunes e inflamatorios vy neoplasias

[Park et al. 2008 y Yong et al. 2011].

La Ivc se caracteriza principalmente por infecciones

recurrentes del tracto respiratorio (neumonias, bronquitis,

sinusitis y otitis media ©principalmente) causadas por
patdgenos encapsulados, mayoritariamente Streptococcus
pneumoniae 'y Haemophilus influenzae (a partir de ahora
S. pneumoniae 'y  H. influenzae, respectivamente) . Las
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complicaciones clinicas derivadas de las neumonias de
repeticidén, como la fibrosis pulmonar y las bronguiectasias,
constituyen la principal causa de morbilidad de los pacientes
al comprometer su funcidén respiratoria. Las infecciones que
afectan al intestino y causan diarrea persistente se deben
principalmente a bacterias (Campylobacter spp. y Salmonella
spp.), Yy con menos frecuencia a virus o parasitos (Giardia
enteritis) [Quinti et al. 2007]. Estudios recientes refieren
una mayor incidencia de infecciones gastrointestinales en

aquellos pacientes con IVC con reduccidn severa de IgA sérica

[Yong et al. 2011]. Raramente las infecciones se localizan en
el tracto urinario (Ureaplasma sppP. ), articulaciones
(Mycoplasma spp.) O sistema nervioso (virus Varicela-Zdéster).

Los procesos autoinmunes estan presentes en el 25%-50% de los
pacientes con IVC. Los més frecuentes son las citopenias
(trombocitopenia, anemia hemolitica y, con menos frecuencia,
neutropenia) autoinmunes [Park et al. 2008]. Un 10% de los
pacientes tienen anticuerpos anti-IgA [Horn et al. 2007].
Otras complicaciones clinicas menos prevalentes son la anemia
perniciosa y las hepatitis o tiroiditis autoinmunes. Menos
comunmente, los pacientes con IVC presentan vitiligo,
vasculitis, psoriasis, artritis reumatoide o sindrome de
Sjogren. Ademas, los pacientes con IVC y enteropatia pueden
presentar clinica similar a la enfermedad celiaca, cuya
relacién con la deficiencia selectiva de IgA estd Dbien
caracterizada [Park et al. 2008]. Sin embargo, dado que la
frecuencia de los alelos de HLA-DQ asociados a celiaguia no
estd aumentada en los pacientes con IVC que presentan
enteropatia, ésta debe atribuirse al fallo en la regulaciédn

inmune que padecen [Venhoff et al. 2013].

- 26 -



Introduccidn

Los procesos inflamatorios que provocan malabsorcidén vy
afeccidén gastrointestinal (microvellosidades intestinales
atrofiadas, colitis, enfermedad inflamatoria intestinal,
enfermedad de Crohn y gastritis atrdfica) son, después de las
infecciones, la segunda causa de diarrea persistente en los
pacientes con IVC. Ademés, la enfermedad granulomatosa afecta
al 8-22% de los pacientes con IVC y representa uno de 1los
factores de morbimortalidad més importantes [Park et al.
2008]. Su etiologia es desconocida y la localizacidédn de 1los
granulomas es multisistémica, aunque en la IVC es mas comun
en pulmbén, organos linfoides o bazo. En més del 50% de los
casos de IVC con enfermedad granulomatosa, ésta coexiste con
complicaciones autoinmunes, sobre todo anemia hemolitica. Las
hiperplasias 1linfoides se asocian en muchos casos a la
infiltracidén granulomatosa. En ausencia de granulomas, las
hiperplasias linfoides son de origen reactivo (asociadas a
procesos infecciosos o inflamatorios) o desconocido
(idiopéaticas). Las linfadenopatias a nivel —cervical vy
abdominal son las mas comunes. Un 30% de los pacientes
presentan esplenomegalia [Park et al. 2008 vy Yong et al.
20117.

El riesgo de desarrollar neoplasia es significativamente
superior en los pacientes con IVC. Los linfomas no-Hodgkin de
origen B, entre los tumores hematoldgicos, y el carcinoma
gastrico, entre los tumores sdélidos, son las entidades més
comunes en pacientes con IVC. La mayor propensidn a padecer
neoplasia podria tener su origen en la interaccidén de
diversos factores, como la estimulacién antigénica crdnica
debida a las infecciones, el fallo en la regulacidén inmune vy

el contexto genético [Park et al. 2008].
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2.2. Defectos genéticos

A diferencia de otras IDPs humorales, la mayoria de los casos
de IVC son esporéadicos y solo el 10-25% se presentan de forma
familiar. Se han descrito varias mutaciones genéticas (ICOS,
TNFRS13B/TACI, <CCD19, (D20, CD81, TNFRSF13C/BAFF-R, CD21 vy
MSH5) asociadas a la IVC, pero estan presentes en menos del
10% de los pacientes [Bacchelli et al. 2007, Yong et al.
2009, Kuijpers et al. 2010, van Zelm et al. 2010 y Romberg et
al. 20137. En algunos casos, los defectos genéticos
observados (mutaciones en ICOS, TNFRSI1I3B/TACI y moléculas del
complejo CD19 concretamente) sugieren que el bloqueo del
desarrollo B en la IVC puede ser secundario a alteraciones
durante la colaboracién T-B o la consolidacidén del centro
germinal (CG). El defecto molecular subyacente es desconocido
en el resto de pacientes. También se han descrito diversos
polimorfismos (TNF, IL10, MBLZ2, VDR, IL6), que por si solos

no causan la enfermedad, pero gue contribuyen a su

variabilidad clinica [Mullighan et al. 1999]. Algunos
polimorfismos confieren un mayor riesgo de padecer
complicaciones clinicas concretas, como la enfermedad

granulomatosa (TNF 488A e ILI0O 1082A/819T/592A) o las
bronquiectasias (polimorfismos de MBLZ2 asociados con niveles
séricos reducidos de lectinas de unién a la manosa)

[Mullighan et al. 1999 y Litzman et al. 2008].

Actualmente, expertos internacionales en IDPs han
desaconsejado que los pacientes gue presentan mutaciones
monogénicas bien definidas (ICOS, CD19, CD20, CD81 y CD21)
sean considerados casos de IVC [Ameratunga et al. 2013 vy

Seppadnen et al. 2014].
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2.3. Alteraciones linfocitarias

Se han descrito alteraciones cuantitativas y cualitativas en
linfocitos T y B, células NK y células dendriticas en 1los
pacientes con IVC [North et al. 1991, Ferrer et al. 1995,
Iglesias et al. 1999, Rezaei et al. 2010, Carvalho et al.
2010 y Martinez-Pomar et al. 2010]. Sin embargo, entre 1los
hallazgos méas consistentes estd la deficiente activaciédn,
maduracidén vy diferenciacién terminal de los linfocitos B
hacia linfocitos B de memoria vy/o células plasmaticas
productoras de Igs [Cunningham-Rundles et al. 2006, Yu et al.
2009 vy Foerster et al. 2010]. La deficiente produccidn
de anticuerpos conferiria a los ©pacientes una mayor
susceptibilidad a padecer infecciones y explicaria, en parte,
la baja respuesta a la wvacunacidén. Sin embargo, los estudios
que intentan asociar alteraciones concretas del sistema
inmunitario en IVC con manifestaciones clinicas determinadas,
son escasos y poco concluyentes. En esa linea, se ha
relacionado la expansidén de subpoblaciones de linfocitos B
que expresan niveles bajos del receptor CD21 (CD21%'°") con la
presencia de patologia autoinmunitaria [Warnatz et al. 2002].
El complejo CD21/CD19 actua como correceptor del BCR durante
la respuesta antigénica y la alteracidén en la expresidn de
alguno de sus componentes puede afectar a la adquisicidén de
la tolerancia y dar lugar a clones autorreactivos [Fearon et
al. 2000]. Otros estudios atribuyen la poca efectividad de la
vacunacién a alteraciones en células dendriticas y linfocitos
T que afectan a la presentacidén del antigeno. Sin embargo,
ello no se traduce en una estrategia especifica de vacunacién
en funcidén del fenotipo del paciente. Finalmente, también se
han asociado niveles reducidos de linfocitos T reguladores
(Treq) , y su funcidén disminuida, con las manifestaciones

autoinmunitarias de los ©pacientes [Melo et al. 2009,
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Arumugakani et al. 2010, Arandi et al. 2013a y Arandi et al.
2013b].

2.4. Clasificacién de los pacientes

Dada la heterogeneidad de la IVC, se han propuesto diversas
clasificaciones de los pacientes en funcidén de la proporcidn
de poblaciones de linfocitos T virgenes [Giovannetti et al.
2007] o B de memoria [Warnatz et al. 2002, Piqueras et al.
2003 y Wehr et al. 2008] presentes en sangre periférica. La
finalidad de estas clasificaciones es definir subgrupos de
pacientes que pudieran compartir el mismo mecanismo
patogénico y/o asociarlos con una presentacidén y evolucidn

clinica concretas.

Los niveles de linfocitos B en la IVC pueden ser normales,
pero la mayoria de pacientes muestran niveles reducidos de
células plasmaticas y de linfocitos B de memoria, tanto de
las que no han  hecho el cambio de clase de Ig
(CD19°CD27'IgD"), como de las que si lo han hecho
(CD19'CD27'IgD™) . Menos de un 10% de los pacientes presentan
niveles casi indetectables de linfocitos B. El compartimento
de linfocitos B de memoria CD19'CD27'IgD” estd habitualmente
méds alterado [Wehr et al. 2008]. Su disminucidén se ha
relacionado con una peor respuesta a la vacunacidén [Goldacker
et al. 2007] vy una presentacidén clinica mads grave (mayor
riesgo de esplenomegalia % enfermedad granulomatosa
concretamente) . Dicha relacidén se mantiene independientemente
de la estrategia aplicada para clasificar a los pacientes en
funcién del fenotipo de sus linfocitos B: clasificacidén de
Paris [Piqueras et al. 2003], Freiburg [Warnatz et al. 2002]
o la més recientemente consensuada EUROclass [Wehr et al.

2008] (Tabla 2).
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A pesar de las evidencias que 1lo Jjustifican, el estudio
funcional in vitro de las subpoblaciones de linfocitos B de
pacientes con IVC ha sido escasamente abordado y hasta la

fecha ha tenido poca repercusidn en la practica clinica.

Tabla 2. Criterios de clasificacién y prevalencia de manifestaciones

clinicas en pacientes con IVC.

Clinica (prevalencia %)
EM EG LA Al

Clasificacion Criterios fenotipicos Grupo

<20%CD21"™ b

<0.4% de CD27" IgD'«[ >20%CD21'™ |4 41 14 22 15
>0.4%de CD27% 1gD" I 19 4 17 11

Warnatz @

EM: esplenomegalia, EG: enfermedad granulomatosa, LA: linfadenopatia, AI:

autoinmunidad. PBL: linfocitos de sangre periférica.



III. Activacién y diferenciacién del linfocito B

La eficacia de la respuesta inmune humoral depende de la
capacidad de los linfocitos B para producir anticuerpos de
alta afinidad y desarrollar memoria inmunoldgica a largo
plazo frente a antigenos exdgenos. La diferenciacidén del
linfocito B es un proceso complejo que se inicia en la médula
6bsea. Alli, mediante la recombinacidén de segmentos génicos
que codifican la regidén wvariable del BCR (molécula de Ig
anclada a la membrana), sSe generan una gJgran diversidad de
clones con distinta especificidad de unidén al antigeno. Al
salir de la médula 6sea al torrente sanguineo, los linfocitos
B expresan ya IgM e IgD en la superficie y se denominan
linfocitos B virgenes transicionales (CD27 IgD'CD38%). Estos
migran hacia los o6rganos linfoides secundarios donde aumenta
su nivel de expresidédn de IgD y dejan de expresar CD38,
denominandose entonces linfocitos B virgenes maduros (CD27°
IgD'CD387). La exposicién al antigeno en los érganos linfoides
secundarios selecciona positivamente los clones de linfocitos
B mads afines, lo cual induce su maduracién hacia linfocitos
B marginales (CD27'1gD*CD387), y su proliferacién vy
diferenciacidén hacia células plasmadticas productoras de
anticuerpos de vida media corta, caracterizadas por la
expresién de niveles elevados de CD38 (CD38"9") [Arce et al.
2004]. Los anticuerpos producidos tras el primer contacto con
el antigeno son de baja afinidad, generalmente IgM, vy se
generan mediante un mecanismo independiente de CG. Tras una
nueva exposicidén al antigeno, se produce una respuesta
secundaria, mas réapida y duradera, que implica la produccidn
de distintas clases de Igs (IgG e 1IgA), responsables del
mantenimiento del titulo de anticuerpos protectores durante

largos periodos de tiempo. Para ello, es necesaria la
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generacién de linfocitos B de memoria (tanto CD27°IgD' como
CD27'IgD”) y células plasmaticas CD38"9" de larga duracién, lo
cual tiene lugar tras la reaccidén del CG [Kurosaki et al.
2010, McHeyzer-Williams et al. 2012 y Victora et al. 2012].
Finalmente, la expresidén de CD38 se pierde en los linfocitos
B de memoria recirculantes que abandonan el CG [Arce et al.

2004 y Perez-Andres et al. 2010].

3.1. Centro germinal

Los eventos moleculares esenciales para una respuesta humoral
eficaz son: (i) la hipermutacidén somatica, (ii) el cambio de
clase de inmunoglobulina vy (iii) la maduracién de 1la
afinidad. Se producen en el CG durante la diferenciacidén de
los linfocitos B virgenes seleccionados hacia linfocitos B de
memoria y/o células plasmaticas de vida larga [Vinuesa et al.
2012]. Los CGs son microestructuras anatdmicas que aparecen
en los foliculos linfoides durante la respuesta inmunitaria y
en las que se produce la colaboracién con el linfocito T
[Slomchick et al. 2012 y Victora et al. 2010]. La alteracidn
de la colaboracidédn T-B afecta a la organizacidén del CG vy
puede ser la causa de diversas IDPs humorales, autoinmunidad

y linfomas [Gatto et al. 2010].

Para la organizacidén del CG deben sucederse en los foliculos
linfoides: (i) la activacidén del linfocito B tras el contacto
con el antigeno especifico a través de su BCR, (ii) un primer
contacto del 1linfocito B con el 1linfocito T colaborador
folicular (Tyr) afin (que reconoce el mismo antigeno) y (iii)
la maduracidén de la afinidad del BCR. La maduracidén de la
afinidad del BCR da 1lugar a 1la expansidén clonal de 1los
linfocitos B que mejor se unen al antigeno (seleccidn

positiva) y la muerte celular por apoptosis de los clones de
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linfocitos B menos afines o autorreactivos (seleccidn
negativa). La expansidén clonal y la apoptosis del linfocito B

derivan de un segundo contacto  positivo o negativo

respectivamente, con el linfocito Tz afin y las células
presentadoras de antigeno (dendriticas foliculares) (Figura
2).

Centro Germinal

Expansién clonal
Maduracidn de la afinidad

~
N
&]
0 Diferenciacién \\

@
to

Foliculo iy
linfoide
Figura 2. Eventos moleculares en el centro germinal. (1) El1 linfocito B
virgen se activa por el contacto con la célula T colaboradora folicular
(Tyr) que reconoce el mismo antigeno (Ag). (2) La interaccidén entre la
célula dendritica folicular (CDg), el Ty y el linfocito B de centro

germinal (Bes) dirige la maduracidén de afinidad y expansidn clonal (3) o
apoptosis (4) de los clones de linfocitos B seleccionados positiva o
negativamente. Los linfocitos Bee seleccionados positivamente experimentan
el cambio de clase de Ig y la diferenciacién (5) hacia linfocitos B de
memoria y células plasmaticas productoras de anticuerpos (6).

Estudios recientes demuestran que los defectos de maduracidn
de los linfocitos B asociados a la IVC alteran la
organizacidén estructural y funcional de los CGs [Warnatz et

al. 2006, Martini et al. 2011 y Ou et al. 2012].
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3.1.1 Activacién a través del BCR

El BCR es un complejo proteico compuesto por la Ig anclada a
la membrana plasmatica, que reconoce el antigeno, asociada a
diversas proteinas, como el heterodimero Iga/Igp, que
contienen motivos de activacidén del inmunorreceptor basados
en tirosina (ITAMs). Cada clon de linfocito B expresa un BCR
unico, especifico para un determinado antigeno. La unidén del
antigeno al BCR activa una via de sefializacidédn intracelular
que se inicia con la fosforilacidédn de los ITAMs, continua
con una cascada de fosforilacidn de intermediarios
citoplasmaticos (entre ellos la Btk) y la activacién de 1la
fosfolipasa Cy2 (PLCy2) vy culmina con la movilizacidén del
calcio intracelular. La activacién del flujo de calcio es
indispensable para una correcta estimulacidén del linfocito B,
su diferenciacidén hacia célula plasmética y la secrecidn de
anticuerpos. Ademéds, la unidén del antigeno al BCR induce la
internalizacidén del complejo BCR/antigeno y su movilizaciédn
hacia los compartimentos intracelulares que contienen las
moléculas de histocompatibilidad de clase II (MHC-II), las
cuales presentan péptidos procesados del antigeno especifico
al linfocito T colaborador (Tg) afin para fortalecer la

respuesta inmunitaria.

En los ultimos afios se han descrito alteraciones en 1los
mecanismos de activacidédn del linfocito B a través de su BCR
en pacientes con IVC [van de Ven et al. 2011 y 2012].
Foerster et al. demostraron menor movilizacidén del calcio
intracelular durante la activacidén temprana del BCR, en el
subgrupo de pacientes con IVC cuyo compartimento B de memoria
de sangre periférica estd mas comprometido (Foerster et al.

2010) .
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Asimismo, la activacidén a través del BCR induce la expresidn
de moléculas coestimuladoras como CD70 [Jacquot et al. 2000]
y CD86 [Boussiotis et al. 1993], indispensables para la
colaboracién con el linfocito T. Dicho proceso puede estar
afectado en pacientes con IVC (Groth et al. 2002 y Denz et
al. 2000).

3.1.2 Colaboracién con el linfocito T

Los linfocitos Ty que muestran afinidad por el mismo antigeno
juegan un papel imprescindible en los procesos de seleccidn
positiva y maduracidén de los linfocitos B. En el CG, las
interacciones T-B de baja afinidad dan como resultado una
activacidén defectuosa del 1linfocito B y su muerte por
apoptosis. Una vez que ha reconocido al antigeno (presentado
a través del MHC-II), el linfocito Ty CD4" colabora con el
linfocito B mediante moléculas coestimuladoras expresadas en
su membrana (CD40L, 1ICOS) vy/o la secrecién de factores
solubles o interleucinas (ILs) [Coffman et al. 1993]. La IL-
4, IL-10, IL-13 o la IL-21 por ejemplo, actuan como factores
reguladores del cambio de clase de Ig (produccidédn de IgG, IgA
e IgE) en 1linfocitos B activados [Poulsen et al. 2007,

Konforte et al. 2009 y Coffman et al. 2009].

La colaboracién T-B es esencial en las respuestas
inmunitarias adaptativas especificas de antigeno gque dependen
de CG. Al igual que la activacidén a través del BCR, la
estimulacidén del linfocito B a través de CD40, que simula la
interaccién T-B en el CG (estimulo T-dependiente), también
induce la expresién en su membrana de la molécula
coestimuladora CD86 [Jeannin et al. 1997], capaz de unirse a
CD28 presente en la membrana del linfocito Ty. La adhesién

CD86/CD28 refuerza la colaboracidén T-B e induce la expresidn
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de CD40L y la secrecidén de ILs en el linfocito Ty, lo cual
intensifica la colaboracidn e induce finalmente la
recombinacidén y cambio de clase de Ig en el linfocito B
[Jeannin et al. 1997]. Los linfocitos B de un subgrupo de
pacientes con IVC no adgquieren niveles normales de CD86 tras
ser activados a través del BCR y la seflalizacidédn a través de

CD40 no corrige el defecto [Denz et al. 2000].

Entre las ILs que contribuyen especialmente a la colaboracién
T-B, cabe destacar la IL-21 producida por los linfocitos Tar,
identificables por la expresidn del receptor CXCR5 [Rasheed
et al. 2006, Bryant et al. 2007 y Shulman et al. 2013]. La
IL-21 es una de las ILs mas potentes para inducir in vitro la
proliferacién del linfocito B humano y su diferenciaciédn
hacia célula plasmética, cuando se acompafia de estimulos como
anti-CD40 o anti-CD40 combinado con anti-IgM [Ettinger et al.
2005]. Asi, la IL-21 es capaz de inducir la diferenciacidén y
produccién de Igs en linfocitos B virgenes y el cambio de
clase de Ig en linfocitos B de memoria que todavia no han
experimentado dicho proceso [Bryant et al. 2007 y Ettinger et
al. 2007]. Por el contrario, la IL-2 o la IL-10 tUnicamente
inducen la diferenciacién de linfocitos B de memoria que han
experimentado previamente el cambio de clase de Ig [Tangye et
al. 2003]. En cambio, la estimulacidén con anti-IgM e IL-21,
sin la intervencidén de la sefializacidén a través de CD4O0,
induce la muerte del linfocito B [Ettinger et al. 2005]. Por
tanto, el efecto estimulador o inhibidor de la IL-21 depende
del estado de maduracidén y activacidén del linfocito B, de la
influencia de otras 1ILs vy de la presencia de seflales

coestimuladoras acompafiantes.

Se han descrito multiples alteraciones del linfocito T en

pacientes con IVC: aumento de apoptosis [Iglesias et al. 1999
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y Di Renzo et al. 20007, defectos en la respuesta
proliferativa frente a antigenos y mitdgenos [North et al.
19911, en la sefializacidén a través del TCR [Fischer et al.
1994 y Pons et al. 2006] y en la produccidédn de ILs [Fischer
et al. 1993, Ferrer et al. 1995, Zhou et al. 1998 y Pons et
al. 2006]; expresidén disminuida de moléculas coestimuladoras
CD40L y CTLA-4 [Farrington et al. 1994, Brugnoni et al. 1996
y Pons et al. 2006] o marcadores de activacidédn como
L-selectina y atractina [Zhang et al. 1996 y Pozzi et al.
2001 respectivamente]; reduccidn de los niveles de linfocitos
Treg v de su funcionalidad [Melo et al. 2009, Arumugakani et
al. 2010, Arandi et al. 2013a y Arandi et al. 2013b] o baja
frecuencia de linfocitos Tyl7 [Barbosa et al. 2011]. Todas
estas alteraciones podrian resultar en una colaboracidén T-B
deficiente, contribuyendo en mayor o menor medida a la

respuesta humoral disminuida de los pacientes con IVC.

3.1.3. Apoptosis del linfocito B

La muerte celular programada, o apoptosis, es uno de 1los
mecanismos que controlan la homeostasis celular. Esté
regulada a través de dos vias, la extrinseca y la intrinseca,
que implican, en menor o mayor medida respectivamente, a la
mitocondria. En la via extrinseca median mayoritariamente los
receptores de muerte celular de la familia del TNF que tras
interaccionar en la membrana celular con sus ligandos
especificos, activan la via proteolitica de las caspasas. A
esta familia de receptores pertenecen, ademas del clésico
receptor Fas, también conocido como CD95 o TNFSR6, 1los
receptores del ligando inductor de la apoptosis relacionado
con el TNF (TRAIL, por sus siglas en 1inglés), también
llamados DR4 y DR5 o TNFSR10A y TNFSR10B, respectivamente. En

la via intrinseca sin embargo, Jjuegan un papel determinante
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las proteinas pro- y antiapoptdticas de la familia del Bcl-2
que regulan la polarizacidn, estabilidad y funcidén de la

membrana mitocondrial.

La apoptosis constituye un mecanismo de control para limitar
la aparicidén de clones de linfocitos B con baja afinidad por
el antigeno o autorreactivos, derivados de mutaciones
somaticas que ocurren en el CG. En este proceso participan
los receptores de la familia del TNF [Koncz et al. 2012] y es
esencial para la regulacidédn de la respuesta inmunitaria y el
mantenimiento de la tolerancia. La pérdida de funcién de 1los
receptores Fas o DR4-5 y/o de sus ligandos (FasL y TRAIL
respectivamente) pueden ocasionar alteraciones “por exceso”
de respuesta del linfocito B como: autoinmunidad,
linfadenopatia, esplenomegalia, linfomas B y otras neoplasias
hematolégicas, en ratones [Hao et al. 2008 y Zerafa et al.
2005] y sindrome linfoproliferativo autoinmune, en humanos
[Lenardo et al. 2010]. Sin embargo, es escasa la evidencia
del papel que Jjuegan posibles alteraciones de dichas vias
apoptdticas en la deplecidn selectiva de linfocitos B y la
inhibicién de los CGs. La sobreexpresidédn o ganancia de
funcién de receptores proapoptdticos en el linfocito B,
podrian ser la causa de respuestas inmunitarias
insuficientes, y explicar en parte la etiopatogenia de

cilertas IDPs.

3.2. Activacién a través de TLR

Los receptores tipo Toll (TLRs) estédn codificados en linea
germinal y tras interaccionar con sus ligandos especificos,
los PAMPs (patrones moleculares asociados a patdgeno),
desencadenan la respuesta inmunitaria innata que, a

diferencia de la adaptativa, no depende de la presentacidn de
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antigeno ni de la colaboracién con el linfocito Ty. Se han
identificado 10 TLRs diferentes en humanos y descrito su
expresidn en diversos tipos celulares del sistema
inmunitario. Algunos, como el TLR-2 o el TLR-4, se expresan
en la membrana celular externa y reconocen ligandos derivados
de la envoltura <celular bacteriana (peptidoglicano vy
lipopolisacarido respectivamente). Otros, como el TLR-7 y el
TLR-9, se localizan en membranas del compartimento endosdmico
y reconocen secuencias conservadas en el material genético
del patdgeno: ARN o ADN, respectivamente [West et al. 2006 y
Kawai et al. 2010].

La respuesta de los linfocitos B a la activacidén a través de
TLRs depende de su estadio de maduracidédn (Dorner et al. 2009,
Booth et al. 2011 vy Meyer-Bahlburg et al. 2013). Los
linfocitos B virgenes expresan niveles bajos o indetectables
de TLR-7 y TLR-9, pero la activacidédn a través de BCR induce
su expresidén rapidamente [Bernasconi et al. 2003]. A
diferencia de los linfocitos B virgenes, los linfocitos B de
memoria expresan constitutivamente TLR-2, TLR-6, TLR-7, TLR-9
y TLR-10 vy son capaces de proliferar y diferenciarse a
células secretoras de Igs cuando se estimulan con los
ligandos correspondientes [Bernasconi et al. 2003 y Bourke et
al. 2003]. Tras la activacidén antigénica, los ligandos de
TLRs constituyen un estimulo extrafolicular (estimulo T-
independiente) para la diferenciacidén del linfocito B, que
puede llegar incluso a suplir la necesidad de las seflales del

linfocito Ty [Ruprecht et al. 2006].

Aunque los TLRs no son necesarios para la respuesta

inmunitaria T-dependiente, pueden colaborar indirectamente en

ella. Los TLRs contribuyen a la activacidén del linfocito T al
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favorecer la presentacidén de antigeno, secrecidén de ILs vy
expresidn de moléculas coestimuladoras en células
presentadoras. Por ejemplo, la estimulacidén del linfocito B a
través de diversos TLRs induce la expresiédn de CD86,
constituyendo un enlace entre la inmunidad innata vy
adaptativa. Estudios recientes sugieren que la activacidén a
través de TLR-7 y TLR-9 esta alterada en linfocitos B de
pacientes con IVC. [Cunningham-Rundles et al. 2006 y Yu et
al. 2009].

3.3. Papel de las interacciones linfocitarias en periferia

La diversidad funcional del sistema inmunitario se sustenta
en la existencia de varias subpoblaciones de linfocitos Ty
con distinta funcidén efectora (Tgl, Tw2 o Tgl7 principalmente)
y de linfocitos Treq con funcidn supresora. La naturaleza de
la colaboracién T-B dependerd del equilibrio de todas las
subpoblaciones T, influyendo en el resultado final de 1la

homeostasis del linfocito B en periferia.

Entre los linfocitos Tyr recirculantes, las subpoblaciones Tg2
y Tyl7 contribuyen de forma diferente al desarrollo vy
maduracidén del 1linfocito B. Por ejemplo, la carencia de
linfocitos Tyl7 se ha asociado a una disminucidén de
linfocitos B de memoria que han hecho el cambio de clase de
Ig, en IDPs como la agammaglobulinemia congénita o la propia
IVC [Barbosa et al. 2011]. También se ha descrito que la baja
cantidad de linfocitos T,eq en sangre periférica de pacientes
con IVC se asocia a la expansién de la subpoblacién B CD21'°"

y la presencia de sintomas autoinmunitarios y esplenomegalia

[Arumugakani et al. 2010].

- 41 -



El equilibrio de las poblaciones linfocitarias en sangre
periférica también puede alterarse en procesos infecciosos
crbnicos. Por ejemplo, pacientes con VIH tratados con éxito
que consiguen controlar la viremia presentan, a pesar de
ello, reduccidén del numero de linfocitos B de memoria y del
nivel de Igs. La cantidad de 1linfocitos B de memoria en
sangre periférica en este subgrupo de pacientes con VIH,
correlaciondé inversamente con los niveles de expresidén de la
molécula proapoptdtica TRAIL en la membrana de los linfocitos

B [van Grevenynghe et al. 2011].



HIPOTESIS Y OBJETIVOS







Hipdtesis y Objetivos

HIPOTESIS

Defectos en la funcidén del linfocito B de los pacientes con
Inmunodeficiencia Variable Comun (activacién, proliferacidn,
diferenciacidén, capacidad de produccidén de inmunoglobulinas
y/o regulaciédn de la apoptosis), podrian ser la causa de la
hipogammaglobulinemia y de las alteraciones en la maduracidn
del linfocito B caracteristicas de los ©pacientes. La
identificacién de defectos concretos en los linfocitos B
podria revelar las causas subyacentes a la variabilidad
fenotipica de los pacientes y  permitir su correcta

clasificaciédn.

OBJETIVOS

Para demostrar esta hipdtesis nos planteamos los siguientes

objetivos:

1. Evaluar la induccidén de la expresidén en membrana de la
molécula coestimuladora CD86 'y la proliferacidén en
linfocitos B activados con los estimulos T-independientes:
(i) ODN (ligando sintético de TLR-9) o (ii) extractos
bacterianos de S. pneumoniae y H. 1influenzae (ligandos
de TLR-2, TLR-4 vy TLR-9), en cultivos de células
mononucleadas de sangre periférica de controles sanos vy
pacientes con Inmunodeficiencia Variable Comun. Analizar
en cada caso la contribucidén de la activacién con anti-IgM

(estimulo que simula la sefilalizacidédn a través del BCR).

2. Evaluar la capacidad de diferenciacidén hacia células
plasmadticas CD38" y la produccién de inmunoglobulinas en
linfocitos B activados con: (i) ODN o (ii) anti-CD40 e IL-

21 (estimulo que simula la colaboracidén con el linfocito
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T), en cultivos de 1linfocitos B CD19" purificados de
sangre periférica de controles sanos y pacientes con
Inmunodeficiencia Variable Comun. Analizar en cada caso la

contribucidén de la activacidn con anti-IgM.

Evaluar el grado de apoptosis en linfocitos B wvirgenes vy
de memoria activados con: (i) anti-CD40, (ii) ODN o (iii)
anti-IgM, en cultivos de linfocitos B CD19" purificados de
sangre periférica de controles sanos y pacientes con
Inmunodeficiencia Variable Comun. Analizar en cada caso la

influencia de la coestimulacidédn con IL-21.

Evaluar la expresidén del receptor proapoptdético de
membrana TRAIL en linfocitos B virgenes y de memoria de
sangre periférica de controles sanos Yy pacientes con

Inmunodeficiencia Variable Comun.

Valorar si los defectos funcionales presentes en 1los
linfocitos B son los mismos en los distintos grupos de

pacientes con Inmunodeficiencia Variable Comun.
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MATERIAL Y METODOS

I. SUJETOS Y CRITERIOS DE INCLUSION

27 pacientes con IVC fueron seleccionados de acuerdo con los
criterios diagndésticos propuestos por el grupo de expertos en
Inmunodeficiencias Primarias de la Unidén Internacional de
Sociedades Inmunoldgicas (IUIS): (i) historia «clinica de
infecciones recurrentes, (ii1) niveles séricos reducidos de
IgG, IgA y/o IgM, y (iii) respuesta a la vacunacidén baja o
ausente. Ninguno de los pacientes habia padecido infecciones
durante los 3 meses previos a la realizacidén del estudio. E1
estudio se llevd a cabo siguiendo las guias de practica ética
de la Declaracidén de Helsinki de 1975 y fue aprobado por el
Comité Etico de Investigacién Clinica de las Islas Baleares.
Las muestras se obtuvieron previamente a la administracidédn de
la dosis de gammaglobulina intravenosa tras la firma del
correspondiente consentimiento informado. Los ensayos se
llevaron a cabo en paralelo con muestras de controles sanos

apareados por edad y sexo.

II. OBTENCION DE CELULAS

Las células mononucleadas se obtuvieron a partir de muestras
de sangre periférica heparinizada extraida mediante
venopuncidén. Las muestras se centrifugaron en gradiente de
densidad. Brevemente, 30 ml de sangre se diluyeron con suero
salino (1:1) y se dispensaron sobre 2-3 ml de una solucidén de
Ficoll (Rafer) en tubos de 10 ml. Los tubos se centrifugaron

20 minutos a 1100 r.p.m. y temperatura ambiente (TA), a
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continuaciédn se descartaron 2-4 ml del sobrenadante vy se
centrifugaron de nuevo a 1500 r.p.m. otros 20 minutos a TA.
Las células mononucleadas sobre la solucidén de Ficoll se
recolectaron y se lavaron 2 veces durante 5 minutos en suero
salino a 1700 r.p.m. vy 1100 r.p.m. sucesivamente. Una
alicuota de 10 L de la suspensidn celular final se afiadid a
90 L de solucidén de Tirk (Panreac) para el recuento de las
células mononucleadas en una céamara hemocitométrica de

Neubauer.

Los 1linfocitos B CD19* purificados se aislaron mediante
seleccidén negativa (Kit de purificacidédn de linfocitos B
humanos Untouched™ de Invitrogen) a partir de 30-50x10° de
células mononucleadas resuspendidas en tampdén fosfato salino
(PBS) estéril suplementado con albumina bovina sérica (BSA)
al 0.1% y 2mM de &cido etilen-diamino-tetra-acético (EDTA)
(PBS-BSA-EDTA) . Brevemente, las células se 1incubaron 20
minutos a 4°C con una mezcla de anticuerpos biotinilados (20
ul/10x106 de células) frente a todos los tipos celulares no-
B: anti-CD2, anti-CD14, anti-CD16, anti-CD36, anti-CD43 vy
anti-CD235a) y se lavaron con 5-10 ml de PBS-BSA-EDTA a 1700
r.p.m. 5 minutos. A continuacidén, las células mononucleadas

se resuspendieron en PBS-BSA-EDTA (100 ul/10x106 de células),

se afiadieron microesferas magnéticas conjugadas con

estreptavidina (100 ul/10x106 de células), y se 1incubd la

mezcla durante 15 minutos en agitacidén a TA. Finalmente, la
muestra se sometid a un campo magnético y se recuperaron 1los

linfocitos B no adheridos al iman.

La obtencién de linfocitos B CD19°CD27  y CD19'CD27' aislados

se realizdé wutilizando los citdmetros separadadores Epics
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Altra Hypersort™ de Coulter o Influx de Becton Dickinson.
Brevemente, 2-4x10° de linfocitos B CD19" purificados se
resuspendieron en 100 1 de PBS estéril y se incubaron con 5

Ml de los anticuerpos monoclonales (AcMo) conjugados con

fluorocromos anti-CD19-PCy7 y anti-CD27-PCy5 (ambos de
Coulter Immunotech) durante 10 minutos. A continuacidén, 1los
linfocitos B CD19" purificados y marcados se centrifugaron a
1700 r.p.m. en 2-4 ml de PBS estéril 5 minutos vy se
resuspendieron en 1-2 ml de PBS estéril suplementado con un
10% de suero de ternera fetal (STF) descomplementado (Gibco),
100 U/ml de penicilina y 100 ug/ml de estreptomicina (Gibco).
En el citémetro separador, se identificaron en primer lugar
los linfocitos B CD19" y a continuacidén, en funcidén de la
expresidén del marcador CD27, se seleccionaron y separaron 1los

linfocitos B CD19'CD27 (virgenes) y CD19'CD27" (de memoria)

(Figura 3).
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Figura 3. Aislamiento de linfocitos B CD19'CD27° y CD19*CD27*. Se
seleccionaron previamente los linfocitos B CD19°* (panel A) y a

continuacién los CD19'CD27° o CD19'CD27° (panel B). Los paneles C y D
muestran el resultado del aislamiento de las subpoblaciones B.
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III.OBTENCION DE EXTRACTOS BACTERIANOS

Los extractos bacterianos se obtuvieron como se describid
previamente [Koga et al. 2008 e Imasato et al. 2002]. Para
preparar el extracto de H. influenzae se incubdé la cepa no
tipable de H. influenzae durante 16 horas en placas de agar
chocolate y posteriormente durante otras 16 horas en tubos de
30 ml de caldo de cerebro-corazdn suplementado con
nicotinamida adenina dinucledétido (3.5 pg/ml). Para obtener
el extracto de S. pneumoniae, las bacterias se cultivaron
primero en placas de agar sangre y luego en caldo Todd-Hewitt
suplementado con extracto de levadura al 5%. Los cultivos de
H. influenzae y S. pneumoniae se centrifugaron a 7500 r.p.m.
10 y 20 minutos respectivamente y se descartaron 1los
sobrenadantes. Las bacterias fueron resuspendidas en 10 ml de
PBS y sonicadas (sonicador Branson) en frio tres veces a 150
W durante 3 minutos a intervalos de 5 minutos. Los lisados se
congelaron a -80°C. Previamente a su uso como estimulos
celulares, se evaludé la concentracidén final Ooéptima en

cultivo.

IV. CULTIVOS CELULARES

Las células mononucleadas, los linfocitos B CD19" purificados
y los 1linfocitos B CD19'CD27° o CD19'CD27" aislados se
resuspendieron en el siguiente medio de cultivo: RPMI-1640
suplementado con 2mM de Glutamina (biowest), un 10% de STF
descomplementado y antibidéticos (100 U/ml de penicilina y 100

Mg/ml de estreptomicina) y se cultivaron en placas de 96

pocillos de fondo plano en un volumen de 200 Ml/pocillo.
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Los estimulos wutilizados vy sus concentraciones finales en
cultivo fueron: anti-IgM (fragmento F (ab’), de cabra dirigido
contra la fraccidén constante de la IgM humana de Jackson
ImmuneResearch, 5 ug/ml), anti-CD40 (anticuerpo monoclonal de
ratédn dirigido contra TNFRSF5/CD40 humano de R&D Systems,
1 ug/ml), ODN (oligodesoxinucledétido CpG-0ODN2006 tipo B de

InvivoGen, 0.6 ug/ml), IL-21 humana recombinante (de

Biosource, 100 ng/ml) o los extractos bacterianos de S.

pneumoniae 'y H. influenzae a 5 Mg/ml. El1 numero de

células/pocillo, los estimulos utilizados y la duracidn del
cultivo, se especifican en cada caso particular. Los cultivos

se mantuvieron a 37°C en una atmésfera con un 5% de CO,.
4.1. Cultivos de células mononucleadas

4.1.1. Expresién de CD86 y proliferacién de linfocitos B
Células mononucleadas (2x10°/pocillo) fueron estimuladas con
anti-IgM, ODN o con los extractos bacterianos de S.
pneumoniae y H. influenzae individualmente o en combinacidn
con anti-IgM; durante 3 dias para determinar la expresidn en
membrana de CD86 o durante 4 dias ©para evaluar la

proliferacidén celular.

4.2. Cultivos de linfocitos B CD19" purificados y linfocitos
B CD19°CD27  y CD19*'CD27* aislados

4.2.2. Apoptosis y proliferacién
Linfocitos B CD19" purificados o CD19'CD27° y CD19'CD27"
aislados (5x10%/pocillo) se estimularon con ODN, anti-IgM o
anti-CD40 individualmente o en combinacidén con IL-21 durante

3 dias.
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4.2.1. Produccién de inmunoglobulinas y expresién de CD38
Linfocitos B CD19" purificados (1x10°/pocillo) se estimularon
con ODN, anti-IgM, anti-CD40 e IL-21 en diferentes
combinaciones durante 11 dias. La induccidén de la expresidn
de CD38 en membrana se evaludé en los linfocitos B
recolectados tras el cultivo. Los sobrenadantes se congelaron

a -70°C hasta la cuantificacidén de IgG, IgA e IgM.

V. CITOMETRIA DE FLUJO

Los estudios de marcadores de superficie celular, andlisis de
apoptosis, andlisis de proliferacidén celular y cuantificacién
de Igs se 1llevaron a cabo mediante citometria de flujo
utilizando el citdémetro analizador Epics FC500 y los software

de andlisis CXP o Kaluza (Beckman Coulter).

5.1. Analisis de marcadores de la superficie celular

Las muestras de sangre periférica con EDTA se incubaron 10

minutos con 5 upl de cada uno de los AcMo conjugados con
fluorocromos indicados en cada caso. Paralelamente, se usd el
AcMo anti-IgG;-PE (Becton Dickinson) como control de isotipo.
A continuacidn, siguiendo las instrucciones del Immunoprep
Reagent System para su uso con el sistema automatizado TQ-
Prep (ambos de Beckman Coulter), se eliminaron los hematies
de las muestras con &acido férmico, se estabilizaron los
leucocitos con una solucidén de carbonato sédico, cloruro
sédico vy sulfato sbédico, vy finalmente se fijaron las
membranas celulares con paraformaldehido al 1%. Las muestras
de células purificadas se incubaron igualmente con los AcMo

indicados, se centrifugaron en 2-4 ml de PBS a 1700 r.p.m. 5
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minutos y se resuspendieron en 400 wpnl de PBS para su
andlisis. El nivel de expresidén de cada marcador se evalud
como la media o la mediana de intensidad de fluorescencia

(MFT) .

5.1.1. Subpoblaciones de linfocitos B de sangre
periférica
Los porcentajes de las distintas subpoblaciones de linfocitos
B se evaluaron en muestras de sangre periférica (100 pul)
incubadas con la siguiente combinacién de AcMo: anti-CD19-
ECD, anti-CD27-PCy7 (ambos de Coulter Immunotech) y anti-IgD-
FITC (Dako). La expresién de IgD en la membrana de los
linfocitos B se analizd para clasificar a los pacientes con
IVC segun los porcentajes de linfocitos B virgenes (CD19°CD27"
IgD"), linfocitos B de memoria que no han hecho el cambio de
clase de Ig (CD19'CD27'IgD") y de memoria que si han
experimentado dicho proceso (CD19°CD27°IgD”). Los porcentajes
de cada subpoblacidén se refirieron al total de linfocitos B

CD19" previamente seleccionados (Figura 4).
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Figura 4. Evaluacién de subpoblaciones B virgenes y de memoria de sangre
periférica. En un diagrama de puntos se identificaron los linfocitos en
funcién de su tamafio y complejidad (panel A) y de ellos se seleccionaron
los 1linfocitos B totales o CD19" (panel B) y se diferenciaron las
subpoblaciones de linfocitos B virgenes (CD27 IgD') y de memoria (CD27'IgD"
o CD27'IgD ) (Panel C).
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5.1.2. Expresién de TRAIL
La expresidén de la molécula TRAIL en membrana se evalud en
muestras de sangre periférica (200 pl) marcadas con anti-
CD19-ECD, anti-CD27-PCy7 y anti-TRAIL-PE (Becton Dickinson).
Se analizdé la mediana de intensidad de fluorescencia (MFI) de
TRAIL en linfocitos B virgenes (identificados como CD19'CD277)

y de memoria (identificados como CD19°CD277).

5.1.3. Valoracién de la pureza celular
La pureza de las células obtenidas en los distintos procesos
de separacidén celular se evalud mediante tincidn con anti-
CD45-FITC, anti-CD19-PCy5 (ambos de Coulter Immunotech) vy
anti-CD3-PE (Becton Dickinson) para los linfocitos B CD19"
purificados, o con anti-CD19-PCy7 y anti-CD27-PCy5 para 1los
linfocitos B CD19°CD27  y CD19'CD27" aislados. La pureza fue

siempre superior al 95%.

5.1.4. Induccién de 1la expresién de moléculas de
membrana.
La induccidén de la expresidn de CD86 se evalud en cultivos de
células mononucleadas usando anti-CD19-PCy5 vy anti-CD86-PE
(Coulter Immunotech). La media de intensidad de fluorescencia
(MFI) de CD86 se determindé en la poblacidédn de linfocitos B
CD19".

La expresidén de CD38 se evalud en cultivos de linfocitos B
CD19" purificados wusando anti-CD19-PCy5 y anti-CD38-PE
(Coulter Immunotech). Se evalub el porcentaje de linfocitos B

CD19" que adquirieron el antigeno CD38.
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5. 2. Apoptosis

La apoptosis se evalué en cultivos de linfocitos B CD19"
purificados mediante tincidén con Anexina V/Ioduro de Propidio
(Becton Dickinson). A los 3 dias de cultivo, 1x10° linfocitos
B CD19" purificados se incubaron con anti-CD19-PCy7 y anti-
CD27-PCy5. Las células se lavaron a 1700 r.p.m. 5 minutos con
PBS frio y se resuspendieron en 100 pl de una solucidén tampdn
de unidén (10 mM Hepes - NaOH (pH 7.4) - 140 mM NaCl - 2.5 mM
CaCl,) que optimiza la unidén de Anexina V a las membranas
celulares apoptdticas. A continuacidn, las células se
incubaron 15 minutos a TA y en oscuridad, con 5 pl de Ioduro

de Propidio (IoP) a 50ug/ml y con 5 pl de Anexina V-FITC a

1.2ug/ml. Finalmente, se afiadieron 400 pul de solucidén tampdn
de unidén. La apoptosis se evalud en las subpoblaciones de

linfocitos B CD19°CD27  y CD19'CD27" (Figura 5).
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Figura 5. Analisis de la apoptosis en linfocitos B CD19* purificados. Se
seleccionaron los linfocitos B CD19" y se descartaron los necrdticos
Anexina V'/IoP' (paneles A y B). A continuacién, a partir de linfocitos B

CD19'CD27" o CD19°CD27 previamente seleccionados (C) se determinaron los
porcentajes de células apoptdticas Anexina V' (paneles D y E).

En algunos experimentos la apoptosis se analizdé en las
subpoblaciones de linfocitos B (CD19'CD27° y (CD19'CD27")

previamente aisladas y cultivadas individualmente.
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Se realizdé una cinética de apoptosis de linfocitos B
activados durante 24, 48 'y 72 horas, en 3 cultivos
independientes, para determinar el momento o6ptimo en el que

valorarla. (Figura 6).
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Figura 6. Cinética de apoptosis. Porcentajes de linfocitos B CD19'CD27~

(panel A) y CD19°CD27" (panel B), sin estimular o activados con los
distintos estimulos en solitario (fila superior en paneles A y B) o

combinados con IL—-21 (fila inferior en paneles A y B) durante 24, 48 y 72
horas. Los datos se expresan como la media de 3 experimentos
independientes + la desviacién tipica. mdc: medio de cultivo.

Se calculd el porcentaje de linfocitos B rescatados de 1la
apoptosis tras estimulacidén, aplicando la siguiente fdérmula
matematica:

o ; % apoptosis basal — % apoptosis post-estimulacion 100
rescate = - X
’ % apoptosis basal
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5.3. Proliferacién celular

La proliferacién en cultivos de células mononucleadas,
linfocitos B CD19" purificados o <CD19°CD27° y CD19°CD27"
aislados se evalubd mediante carboxifluoresceina (CFSE). Antes
del cultivo, las células se marcaron con CFSE. Brevemente,
5-10x10° de células mononucleadas o 1-2x10° de linfocitos B
CD19" purificados o CD19'CD27° y CD19'CD27" aislados se
resuspendieron en 1 ml de PBS estéril suplementado con un 5%

de STF descomplementado (PBS-STF) al que se afladieron 5 pg o

1 pg de CFSE, respectivamente. Tras 5 minutos de incubacidn a
TA, las células se lavaron 3 veces a 1700 r.p.m. con PBS-STF
para eliminar el exceso de CFSE. Las células mononucleadas
fueron recolectadas a los 4 dias de cultivo y marcadas con
anti-CD19-PCy5. Los linfocitos B CD19" purificados o
CD19°CD27  y CD19'CD27" aislados fueron recolectados a los 3
dias de cultivo y marcados con anti-CD19-PCy7 y anti-CD27-
PCy5. Se valord la dilucidn de CFSE, que indica
proliferacidén, como la pérdida de intensidad de fluorescencia

en el canal FL-1 del citdmetro.

El indice de proliferacidén (IP) se <calculd aplicando la
siguiente férmula matematica [Quah et al. 2007 y Hawkins et
al. 2007]:

100-Y

indice de proliferacidén = ——;7—'

donde:
Y = Xg + X1/2 + Xo/4 + X3/8 4+ X4/16 +. . .+ X,/2"°

y donde Xy son las células (%) que no se han dividido, X; las

células que se han dividido 1 vez, X; las que se han dividido

2 veces y asi sucesivamente hasta X,, siendo n el numero total
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de divisiones. La Figura 7 muestra un ejemplo representativo
del analisis de 1la proliferacién en cultivos de células

mononucleadas o de linfocitos B CD19" purificados.
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Figura 7. Andlisis de 1la proliferacién y cdlculo del indice de
proliferacién. Se analizé 1la proliferacién de linfocitos B CD19" de
cultivos de células mononucleadas (columna A) o de linfocitos B CD19°CD27~
y CD19°CD27" de cultivos de linfocitos B CD19" purificados (columna B). Se
seleccionaron previamente los linfocitos B CD19" (paneles Al y Bl) y se
analizdé la dilucidén de CFSE en células sin estimular (paneles A2 y B2) o
estimuladas (paneles A3 y B3). Los porcentajes de células en divisidn
(marcadores X; a X4) y de células no divididas (marcadores Xy) se
utilizaron para el cédlculo del IP. mdc: medio de cultivo.



Material y Métodos

5.4. Cuantificacién de inmunoglobulinas

La produccién de IgG, IgA e IgM se evalué en los
sobrenadantes de los cultivos de linfocitos B CD19"
purificados wusando el método Citometric Bead Array (CBA,
Becton Dickinson) de acuerdo con las 1instrucciones del
fabricante. Los resultados se evaluaron usando la versidn
1.0.1. del software informatico FCAP-array (Becton
Dickinson). Los limites inferiores de deteccidén fueron 0.06,

0.34 y 7.35 ng/ml para la IgM, IgG e IgA, respectivamente.

VI. ANALISIS ESTADISTICOS

Los datos se expresan como la media = el error esténdar de la
media, o bien como la mediana junto con el rango intercuartil
(RIC): percentiles 25 y 75. El test Mann-Whitney se usd para
comprobar las diferencias estadisticas entre grupos de
sujetos o entre subpoblaciones celulares. Para comparar
diferencias entre mads de 2 grupos se usdé el test Kruskall-
Wallis. El1 test Wilcoxon se usd para comparar dos grupos de
estimulos celulares apareados (p. ej. cada estimulo simple
con el mismo estimulo combinado con IL-21). Un valor de p
inferior a 0.05 fue considerado estadisticamente
significativo. El anédlisis se llevd a cabo con la versidén 4.0
del software estadistico GraphPad Prism. Ningun  test
estadistico basado en la comparacidén de medidas de tendencia
central fue aplicable al anédlisis de la apoptosis tras
estimulacidén con anti-IgM e IL-21, vya que la acumulacidén de

los datos no siguid una distribucidén uniforme.
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CAPITULO I. CARACTERISTICAS DE LOS PACIENTES ESTUDIADOS

Conforme a los criterios diagndésticos de la IVC, los 27
pacientes (7 wvarones vy 20 mujeres) ©presentaron niveles
séricos reducidos de IgG y de IgA y/o IgM e historia clinica
de infecciones recurrentes. La edad media de los pacientes
fue de 47.8 arfios (rango: 23-82) . Los ©porcentajes de
linfocitos B CD19" en sangre periférica se encontraban dentro
de la normalidad [Morbach et al. 2010] y fueron similares
entre pacientes (mediana: 9.0 %, RIC: 5-17 %) vy controles
(mediana: 10.0 %, RIC: 8-14 %). Sin embargo, la proporcidn de
las distintas subpoblaciones de linfocitos B de memoria

estuvo alterada en los pacientes.

1.1. Clasificacién de los pacientes con IVC

De acuerdo a la distribucidén de linfocitos B de memoria se
identificaron 16 individuos (59%) <con niveles Dbajos de
linfocitos B CD19'CD27" o MBO, 8 individuos (30%) con niveles
normales de linfocitos B CD19°CD27'IgD’ y niveles bajos de
linfocitos B CD19°CD27'IgD” o MBIl y 3 individuos (11%) con
niveles normales de linfocitos B CD19'CD27" o MRBR2 (Tabla 2).
Las proporciones de los distintos grupos de pacientes son
semejantes a las de otras cohortes descritas anteriormente
[Piqueras et al. 2003 y Al Kindi et al. 2012]. La Tabla 4
muestra datos demograficos, niveles de Igs séricas,
porcentajes de subpoblaciones de linfocitos B en sangre

periférica y clasificaciédn de los pacientes con IVC.
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Tabla 4.

Edad,

sexo,

niveles

séricos

de inmunoglobulinas

al diagnéstico vy

subpoblaciones de linfocitos B en sangre periférica de pacientes con IVC.

“cD19* (%)
Edad |Sexo| IgG Iga IgM |3cD19*
Paciente IgD* | IgD* | IgD™ [Grupo
Afios (mg/dl)|(mg/dl)|(mg/dl)| (%)
CcD27" | cD27* | cD27*
1 43 vy 118 <7 <6 5 94 5 <1 MBO
2 61 \ 316 9 12 8 96 3 <1 MBO
3 29 M 82 <6 5 15 95 <1 <1 MBO
4 29 M 351 20 <6 9 87 6 2 MBO
5 61 M 327 73 30 19 84 5 5 MBO
6 60 M 112 <6 <5 5 95 1 1 MBO
7 60 \ 77 <6 <4 2 92 3 <1 MBO
8 67 M 37 <6 <5 5 96 3 <1 MBO
9 34 M 371 <6 34 16 70 2 3 MBO
10 38 \ 85 <24 <18 4 90 5 1 MBO
11 23 \ 316 <25 21 14 91 4 <1 MBO
12 27 M 280 35 96 8 97 2 <1 MBO
13 28 s 461 <28 <17 20 97 1 <1 MBO
14 26 s 229 <6 12 18 90 1 2 MBO
15 26 M 73 <24 17 4 98 1 <1 MBO
16 49 M 397 126 22 17 82 8 2 MBO
17 73 M 323 98 <6 27 72 27 <1 MB1
18 67 M 434 47 46 14 64 25 4 MB1
19 67 M 452 46 58 7 73 18 5 MB1
20 46 M 406 51 <6 16 77 20 MB1
21 47 M 495 44 38 9 75 17 5 MB1
22 33 M 412 <25 62 9 84 8 4 MB1
23 60 M 351 92 38 26 76 7 6 MB1
24 67 M 445 <23 <17 16 84 12 1 MB1
25 82 M 253 26 <16 2 39 14 33 MB2
26 44 M 288 32 14 20 52 10 20 MB2
27 45 M 450 25 96 7 42 44 11 MB2

1 P
V: vardn.

M: mujer. 3Porcentaje sobre el total

el total de linfocitos B CD19".
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CAPITULO II. ACTIVACION Y PROLIFERACION DEL LINFOCITO B EN
CULTIVOS DE CELULAS MONONUCLEADAS

2.1. Induccién de la expresién de CD86 en linfocitos B CD19*

seleccionados

2.1.1. Respuesta al ligando de TLR-9
La estimulacién de cultivos de células mononucleadas durante
3 dias, a través del BCR (anti-IgM) o de TLR-9 (ODN),
incrementé la expresién de CD86 en linfocitos B CD19'. Al
combinar anti-IgM y ODN, se observé un efecto sinérgico en el

incremento de la expresidén de CD86 (Figura 8).
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Figura 8. Induccién de la expresién de CD86 en respuesta al ligando de
TLR-9 en linfocitos B. Los histogramas representan la expresién de CD86
en linfocitos B CD19" seleccionados sin estimular y tras activacidén con
el ligando de TLR-9 (ODN), anti-IgM y la combinacién de ambos. Los
numeros indican las MFI de CD86 de un control (blanco) y un paciente
(gris) de un experimento representativo. mdc: medio de cultivo.

Los linfocitos B CD19" de pacientes con IVC expresaron
niveles mads bajos de CD86 que los de controles al estimular

con anti-IgM (media de las MFI de CD86 t error estandar de la



media en los linfocitos B de pacientes: 12+2.1 MFI vs. media
de las MFI de CD86 + error estdndar de la media en 1los
linfocitos B de controles: 144+1.8 MFI) u ODN (13+£1.9 MFI vs.
14+1.6 MFI), aunque las diferencias no fueron
estadisticamente significativas (Figura 9). La combinacidén de
anti-IgM y ODN indujo una menor expresidén de CD86 en 1los
linfocitos B CD19" de los pacientes (34+5.2 MFI vs. 48%4.6
MFI, p<0.05) (Figura 9).
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Figura 9. Expresién de CD86 en respuesta al 1ligando de TLR-9 en
linfocitos B de controles sanos y pacientes con IVC. Los circulos
representan la expresidn (MFI) de CD86 en linfocitos B CD19°
seleccionados de controles (blanco) y pacientes (gris) sin estimular vy
tras activacién con ODN o anti-IgM en solitario o en combinacién. Las
lineas horizontales representan la media de los valores. mdc: medio de
cultivo. *p<0.05.

2.1.2. Respuesta a los extractos bacterianos
Los extractos bacterianos de S. pneumoniae y H. influenzae
inducen discretamente la expresién de CD86 en linfocitos B

CD19".
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extractos bacterianos en linfocitos B.

expresidn

(MFI)

de

en linfocitos
activacién con los extractos bacterianos de S. pneumoniae y H.
en solitario o en combinacidén con anti-IgM.
de CD86 en linfocitos B de un control

experimento representativo.

Los extractos de H.

de

linfocitos B CD19"
3.8+0.43

MFE'T

combinacidén con anti-IgM

S. pneumoniae

vs.

MFT

induciendo

(blanco)

(46x6.7 MFI vs.

Al comparar pacientes y controles,

estadisticamente significativas en la
expresién de CD86 en linfocitos B CD19"
extractos Dbacterianos de S. pneumoniae

(4.8£1.2 MFI vs.

69

expresidn

respectivamente,

Los histogramas
B CD19"

de controles de manera aislada

21+2.8 MFT,

estimulados
o

3.810.43 MFI y 6.5x1.1 MFI vs.

representan la
seleccionados

tras
influenzae

Los numeros indican las MFI
y un paciente

(gris) de un

influenzae fueron mas eficientes que los

la de CD86 en

(8.94£1.7

p<0.05) y en

p<0.05) .

no observamos diferencias

induccidn de la

con

influenzae

8.9+1.7 MFI,



respectivamente). Al afiadir anti-IgM, la induccidén de 1la
expresidédn de CD86 fue inferior en pacientes con IVC que en
controles, tanto al estimular con el extracto de S.
pneumoniae (16x3.9 MFI vs. 21+2.8 MFI, p<0.05) como con el
extracto de H. influenzae (26*6.5 MFI vs. 46*6.7 MFI, p<0.05)

(Figura 11).
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Figura 11. Expresién de CD86 en respuesta a los extractos bacterianos en
linfocitos B de controles sanos y pacientes con IVC. Los circulos
representan el nivel de expresién (MFI) de CD86 en linfocitos B CD19°
seleccionados de controles (blanco) y pacientes (gris) tras activacién
con los extractos Dbacterianos de S. pneumoniae y H. influenzae en
solitario o en combinacién con anti-IgM. Las lineas horizontales
representan la media de los valores. *p<0.05.

2.2. Proliferacién de linfocitos B CD19' seleccionados

2.2.1. Respuesta al ligando de TLR-9
La estimulacidén de las células mononucleadas con ODN fue

capaz de inducir proliferacién en los linfocitos B CD19". Sin
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embargo, aungque anti-IgM aisladamente apenas indujo

proliferacién, si incrementd el efecto de ODN (Figura 12).
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Figura 12. Proliferacién de linfocitos B en respuesta al ligando de TLR-
9. Los diagramas de puntos representan la dilucién de CFSE en linfocitos
B CD19" seleccionados sin estimular y tras activacién con ODN o anti-IgM
en solitario o en combinacién, de wun control (fila superior) vy un
paciente (fila inferior) de un experimento representativo. mdc: medio de
cultivo.

Al comparar pacientes % controles, los indices de
proliferacidén (IP) en linfocitos B CD19" fueron similares
tras estimulacién con anti-IgM (media de los IP + error
estdndar de la media en los linfocitos B de pacientes:
1.140.01 IP vs. media de los IP t error estandar de la media
en los linfocitos B de controles: 1.1+0.02 1IP), u ODN
(1.1+£0.03 IP vs. 1.3+£0.08 IP) en solitario (Figura 13).

A diferencia de 1lo que ocurria con la induccidén de 1la

expresién de CD86, los IP en linfocitos B CD19" también



fueron similares tras estimular las células mononucleadas con
la combinacién de anti-IgM y ODN (1.4+0.12 IP vs. 1.5%£0.07
IP) (Figura 13).
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Figura 13. Proliferacién de linfocitos B de controles sanos y pacientes con

IVC en respuesta al ligando de TLR-9. Los circulos representan los indices de
proliferacién (IP) de los linfocitos B CD19" seleccionados de controles
(blanco) y pacientes (gris) tras activacidédn con anti-IgM u ODN en solitario o
en combinacién. Las lineas horizontales representan la media de los valores.
mdc: medio de cultivo.

2.2.2. Respuesta a los extractos bacterianos

Los linfocitos B CD19" apenas proliferaron en respuesta a los
extractos en solitario, pero al combinarlos con anti-IgM, se

incrementd la proliferacidén (Figura 14).
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Figura 14. Proliferacién de 1linfocitos B en respuesta a los extractos
bacterianos. Los diagramas de puntos representan la dilucidén de CFSE en
linfocitos B CD19" seleccionados, tras activacién con los extractos de S.
pneumoniae y H. influenzae en solitario o en combinacién con anti-IgM, de
un control (fila superior) y un ©paciente (fila inferior) de un
experimento representativo.

Los 4indices de ©proliferacién en linfocitos B CD19" de
pacientes con IVC fueron inferiores en comparacién a los
controles tanto si usamos como estimulo los extractos en
solitario de S. pneumoniae (1.04+0.02 IP vs. 1.09+0.03 1IP,
p<0.05) o H. influenzae (1.05%0.02 IP wvs. 1.11+#0.03 1IP,
p<0.05), como si wusamos las combinaciones de S. pneumoniae
con anti-IgM (1.05%x0.02 IP wvs. 1.12+0.03 IP, p<0.05) o H.
influenzae con anti-IgM (1.06+0.02 IP wvs. 1.15+0.02 1IP,
p<0.05) (Figura 15).
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Figura 15. Proliferacién de linfocitos B de controles sanos y pacientes
con IVC en respuesta a los extractos bacterianos. ©Los circulos
representan los indices de proliferacién (IP) de linfocitos B CD19°
seleccionados de controles (blanco) y pacientes (gris) tras activacién
con los extractos de S. pneumoniae y H. influenzae en solitario o en
combinacidén con anti-IgM. Las lineas horizontales representan la media de
los valores. *p<0.05.
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CAPITULO III. DIFERENCIACION DEL LINFOCITO B Y PRODUCCION DE
INMUNOGLOBULINAS EN CULTIVOS DE LINFOCITOS B CcD19*
PURIFICADOS

3.1. Induccién de la expresién de CD38 en linfocitos B CD19"

purificados

3.1.1. Respuesta al ligando de TLR-9

La estimulacidén durante 11 dias con ODN individualmente o en
combinacidén con anti-IgM, indujo la expresidén del antigeno
CD38, marcador de diferenciacidén hacia célula plasmatica, en
linfocitos B CD19" purificados, tanto en pacientes con IVC

como en controles (Figura 16).
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Figura 16. Induccién de la expresién de CD38 en respuesta al ligando de
TLR-9 en linfocitos B. Los numeros indican el porcentaje de linfocitos B
CD38" tras activacién con ODN en solitario o combinado con anti-IgM de un
control (fila superior) y un paciente (fila inferior) de un experimento
representativo. mdc: medio de cultivo.



Aunque el porcentaje de linfocitos B CD38" tras estimulacién
con ODN fue inferior en pacientes con IVC en comparacidén a

e}

los controles (mediana de los % de linfocitos B CD38" en
pacientes: 6.33 %, RIC: 5.40-8.96 % vs. mediana de los % de
linfocitos B CD38" en controles: 9.07 %, RIC: 4.65-13.24 %),
las diferencias no llegaron a ser estadisticamente
significativas. Al afiadir anti-IgM a los cultivos tampoco
encontramos diferencias significativas entre pacientes con

IVC y controles (3.83 %, RIC: 1.81-6.07 % vs. 3.24 %, RIC:
1.54-11.09 %) (Figura 17).
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Figura 17. Expresién de CD38 en respuesta al ligando de TLR-9 en
linfocitos B de controles sanos y pacientes con IVC. Porcentajes de
linfocitos B CD38" en controles y pacientes tras activacién con ODN +
anti-IgM. Los diagramas de cajas representan la mediana, el RIC y los
valores extremos de 15 pacientes (gris) y 16 controles (blanco). mdc:
medio de cultivo.

3.1.2. Respuesta al estimulo T-dependiente
La estimulacidn con anti-CD40 individualmente o en
combinacidén con anti-IgM no indujo expresidén del marcador de
diferenciacién CD38 en linfocitos B CD19" purificados tras 11
dias de cultivo (Figura 18). Este resultado es coherente con
el hecho de que la estimulacidén a través del CD40 o del BCR,

de manera individual o en combinacidn, es capaz de activar al
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linfocito B pero no de inducir su diferenciacidén final hacia

célula secretora de 1Igs. La coestimulaciédn con IL-21 en

presencia de anti-CD40 o de anti-CD40 combinado con anti-IgM

indujo la diferenciacidén de los linfocitos B hacia células

CD38", tanto en pacientes con IVC como en controles (Figura
18). a-CD40
o-CD40 o-CD40 +o-lgM
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Figura 18. Induccién de la expresién de CD38 en respuesta al estimulo T-

dependiente en 1linfocitos B. Los numeros indican el porcentaje de
linfocitos B CD38" tras activacién con anti-CD40 en solitario o combinado
con IL-21 y/o anti-IgM de un control (fila superior) y un paciente (fila
inferior) de un experimento representativo. mdc: medio de cultivo.

El porcentaje de linfocitos B CD38" de pacientes con IVC sin

(2.12

estimular no fue diferente al de controles %

1.45 0.45-2.35

, RIC:
0.91-3.029 %

\
o\©

VSs. , RIC: %) El

(Figura 19).
porcentaje de linfocitos B que se diferenciaron hacia células

CD38" fue inferior en linfocitos B CD19" purificados de

pacientes con IVC que en los controles al estimular con anti-

CD40 e IL-21 (11.35 %, RIC: 5.62-20.14 % wvs. 20.10 %, RIC:
11.56-26.16 %), aunque las diferencias no 1llegaron a ser
estadisticamente significativas (Figura 19). Sin embargo,
cuando afiadimos anti-IgM a los cultivos, si encontramos
diferencias entre pacientes y controles (9.36 %, RIC: 6.12-
13.39 % vs. 22.76 %, RIC: 13.87-29.16 %, p<0.05) (Figura 19).
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Figura 19. Expresién de CD38 en respuesta al estimulo T-dependiente en
linfocitos B de controles sanos y pacientes con IVC. Porcentajes de
linfocitos B CD38" en controles y pacientes tras activacién con anti-CD40
e IL-21 + anti-IgM. Los diagramas de cajas representan la mediana, el RIC
y los valores extremos de 15 pacientes (gris) y 16 controles (blanco).
mdc: medio de cultivo. *p<0.05.

3.2. Produccién de inmunoglobulinas en linfocitos B CD19*

purificados

3.2.1. Respuesta al ligando de TLR-9
Los linfocitos B CD19" purificados de pacientes con IVC
estimulados con ODN produjeron niveles inferiores de IgM que
los de controles (mediana en los pacientes: 5215 ng/ml, RIC:
174-10387 ng/ml vs. mediana en los controles: 10049 ng/ml,
RIC: 7057-15824 ng/ml) aunque las diferencias no fueron
estadisticamente significativas (Figura 20). La produccidn de
IgM en presencia del estimulo anti-IgM no pudo ser evaluada

por interferencias con el sistema de deteccidn.

Los linfocitos B CD19" purificados de pacientes con IVC
estimulados con ODN produjeron niveles inferiores de IgG que
los de controles (93 ng/ml, RIC: 66-1658 ng/ml vs. 2082
ng/ml, RIC: 1218-6388 ng/ml, p<0.05) (Figura 21, panel
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superior izquierdo), asi como también niveles inferiores de
IgA (281 ng/ml, RIC: 38-7183 ng/ml vs. 5865 ng/ml, RIC: 3004-
9325 ng/ml, p<0.05) (Figura 21, panel inferior izquierdo).
Las diferencias entre pacientes vy controles se mantuvieron
tras afladir anti-IgM a los cultivos, tanto en el caso de la
produccién de IgG (267 ng/ml, RIC: 99-667 ng/ml vs. 2249
ng/ml, RIC: 1090-4845 ng/ml, p<0.05) (Figura 21, panel
superior izquierdo), como de IgA (32 ng/ml, RIC: 21-5353
ng/ml vs. 5309 ng/ml, RIC: 3922-10224 ng/ml, p<0.05) (Figura

21, panel inferior izquierdo).

3.2.2. Respuesta al estimulo T-dependiente
Los linfocitos B CD19" purificados de pacientes con IVC
estimulados con anti-CD40 e IL-21 produjeron niveles de IgM
similares a los de controles (13024 ng/ml, RIC: 4797-39996
ng/ml vs. 14226 ng/ml, RIC: 11374-38289 ng/ml) (Figura 20).

Los linfocitos B CD19" purificados de pacientes con IVC
estimulados con anti-CD40 e IL-21 produjeron niveles
inferiores de IgG respecto a los de controles (2026 ng/ml,
RIC: 955-9421 ng/ml vs. 34912 ng/ml, RIC: 8149-72204 ng/ml,
p<0.05) (Figura 21, panel superior derecho), asi como también
niveles inferiores de IgA (4403 ng/ml, RIC: 1873-16295 ng/ml
vs. 15918 ng/ml, RIC: 9791-24989 ng/ml, p<0.05) (Figura 21,
panel inferior derecho). De nuevo, las diferencias entre
pacientes y controles se mantuvieron al afladir anti-IgM a los
cultivos tanto para la produccidén de IgG (2034 ng/ml, RIC:
449-4036 ng/ml vs. 21606 ng/ml, RIC: 6535-83821 ng/ml,
p<0.05) (Figura 21, panel superior derecho), como de IgA (322
ng/ml, RIC: 138-8434 ng/ml vs. 9722 ng/ml, RIC: 5892-13071
ng/ml, p<0.05) (Figura 21, panel inferior derecho).
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Figura 20. Produccién de IgM en respuesta al ligando de TLR-9 y al
estimulo T-dependiente. Concentracidén (ng/ml) de IgM en los sobrenadantes
de cultivos de linfocitos B CD19" purificados de controles (blanco) vy
pacientes (gris) tras activacidén con ODN o anti-CD40 + IL-21. Las barras
representan las medianas y el RIC de 15 pacientes y 16 controles. mdc:
medio de cultivo. *p<0.05.
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Figura 21. Produccién de IgG e IgA en respuesta al ligando de TLR-9 y al
estimulo T-dependiente. Concentracién (ng/ml) de IgG (fila superior) e
IgA (fila inferior) en los sobrenadantes de cultivos de linfocitos B
CD19" purificados de controles (blanco) y pacientes (gris) tras
activacidén con ODN + anti-IgM (izgquierda) o anti-CD40 + IL-21 + anti-IgM
(derecha) . Las barras representan las medianas y el RIC de 15 pacientes y
16 controles. mdc: medio de cultivo. *p<0.05.
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CAPITULO 1IV. APOPTOSIS Y PROLIFERACION DE LINFOCITOS B
cp19*cp27- Y c€Dp19*'cp27*

4.1. Rescate de la apoptosis y proliferacién de linfocitos B
CD19'CD27 y CD19*CD27' seleccionados

Los linfocitos B CD19" purificados mueren por apoptosis en
cultivo sin estimular [Husain et al. 2006]. Después de 3 dias
de cultivo, se analizd la apoptosis en linfocitos B virgenes
CD19°CD27  (abreviado CD277) y de memoria CD19°CD27" (abreviado
CD27") seleccionados mediante citometria en funcién de 1la
expresidédn del antigeno CD27. La apoptosis esponténea fue
mayor en los linfocitos B CD27" que en los CD27 (mediana de
los % de linfocitos B CD27' apoptéticos: 79.2 %, RIC: 57.6-
85.1 % wvs. mediana de los % de linfocitos B CD27°
apoptdéticos: 57.6 %, RIC: 47.4-64.4 %, p<0.001) (Figura 22,
panel A).

La activacién rescata a los linfocitos B CD19" purificados de
la apoptosis. La efectividad del rescate depende del estimulo
usado y de la subpoblacidén de linfocitos B estudiada (Figura

22, panel B).

4.1.1. Efecto de la estimulacién a través del BCR, TLR-9

o CD40 en controles sanos.
El estimulo gque mejor rescatd de la apoptosis a 1los
linfocitos B CD27 fue anti-CD40 seguido de ODN y anti-IgM.
Sin embargo, ODN fue el estimulo que mejor rescatd de 1la
apoptosis a los linfocitos B CD27" (Figura 22, panel B). En
cualquier caso, todos los estimulos evaluados fueron més
eficientes en los linfocitos B CD27  que en los CD27': anti-
CD40 (mediana de los % de linfocitos B CD27 rescatados tras

o)

activacidén: 77.9 %, RIC: 67.5-86.6 % vs. mediana de los % de
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linfocitos B CD27" rescatados tras activacidén: 23.9%, RIC:
8.1-42.7 %, p<0.001), ODN (71.4 %, RIC: 63.5-76.9 % vs. 57.3
%, RIC: 33.5-71.2 %, p<0.01) y anti-IgM (52.7 %, RIC: 42.9-

57.1 % wvs. 36.9 %, RIC: 23.8-47.3 %, p<0.0l1) (Figura 22,
panel B).
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Figura 22. Apoptosis espontanea y rescate de la apoptosis inducido por
activacién en 1linfocitos B de controles sanos. (A) Porcentajes de
apoptosis en linfocitos B CD27 (blanco) y CD27° (gris) sin estimular. (B)
Porcentajes de linfocitos B CD27  y CD27" rescatados de la apoptosis tras
activaciédn con anti-CD40, ODN y anti-IgM. Las barras representan las
medianas y el RIC de 22 experimentos independientes. mdc: medio de
cultivo. **p<0.01, ***p<0.001.

La proliferacidén se evalud paralelamente y se tuvo en cuenta
para la interpretacidén de los resultados. Anti-CD40 y anti-
IgM no indujeron proliferacidén ni en los linfocitos B CD27°
ni en los CD27", mientras que ODN fue capaz de inducir la
proliferacidédn de ambas subpoblaciones (Tabla 4). Aungque los
indices de proliferacidén fueron menores en los linfocitos B
CD27" que en los CD27" cuando se estimularon con ODN (mediana
de los indices de proliferacién en linfocitos B CD27"
activados: 0.1, RIC: 0.1-0.2 IP vs. mediana de los indices de

proliferacién en linfocitos B CD27° activados 1.8, RIC: 1.2-
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2.5 IP, p<0.001), el rescate de la apoptosis inducido por
éste fue mayor en los CD27 (Tabla 4 y Figura 22, panel B).
Estos resultados sugieren que la proliferacidén y el rescate

de la apoptosis son dos procesos independientes.

Tabla 4. Proliferacién de las subpoblaciones de linfocitos B.

. . . . Valor p
Llnfzgzs?s B valor Llnﬁg;;;Ps B valor Linfocitos B
p P CD27" vs. CD2T7*
solo | + IL-21 solo | + IL-21 solo + IL-21
o—IgM 0.0 0.0 n.s. 0.0 0.0 n.s. n.s. n.s.
o—CD40 0.0 0.4 ## 0.0 1.0 ## n.s. WL
ODN 0.1 0.2 ## 1.8 1.1 ## * % * * % x

Medianas de los indices de proliferacién de linfocitos B CD27° y CD27°
tras activacién con anti-IgM, anti-CD40 u ODN en solitario o combinados
con IL-21. Los valores p del test Wilcoxon (##p<0.01 v ###p<0.001) en la
cuadricula izquierda, y del test Mann-Whitney (***p<0.001) en la derecha,
evaltan el efecto de la IL-21 sobre cada estimulo y las diferencias entre
subpoblaciones B, respectivamente, de 19 experimentos independientes.
n.s.: no significativo.

4.1.2. Efecto de la estimulacién a través del BCR, TLR-9

o CD40 en pacientes con IVC.
El rescate de la apoptosis tras activacién con anti-CD40 en
los linfocitos B CD27 de pacientes con IVC del grupo MBO fue
inferior que en controles y pacientes del grupo MB1l, aunque
las diferencias solo llegaron a ser estadisticamente
significativas en el primer caso (mediana de los % de
linfocitos B rescatados tras activacidédn en pacientes MBO:
65.4 %, RIC: 50.7-70.6 % vs. mediana de los % de linfocitos B

rescatados tras activacidén en controles: 77.9 %, RIC: 67.5-

86.6 %, p<0.05), (Figura 23 y Figura 24, panel A).

Al activar con ODN, 1los 1linfocitos B CD27 del grupo MBO

también fueron menos sensibles al rescate de la apoptosis que




los de controles vy pacientes del grupo MB1l, aunque las
diferencias no llegaron a ser estadisticamente significativas
(58.8 %, RIC: 34.9-71.0 % vs. 71.4 %, RIC: 63.5-76.9 % y 63.0
%, RIC: 50.3-68.5 % respectivamente, p=0.075) (Figura 23 vy
Figura 24, panel A). Los linfocitos B CD27 del grupo MB1l de
pacientes con IVC fueron rescatados de la apoptosis de manera
similar a los de controles independientemente del estimulo
usado. Tras activacidén con anti-IgM, los linfocitos B CD27°
de ambos grupos de pacientes fueron rescatados de la
apoptosis igual que en los controles (Figura 23 y Figura 24,
panel A).

mdc IL-21  a-CD40  a-CD40 ODN ODN a-lgM  a-igM
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Figura 23. Apoptosis espontédnea y tras activacién en 1linfocitos B de
controles sanos y pacientes con IVC. Las lineas horizontales en los
histogramas diferencian a los linfocitos B CD27° (A) vy CD27"° (B)
apoptéticos (Anexina V') de los viables (Rnexina V') tras activacién con
IL-21, anti-CD40, ODN y anti-IgM individualmente o en combinacidén, en un
control (filas superiores) y un paciente del grupo MBO (filas centrales)
o MB1 (filas inferiores) de un experimento representativo. mdc: medio de
cultivo.
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Los linfocitos B CD27" de los pacientes con IVC del grupo MBO
activados tanto con anti-CD40 como con ODN fueron menos
sensibles al rescate de apoptosis que los de los controles
(6.0 %, RIC: 2.8-13.6 % wvs. 23.9 %, RIC: 8.1-42.7 %, p<0.01
y 23.2 %, RIC: 2.6-62.1 % wvs. 57.3%, RIC: 33.5-71.2 %
respectivamente, p<0.05) y pacientes del grupo MB1 (6.0 %,
RIC: 2.8-13.6 % wvs. 30.6 %, RIC: 17.6-43.6 %, p<0.001
y 23.2 %, RIC: 2.6-62.1 % wvs. 65.7%, RIC: 32.2-80.0 %
respectivamente, p<0.01) (Figura 23 y figura 24, panel B). El
rescate de la apoptosis en linfocitos B CD27' tras activacioén
con anti-IgM, también fue inferior en el grupo MBO respecto a
los controles (19.2 %, RIC: 15.4-26.8 % vs. 36.9%, RIC: 23.8-
47.3 %, p<0.05) y pacientes del grupo MB1 (19.2 %, RIC: 15.4-

\O

26.8 % vs. 38.2%, RIC: 25.0-64.8 %, p<0.01) (Figura 23 vy
Figura 24, panel B).

Los linfocitos B CD27" de pacientes del grupo MB1 fueron
rescatados de la apoptosis igual que los controles tras ser
activados con cualquiera de los estimulos utilizados (Figura
24, panel B). Por tanto, Unicamente los linfocitos B CD27' de
pacientes con IVC del grupo MBO fueron siempre mas
resistentes al rescate de la apoptosis independientemente del

estimulo utilizado.

Estos resultados no son la consecuencia de diferencias en la
proliferacién, ya que tanto los linfocitos B CD27° como los
CD27 de los pacientes con IVC del grupo MBO proliferaron de
manera similar a los de los pacientes del grupo MBl vy

controles (Figura 24, paneles C y D).
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Figura 24. Rescate de 1la apoptosis y proliferacién inducidos por
activacién en 1linfocitos B de controles sanos y pacientes con IVC.
Porcentajes de linfocitos B CD27  (A) y CD27" (B) rescatados de la
apoptosis, tras activacién con anti-CD40, ODN o anti-IgM, en controles
(n=22), pacientes MBO (n=12) vy MBl1 (n=8). (C) Proliferacidén tras
activacién en linfocitos B CD27°  (cuadrantes inferiores) y CD27°
(cuadrantes superiores) de un control (fila superior) y un paciente MBO
(fila central) o MB1 (fila inferior) de un ejemplo representativo. (D)
fndices de proliferacién tras activacién en linfocitos B CD27  (panel
superior) y CD27" (panel inferior) de controles (n=19), pacientes MBO
(n=8) y MBl (n=6). Las barras representan las medianas y el RIC en
controles (blanco), pacientes MBO (gris oscuro) y MB1l (gris claro). mdc:
medio de cultivo. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001.

4.1.3. Efecto de la coestimulacién con IL-21 en
controles sanos.
La IL-21 por si sola fue capaz de rescatar a los linfocitos B
CcCb27 (16.9 %, RIC: 1.3-33.0 %) pero no a 1los CD27" de 1la

apoptosis espontédnea (Figura 25, paneles A y B). A pesar de
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ello, en los linfocitos B CD27 , la adicién de IL-21 moduld
negativamente el efecto protector de anti-CD40 (mediana de
los % de linfocitos B rescatados tras activacidén con el
estimulo simple: 77.9 %, RIC: 67.5-86.6 % vs. mediana de los
% de linfocitos B rescatados tras coestimulacidén con IL-21:
75.9 %, RIC: 46.5-80.1 % p<0.01) y de ODN (71.4 %, RIC: 63.5-
76.9 % vs. 42.7 %, RIC: 25.8-58.1 %, p<0.001) (Figura 25,
panel A). En los linfocitos B cD27%, la 1IL-21 redujo el
rescate de la apoptosis inducido por ODN (aungque de forma no
significativa) y al contrario, incrementd significativamente

el efecto protector de anti-CD40 (23.9 %, RIC: 8.1-42.7% vs.
42.8

o\©

, RIC: 26.3-55.7 %, p<0.05) (Figura 25, panel B). La
IL-21 no solo revertid el efecto protector de anti-IgM tanto
en los linfocitos B CD27  como CD27' sino que, en algunos
casos, incluso incrementd el nivel de apoptosis por encima de
los valores de apoptosis espontédnea (dispersidédn de puntos en

Figura 25).
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Figura 25. Efecto de la IL-21 sobre la apoptosis espontédnea y el rescate
de 1la apoptosis tras activacién en linfocitos B de controles sanos.
Porcentajes de linfocitos B CD27  (A) y CD27" (B) rescatados de la
apoptosis espontédnea tras activacién con IL-21 en solitario, con anti-
CD40 u ODN individualmente y en combinacién con IL-21 (barras) o con
anti-IgM individualmente y en combinacién con IL-21 (circulos). Los datos
se expresan como las medianas * el RIC de 22 cultivos independientes.
*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001



La IL-21 modula la proliferacién en linfocitos B CD27  y CD27"
estimulados. Este efecto debe ser tenido en cuenta al
analizar las tasas de apoptosis. Ni los linfocitos B CD27 ni
los CD27" proliferaron en respuesta a anti-IgM con IL-21.
Ambas subpoblaciones proliferaron en respuesta a anti-CD40
con IL-21 vy a ODN en solitario, aunque el 1indice de
proliferacién fue mayor en los linfocitos B CD27" en ambos
casos. La IL-21 moduld ©positivamente la proliferacidn
inducida por ODN en linfocitos B CD27 y al contrario, la

disminuyé en los CD27° (Tabla 4).

La reduccidén del rescate de la apoptosis inducida por IL-21
en los linfocitos B CD27' activados con ODN se acompafia de
una disminucidén en la proliferaciédn. Al contrario, el
incremento del rescate de la apoptosis en linfocitos B CD27'
activados con anti-CD40 wva acompafiado de un aumento en la
proliferacién (Figura 25, panel B y Tabla 4). La disminucidn
del rescate de la apoptosis tras coestimulacidén con IL-21 en
linfocitos B CD27 activados con anti-CD40 o con ODN no va
acompafiada de una reduccidén en la proliferacidédn (Figura 25,
panel A y Tabla 4). Ademds, a pesar de que la IL-21 indujo
una mayor proliferacién en los linfocitos B CD27' activados
con anti-CD40 o con ODN respecto a los CD27 activados de la
misma forma (Tabla 4), el rescate de la apoptosis nunca fue
mayor en los linfocitos B CD27' para ninguno de los estimulos
(Figura 25). Por tanto, aunque no podemos descartar que el
efecto de 1la IL-21 sobre la apoptosis esté ligado a la
proliferacidn, nuestros resultados apoyan la independencia de

ambos procesos.
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4.1.4. Efecto de 1la coestimulacién con IL-21 en

pacientes con IVC.
La IL-21 por si sola rescatd a los linfocitos B CD27 de
pacientes con IVC del grupo MBO igual que a los del grupo MB1
y controles (Figura 23 y Figura 26, panel A). Los linfocitos
B CD27 de pacientes con IVC del grupo MBO fueron menos
sensibles al rescate de la apoptosis inducido por anti-CD40 u
ODN combinados con IL-21 que los del grupo MBl1 y controles,
aunque las diferencias no fueron estadisticamente
significativas (Figura 26, panel A). Los linfocitos CD27" de
pacientes con IVC del grupo MBO fueron menos sensibles al
rescate de la apoptosis que los de controles cuando se
estimularon con anti-CD40 e IL-21 (mediana de 1los % de
linfocitos B rescatados tras coestimulacidén en pacientes:
17.6 %, RIC: 5.1-25.8 % vs. mediana de los % de linfocitos B
rescatados tras coestimulacidén en controles: 42.8 %, RIC:
26.3-55.7 %, p<0.001) o con ODN e IL-21 (21.9 %, RIC: 8.3-
53.5 % vs. 44.4 %, RIC: 34.2-66.6 %, p<0.05), y que los del
grupo MB1l estimulados de igual forma (17.6 %, RIC: 5.1-25.8 %

vs. 35.8 %, RIC: 15.5-67.5

o\

, p<0.01 y 21.9 %, RIC: 8.3-53.5

5 vs. 62.

(@]
o\

, RIC: 33.4-76.7 %, p<0.01l) (Figura 26, panel B).
El rescate de la apoptosis en linfocitos B CD27  y CD27°
activados con anti-IgM e IL-21 fue similar en controles vy

pacientes (dispersidén de puntos en Figura 26, paneles A y B).

Los linfocitos B CD27  y CD27' de pacientes del grupo MBIl
fueron rescatados de la apoptosis de manera similar a 1los

controles tras coestimulacién con IL-21 (Figura 26, paneles A

y B). Por tanto, Unicamente los linfocitos B CD27" de
pacientes con IVC del grupo MBO fueron més resistentes al
rescate de la apoptosis independientemente de la

coestimulacidédn con IL-21.
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Al evaluar la proliferacidén no hallamos diferencias entre

pacientes y controles. De de

apoptosis entre linfocitos B CD27° de pacientes con IVC del

nuevo, las diferentes tasas

grupo MBO y controles no son atribuibles a diferencias en los

indices de proliferacidén (Figura 26, paneles C y D).
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Figura 26. Efecto de 1la IL-21 sobre el rescate de 1la apoptosis y

proliferacién inducido por activacién en linfocitos B de controles sanos
y pacientes con IVC. Porcentajes de linfocitos B CD27  (A) y CD27' (B)
rescatados de la apoptosis tras activacién con IL-21 en solitario o en

combinacién con anti-CD40 u ODN (barras) o con anti-IgM (circulos), en
controles (n=22), pacientes MBO (n=12) y MBl (n=8). (C) Proliferacidn
tras activacién en linfocitos B CD27  (cuadrantes inferiores) vy CD27°

(cuadrantes superiores) de un control (fila superior) y un paciente MBO

(fila central) o MB1 (fila inferior) de un ejemplo representativo. (D)
fndices de proliferacién tras activacién en linfocitos B CD27  (panel
superior) vy CD27" (panel inferior) de controles (n=19), pacientes MBO
(n=8) y MBl (n=6). Los datos se expresan como las medianas * el RIC en
controles (blanco), pacientes MBO (gris oscuro) y MB1 (gris claro).
*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001.
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Resultados

4.2. Rescate de la apoptosis y proliferacién en linfocitos B
CD19*CD27” y CD19*CD27* aislados

Al analizar el rescate de la apoptosis inducido por la
activacién en linfocitos B CD19'CD27° y CD19°CD27' aislados
(histogramas en Figura 27, paneles A vy B) se obtuvieron
resultados similares a los obtenidos en linfocitos B CD27 vy
CD27" seleccionados en cultivos de linfocitos B CD19°
purificados (Figura 23), independientemente del estimulo.
Ademéds, ninguno de los estimulos indujo la expresidédn del
antigeno CD27 en linfocitos B CD19'CD27" cultivados
aisladamente (diagramas de puntos en Figura 27, panel A), lo
cual valida la estrategia de seleccidén de subpoblaciones por

citometria en los cultivos de linfocitos B CD19" purificados.
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Figura 27. Apoptosis espontdnea y tras activacién en 1linfocitos B
CD19*CD27~ 'y CD19*'CD27* aislados de controles sanos. Las lineas
horizontales en los histogramas diferencian los linfocitos B CD19°CD27°
(A) y CD19°CD27" (B) apoptdticos (Anexina V') y viables (Anexina V'), tras
activacién con IL-21, anti-CD40, ODN y anti-IgM individualmente o en
combinacién. Los diagramas de puntos representan la expresidén de CD27 en
linfocitos B CD19°CD27° (A) y CD19°CD27" (B) activados con los diferentes
estimulos tras descartar las células necrdticas (IoP"). Los histogramas y
diagramas de puntos son representativos de 3 experimentos independientes.
mdc: medio de cultivo.
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Al analizar la proliferacidén individualmente en linfocitos B
CD19'CD27 y CD19'CD27" aislados (Figura 28), su respuesta a
todos los estimulos fue igual que al valorarla en cultivos de

linfocitos B CD19" purificados (Tabla 4).
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Figura 28. Proliferacién tras activacién en linfocitos B CD19'CD27 vy
CD19'CD27° aislados de controles sanos. Los diagramas de puntos
representan la dilucién de CFSE y la expresién de CD27 en linfocitos B
CD19°CD27” (A) y CD19°CD27" (B) aislados tras activacién con anti-CD40, ODN
y anti-IgM en solitario (filas superiores) o con IL-21 (filas
inferiores). Los diagramas de puntos son representativos de 3
experimentos independientes. mdc: medio de cultivo.

Estos datos descartan la existencia de interferencias entre
las distintas subpoblaciones de linfocitos B CD19'CD27 vy
CD19'CD27" que pudieran afectar a la interpretacién de

resultados al cultivarlas conjuntamente.



4.3. Expresién de TRAIL

Los linfocitos B CD19°CD27  de pacientes con IVC del grupo MBO
mostraron niveles de expresidén de TRAIL similares a los de
controles y pacientes del grupo MB1 (Figura 29). Sin embargo,
los niveles de expresién de TRAIL en los linfocitos B
CD19°CD27" de ©pacientes con IVC del grupo MBO fueron
superiores a los de controles (mediana de las MFI de TRAIL en
linfocitos B CD19°CD27" de pacientes; 2.8 MFI, RIC: 2.1-4.6
MFI vs. mediana de las MFI de TRAIL en linfocitos B CD19°CD27°
de controles; 1.6 MFI, RIC: 1.3-1.9 MFI, p<0.00l1) y a los de
pacientes del grupo MB1 (2.8 MFI, RIC: 2.1-4.6 MFI vs. 1.7
MFI, RIC: 1.4-2.1 MFI, p<0.00l1l). No encontramos diferencias
en la expresién de TRAIL entre los linfocitos B CD19°CD27" de

pacientes con IVC del grupo MBl vy los del grupo control

(Figura 29).
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Figura 29. Expresién de TRAIL en subpoblaciones de linfocitos B de sangre
periférica de controles sanos y pacientes con IVC. (A) Ejemplo
representativo de la expresidén de TRAIL (histograma gris) en linfocitos B
CD19'CD27  (columna izquierda) vy CD19°CD27° (columna derecha) de sangre
periférica de un control (fila superior), un paciente del grupo MBO (fila
central) o MB1 (fila inferior). Los numeros indican la MFI de TRAIL y los
histogramas blancos el control de isotipo. (B) Las barras representan la
mediana y el RIC de las MFI de TRAIL de 18 controles (blanco), 9
pacientes del grupo MBO (gris oscuro) y 6 MB1l (gris claro). ***p<0.001.
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Discusiodn

DISCUSION

La Inmunodeficiencia Variable Comun se caracteriza por
hipogammaglobulinemia, infecciones recurrentes sinopulmonares
(causadas mayoritariamente por los patdgenos capsulados S.
pneumoniae y H. influenzae) o gastrointestinales y respuesta
de anticuerpos defectuosa frente a vacunas proteicas vy/o
polisacaridicas. También es frecuente la presencia de
patologia autoinmunitaria, enfermedad granulomatosa %
neoplasia. A pesar de gque en la IVC se han descrito multiples
alteraciones del sistema inmunitario, su causa sigue siendo
desconocida. La andémala distribucidén de las subpoblaciones de
linfocitos B de memoria y la disminucidédn de la produccidn de
anticuerpos en los pacientes sugieren la existencia de uno o
varios defectos, aun por descubrir, en el proceso de

diferenciacidédn del linfocito B.

Activacién del linfocito B

En el presente trabajo nos propusimos estudiar la integridad
de distintos mecanismos necesarios para la correcta
diferenciacién del linfocito B en un grupo de 27 pacientes
con IVC. En primer lugar, analizamos los mecanismos de
activacién de los linfocitos B en dichos pacientes evaluando
la induccidén de expresidédn de la molécula coestimuladora CD86
(esencial en la colaboracidén T-B) y la proliferacidén celular,
en respuesta a ligandos especificos de TLRs: ODN (ligando
sintético de TLR-9) y extractos bacterianos de S. pneumoniae
y H. 1influenzae (ligandos de TLR-2, TLR-4 vy TLR-9). La
activacidén de los linfocitos B a través de los TLRs es
crucial en las respuestas humorales réapidas, independientes

del linfocito T. Ademés, los TLRs contribuyen a 1las



respuestas dependientes del linfocito T, favoreciendo la

colaboraciédn T-B necesaria para producirlas.

Publicaciones recientes han investigado las respuestas
mediadas por TLR-9 en linfocitos B de pacientes con IVC,
describiéndose defectos de sefializacidén. Cunningham-Rundles
et al. observaron una baja induccién de la expresidn de CD86
y de la produccidén de IL-6 e IL-10 en respuesta a ODN, en
linfocitos B de pacientes. El1 defecto no correlaciond con el
numero de linfocitos B de memoria en los pacientes y no se
hallaron mutaciones en el gen que codifica TLR-9 [Cunningham-
Rundles et al. 2006]. Yu et al. demostraron que linfocitos B
purificados de pacientes con IVC proliferaban menos que los
de controles sanos tras estimulaciédn con ligandos de TLR-7.
Sin embargo, no se evaludé la respuesta a ligandos de TLR-9
[Yu et al. 2009]. Los 1linfocitos B de nuestra cohorte de
pacientes con IVC mostraron ademds baja induccidén de la
expresidédn de CD86 al ser estimulados con ODN en combinacién

con anti-IgM.

Nuestros resultados indican deficiencias en la seflalizacidén a
través de TLR-9 o un defecto en la induccidén de expresidn de
TLR-9 al activar el BCR. Los linfocitos B wvirgenes humanos
expresan bajos niveles de TLRs, que aumentan tras
estimularlos a través de BCR [Bernasconi et al. 2003]. La
sefializacidédn mediada por TLR-9 no depende del BCR aunque
ambos receptores actuen de forma sinérgica. La unidén del
antigeno al BCR induce el reclutamiento de TLR-9 hacia los
autofagosomas, donde la colocalizacidén con los complejos
BCR/antigeno internalizados, facilita la interaccidén con sus
ligandos especificos [Chaturvedi et al. 2008]. Este mecanismo

explica el sinergismo entre receptores gque median en la
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inmunidad innata y adaptativa. Nuestros resultados no
permiten descartar que este proceso esté también alterado en

los pacientes con IVC.

Los defectos descritos se confirman y extienden a otros
antigenos microbianos. En nuestra opinidén, la estimulacidn
con los extractos Dbacterianos de S. pneumoniae 'y H.
influenzae reproduce mejor que ODN las condiciones de
estimulacién fisioldgicas que se producen durante las
infecciones. Dada la tendencia a la autolisis de algunas
bacterias in vivo [Wang et al. 2002], se expondrian varios
ligandos de TLRs, simultdnea o secuencialmente, al sistema
inmune del huésped. Los linfocitos B de pacientes con IVC no
respondieron Optimamente a los extractos bacterianos de S.
pneumoniae 'y H. influenzae usados aisladamente o en
combinacién con anti-IgM. Al ser dichas Dbacterias 1los
patdgenos que mas comunmente se aislan en las infecciones de
vias respiratorias de pacientes con IVC, nuestros resultados
podrian explicar la baja respuesta de los pacientes a la
vacunacién frente a S. pneumoniae y H. influenzae y su mayor
susceptibilidad a padecer infecciones respiratorias por estos

patdgenos.

La respuesta inmune innata frente a S. pneumoniae depende de
la seflalizacidén a través de TLRs, preferentemente TRL-2 vy
TLR-4, que reconocen lipopéptidos y neumolisina del patdgeno,
respectivamente [Branger et al. 2004 y Malley et al. 2003].
TLR-9 juega un papel protector importante en fases tempranas
de la infeccidédn pulmonar por S. pneumoniae [Albiger et al.
2007]. S. pneumoniae vivo activa la transcripcién del NF-kB vy
la secrecidén de IL-8 en lineas celulares 293 embrionarias de

rifibn humanas induciendo la sobreexpresién de TLR-2 y TLR-9.



H. influenzae induce la expresidén de TLR-2 y TLR-4 en dichas
células. Estos resultados fueron confirmados con cultivos de
células mononucleadas periféricas humanas y los mismos
autores demostraron que el ADN gendmico purificado de S.
pneumoniae y H. influenzae fue también capaz de seflalizar a
través de TLR-9 [Mogensen et al. 2006]. El1 hecho de que en
nuestros cultivos de células mononucleadas el extracto de H.
influenzae fuera un estimulo méds eficiente que el extracto de
S. pneumoniae puede atribuirse a la estimulacidén a través de

otros TLRs distintos de TLR-9.

Los TLRs juegan un papel en la respuesta a la vacunacidn que
debe tenerse en cuenta al evaluar la eficacia de 1la
inmunizacién. Entre los ©polisacédridos de S. pneumoniae
incluidos en las wvacunas, hay agonistas de TLRs esenciales
por su capacidad para inducir la produccidén de anticuerpos.
La vacuna comercial de 23 polisacaridos (Pneumovax 23)
contiene ligandos de TLR-2 vy TLR-4 importantes para la
respuesta antipolisacaridica en ratones [Sen et al. 2005] vy
la inclusidédn de ODN mejora su respuesta a la vacuna conjugada
contra S. pneumoniae [Sen et al. 2006]. Por tanto, creemos
que la deficiente respuesta a la vacunacidén en los pacientes
con IVC puede ser debida no solo a la falta de respuesta
frente a antigenos polisacaridicos o proteicos, sino también
a una respuesta deficiente frente a ligandos de TLRs

presentes en las preparaciones de las vacunas.

El efecto de los ligandos de TLRs en el linfocito B puede ser
directo, a través de sus propios TLRs, o indirecto, a través
de la produccidédn de ILs por otros tipos celulares (por
ejemplo monocitos o células dendriticas) que  también

reconocen dichos ligandos. El estudio de la activacidédn del
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linfocito B en nuestra cohorte de pacientes con IVC fue
realizado en cultivos de células mononucleadas y no de
linfocitos B purificados. Aunque no podemos descartar la
influencia de otras células presentes en el cultivo, varios
factores apuntan a un defecto intrinseco del 1linfocito B.
Primero, los resultados se evaluaron directamente en
linfocitos B analizando linfocitos CD19" previamente
seleccionadas. Segundo, los linfocitos T de la misma cohorte
de pacientes preservaron la capacidad de colaboracidén con el
linfocito B [Pons et al. 2006]. Finalmente, el hecho de que
los monocitos de dichos pacientes respondieran optimamente a
los extractos bacterianos, tanto en lo que se refiere a la
induccién de la expresidédn de moléculas coestimuladoras como a
la produccién de ILs [Escobar et al. 2007], no apoya la
hipbtesis de que un mecanismo indirecto sea el responsable de
las deficiencias de los 1linfocitos B observadas en 1los

pacientes con IVC.

En resumen, los resultados del estudio de los mecanismos de
activacién del linfocito B demuestran que los linfocitos B de
los pacientes con IVC son deficientes en su respuesta al
ligando de TLR-9 (ODN) y también a los extractos bacterianos
de S. pneumoniae y H. influenzae. Concretamente se observa:
(i) baja induccidén de expresidn de CD86 tras estimulacidn con
ODN, S. pneumoniae y H. influenzae combinados con anti-IgM y
(ii) proliferacidén disminuida tras estimulacidén con S.
pneumoniae y H. influenzae de forma individual o combinados
con anti-IgM. Estas deficiencias pueden contribuir a la
hipogammaglobulinemia y a la baja respuesta a las vacunas que

caracteriza a los pacientes.
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Diferenciacién del linfocito B y produccién de
inmunoglobulinas.

Varias inmunodeficiencias estédn relacionadas con defectos de
clases de Igs concretas, como por ejemplo: la deficiencia
selectiva de IgA [Hammarstrom et al. 2000], la deficiencia de
subclases de IgG [Jefferis et al. 1990 y Smith et al. 1992] o
los sindromes de hiper-IgM [Durandy et al. 2005]. Los
pacientes con IVC tienen niveles séricos de IgG reducidos,
asi como de IgA y/o IgM, y padecen infecciones sinopulmonares
recurrentes [Hammarstrom et al. 2000, Di Renzo et al. 2004 y

Cunningham-Rundles et al. 2005].

El cambio de clase de Ig es crucial en la diferenciacidén del
linfocito B y 1la generacién de una respuesta inmunitaria
humoral competente. Cada clase de Ig se relaciona con una
respuesta inmunitaria concreta a determinados patdgenos que
se genera después de la exposicidén al antigeno especifico
[Snapper et al. 1993, Jefferis et al. 1990 y Smith et al.
1992]. El1 cambio de clase de Ig tras el reconocimiento del
antigeno por el linfocito B requiere dos seflales adicionales:
una seflal coestimuladora de la célula T CD4" (por ejemplo el
CD40L) y la colaboracibén de ILs. La IL-4, IL-10, IL-13, IL-21
o el TGF-B, son factores inductores del cambio de clase de Ig
necesario para la produccidén de IgG, IgA e IgE por linfocitos
B activados. La IL-21 es una de las ILs més importantes en la
diferenciacidén del 1linfocito B hacia célula plasméatica
productora de anticuerpos. Sin  embargo, sigue siendo
controvertido el papel de cada IL en la produccidén de las
distintas clases de Igs. Por otro lado, estimulos como ODN
pueden inducir cambio de clase de Ig, diferenciacién hacia
célula plasmatica vy produccién de Igs en linfocitos B

[Landers et al. 2005, Huggins et al. 2007 y Hanten et al.
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2008]. Dicho efecto puede ser modulado estimulando a través

del BCR [Rui et al. 2003 y Henn et al. 2009].

Para profundizar en el alcance de las alteraciones en los
linfocitos B de pacientes con IVC, nos planteamos analizar su
diferenciacidén hacia células plasméticas y la produccidén de
Igs. Ademas de la respuesta a ODN, que simula una activacidn
T-independiente, evaluamos también la activacidén con anti-
CD40 e 1IL-21, <como estimulo que simula una activacién
dependiente del linfocito T. Para evitar la influencia de
otras poblaciones celulares presentes en cultivo, realizamos
los experimentos en cultivos de linfocitos B CD19"

purificados.

Estudios funcionales in vitro han demostrado que 1los
linfocitos B de pacientes con IVC pueden experimentar el
cambio de clase de Ig y producir anticuerpos si se estimulan
con combinaciones de anti-CD40, IL-10 y/o IL-4 [Punnonen et
al. 1997, Zielen et al. 1993, Eisenstein et al. 1994 y Salek
Farrokhi et al. 2013]. Ademéds, en cultivos de células
mononucleadas, anti-CD40 con IL-21 e IL-4 también indujeron
diferenciacidén del linfocito B y produccién de IgG e IgA en
pacientes con IVC o deficiencia de IgA [Borte et al. 2009].
Sin embargo, Yu et al. describieron una menor produccidén de
IgG e IgA tras estimulacién de cultivos de células
mononucleadas con ligandos de TLR-7, TLR-7/8 o TLR-9 en

pacientes con IVC [Yu et al. 2009].

En respuesta a la activacidén T-dependiente (anti-CD40 e IL-
21), los 1linfocitos B purificados de nuestra cohorte de
pacientes con IVC presentaron una diferenciacidén defectuosa

hacia célula plasmatica (porcentaje de 1linfocitos B que
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adqguieren el marcador CD38) y secretaron niveles reducidos de
IgG e IgA en comparacidédn con los controles. E1 hecho de que
la secrecidén de IgM fuera similar en pacientes y controles
sugiere la presencia de algun defecto en la maquinaria
molecular que regula el cambio de clase de Ig. Sin embargo,
dicha maquinaria debe estar parcialmente activa, vya que
incluso en aquellos ©pacientes con mayor carencia de
linfocitos B de memoria, detectamos produccidén de IgG e IgA

por los linfocitos B en cultivo.

La produccidén de IgG depende tanto del numero de células
secretoras de anticuerpos presentes en el cultivo como de la
tasa de secrecidén de cada célula. Se ha demostrado que la
estimulacidén con ODN e ILs induce niveles de secrecidn de
manera heterogénea en los linfocitos B. Al contrario, la
estimulacidén con anti-CD40 e IL-21 induce la aparicidén de una
poblacién de linfocitos B con altos niveles de secrecidn de
Igs [Henn et al. 2009]. Por ello, comparamos la produccidédn de
IgG e IgA inducida por ODN en linfocitos B de pacientes con
IVC y controles con la inducida por anti-CD40 e IL-21. La
estimulacidén con ODN fue menos eficiente que anti-CD40 e IL-
21 para inducir diferenciaciédn hacia célula plasméatica vy
produccién de Igs en linfocitos B, tanto en pacientes como en

controles.

La diferenciacidén hacia célula plasmatica tras estimulacién
con ODN fue inferior en pacientes con IVC que en controles,
aunque las diferencias no alcanzaron la significacidn
estadistica. La produccidén de IgG e IgA fue inferior en los
pacientes y la adicién de anti-IgM a los cultivos no corrigid
las deficiencias. Contrariamente a los resultados obtenidos

con anti-CD40 e IL-21, la estimulacidén con ODN también indujo
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menor produccidén de IgM en linfocitos B de pacientes con IVC
(aunque las diferencias no fueron estadisticamente
significativas). Ello sugiere un mayor defecto en la via
sefializacidn a través de TLR-9, el cual no estaria

restringido al cambio de clase de Ig.

En resumen, nuestros resultados demuestran que (1) la
diferenciacidén de los linfocitos B de pacientes hacia células
plasmaticas es inferior a la de controles independientemente
del estimulo wusado, aunque las diferencias unicamente
alcanzan la significacién estadistica al estimular con anti-
CD40 e IL-21 combinados con anti-IgM y (ii) la produccidn de
IgG e IgA por parte de los linfocitos B de pacientes con IVC
es siempre inferior, cualgquiera que sea el estimulo usado. La
coestimulacidén a través de BCR (anti-IgM) no corrige las

deficiencias.

Concluimos que los linfocitos B purificados de pacientes con
IVC no se diferencian correctamente hacia células plasmaticas
productoras de anticuerpos y secretan un menor nivel de Igs
en comparacién a los linfocitos B de <controles. Estos
resultados apuntan a un defecto generalizado en la via de
seflalizacidédn tanto T-independiente (TLR-9) como T-dependiente
(CD40 e IL-21), que repercute en una produccidén deficiente de

Igs.

Sin embargo, no podemos descartar que la menor produccidn de
Igs sea debida a que los linfocitos B de pacientes sobreviven
menos en cultivo tras activacidén. Alternativamente, al
tratarse de un sindrome heterogéneo, distintos mecanismos
patogénicos pueden contribuir al defecto B generalizado en

los diferentes subgrupos de pacientes. Para evaluar dicha
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posibilidad nos planteamos valorar la muerte por apoptosis en
linfocitos B de pacientes con IVC subdivididos segun su
clasificacién (MBO, MB1l, MB2) en funcidén de la distribucidn

de linfocitos B de memoria [Piqueras et al. 2003].

Regulacién de la apoptosis en el linfocito B

Las sefilales de supervivencia, crecimiento y desarrollo son
necesarias para la homeostasis del 1linfocito B y su
diferenciacidén hacia diferentes subpoblaciones efectoras.
Estas seflales dependen de la naturaleza del antigeno
reconocido y de la combinacidén de estimulos proporcionados
por correceptores de membrana y/o ILs secretadas en el
compartimento linfoide. La homeostasis del linfocito B es el
resultado del Dbalance entre seflales apoptdticas vy de
supervivencia. Los linfocitos B estimulados inadecuadamente
mueren por apoptosis. Un incremento de la apoptosis podria
comprometer el destino del linfocito B y explicar el
desequilibrio homeostatico del compartimento B de memoria vy

la hipogammaglobulinemia de los pacientes con IVC.

Demostramos, mediante cultivos de linfocitos B purificados vy
activados con anti-CD40, ODN o anti-IgM que los linfocitos B
de memoria (CD27') fueron menos sensibles al rescate de la
apoptosis que los linfocitos B virgenes (CD277),
independientemente del estimulo utilizado. Los linfocitos B
CD27  y, particularmente, los CD27" de los pacientes del grupo
MBO (aquellos con el compartimento B de memoria més
comprometido) fueron menos sensibles al rescate de la
apoptosis que los del grupo MBl1 vy controles, cuando se
activaron con anti-CD40 wu ODN. Ademés, el rescate de 1la

apoptosis fue independiente de 1la proliferacidén. Ello fue
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particularmente evidente en el caso de anti-CD40 que, aunque
no indujo proliferacidn, rescatd de la apoptosis a la mayoria

de los linfocitos B CD27 .

El efecto de la IL-21, factor de crecimiento imprescindible
para la diferenciacién del linfocito B, depende tanto de la
subpoblacidén B estudiada como de los coestimulos acompafiantes
[Ettinger et al. 2008]. En ratdn, la IL-21 induce apoptosis e
inhibicién de la proliferacidén cuando los linfocitos B son
activados a través de TLR-4 y TLR-9 [Jin et al. 2004]. Sin
embargo, dichas células se activan y reducen los niveles de
apoptosis en presencia de IL-21, si se estimulan con anti-IgM
(en combinacién o no con anti-CD40) pero, al contrario,
aumentan la apoptosis si 1la IL-21 se aflade después de
preactivarlas uUnicamente con anti-CD40. En nuestras manos,
aunque la IL-21 rescatd de la apoptosis espontanea a 1los
linfocitos B CD27, redujo el efecto protector de la mayoria
de los estimulos, tanto en los linfocitos B CD27  como CD27".
La IL-21 incrementd uUnicamente el efecto protector del anti-
CD40 sobre los linfocitos B CD27'. Ello sugiere que la IL-21
per se aumenta la supervivencia de los linfocitos B CD27
(mayoritariamente virgenes vy transicionales) vy que dicho
efecto se va perdiendo a medida que las células se activan.
Sin embargo, los linfocitos B CD27' se vuelven sensibles al
efecto protector de la IL-21 cuando son preactivados con un
estimulo T-dependiente (anti-CD40). La activacidén a través de
BCR o del estimulo T-independiente (ODN) insensibiliza a los
linfocitos B CD27' frente al efecto protector de la IL-21. La
IL-21 es, pues, clave para una respuesta B productiva.
Unicamente los linfocitos B de memoria y de zona marginal
(contenidos en la poblacién CD27°) que reciben la ayuda de

linfocitos Ty afines en presencia de IL-21 serian protegidos
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de la apoptosis y podrian proliferar y diferenciarse hacia

células secretoras de anticuerpos.

Cuando analizamos el efecto de la coestimulacidén con IL-21 en
el rescate de la apoptosis en linfocitos B de pacientes con
IVC activados con anti-CD40 u ODN, los linfocitos B CD27" del
grupo MBO fueron menos sensibles al rescate de la apoptosis
que los del grupo MBl y controles. Por tanto, las diferencias
observadas previamente no desaparecieron al afiadir IL-21 vy
tampoco pueden atribuirse a defectos en la proliferacidn.
Nuestros resultados apoyan la hipdtesis de que la incapacidad
de los linfocitos B de los pacientes con IVC del grupo MBO
para producir niveles normales de Igs in vitro (e in vivo) se
debe a su mayor susceptibilidad a morir por apoptosis tras

ser activados.

Dicha hipdétesis se ve reforzada al analizar la expresidn de
la molécula proapoptdtica TRAIL en linfocitos B de pacientes
con IVC. Los linfocitos B CD27' de pacientes con IVC del
grupo MBO expresaron niveles significativamente mayores de
TRAIL que los del grupo MBl y controles. TRAIL es un miembro
de la familia del TNF capaz de inducir muerte celular
programada en células tumorales. Diferentes subpoblaciones de
linfocitos B muestran sensibilidades distintas a la apoptosis
mediada por TRAIL. La activacidén a través de BCR sensibiliza
a los linfocitos B de memoria, pero no a los linfocitos B
virgenes de sangre periférica, a la apoptosis mediada por
TRAIL [Guerreiro-Cacais et al. 2010] y TRAIL induce la muerte
de células plasmaticas normales [Ursini-Siegel et al. 2002].
En concordancia con nuestros resultados, se ha demostrado
[van Grevenynghe et al. 2011] que la supervivencia de 1los

linfocitos B de memoria (identificados como CD19°CD27") esté
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gravemente afectada en pacientes con VIH avirémicos, tratados
satisfactoriamente, en comparaciédn a controles sin infeccidn.
Los linfocitos B de memoria de dichos pacientes mostraron
mayor expresidén de TRAIL, que correlaciond negativamente con
Su presencia en sangre periférica (a pesar de no verse
afectada su respuesta proliferativa) y con la produccidn de

Igs.

El incremento de apoptosis en los linfocitos B de pacientes
con IVC del grupo MBO puede ser la causa de gue un menor
numero de células se diferencien hacia células secretoras de
anticuerpos tras estimulacidén, lo cual puede explicar la
hipogammaglobulinemia y la baja respuesta humoral frente a
antigenos. En el caso de los pacientes con IVC del grupo MBI,
un mecanismo diferente debe ser responsable, vya gque sus
linfocitos B se comportan igual que los de controles sanos en

lo que se refiere a la susceptibilidad frente a la apoptosis.

Nuestros resultados apoyan que, en humanos, el efecto neto de
diferentes estimulos sobre el linfocito B depende tanto de la
subpoblacidén de linfocitos B estudiada como de su estado de
activacidén. Sugerimos que los niveles aumentados de apoptosis
en linfocitos B CD27' de los pacientes con IVC del grupo MBO
durante la respuesta inmune pueden dar lugar a una deficiente
produccién de Igs independientemente de la proliferaciédn. Los
resultados destacan la heterogeneidad entre los pacientes con
IVC, en los que distintos defectos moleculares subyacen a
manifestaciones clinicas comunes, y subrayan la necesidad de
clasificar y estudiar separadamente a los pacientes con IVC

cuando se evalua la funcionalidad de sus linfocitos B.
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En resumen, los resultados del presente trabajo apoyan la
hipbétesis de partida de que la funcidédn del linfocito B esté
alterada en los ©pacientes con IVC. La alteracidén se
manifiesta con defectos de activacidédn y regulacidén de la
apoptosis, lo cual repercute en su diferenciacidén y capacidad
para producir anticuerpos, y contribuye a explicar la
inmunodeficiencia caracteristica de dichos pacientes. Un
mejor conocimiento de las deficiencias de los linfocitos B en
la IVC nos puede ayudar a clasificar mejor a los pacientes vy
a diseflar mejores estrategias de wvacunacidén que les confieran

niveles protectores de anticuerpos.
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Conclusiones

CONCLUSIONES

1. La induccidén de la expresidédn de la molécula coestimuladora
CD86 estd disminuida en linfocitos B de pacientes con
Inmunodeficiencia Variable Comun activados con ODN o
extractos de S. pneumoniae y H. influenzae, en combinacidn

con anti-IgM.

2. La proliferacién en linfocitos B de ©pacientes con
Inmunodeficiencia Variable Comun tras activacidén con 1los
extractos bacterianos de S. pneumoniae o H. influenzae,
usados individualmente o en combinacidén con anti-IgM, es

menor que en controles.

3. Los resultados indican un defecto en 1la seflalizacidédn a
través de diversos TLRs en linfocitos B de pacientes con
Inmunodeficiencia Variable Comun y contribuyen a explicar
la hipogammaglobulinemia vy la baja respuesta a las

vacunas.

4. La diferenciacién de los linfocitos B de pacientes con
Inmunodeficiencia Variable Comun hacia células plasmaticas
productoras de anticuerpos CD38" es inferior que en
controles, al activarlos con anti-CD40 e IL-21 (estimulo

T-dependiente) combinados con anti-IgM.

5. La produccidén de IgG e IgA en linfocitos B de pacientes
con Inmunodeficiencia Variable Comun activados con ODN
(estimulo T-independiente) o anti-CD40 e IL-21, o sus
combinaciones con anti-IgM, es siempre inferior a la de

controles.
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10.

Los resultados sefialan un defecto en 1la diferenciacidn
hacia células plasmaticas y la produccidén de anticuerpos
en los linfocitos B de pacientes con Inmunodeficiencia
Variable Comun tras ser activados tanto con estimulos T-
independientes como T-dependientes, lo que explicaria en
parte la hipogammaglobulinemia caracteristica de 1los

pacientes.

El rescate de la apoptosis tras activacidén con anti-CD40,
ODN o anti-IgM, estéd disminuido en linfocitos B virgenes,
y en mayor medida en linfocitos B de memoria, uUnicamente
en los pacientes del grupo MBO. La coestimulacidén con IL-

21 no corrige dicho defecto.

La expresidén del receptor ©proapoptdédtico TRAIL esté
incrementada en los linfocitos B de memoria de sangre

periférica unicamente en los pacientes del grupo MBO.

Una mayor susceptibilidad de los linfocitos B de pacientes
del grupo MBO a la muerte por apoptosis durante la
respuesta inmune, puede ser la causa de la baja produccidn

de inmunoglobulinas en dicho grupo de pacientes.

El hecho de que un defecto funcional del linfocito B esté
presente Unicamente en un grupo de pacientes con
Inmunodeficiencia Variable Comun, hace necesaria una
clasificacién consensuada de los mismos, basada en

criterios etiopatogénicos.
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Common variable immunodeficiency (CVID) is a primary immunodeficiency characterized by hypo-
gammaglobulinaemia and antibody deficiency to both T dependent and independent antigens. Patients
suffer from recurrent sinopulmonary infections mostly caused by Streptococcus pneumoniae and Hae-
mophilus influenzae, but also gastrointestinal or autoimmune symptoms. Their response to vaccination
is poor or absent. In this study we investigated B cell activation induced by the TLR9 specific ligand
(CpG-ODN) and bacterial extracts from S. pneumoniae and H. influenzae known to stimulate several
TLR. We found that B cells from CVID patients express lower levels of CD86 after stimulation with
CpG-0ODN, S. pneumoniae and H. influenzae extracts in combination with anti-IgM antibody and also dis-
play a lower proliferative index when stimulated with bacterial extracts. Our results point to a broad TLR
signalling defect in B lymphocytes from CVID patients that may be related to the hypogammaglobulina-

emia and poor response to vaccination characteristic of these patients.

© 2010 Elsevier Inc. All rights reserved.

1. Introduction

Common variable immunodeficiency (CVID) is the most fre-
quent symptomatic primary humoral immunodeficiency. It in-
cludes a heterogeneous group of disorders of unknown aetiology
characterized by deficient antibody production and recurrent
respiratory infections by encapsulated bacteria, mostly S. pneumo-
niae and H. influenzae. There is a characteristic poor response to
vaccination and patients benefit from substitutive gammaglobulin
therapy [1,2].

Although several genetic mutations and polymorphisms (ICOS,
TNFRS13B/TACI, CD19 and Msh5) have been associated with CVID,
they are only present in 10% of the patients [3]. For the rest of the
patients, the molecular defect underlying this pathology remains
obscure. As a result of the heterogeneity of the syndrome, a vast ar-
ray of alterations have been described in CVID patients: low num-
bers and impaired functionality of T cells [4], decreased
proliferative response to antigens and mitogens [5], diminished
cytokine production [6] and even dendritic cell disturbances [7].
However, the most consistent finding is an intrinsic defect in the
maturation and differentiation of B lymphocytes to memory and
antibody producing plasma cells. Despite the normal numbers of

* Corresponding author. Address: Servei d'Immunologia, Hospital Son Dureta,
Andrea Doria 55, 07014 Palma de Mallorca, Spain. Fax: +34 971 175 698.
E-mail address: juanam.ferrer@ssib.es (J.M. Ferrer).

0008-8749/$ - see front matter © 2010 Elsevier Inc. All rights reserved.
doi:10.1016/j.cellimm.2010.01.002

B cells, most CVID patients show abnormal late B cell differentia-
tion. CD27* memory B cells, switched memory B cells and plasma
cells are generally decreased. Accordingly, memory B cell deficien-
cies have been related to a worse clinical presentation and poor re-
sponse to vaccines [8,9].

Differentiation of B lymphocytes is a complex process. A first
signal through BCR is required, but effective activation requires a
second signal provided by T lymphocytes. This second signal is
delivered through membrane molecules or interleukin secretion.
TLRs were identified as germline-encoded receptors for microbial
patterns capable of trigger innate immunity. To date 10 different
TLRs have been described in humans, being differentially ex-
pressed by cells of the immune system. Some of them, like TLR2
and TLR4 are expressed on the cell membrane, while others like
TLR7 or TLR9 localize in the endosomal compartment [10,11].

Human naive B cells express low to undetectable levels of TLR7
and TLR9, but BCR cross-linking leads to rapid up-regulation of
TLRs expression [12]. Thus, following antigenic stimulation, TLR
can provide an additional signal for the differentiation of B cells
(and for several stimuli even substitute for T cells) [13]. In contrast
to naive B cells, memory B cells constitutively express TLR2, TLR6,
TLR7, TLR9 and TLR10 and proliferate and differentiate to immuno-
globulin secreting cells when stimulated with the corresponding li-
gand [12,14].

Recent findings suggest that TLR9 activation is defective in B
cells and plasmacytoid dendritic cells of CVID patients [15]. In this
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study we demonstrate that B cells from CVID patients show a
defective response to direct TLR9 stimulation with TLR9 specific
stimuli, but also to stimulation with S. pneumoniae and H. influen-
zae extracts. We postulate that this poor response could contribute
to the hypogammaglobulinaemia and impaired vaccine response
present in CVID patients.

2. Material and methods
2.1. Patients

CVID patients (n = 14) were selected according to diagnostic cri-
teria of the International Union for Immunological Societies scien-
tific group (IUIS) for primary immunodeficiency diseases. Healthy,
age and sex matched controls (n = 14) were included in each exper-
iment. Patients were on regular substitution therapy with intrave-
nous gammaglobulin every three weeks and did not suffer from
infections at the time of the study. After informed consent, blood
samples from patients were collected before replacement therapy.
Table 1 summarizes age, gender, serum immunoglobulin levels and
B cell subpopulations (naive and memory B cells) of the CVID pa-
tients studied.

2.2. Cell culture

Peripheral blood mononuclear cells (PBMC) were resuspended
in RPMI-1640 medium supplemented with 10% heat inactivated fe-
tal calf serum (FCS), glutamine (2 mM), Hepes (200 mM) and anti-
biotics (penicillin-streptomycin). Cells (2 x 10°) were added to 96-
well plates and stimulated with 5 pg/ml of anti-IgM (F(ab’)2 goat
anti-human IgM Fc; Jackson ImmunoResearch), 0.6 pig/ml of CpG-
ODN2006 (CpG oligonucleotide type B; InvivoGen), S. pneumoniae
and H. influenzae extracts at a final concentration of 5 pg/ml in cul-
ture, alone or in combination with anti-IgM.

Cultures were maintained at 37 °C in a 5% CO, atmosphere dur-
ing 3 days to measure CD86 expression and 4 days to study
proliferation.

2.3. Bacterial extracts

The extracts were obtained as previously described [16,17] and
optimal dilution was determined. Briefly, to prepare H. influenzae
crude extract, nontypable H. influenzae (NTHi) were harvested from

a plate of chocolate agar after overnight incubation and incubated
in 30 ml of brain heart infusion broth supplemented with NAD
(3.5 pug/ml). After overnight incubation, bacteria were recovered
by centrifugation (10,000xg for 10 min), and the supernatant
was discarded. The resulting pellet was suspended in 10 ml of
phosphate-buffered saline and sonicated on ice three times at
150 W for 3 min at 5-min intervals. Subsequently, the lysate was
collected and stored at —80 °C. To obtain S. pneumoniae crude ex-
tract, Strpetococcus were grown on blood agar plates and in
Todd-Hewitt broth supplemented with 0.5% yeast extract (THY)
at 37 °C in a humidified 5% CO2 water-jacketed incubator. After
overnight incubation in THY, bacteria were recovered by centrifu-
gation (10,000xg for 20 min at 4 °C) and supernatant was dis-
carded. Bacterial pellet was resuspended in PBS and sonicated as
described before. The bacterial lysate was stored at —80 °C.

2.4. Flow cytometry and cell proliferation

We evaluated B cell subpopulations by flow cytometry using a
combination of CD19 PCy5 (Coulter Immunotech), anti-IgD FITC
(Dako) and CD27 PE (Coulter Immunotech) labelled monoclonal
antibodies. Naive (CD19'IgD'CD27~), non-switched memory
(CD19°1gD*CD27") and switched memory (CD19IgD~CD27") B cell
subpopulations were referred to the total amount of previously
gated CD19" cells. Analysis was performed on a flow cytometer
Epics FC500 (Beckman Coulter).

CD86 mean fluorescence intensity (MFI) was determined on
previously gated CD19" cultured B cells using an anti-CD86 PE con-
jugated monoclonal antibody (Coulter Immunotech).

To evaluate proliferation, 5-10 x 10 PBMC were labelled with
5 wm CFSE (CellTrace CFSE cell proliferation kit, Molecular Probes),
washed and cultured with the stimuli above described. After
4 days, cultured cells were harvested, stained with anti-CD19
PCy5 labelled monoclonal antibody and analyzed. B cells were
gated on a side vs. CD19 dot plot and CFSE was measured on a
FL-1 histogram. To calculate the proliferation index (PI) the sum
of cells in each generation was divided by the number of original
parent cells as previously described [18].

2.5. Statistical analysis
All results are expressed as mean + SEM. Mann-Whitney tests

were used to assess the statistical significance between groups. A
p-value lower than 0.05 was considered statistically significant.

Table 1
Age, gender, immunoglobulin levels before starting replacement therapy and B lymphocyte subpopulations of CVID patients.
Age (years) Sex (male/female) IgG (mg/dl) IgA (mg/dl) IgM (mg/dl) CD19* (%) CD19* (%)
IgD*CD27~ IgD*CD27* IgD CD27*
1 54 M 77 <6 <4 2 88 7 1
2 24 F 351 20 <6 9 87 2 2
3 56 M 316 9 12 6 96 3 0
4 39 F 288 32 14 16 86 2 1
5 62 F 445 16 6 12 76 15 5
6 56 F 475 42 35 19 84 5 5
7 41 F 490 27 21 10 75 17 5
8 62 F 480 52 55 8 75 6 8
9 24 M 229 <6 12 6 93 1 0
10 59 M 453 26 25 7 82 1 1
11 56 F 112 <6 <5 5 95 1 1
12 24 M 82 <6 5 15 95 0 0
13 20 F 62 <6 <4 5 96 1 0
14 69 F 323 98 <6 27 72 27 0
Normal range 500-1400 50-260 50-200 9.6+0.9° 70 +2.8° 8.1+1.0° 10+£1.3°

N.D., Non determined.

@ B cells and B cell subpopulations were evaluated as percentage of lymphocytes and percentage of total B cells respectively.

> Normal values expressed as mean + SEM.
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Statistical analysis was performed using GraphPad Prism (Graph-
Pad software, San Diego, California, USA).

3. Results
3.1. CD86 induction after stimulation with TLR9 ligand

Stimulation with either anti-IgM or CpG-ODN increased the
expression of CD86 on peripheral blood B cells (Fig. 1a). B cells
from CVID patients tended toward lower levels of CD86 expression
when compared to controls after anti-IgM (12 +2.1 vs. 14+ 1.8
MFI, respectively) or CpG-ODN stimulation (13+£1.9 vs. 14+ 1.6
MFI) however, differences did not reach statistical significance
(Fig. 1b). A synergic effect was observed when both stimuli were
used together (Fig. 1a). In this case B cells from CVID patients
showed significantly reduced CD86 up-regulation compared to
controls (34 £5.2 vs. 48 £ 4.6 MFI; p <0.05), indicating abnormal
activation (Fig. 1b).

3.2. CD86 induction after stimulation with S. pneumoniae and H.
influenzae extracts

S. pneumoniae and H. influenzae extracts barely induced up-reg-
ulation of CD86 on B cells when used alone (Fig. 2a). In controls, H.
influenzae extracts alone were more efficient than those from S.
pneumoniae at achieving this effect (8.9+ 1.7 vs. 3.8 +0.43 MFI;
p <0.05, respectively) and this was also true when anti-IgM was
added as a costimulus (46 + 6.7 vs. 21 + 2.8 MFI; p < 0.05) (Fig. 2b).

No differences were found between CVID patients and controls
after stimulation with S. pneumoniae or H. influenzae (4.8 £ 1.2 vs.
3.8+0.43 and 6.5+ 1.1 vs. 89+ 1.7 MFI, respectively). However,
when used in combination with anti-IgM, known to increase TLR
expression on B cells, both stimuli were able to induce the expres-
sion of CD86 (Fig. 2a). The response of B cells from CVID patients
was significantly reduced when compared to controls after stimu-
lation with anti-IgM and S. pneumoniae (16 £ 3.9 vs. 21 + 2.8 MF];
p<0.05) or H. influenzae (26 +6.5 vs. 46 +6.7 MFI; p<0.05)
(Fig. 2b).

CpG-ODN
a NS CpG-0ODN anti-lg +anti-igh
2 13 12 a5 i
W [ / I
Control E N
=
1]
| |
+ &
| o |
i 1 far 8 i 7 o7
E ;- I:1 I -)-I.I | |IIII|I .II .|II
cvib £| || | . \ B
u:j A i | | ! W
L | il U ! 1
|I 1 .I '-_\I '.'.ll
CD86 (MFI) -
[ contral
1@ cvio ek
£ 504 0
30 4 g .
5. C o "1 & “% 5%
LoD oot 0] S 24
anti-igh CpG-ODN+anti-lgh
80 1 80 - ~
oo p0os O
70 1 R B o
§ » iv] o 00
w1 9 4 ° it B fx0
.03 ) {
10 - "’—?{%‘F‘ 'Q%ﬁ% 10 1 O ov

Fig. 1. Expression of CD86 on non stimulated (N.S.) CD19" gated B lymphocytes and after stimulation with CpG-ODN, anti-IgM and CpG-ODN plus anti-IgM. Panel a shows
representative histograms and MFI from a CVID patient (grey histograms) and a control (white histograms). Numbers in top right corners indicate MFI of each histogram.
Panel b shows the expression of CD86 (MFI) on B lymphocytes from CVID patients (closed circles) and controls (open circles).
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Fig. 2. Expression of CD86 on CD19" gated B cells after stimulation with S. pneumoniae, S. pneumoniae plus anti-IgM, H. influenzae and H. influenzae plus anti-IgM. Panel a
shows representative histograms and MFI from a CVID patient (grey histograms) and a control (white histograms). Numbers in top right corners indicate MFI of each
histogram. Panel b shows the expression of CD86 (MFI) on B lymphocytes from CVID patients (closed circles) and controls (open circles).

3.3. B cell proliferation after stimulation with TLR9 ligand

CFSE labelled cells were harvested after four days of culture
with CpG-ODN, anti-IgM or CpG-ODN plus anti-IgM. Fig. 3 shows
that we did not find differences in the proliferation index (PI) be-
tween CVID patients and controls after stimulation with CpG-
ODN (1.1+0.03 vs. 1.3+0.08) or anti-IgM (1.1+0.01 wvs.
1.1 £0.02). In contrast to CD86 expression, we did not find differ-
ences in B lymphocyte PI between the two groups after stimulation
with anti-IgM and CpG-ODN (1.4 +0.12 vs. 1.5 £ 0.07). However, it
is noteworthy that, except for one patient, the B lymphocyte PI of
all patients was below the mean of the control group.

3.4. B cell proliferation after stimulation with S. pneumoniae and H.
influenzae extracts

We found a lower PI in B cells from CVID patients when com-
pared to controls after stimulation with S. pneumoniae extracts

(1.0£0.02 vs. 1.1 £0.03; p<0.05) or S. pneumoniae extracts plus
anti-IgM (1.05 £ 0.02 vs. 1.12 + 0.03; p < 0.05) (Fig. 4).

Similar results were found when B cells from CVID patients and
controls were stimulated with H. influenzae alone (1.05 £ 0.01 vs.
1.11£0.03; p<0.05) or H. influenzae plus anti-IgM (1.06 + 0.02
vs. 1.15 £ 0.02; p < 0.05) (Fig. 4).

4. Discussion

CVID disease includes hypogammaglobulinaemia, recurrent
sinopulmonary infections and impaired functional antibody re-
sponses to protein and/or polysaccharide vaccines. Other clinical
findings are autoimmunity, granulomatous disease and neoplasia
[2,19]. An unknown B cell maturation and differentiation defect
leads to abnormal distribution of memory B cells subpopulations
and diminished antibody production in the patients.

We have found that B cells from CVID patients have a poor re-
sponse to TLR9 ligand CpG-ODN and to bacterial extracts from S.
pneumoniae and H. influenzae. This includes: (a) lower induction



D. Escobar et al./Cellular Immunology 262 (2010) 105-111 109

nig NS 25 i CPG-GI:!I
1] contrai E
2213 cvio o
T 1.8 1.8 1 B
1.4 1 1.4 1 »] 1 5]
—T— 3.0
R R T Z o 810 Oty
CpG-0DN
2.6 arru-lm'l 3.6 4
A +anti-ghl o
2.2 1 2.2 1
& 1.8 1.8 1 :
1.4 1 14 e —
~ On [ - — HEDSN
1.0 - Faz 05, 81 Ugo
X = — 1.0 -
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Fig. 4. Proliferative index (PI) of B lymphocytes stimulated with S. pneumoniae, S. pneumoniae plus anti-IgM, H. influenzae and H. influenzae plus anti-IgM from CVID patients

(closed circles) and controls (open circles).

of expression of the costimulatory molecule CD86 after stimulation
with CpG-ODN, S. pneumoniae or H. influenzae plus anti-IgM and (b)
diminished B cell proliferation after stimulation with S. pneumo-
niae or H. influenzae alone or combined with anti-IgM. None of
these defects correlated with the percentages of different memory
B cell subpopulations when patients were stratified according to
Piqueras et al. [20].

Serological memory is maintained by specific and aspecific re-
call [21]. Antigenic stimulation through recurrent infection or
booster immunization drives specific recall responses with produc-
tion of antibodies of unique specificity, while continuous TLR9
stimulation by bacterial DNA is thought to be one of the aspecific
recall mechanisms responsible for the production of antibodies of
all isotypes and specificities.

A requirement for TLR engagement, together with BCR activa-
tion, has been described for autoantibody production; synergistic

engagement of TLR9 and BCR in response to DNA containing anti-
gens has been implicated in the activation of autoimmune B cells
[22,23]. To what extent this model applies to other stimulating
antigens is currently under investigation.

Previous reports on CVID patients have shown a broad TLR9 de-
fect consisting in lack of TLR9 and defective TLR9 function in B cells
(low induction of CD86 expression and production of IL10 and IL6)
and plasmacytoid dendritic cells. This defect did not correlate with
the number of memory B cells and no mutations in TLR9 gene were
demonstrated [15]. In keeping with this, B cells from our CVID pa-
tients also show lower induction of expression of the costimulatory
molecule CD86 that links innate and adaptive immune responses.
The defect reaches statistical significance when CpG-ODN is com-
bined with anti-IgM stimulation. Furthermore, we extend the
study to the fact that B cells from our CVID patients show dimin-
ished proliferation in response to TLR9 stimulation with CpG-
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ODN as well. In a more recent paper Yu et al. [24] demonstrated
that PBL from CVID patients produced little IgG or IgA when stim-
ulated with TLR7, TLR7/8 and TLR9 ligands. Purified B cells from
CVID patients proliferated less than control B cells. However, pro-
liferation was evaluated after stimulation through TLR7 and not
through TLR9. Our results can indicate either deficiencies in TLR9
signalling or a defect in the induction of expression of TLR9 in-
duced by BCR stimulation. Human naive B cells express low levels
of TLR, but this expression increases after stimulation through the
BCR [12]. Signalling through TLR9 is not dependent on BCR ligation,
but there is synergy between both receptors. Recently, Chaturvedi
et al. [25] have demonstrated that after antigen binding and inter-
nalization, BCR recruits TLR9-containing endosomes into auto-
phagosomes, and this leads to B cell hyperresponses. This is a
new mechanism underlying the synergism between the signalling
receptors of innate and adaptive immunity. According to our re-
sults, we cannot exclude that this process is also altered in the
CVID patients.

Our findings also extend to other microbial antigens. The use of
bacterial extracts represents a more clinical condition because of
the tendency to autolysis of some bacteria in vivo [26] that pre-
sumably exposes several TLR ligands simultaneously or sequen-
tially to the host immune system. In this sense, we consider that
they are a more physiological stimulus than the use of isolated
CpG-ODN. B cells from CVID patients do not optimally respond to
bacterial extracts from S. pneumoniae and H. influenzae with or
without anti-IgM. As these are the two more frequent bacteria
responsible of respiratory infections in CVID patients, the lack of
response may explain the poor vaccine response of our patients
to S. pneumoniae and H. influenzae and their susceptibility to
infection.

Polysaccharides from S. pneumoniae can crosslink BCR and acti-
vate B cells in the absence of T cells. Innate immunity to S. pneumo-
niae depends on TLR signalling and a role for TLR2 [27-29] and
TLR4 has been demonstrated [30-32]. Recently, TLR9 has been
shown to play an important protective role in the lungs at an early
stage of host defence against pneumococcal infection [33]. Live S.
pneumoniae activates the transcription factor NF-KB and expres-
sion of [L-8 in human embryonic kidney 293 cell lines overexpress-
ing TLR2 and TLR9 and H. influenzae activates TLR2 and TLR4 in
these cells. These results were confirmed in human PBMC [34].
Blocking antibody cultures have demonstrated that our H. influen-
zae extract signals through both TLR2 and TLR4 and that the S.
pneumoniae strain used expresses pneumolysin and lipopeptides,
signalling through TLR4 and TLR2, respectively (data not shown).
Purified genomic DNA from S. pneumoniae and H. influenzae is
equally able to stimulate TLR9 [34]. Thus, the fact that in our cul-
tures H. influenzae extracts were a more efficient stimulus than
those from S. pneumoniae can be attributed to differential stimula-
tion of other B cell TLR distinct from TLRO.

The importance of TLR in vaccine responses is controversial.
Pneumococcal polysaccharides included in vaccine preparation,
contain TLR agonists essential for their capacity to induce antibody
secretion. Sen et al. [35] demonstrated that in vivo humoral im-
mune response to isolated pneumococcal polysaccharides (PPS) is
dependent on the presence of associated TLR ligands: commercial
23-valent PPS vaccine (Pneumovax 23) contained TLR2 and TLR4 li-
gands and the commercial pneumococcal conjugate vaccine (Prev-
nar) contained TLR2 ligands that were important for anti-PSS
responses in mice. They also demonstrated that inclusion of CpG-
containing ODN improves the response to pneumococcal conjugate
vaccine in mice [36].

The effect of TLR ligands on B cell responses may be direct,
through stimulation of B cell TLR or indirect through the action
of cytokines produced by other immune cells (monocytes, den-
dritic cells, etc.) after TLR ligand recognition. Our work was done

stimulating PBL instead of purified B cells and, although we cannot
completely exclude the influence of other populations present in
culture, several facts point to an intrinsic defect of B cells. First, re-
sults were evaluated directly on B cells by means of gating CD19
cells. Second, our previous published data demonstrate that T cells
from our cohort of patients preserve all their B cell cooperative
functions [37]. Finally, the fact that the monocytes of our patients
respond optimally to bacterial extracts (manuscript in preparation)
both in the induction of costimulatory molecules and secretion of
cytokines, argues against an indirect mechanism as responsible
of B cell deficiencies in CVID patients. Alternatively, our results
point to a direct TLR ligand recognition/stimulation defect in CVID
B cells. Thus, the poor response of CVID patients to vaccination
may be not only due to a low response to polysaccharidic or proteic
antigens, but also to a deficient response to contaminant TLR li-
gands present in vaccine preparations.

In summary, our results demonstrate that B cells from CVID
patients are deficient in their response to specific TLR9 ligands
(CpG-ODN) and also to S. pneumoniae and H. influenzae extracts.
This failure may underly the hypogammaglobulinaemia and the
poor vaccine responses characteristic of these patients. A better
understanding of the B cell deficiencies in CVID patients could help
to better classify this patients and also to design better vaccination
strategies to achieve the production of protective antibodies.
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Common variable immunodeficiency (CVID) is a primary immunodeficiency characterised by hypo-
gammaglobulinaemia and antibody deficiency to T dependent and independent antigens. Patients suffer
from recurrent respiratory infections and poor response to vaccination. Although the underlying molec-
ular defect is unknown, most CVID patients show impaired late B cell differentiation. We investigated B
cell differentiation and immunoglobulin secretion induced by two different stimuli: TLR9 specific ligand
(CpG-ODN) and anti-CD40 combined with IL21. The contribution of BCR signalling (anti-IgM stimulation)
was also evaluated. B cells from CVID patients produced low levels of IgG and IgA in response to both
kinds of stimuli that was not restored by anti-IgM. Production of IgM was conserved when cells were
stimulated with anti-CD40 and IL21. These results point to a wide signalling defect in B lymphocytes from
CVID patients that may be related to their hypogammaglobulinaemia and poor response to vaccination.

© 2011 Elsevier Inc. All rights reserved.

1. Introduction

Common variable immunodeficiency (CVID) includes a hetero-
geneous group of disorders of unknown aetiology characterised
by deficient antibody production and recurrent respiratory infec-
tions by encapsulated bacteria, mostly Streptococcus pneumoniae
and Haemophilus influenzae and poor response to vaccination. CVID
is the most frequent symptomatic primary humoral immunodefi-
ciency and patients benefit from substitutive gammaglobulin ther-
apy [1,2]. The molecular defect underlying this pathology remains
obscure, although several genetic mutations and polymorphisms
(ICOS, TNFRS13B/TACI, CD19 and Msh5, CD20, CD81) associated
with CVID have been described in 10% of the patients [3-5]. As a
result of the heterogeneity of the syndrome, a vast array of defects
have been described in CVID patients: low numbers and impaired
functionality of T cells [6], decreased proliferative response to anti-
gens and mitogens [7], diminished cytokine production [8], altered
interactions between T and B cells [9] and even dendritic cell dis-
turbances [10]. However, most CVID patients show abnormal late B
cell differentiation to CD27" memory B cells, switched memory B
cells and plasma cells, in spite of having normal numbers of B lym-
phocytes. Memory B cell deficiencies have been associated with a
worse clinical presentation and poor response to vaccines
[11,12]. Previous functional in vitro studies have shown that B cells
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from CVID patients undergo class switch recombination and pro-
duce immunoglobulins (Igs) if appropriately stimulated with com-
binations of anti-CD40, IL10 and/or IL4 [13-15].

The immune response to different pathogens depends on the
production of distinct Ig isotypes and several human immunodefi-
ciency diseases are associated with a dysregulated isotype switch.
[sotype switching by antigen primed B cells requires two signals: a
costimulatory signal from CD4" T cells (e.g. CD40L) and the contri-
bution of cytokines [16]. Several cytokines like IL4, IL10, IL13, IL21
and TGFB have been demonstrated as switch factors for the in vitro
production of IgG, IgA and IgE by activated B cells [17-19]. Further-
more, following antigenic stimulation, TLR can provide an addi-
tional signal for the differentiation of B cells and, for several
stimuli even substitute for T cells [20].

IL21 is a type I cytokine that belongs to a family that uses the
common cytokine receptor y-chain as a component of their recep-
tors. IL21 is produced mainly by activated CD4" T cells [21]. In vi-
tro, IL21 can have positive or negative effects on B cells depending
on the presence or absence of other signals. In humans, IL21 was
found to be the most potent T cell derived cytokine to induce B cell
proliferation and is a potent inductor of plasma cell differentiation
if combined with anti-CD40 or anti-CD40 and anti-IgM stimulation
[22]. In contrast with IL2 and IL10 that induce plasma cell differen-
tiation of memory B cells stimulated with anti-CD40 [23], IL21 is
able to induce plasma cell differentiation and Ig production by na-
ive B cells [22]. IL21 and anti-CD40 induce class switch recombina-
tion and secretion of IgG and IgA in pre-switched IgM memory B
cells [24,25]. In contrast, stimulation with IL21 and anti-IgM re-
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Table 1
Characteristics of the CVID patients included in the study.
Patient Age (years) Sex (male/female) CD19™ (%) CD19% (%)
IgD* CD27 IgD* CD27* IgD-CD27*
1 40 M 5 94 5 0
2 73 F 27 72 27 0,5
3 59 M 8 96 3 0
4 26 M 15 95 0,5 0,5
5 26 F 9 87 1,9 1,7
6 58 F 19 84 5 5
7 64 F 7 73 18 5
8 43 F 16 77 20 1
9 56 F 5 95 1 1
10 40 F 20 86 2 1
11 55 M 2 83 15 0
12 44 F 9 75 17 5
13 26 F 9 84 8 4
14 26 M 18 90 1 2
15 31 F 16 70 2 3
Normal values - - 10.7 £0.8° 61+4.5° 10.8 £2.8° 14.7 £2.2°

@ B cells and B cell subpopulations were evaluated as percentage of lymphocytes and percentage of total B cells respectively.

> Normal values expressed as mean * SEM.

sults in B cell death [22]. Recently, Borte et al. [26] demonstrated
that a combination of IL21, IL4 and anti-CD40 is able to induce
class-switch recombination to IgG and IgA and differentiation of
Ig-secreting cells in peripheral blood mononuclear cells (PBMC)
from CVID and IgA deficient patients. No mutations in IL21 gene
were found. Interestingly, CD138* defined plasma cells accounted
for only a small fraction of overall IgG or IgA production [26].
CD38" is upregulated during the germinal centre process of B cell
stimulation and differentiation induced by T lymphocytes and sol-
uble mediators. Both plasmablasts and plasma cells express CD38
although their expression of CD138 is heterogenous [27].

In this study we evaluated B cell differentiation and Ig produc-
tion by purified B cells from CVID patients stimulated with two
kinds of stimuli: IL21 in combination with anti-CD40 (simulating
T cell dependent stimulation) or CpG-ODN (simulating T cell inde-
pendent stimulation). The contribution of BCR signalling (anti-IgM
stimulation) was also evaluated. We found that purified B cells from
CVID patients show a defective response to both kinds of stimuli.
Irrespectively of their degree of differentiation, secretion of IgG
and IgA was diminished in B cells from CVID patients compared
to controls, whatever the stimulus used. Production of [gM was con-
served when cells were stimulated with anti-CD40 and IL21.

2. Materials and methods
2.1. Patients

Fifteen CVID patients were selected according to diagnostic cri-
teria of the International Union for Immunological Societies scien-
tific group for primary immunodeficiency diseases. Patients
received intravenous gammaglobulin therapy every 21 days with
the exception of two patients: patient 14 had not received substi-
tutive therapy during the last year and patient 15 had not begun
the treatment when the study was started. Patients did not suffer
from infections at the time of the study. Peripheral blood samples
were collected before gammaglobulin replacement after informed
consent. Table 1 summarises patients present age, gender and per-
centage of total B cells and B cell subpopulations. Sixteen age and
sex matched healthy blood donors were included as controls.

2.2. B lymphocyte purification and cell culture

B cells were obtained from PBMC by negative selection using
the Dynabeads Untouched™ human B cells separation kit (Dynal,

Invitrogen) according to manufacturer instructions. The purity of
B cells (median and interquartile range-IQR) was similar in CVID
patients and controls (93 IQR: 79-95.5% vs. 90 IQR: 85-95%,
respectively). Purified B cells were resuspended in RPMI-1640
medium supplemented with 10% heat inactivated foetal calf serum
(FCS), glutamine (2 mM), Hepes (200 mM), and antibiotics (penicil-
lin and streptomycin).

Purified B lymphocytes (1 x 10° cells) were added to 96-well
plates and stimulated with CpG-ODN2006 (0.6 pg/ml; CpG oligo-
nucleotide type B; InvivoGen), F(ab)2 goat anti-human IgM (5 pg/
ml; Jackson ImmunoResearch), recombinant human IL21 (100 ng/
ml; Biosource), anti-human CD40/TNFRSF5 antibody (1 pg/ml;
R&D Systems) at different combinations.

Cultures were maintained at 37 °C in a 5% CO, atmosphere dur-
ing 11 days. Supernatants were collected and frozen at —70 °C to
measure IgM, IgG and IgA. CD38 membrane expression was evalu-
ated in cultured B cells.

2.3. Flow-cytometry

Purity of B cells was evaluated using a combination of anti-
CD45FITC and anti-CD19PCy5 labelled monoclonal antibodies (both
from Coulter Inmunotech). To assess the maturation of 11 days cul-
tured B cells, a combination of anti-CD45FITC, anti-CD19PCy5 and
anti-CD38PE labelled monoclonal antibodies (all from Coulter
Immunotech) was used. Differentiation of B cells was evaluated as
the percentage of CD19" gated B cells in culture that developed a
CD38" phenotype. Flow cytometry analysis was performed with
an Epics FC500 using the CXP software (Beckman Coulter).

2.4. Immunoglobulin quantification

IgM, IgG and IgA were quantified in 11 days culture superna-
tants by BD Cytometric Bead Array Human Igs Flex Set (BD Biosci-
ences) according to manufacturer instructions. The lower limits of
detection were 0.06, 0.34 and 7.35 ng/ml for IgM, IgG and IgA,
respectively. The assay was performed on an Epics FC500 flow
cytometer and the data were analysed using the FCAP array soft-
ware version 1.0.1 (BD Biosciences).

2.5. Statistical analysis

Statistical analysis was performed using the GraphPad Prism
software (San Diego, California). Data are expressed as median
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Fig. 1. Differentiation of CD38" expressing B cells from CVID patients and controls stimulated with CpG-ODN with and without anti-IgM. (A) Shows representative dot-plots
with the percentage of CD38" expressing B cells (boxes) from a healthy control (upper row) and a CVID patient (lower row). (B) Shows the percentage of CD38" expressing B

cells on CVID patients (n = 15; grey boxes) and controls (n = 16; white boxes).

and percentiles 25th and 75th (interquartile range-IQR). The
Mann-Whitney test was used to compare differences between
CVID patients and controls. A p value less than 0.05 was considered
statistically significant.

3. Results

3.1. Differentiation of purified B cells after stimulation with CpG-ODN
with or without anti-IgM

After 11 days in culture, the percentage of unstimulated B cells
from CVID patients expressing CD38 was not different from that of
controls (2.12 IQR: 0.91-3.029% vs. 1.45 IQR: 0.45-2.35%). Stimula-
tion with CpG-ODN alone or in the presence of anti-IgM induced
the differentiation of purified B cells into cells CD38" expressing
cells in patients and controls (Fig. 1A). Although the percentage
of B cells that differentiate to CD38" expressing cells was
lower in anti-CpG-ODN CVID stimulated B cells than in controls
(6.33 IQR: 5.40-8.96% vs. 9.07 IQR: 4.65-13.24%), the differences
were not significant. When anti-IgM was added to the culture,
we did not find significant differences between patients and con-
trols, either (3.83 IQR: 1.81-6.07% vs. 3.24 IQR: 1.54-11.09%)
(Fig. 1B).

3.2. Differentiation of purified B cells after stimulation with anti-
CD40 +IL21 with or without anti-IgM

No differentiation to CD38" expressing cells was induced by
stimulation with anti-CD40 alone or anti-CD40 and anti-IgM
(Fig. 2A). This is consistent with the fact that stimulation through
CD40 or BCR alone or in combination is able to induce activation
of B cells, but not their final differentiation into immunoglobulin
secreting cells. Stimulation with IL21 in the presence of anti-
CD40 or anti-CD40 and anti-IgM induced the differentiation of
purified B cells into CD38" expressing cells in patients and controls
(Fig. 2A). Although the percentage of B cells that differentiated into
CD38" expressing cells was lower in anti-CD40 + IL21 CVID stimu-
lated B cells than in controls (11.35 IQR: 5.62-20.14% vs. 20.10 IQR:
11.56-26.16%), the differences were not significant. In contrast,
when anti-IgM was added to the culture, significant differences
were found between patients and controls (9.36 IQR: 6.12-
13.39% vs. 22.76 IQR: 13.87-29.16%; p < 0.05) (Fig. 2B).

3.3. IgM secretion after stimulation with CpG-ODN or with anti-
CD40 +1L21

Purified B lymphocytes from CVID patients stimulated with
CpG-ODN produced lower levels of IgM than B cells from normal
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Fig. 3. Production of IgM (ng/ml) by purified B cells from CVID patients (n=15;
grey bars) and controls (n = 16; white bars) stimulated with CpG-ODN or anti-CD40
and 1L21.

controls (5215 IQR: 174-10387 vs. 10049 IQR: 7057-15824 ng/
ml), although the differences were not significant. However, puri-
fied B lymphocytes from CVID patients stimulated with anti-
CD40 +IL21 produced similar levels of IgM than these of normal
controls (13024 IQR: 4797-39996 vs. 14226 IQR: 11374-
38289 ng/ml) (Fig. 3). Production of IgM in cultures stimulated

with CpG-ODN or with anti-CD40 + IL21 in the presence of anti-
IgM could not be evaluated due to interferences with the detection
system.

3.4. IgG and IgA secretion after stimulation with CpG-ODN with or
without anti-IgM

Purified B lymphocytes from CVID patients stimulated with
CpG-ODN produced significantly lower levels of IgG than those of
normal controls (93 IQR: 66-1658 vs. 2082 IQR: 1218-6388 ng/
ml; p <0.05) (Fig. 4, upper left panel) and also lower levels of IgA
(281 IQR: 38-7183 vs. 5865 IQR: 3004-9325 ng/ml; p <0.05)
(Fig. 4, lower left panel).

The differences between CVID B lymphocytes from patients and
controls were maintained when anti-IgM was added to the culture
system both for IgG (267 IQR: 99-667 vs. 2249 IQR: 1090-4845 ng/
ml; p < 0.05) (Fig. 4, upper left panel) and IgA (32 IQR: 21-5353 vs.
5309 IQR: 3922-10224 ng/ml; p < 0.05) (Fig. 4, lower left panel).

3.5. IgG and IgA secretion after stimulation with anti-CD40 + IL21 with
or without anti-IgM

Purified B lymphocytes from CVID patients stimulated with
CD40 +IL21 produced significantly lower levels of IgG than these
of normal controls (2026 IQR: 955-9421 vs. 34912 IQR: 8149-
72204 ng/ml; p <0.05) (Fig. 4, upper right panel) and also lower
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Fig. 4. Production of IgG (upper panels) and IgA (lower panels), both in ng/ml, by purified B cells from CVID patients (n = 15; grey bars) and controls (n = 16; white bars)
stimulated with CpG-ODN with or without anti-IgM (left panels) or anti-CD40 and IL21 with or without anti-IgM (right panels).

levels of IgA (4403 IQR: 1873-16295 vs. 15918 IQR: 9791-
24989 ng/ml; p < 0.05) (Fig. 4, lower right panel).

The differences between CVID B lymphocytes from patients and
controls were maintained when anti-IgM was added to the culture
system both for IgG (2034 IQR: 449-4036 vs. 21606 IQR: 6535-
83821 ng/ml; p <0.05) (Fig. 4, upper right panel) and IgA (322
IQR: 138-8434 vs. 9722 IQR: 5892-13071 ng/ml; p < 0.05) (Fig. 4,
lower right panel).

4. Discussion

An unknown B cell maturation and differentiation defect leads
to abnormal distribution of memory B cells subpopulations and
diminished antibody production in CVID patients. In this study
we report that purified B cells from CVID patients show an im-
paired differentiation in response to two distinct stimulating com-
binations: CpG-ODN signalling through TLR9 (simulating T
independent activation) vs. [L21 stimulation in combination with
anti-CD40 (simulating T dependent activation). Simultaneous acti-
vation through BCR (stimulation with anti-IgM) does not correct
the deficiencies. Two findings supported this conclusion: (a) CVID
B cell differentiation to plasma cells was lower than that of con-
trols with all the stimuli used, although differences were signifi-
cant only when cells were stimulated with anti-CD40, IL21 and
anti-IgM and (b) the production of IgG and IgA was significantly
lower than that of controls whatever the stimuli used and irrespec-
tively of the differentiation to plasma cells.

Isotype switching is a critical step in the differentiation of B
lymphocytes and the generation of protective humoral immune re-
sponses. Different isotypes are related to the immune response to
distinct pathogens and are generated after antigen exposure in
normal individuals [28-30]. Accordingly, several immunodefi-
ciency conditions are related to the lack of specific isotypes like
selective IgA deficiency [31], IgG subclass deficiency [29,30] or hy-
per-IgM syndromes [32]. Common variable immunodeficiency pa-
tients have reduced serum levels of IgG with reduced IgA and/or

I[gM and suffer from recurrent sinopulmonary infections
[31,33,34]. Isotype switching by antigen primed B cells requires
two signals: a costimulatory signal from CD4" T cells (e.g. CD40L)
and the contribution of cytokines. Several cytokines like L4, IL10,
IL13, IL21 and TGFB have been demonstrated as switch factors
for the in vitro production of IgG, IgA and IgE by activated B cells.
However, there is still controversy regarding the specific role of
every cytokine to direct B cells to the production of different Ig iso-
types. On the other hand, some stimuli like CpG-ODN are able to
induce isotype switch and differentiation to plasma cells and
immunoglobulin production by B cells [35-37] and this effect
can be modulated by BCR stimulation [38,39].

We have demonstrated in this study that purified B cells from
CVID patients have an impaired differentiation (Fig. 2) and secrete
lower levels of IgG and IgA than normal controls in response to
anti-CD40 and IL21 (simulating T dependent activation) (Fig. 4).
This is in contrast with a recent paper by Borte et al. that suggests
IL21 restoration of Ig production in CVID patients [26]. Several rea-
sons can explain these discrepancies. First, we have used purified B
cells instead of PBMC in our cultures, what avoids the influence of
other lymphocyte populations present in culture in the final level
of Ig secretion. However, primary T cell defects affecting the pro-
cess of B cell maturation can not be excluded as a cause of the ob-
served B cell failure [40-41]. Second, we have used IL21 as the only
cytokine switch factor (instead of a combination of IL4 and IL21) to
avoid interferences of other cytokines in the final differentiation of
B cells. Avery et al. [42] have demonstrated that there is a dynamic
interplay between IL4 and IL21 in regulating the production of IgG
subclasses and IgA: although individually both ILs induce preferen-
tial switch to different IgG subclasses by CD40L stimulated B cells,
IL4 and IL21 synergistically increase the generation of IgG1, but IL4
abolishes IL21 induced switch to IgA. For this reason, we decided to
use purified B cells and evaluate the direct and only effect of 1L21
on their differentiation into Ig secreting cells in CVID patients.
Third, the methodology used to evaluate Ig production by B cells
was also different and can contribute to the found discrepancies.
We used a Cytometric Bead Array method that quantifies the total
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amount of Igs produced in supernatant cultures, while Borte et al.
used an Elispot method and converted the results into arbitrary
units. The fact that, in contrast with IgG and IgA, the secretion of
IgM was similar in stimulated B cells from patients and controls
suggest that there may be a switch defect in the B cells from CVID
patients (Fig. 3). In spite of that, the switch machinery may be par-
tially active, because even B cells from patients who lack memory B
cells were able to produce IgG and IgA in culture.

Ig production depends both on the number of Ig producing cells
and the secretion rate of each cell. Recently, Henn et al. have dem-
onstrated that stimulation with CpG-ODN and cytokines induces
heterogeneous secretion rates on B cells. In contrast, stimulation
with anti-CD40 and IL21 induces the appearance of a high-rate
IgG secreting cell population in B cells with otherwise low per-cell
IgG secretion rates [39]. For this reason we investigated IgG and
IgA production by purified B cells from CVID patients stimulated
with CpG-ODN (as a T independent stimulus) and compared it to
anti-CD40 and IL21 stimulation. We have recently described that
B cells from CVID patients show impaired activation and prolifera-
tion in response to CpG-ODN and S. pneumoniae and H. Influenzae
extracts [43]. Yu et al. have demonstrated that production of IgG
and IgA after stimulation with TLR7 or TLR9 agonists is impaired
in CVID patients, but their experiments were also done using PBL
instead of purified B cells [44]. In our hands, CpG-ODN stimulation
was less efficient than anti-CD40 and IL21 at inducing plasma cell
differentiation and Ig secretion by purified B cells from both con-
trols and patients. Using purified B cells from CVID patients, we
demonstrated that differentiation to plasma cells induced by
CpG-ODN, although lower than that of controls, is not significantly
different (Fig. 1). In spite of this fact, production of IgG and IgA was
also severely impaired in patients (Fig. 4) compared to controls and
again, the addition of anti-IgM to the culture did not correct the
deficiencies. In contrast with results obtained with anti-CD40
and IL21, secretion of IgM after stimulation with CpG-ODN is im-
paired in B cells from patients (although the differences are not sig-
nificant) suggesting a more profound defect of this signalling
pathway not restricted to switch activity (Fig. 3).

In summary, our results indicate that, although acting through
different pathways, neither CpG-ODN nor anti-CD40 and IL21 stim-
ulation are able to induce B cells from CVID patients to produce nor-
mal levels of Igs, and this defect is not corrected by the addition of
anti-IgM. This may imply a signalling defect in both pathways or
alternatively it may indicate that B cells from CVID patients die in
culture after stimulation. We conclude that B cells from CVID pa-
tients have a generalised response defect to different stimuli. This
failure may underlie the hypogammaglobulinaemia and the poor
vaccine responses characteristic of these patients. A better under-
standing of the B cell deficiencies in CVID patients could help to bet-
ter classify this patients and also to design vaccination strategies to
achieve the production of protective antibodies.
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Introduction

Common variable

immunodeficiency (CVID) is the

Summary

Common variable immunodeficiency (CVID) is a primary immunodefi-
ciency characterized by hypogammaglobulinaemia and recurrent infections.
Although the underlying cause is unknown, B cells from most CVID patients
fail to differentiate to memory or plasma cells. We investigated if increased
apoptosis could influence the fate of B cells. For this purpose we activated
purified B lymphocytes of CVID patients with a surrogate T-dependent
(anti-CD40) or T-independent [cytosine—phosphate—guanosine oligodeo-
xynucleotides (CpG-ODN) or anti-immunoglobulin (Ig)M)] stimulus with
or without interleukin (IL)-21. We found that CD27* B cells were more sensi-
tive than CD27" B cells to spontaneous apoptosis and less sensitive to rescue
from apoptosis. The addition of IL-21 down-modulated the protective effect
of all the stimuli on CD27" B cells and the protective effect of CpG-ODN and
anti-IgM on CD27* B cells. In contrast, IL-21 rescued unstimulated CD27" B
cells and improved the rescue of anti-CD40-stimulated CD27* B cells. When
we compared patients and controls, mainly CD27* B cells from MBO patients
were less sensitive to rescue from apoptosis than those from MBI patients
and controls after activation, irrespective of the IL-21 effect. Increased
apoptosis during an immune response could result in lower levels of immu-
noglobulin production in these patients.
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and plasma cells. Accordingly, patients have been classified
depending on their number of naive, memory and
switched-memory B cells [8,9]. Furthermore, a low percent-

most frequent symptomatic primary humoral immunodefi-
ciency. It includes a heterogeneous group of disorders of
unknown aetiology characterized by deficient antibody pro-
duction, recurrent respiratory infections by encapsulated
bacteria, mainly Streptococcus pneumoniae and Haemophilus
influenzae, and poor response to vaccination. Patients
benefit from immunoglobulin replacement therapy [1-4].
Several genetic mutations and polymorphisms [inducible T
cell co-stimulator (ICOS), tumour necrosis factor receptor
superfamily, member 13b (TNFRS13B/TACI), CD19, CD20,
CD81, B cell-activating factor receptor (BAFF-R) and
CD21] have been described in fewer than 10% of CVID
patients, while the underlying molecular defect remains
unknown for most of them [5-7]. A vast array of immuno-
logical defects have been described in CVID patients, of
which the most outstanding is abnormal late B cell differen-
tiation to CD27* memory B cells, switched-memory B cells

age of memory B cells in CVID patients has been associated
with a worse clinical presentation and poor response to vac-
cines [10-12]. Loss of memory B cells also occurs from the
onset of acute HIV infection. Recently, low frequencies of
CD27" memory B cells and decreased production of anti-
bodies have been described in successfully treated HIV
patients in spite of drug-suppressed viraemia. Surface
expression levels of TNF-related apoptosis-inducing ligand
(TRAIL) on memory B cells correlated negatively with their
peripheral blood frequency [13].

The generation of memory B cells and plasma cells is
essential to establish efficient humoral immune responses.
Co-operation of B cell receptor (BCR)-activated B cells with
helper T cells is relevant and occurs through contact
between T cell membrane molecules (CD40L, ICOS, etc.)
and their corresponding B cell ligands [14]. The importance
of several of these components of the immune system has
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been exemplified by naturally occurring immunodeficien-
cies [15]. Furthermore, secretion of cytokines by T cells also
instruct the differentiation of B cells, including interleukin
(IL)-21 as one of the more potent cytokines for human B
cell proliferation and differentiation [16-20]. Following
antigenic stimulation, Toll-like receptor (TLR) can provide
an additional signal for the differentiation of B cells and
even substitute T cell-derived signals [21,22].

Apart from their effect on proliferation and differentia-
tion, several of these stimuli also influence B cell survival.
BCR activation has been shown to induce B cell apoptosis
in the absence of survival signals such as that provided
through CD40. Mainly produced by activated CD4*
follicular T cells [19,23,24], IL-21 is a type I cytokine that
belongs to a family that uses the common cytokine receptor
Y-chain as a component of their receptors [25,26]. The
stimulatory or inhibitory effect of IL-21 depends on
the maturation and activation status of the B cell, the
co-stimulatory accompanying signal and the presence of
other cytokines. In humans, IL-21 is a potent inductor of
plasma cell differentiation if combined with anti-CD40
[16], induces class-switch recombination and secretion of
immunoglobulin (Ig)G and IgA in pre-switched IgM
memory B cells [19,27] and is able to induce plasma cell
differentiation and immunoglobulin production even by
naive B cells [16]. However, IL-21 triggers B cell death when
BCR is ligated [16,28]. A balance between apoptosis-
inducing and survival signals must exist to preserve B cell
homeostasis.

We have shown previously that, although acting through
different pathways, neither cytosine—phosphate—guanosine
oligodeoxynucleotides (CpG-ODN) nor anti-CD40 with
IL-21 stimulation are able to induce B cells from CVID
patients to produce normal levels of immunoglobulins, and
this defect is not corrected by the addition of anti-IgM [29].
This could imply a signalling defect in both pathways or,
alternatively, it could indicate that B cells from CVID
patients die in culture after stimulation. In this study we
evaluated the effect of IL-21 on spontaneous and TLR-9-,
CD40- or BCR-induced apoptosis or proliferation of CD27~
and CD27" B cells from CVID patients. The aim of the
study was to ascertain if differences in response between
controls and patients could determine a different fate of
CD27  and CD27" B cells and explain the imbalanced B cell
homeostasis and finally immune deficiency in CVID
patients.

Methods

Patients

Twenty-two CVID patients were selected according to diag-
nostic criteria of the International Union for Immunologi-
cal Societies scientific group for primary immunodeficiency
diseases. Patients were classified into three groups according

to Piqueras et al. [8]: (i) CVID patients with a low percent-
age of CD27" (memory phenotype) B cells or MBO; (ii)
patients with normal IgD*CD27* (non-switched-memory
phenotype) and a low percentage of IgD"CD27* (switched-
memory phenotype) B cells or MB1; and (iii) patients with
normal percentages of CD27" B cells or MB2. Patients
received intravenous gamma globulin therapy every 21 days
and did not suffer from infections at the time of the study.
Peripheral blood samples were collected before gamma
globulin replacement. Table 1 summarizes the patients’ age,
gender and percentages of B cell subpopulations. Twenty-
two age- and sex-matched healthy blood donors were
included as controls. The study was conducted according to
the ethical guidelines of the 1975 Declaration of Helsinki
and approved by CEIC (Balearic Islands Clinical Research
Ethics Committee; IB 1564/11 PI). Informed consent was
obtained from all subjects.

B lymphocyte purification, CD27-and CD27* B cell
sorting and cell culture

Peripheral blood mononuclear cells (PBMC) were isolated
from 40 ml of heparinized blood by density gradient cen-
trifugation. B lymphocytes were obtained from PBMC by
negative selection using the Dynabeads Untouched™
human B cells separation kit (Dynal; Invitrogen, Carlsbad,
CA, USA), according to the manufacturer’s instructions.
CD27 and CD27" B cells were sorted from 4 x 10° purified
B cells using a Coulter Epics Altra HypersortTM system
(Beckman Coulter, Brea, CA, USA). Purified B cells or
sorted CD27" and CD27* B cells were resuspended in
RPMI-1640 medium supplemented with 10% heat inacti-
vated fetal calf serum (FCS), glutamine (2 mM) and antibi-
otics (penicillin and streptomycin). Purified B cells (1 x 10/
ml) were labelled during 5min at room temperature
(RT) (25°C) with 1ug carboxyfluorescein succinimidyl
ester (CFSE) (Invitrogen), following the manufacturer’s
instructions.

CFSE-free purified B cells, 5 x 10, or sorted CD27" and
CD27* B cells and CFSE-labelled purified B cells were cul-
tured in 96-well plates and stimulated with CpG-ODN
(0-6 pg/ml; CpG-ODN type B; InvivoGen, San Diego, CA,
USA), F(ab)2 goat anti-human IgM (5 ug/ml; Jackson
ImmunoResearch, West Grove, PA, USA), anti-human
CD40/TNFRSF5 antibody (1 ug/ml; R&D  Systems,
Abingdon, UK) without or with human recombinant
IL-21 (100 ng/ml; Biosource, Cambridge, MA, USA). Cul-
tures were maintained for 3 days at 37°C in a 5% CO,
atmosphere.

Flow cytometry

B cell purity, apoptosis, proliferation and surface marker
expression were analysed by flow cytometry using an Epics
FC500 flow cytometer and the CXP software (Beckman
Coulter).
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Table 1. Age, gender and B lymphocyte subpopulations of common variable immunodeficiency (CVID) patients.

CD19" (%)

Age Gender CD19 Naive Unswitched memory Switched memory
Patient (years) (male/female) (%) IgD*CD27~ IgD* CD27* IgD~CD27* Group
1 43 M 5 94 5 <1 MBO
2 61 M 8 96 3 <1 MBO0
3 29 M 15 95 <1 <1 MBO
4 29 F 9 87 6 2 MBO
5 61 F 19 84 5 5 MBO
6 60 F 5 95 1 1 MBO
7 60 M 2 92 3 <1 MBO0
8 67 F 5 96 3 <1 MBO
9 34 F 16 70 2 3 MBO0
10 38 M 4 90 5 1 MBO
11 23 M 14 91 4 <1 MBO
12 27 F 8 97 2 <1 MBO
13 73 F 27 72 27 <1 MB1
14 67 F 14 64 25 4 MB1
15 67 F 7 73 18 5 MBI
16 46 F 16 77 20 1 MBI
17 47 F 9 75 17 5 MB1
18 33 F 9 84 4 MB1
19 60 F 26 76 7 6 MBI
20 67 F 16 84 12 1 MB1
21 82 F 2 39 14 33 MB2
22 44 F 20 52 10 20 MB2

Current age (years), gender (M: male, F: female); percentage of peripheral blood B lymphocytes (CD19%) and percentages of naive [immunoglobu-
lin (Ig)D*CD277], memory unswitched (IgD*CD27*) and memory-switched (IgD"CD27") B cell subpopulations (referred to total CD19* B lympho-

cytes) and Piqueras classification of CVID patients.

Cell purity was assessed using the following monoclonal
antibody combinations: anti-CD45 fluorescein isothio-
cyanate (FITC), anti-CD19 phycoerythrin cyanin 5 (PCy5)
(both from Coulter Immunotech) and anti-CD3
phycoerythrin (PE) (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ,
USA) for purified B cells and anti-CD19 PCy7 plus anti-
CD27 PCy5 (both from Coulter Immunotech) for sorted
CD27 and CD27" B cells. Purity was always superior to
95%.

Annexin V and propidium iodide staining protocol
(Becton Dickinson) was performed to evaluate apoptosis of
CSFE-free purified (Fig. 1a) and sorted CD27 and CD27" B
cells (Fig. 1b,c), following the manufacturer’s instructions.
Briefly, 1x10° cultured CFSE-free cells were harvested,
stained with anti-CD19 PCy7 and anti-CD27 PCy5, washed
with cold phosphate-buffered saline (PBS), resuspended in
100 pl binding buffer and stained with 5 pl of a 1-2 pg/ml
solution of annexin V-FITC and 5 pl of a 50 ug/ml solution
of propidium iodide. Cells were incubated for 15 min at RT
(25°C) in the dark, resuspended in 400 pl of binding buffer
and analysed. Propidium iodide positivity was used to
exclude necrotic CD19" cells and percentage of apoptotic
cells (annexin V-FITC-positive) was calculated from the
resulting population. Rescue from apoptosis was expressed
as [(% baseline apoptosis — % post-stimulation apoptosis)/
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% baseline apoptosis] x 100, to indicate the decrease in
apoptosis induced by each stimulus related to baseline
apoptosis.

A CFSE dilution protocol was used to evaluate the prolif-
eration of CFSE-labelled cultured purified B cells. Prolifera-
tion index was calculated on CD19*CD27~ or CD19*CD27*
stained B cells attending to the number of divisions and the
percentages of cells in each round of division, as described
previously by Quah et al. [30].

TRAIL expression was evaluated in whole blood samples
stained with anti-CD19 energy-coupled dye (ECD), anti-
CD27 PCy7 (both from Coulter Immunotech) and anti-
TRAIL-PE (Becton Dickinson)-conjugated monoclonal
antibodies. TRAIL median fluorescence intensity (MFI)
was measured in previously gated CD19*CD27 - and
CD19°CD27" B cells.

Statistical analysis

Statistical analysis was performed using GraphPad Prism
version 4-0 software (San Diego, CA, USA). Data are
expressed as median and 25th and 75th percentiles. The
Mann-Whitney U-test was used to compare differences
between B cells subpopulations. The Kruskal-Wallis test
was used to compare differences between CVID patients
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Fig. 1. Representative experiments of spontaneous and post-activation apoptosis of CD27~ and CD27" B cells. Purified B cells from common

variable immunodeficiency (CVID) patients and controls or sorted CD27~ and CD27" B cells from controls were stimulated with different
combinations of CD40, Toll-like receptor (TLR)-9, B cell receptor (BCR) ligands or interleukin (IL)-21. (a) Purified B cells: markers in histograms
differentiate apoptotic [annexin V-fluorescein isothiocyanate (FITC)-positive] from viable (annexin V-FITC-negative) cells on propidium

iodide-free CD27 (upper panel) or CD27* (lower panel) gated cells. Histograms show a representative experiment from a healthy control (upper
row) and CVID MBO (middle row) and CVID MBI (lower row) patients. (b—c) Sorted cells: CD27 expression (upper dot-plots rows) and apoptosis
(lower histograms rows) of propidium iodide-free CD27 (b) or CD27" (c) sorted B cells. Dot plots and histograms are representative from three

independent experiments performed on healthy controls.

groups and controls. The Wilcoxon test was used to
compare differences between two paired groups of treat-
ments (each stimulus with or without IL-21). A statistical
test based on measures of central tendency comparison was
not applicable to the particular case of anti-IgM combined
with IL-21. A P-value less than 0-05 was considered statisti-
cally significant.

Results

CD27" B cells are less sensitive to apoptosis rescue by
single stimulus than CD27" B cells

B cells die from apoptosis if maintained unstimulated in
culture [31]. After 3 days, spontaneous apoptosis was higher
in CD27" than in CD27 B cells (792 versus 57-6%,
P <0-001) (Fig. 2a).

When B cells are stimulated, they are rescued from
apoptosis. The effectiveness of the rescue depends upon
both the kind of stimulus used and the subpopulation of B
cells. For CD27" B cells, the strongest rescue effect was
induced by anti-CD40 followed by CpG-ODN and to a
lesser extent by anti-IgM, whereas for CD27* B cells, CpG-
ODN appeared to be the strongest rescue stimulus (Fig. 2b).
Nevertheless, all the stimuli evaluated were more efficient in
the CD27" than in the CD27" population: anti-CD40 (77-9
versus 23:9%, P <0-001), CpG-ODN (71-4 versus 57-:3%,
P<0-01) and anti-IgM (52-7 wversus 36-9%; P <0-01)
(Fig. 2b).

Fig. 2. Spontaneous apoptosis and anti-CD40,
cytosine—phosphate—guanosine
oligodeoxynucleotides (CpG-ODN) or
anti-immunoglobulin (Ig)M activation-induced
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Proliferation was evaluated simultaneously. Anti-CD40
and anti-IgM did not induce proliferation of either CD27"
or CD27* B cells while CpG-ODN induced proliferation
of both subpopulations (Table 2). Although CpG-ODN
induced a lower level of proliferation on CD27" than CD27*
B cells (PI=0-1 versus PI=1-8, respectively; P < 0-001)
(Table 2), it induced higher rescue from apoptosis in the
CD27" population (Fig. 2b). These aforementioned results
suggest that proliferation and rescue from apoptosis are two
independent processes.

CD27  and CD27* B cells from CVID MBO patients are
less sensitive to apoptosis rescue by single stimulus

CD27" B cells from CVID MBO patients were less sensitive
to rescue from apoptosis when stimulated with a T-
dependent stimulus (anti-CD40) than control subjects
(65-4 versus 77-9%, P < 0-05) (Fig. 3a). They were also less
sensitive to rescue from apoptosis when stimulated with a
T-independent stimulus (CpG-ODN) than control subjects
or CVID MBI patients, although differences did not reach
statistical significance (58-8 versus 71-4 and 63-0%, respec-
tively, P=0-075). CD27" B cells from CVID MBI patients
were rescued from apoptosis similarly to controls, regardless
of the stimulus used (Fig. 3a). After BCR engagement with
anti-IgM CD27" B cells from both CVID MB0 and MBI,
patients were rescued equally from apoptosis than healthy
controls.
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Table 2. Effect of interleukin (IL)-21 on CD27" and CD27" B cell proliferative responses.

CD27" B cells CD27* B cells CD27" versus CD27" P-value
Lone +IL-21 P-value Lone +1L-21 P-value Lone +1L-21
Anti-IgM 0-0 0-0 n.s. 0-0 0-0 n.s. n.s. n.s.
Anti-CD40 0-0 0-4 ek 0-0 1-0 e n.s. H###
CpG-ODN 0-1 0-2 i 1-8 1-1 ook #H## ###

Proliferation index after anti-immunoglobulin (Ig)M, anti-CD40 or cytosine—phosphate—guanosine oligodeoxynucleotides (CpG-ODN) activa-
tion with or without IL-21 co-stimulation in CD27~ and CD27" B cells from healthy controls (n = 19). Proliferation index was calculated as described
in the flow cytometry section and takes into account both the number of divisions and the percentage of cells in each round of division. Wilcoxon’s
test (left grid) was applied to evaluate the effect of IL-21 addition to each stimulus on CD27~ or CD27* B cells (P values: **P < 0-01; ***P < 0-001;
n.s.: not significant). Mann-Whitney test (right grid) was used to compare differences between B cell subpopulations proliferative responses to single

or IL-21-combined stimuli (P-values: ###P < 0-001; n.s.: not significant).
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Fig. 3. Activation-induced rescue from apoptosis and proliferation of peripheral CD27~ and CD27" B cells from common variable
immunodeficiency (CVID) patients and healthy controls. (a) Percentage of rescued CD27~ and (b) CD27* B cells upon stimulation with anti-CD40,
cytosine—phosphate—guanosine oligodeoxynucleotides (CpG-ODN) or anti-immunoglobulin (Ig)M in healthy controls (n = 22; white bars), CVID
MBO patients (n = 12; dark grey bars) and CVID MBI patients (n = 8; light grey bars). (c) Representative dot-plots with dividing and non-dividing
CD19*CD27 carboxyfluorescein succinimidyl ester (CFSE)" (lower quadrants) and CD19*CD27*CFSE" (upper quadrants) B cells from a healthy
control (upper row), one CVID MBO patient (middle row) and one CVID MBI patient (lower row) after stimulation with anti-CD40, CpG-ODN or
anti-IgM. (d) Proliferation index after anti-CD40, CpG-ODN or anti-IgM activation of CFSE-labelled CD27" (upper panel) and CD27" (lower
panel) B cells from healthy controls (n = 19; white bars), CVID MBO patients (n = 8; dark grey bars) and CVID MBI patients (n = 6; light grey bars).
No proliferation was detected with anti-CD40 and anti-IgM. Data are given as median and 25th to 75th percentiles (Kruskal-Wallis test P-values:

P <0-05%; P<0-01**; P < 0-001**%).
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Fig. 4. Interleukin (IL)-21 effect on spontaneous apoptosis and activation-induced rescue from apoptosis of peripheral CD27~ and CD27" B cells
from healthy controls. (a) Percentage of rescued CD27™ and (b) CD27* B cells upon stimulation with IL-21 alone or in combination with anti-CD40,
cytosine—phosphate—guanosine oligodeoxynucleotides (CpG-ODN) or anti-immunoglobulin (Ig)M. Data are given as median and 25th to 75th
percentiles from 22 independent experiments (Wilcoxon’s test P-values: P < 0-:05%; P < 0-01**; P < 0-001***).

CD27* B cells from CVID MBO patients, stimulated with
either a T-dependent (anti-CD40) or a T-independent
stimulus (CpG-ODN), were less sensitive to apoptosis
rescue than control subjects (6-0 versus 23-9%, P < 0-01; and
23-2 versus 57-:3%, P < 0-05, respectively) and CVID MBI
patients (6-0 versus 30-6%, P < 0-001; and 23-2 versus 65-7%,
P <0:01, respectively). They were also less sensitive to
rescue from apoptosis after BCR engagement with anti-IgM
than control subjects (19-2 versus 36:9%, P < 0-05) or CVID
MBI patients (19-2 versus 38-2%, P < 0-01) (Fig. 3b). With
either stimulus CD27" B cells from CVID MBI patients
were rescued from apoptosis similarly to controls (Fig. 3b).

Thus, CD27* B cells from CVID MBO patients appear to
be resistant to apoptosis rescue irrespective of the stimulus.
This was not linked to differences in proliferation because
both CD27" and CD27* B cells from CVID MBO patients
proliferated similarly to controls and CVID MBI patients
(Fig. 3¢,d).

IL-21 modulates apoptosis rescue of co-stimulated
CD27" and CD27* B cells

IL-21 alone was able to rescue CD27- (16:9%) but not
CD27" B cells from spontaneous apoptosis (Figs 1a and 4).
In spite of this, the addition of IL-21 down-modulated the
protective effect of anti-CD40 (77-9 versus 75-9%, P < 0-01)
and CpG-ODN (71-4 versus 42:7%, P <0-001) on CD27" B
cells.

In CD27* B cells IL-21 tended to reduce the CpG-ODN
rescue effect but increased the protective effect of anti-
CDA40 significantly (23-9 versus 42-8%, P <0-05) (Figs la
and 4b).

IL-21 not only reverted the protective effect of anti-IgM
on CD27 and CD27* B cells, but in some cases even

© 2013 British Society for Immunology, Clinical and Experimental Imnmunology, 174: 97-108

increased apoptosis above spontaneous baseline values
(Fig. 1a and scatter-plots in Fig. 4).

Similar results were obtained when we evaluated activa-
tion induced rescue from apoptosis on sorted CD27" and
CD27" B lymphocytes stimulated with the same stimuli
(histograms in Fig. 1b,c). Moreover, we did not find
increased CD27 expression when we stimulated CD27" B
cells with any of the stimuli (dot-plots in Fig. 1b), which
validates the gating strategy when using purified total B
cells.

Effect of IL-21 on apoptosis is not linked
to proliferation

IL-21 modulates proliferation induced by co-stimulation on
CD27 and CD27" B cells. This effect has to be taken into
account when analysing the apoptosis rate.

Neither CD27 nor CD27* B cells proliferated in response
to anti-IgM combined with IL-21 (Table 2). However, both
subpopulations proliferated in response to IL-21 with anti-
CD40, although the proliferation index was higher in
CD27" B cells. Remarkably, IL-21 increased proliferation of
CpG-ODN-activated CD27" B cells but decreased prolifera-
tion of CpG-ODN-activated CD27* B cells (Table 2).

In CD27" B cells, IL-21 reduction of CpG-ODN
apoptosis rescue is accompanied by a reduction in the pro-
liferative response. In contrast, the increase in anti-CD40
apoptosis rescue is accompanied by a proliferation enhance-
ment (Fig. 4b and Table 2). However, IL-21 reduction in
apoptosis rescue induced by anti-CD40 or CpG-ODN on
CD27" B cells is not due to a negative effect on proliferation
(Fig. 4a and Table 2). Furthermore, in spite of the higher
proliferative response induced by IL-21 combined with
anti-CD40 or CpG-ODN on CD27* versus CD27" B cells
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Fig. 5. Interleukin (IL)-21 effect on apoptosis rescue and proliferation of activated peripheral CD27~ and CD27" B cells from common variable
immunodeficiency (CVID) patients. (a) Percentage of rescued CD27~ and (b) CD27* B cells upon stimulation with IL-21 alone or in combination
with anti-CD40, cytosine—phosphate—guanosine oligodeoxynucleotides (CpG-ODN) or anti-immunoglobulin (Ig)M in healthy controls (1 = 22;
white bars/dots), CVID MBO patients (n = 12; dark grey bars/dots) and CVID MBI patients (n = 8; light grey bars/dots). (c) Representative dot-plots
of dividing and non-dividing CD19*CD27 carboxyfluorescein succinimidyl ester (CFSE)* (lower quadrants) and CD19*CD27*CFSE* (upper
quadrants) B cells from a healthy control (upper row), one CVID MBO0 (middle row) and one MBI (lower row) patient, after stimulation with IL-21
alone or in combination with anti-CD40, CpG-ODN or anti-IgM. (d) Proliferation index of CFSE-labelled CD27~ (upper panel) and CD27" (lower
panel) B cells from healthy controls (n = 19; white bars), CVID MBO (n = 8; dark grey bars) and MB1 (n = 6; light grey bars) patients after
stimulation with IL-21 alone or in combination with anti-CD40, CpG-ODN or anti-IgM. No proliferation was detected with IL-21 and anti-IgM +
IL-21. Data are given as median and 25th to 75th percentiles (Kruskal-Wallis test P-values: P < 0-05%; P < 0-01**; P < 0-001***).

(Table 2), the rescue from apoptosis is not higher in CD27* by anti-CD40 plus IL-21 or CpG-ODN plus IL-

B cells for any of the stimulus (Fig. 4). Thus, although we
cannot rule out that the effect of IL-21 on apoptosis is
linked to proliferation, our results support the independ-
ence of these processes.

CD27  and CD27* B cells from CVID MBO patients are
less sensitive to apoptosis rescue by IL-21 combined
with a single stimulus

IL-21 alone rescued both CVID MBO and MBI
CD27" B cells similar to controls. CD27" B cells from
CVID MBO were less sensitive to apoptosis rescue

21 than controls or CVID MBIl patients, although
these differences were not statistically significant
(Fig. 5a).

CD27" B cells from CVID MBO0 patients were less sensi-
tive to apoptosis rescue when stimulated with anti-CD40
and IL-21 or CpG-ODN and IL-21 than control subjects
(17-6 versus 42-8%, P<0-001; and 21-9 wversus 44-4%,
P <0-05, respectively) and CVID MBI patients (17-6
versus 35-8%, P<0-01; and 21-9 versus 62-5%, P <0-01,
respectively).

CD27" and CD27" B cells from CVID MBI (Fig. 5b)
patients were rescued from apoptosis similarly to controls.
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Fig. 6. Tumour necrosis factor (TNF)-related apoptosis-inducing ligand (TRAIL) surface expression on peripheral blood B cells from common

variable immunodeficiency (CVID) patients and healthy controls. (a) Representative histograms of TRAIL expression (grey) on CD197CD27" (left
columns) and CD19*CD27* (right columns) B cells from a healthy control (upper row), one CVID MBO0 (middle row) and one CVID MBI (lower
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CD19"CD27" B cells from healthy controls (1 = 18; white bars), CVID MBO0 (n = 9; dark grey bars) and MB1 (n = 6; light grey bars) patients. Data
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IL-21 not only abrogated the protective effect induced by
anti-IgM, but increased the percentage of apoptotic B cells
both in controls and CVID patients irrespective of their
group (Fig. 5a,b).

When we evaluated the proliferation index, we did not
find differences between CVID patients and controls
(Fig. 5¢,d). Thus, again, differences of apoptosis rescue
between CD27* B cells from CVID MBO patients and con-
trols cannot be attributed to differences on B cell prolifera-
tion (Fig. 5).

CD27* B cells from MBO patients show higher TRAIL
expression than controls and MB1 patients

Higher expression of TRAIL has been related to apoptosis
and loss of peripheral memory B cells (identified as CD27%)
in successfully treated aviraemic HIV patients. We evaluated
if differences in TRAIL expression on CD27* B cells from
CVID MBO patients could explain the observed resistance
to apoptosis rescue. CD27" B cells from CVID MBO and
MBI patients showed similar TRAIL expression than con-
trols (Fig. 6). However, CD27* B cells from CVID MBO
patients showed higher TRAIL expression than controls (2-8
versus 16 MFL; P<0-001) or MBI patients (2-8 versus 1-7
MFI, P<0-001). We did not find differences in CD27" B
cells from CVID MB1 when compared to controls (Fig. 6).

Discussion

The B cell fate is determined by the nature of the antigen
encountered and a combination of signals provided
through membrane co-receptors or by secreted interleukins

encountered in the lymphoid compartment. Unsuccessfully
stimulated B cells die from apoptosis. Survival, growth and
differentiation signals are required to maintain B cell
homeostasis and to induce their differentiation into effector
subsets.

In this study, we show that CD27* B cells are less sensitive
to rescue from apoptosis than CD27" B cells, irrespective of
the stimulus used. Although IL-21 rescues unstimulated
CD27" B cells from spontaneous apoptosis and increases the
protective effect of anti-CD40 in CD27* B cells, it reduces
the protective effect of most stimuli used in both CD27-
and CD27* B cells. When we evaluate CVID patients, we
observe that CD27* B cells from MBO patients are less sensi-
tive to rescue from apoptosis than B cells from MBI
patients and normal controls after anti-CD40 or CpG-ODN
stimulation. These differences are not restored by the addi-
tion of IL-21. This is in agreement with the higher TRAIL
expression observed in CVID MBO patients.

The effect of IL-21, one of the most important cytokines
for B cell differentiation, depends upon the subset of B cell
studied and accompanying co-stimulus [28]. Jin et al. [32]
demonstrated that besides strain differences in mice, the
context in which B cells were activated influenced their fate.
IL-21-driven apoptosis and inhibition of proliferation were
dominant when B cells were activated through TLR-4 and
TLR-9. Co-stimulation and low apoptosis were observed in
B cells stimulated with anti-IgM or anti-IgM plus anti-
CD40, whereas both apoptosis and co-stimulation were
detected when IL-21 acted on anti-CD40 previously acti-
vated B cells. This raised the possibility that different
subsets of B cells responded differentially to IL-21. In our
hands, although IL-21 rescues unstimulated CD27" B cells
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from spontaneous apoptosis, it reduces the protective effect
of most of the stimuli both in CD27~ and CD27" B cells. On
the contrary, IL-21 increases the protective effect of anti-
CD40 in CD27" B cells. This suggests that IL-21 per se
increases survival of CD27" (mostly naive and transitional)
B cells, but this effect is lost after these cells are activated.
However, CD27" B cells become sensitive to rescue from
apoptosis if they are prestimulated with a surrogate
T-dependent stimulus (anti-CD40). Stimulation through
the BCR or with a T-independent stimulus (CpG-ODN)
renders CD27" B cells insensitive to the protective effect of
IL-21. IL-21 acts as a checkpoint for a productive B cell
response. Only memory and marginal zone B cells (con-
tained in the CD27" population) that receive cognate T cell
help in the presence of IL-21 would be protected from
apoptosis and directed to proliferation and eventually dif-
ferentiation to antibody secreting cells. We also report that
rescue from apoptosis is independent of proliferation. This
is particularly evident with anti-CD40 that, although it does
not induce proliferation, it rescues most CD27" B cells from
apoptosis.

Our present results support that the inability of CVID B
cells to produce normal levels of immunoglobulins in vitro
(and in vivo) can be the consequence of an increased sus-
ceptibility to apoptosis upon stimulation. That would result
in a reduced number of cells during an immune response.
CD27-, but particularly CD27* B cells, from our CVID MB0
patients are less sensitive to rescue from apoptosis than
MBI patients and controls.

Moreover, CD27" B cells from CVID MBO0 patients
showed significantly higher expression of TRAIL than con-
trols or CVID MBI patients. TRAIL is a member of the
TNF superfamily of cytokines able to induce programmed
cell death in tumour cells. Different subpopulations of B
cells show distinct sensitivity to TRAIL-mediated
apoptosis. BCR triggering sensitizes peripheral blood
memory, but not naive human B cells, to TRAIL-mediated
apoptosis [33] and TRAIL promotes death of normal
plasma cells [34]. In agreement with our results, van
Grevenynghe ef al. [13] demonstrated that memory B cell
survival was decreased significantly in aviraemic success-
fully treated (ST) HIV subjects compared with uninfected
controls. Memory B cells (identified as CD19*CD27*) from
ST subjects showed specifically higher expression levels of
TRAIL that correlated negatively with the frequency of
these cells. Production of immunoglobulins was lower in
ST subjects as a result of reduced survival and not lower
proliferation of B cells.

Increased apoptosis of B cells in the MBO group can
result in fewer cells developing into antibody-secreting cells
upon stimulation, hypogammaglobulinaemia and poor
humoral response to antigens. For CVID MBI patients a
different mechanism should be responsible, because their B
cells behave like control B cells in their sensitivity to
apoptosis. This holds true for the two evaluated CVID MB2

patients. Their B cell apoptosis rescue was similar to CVID
MBI patients and controls (data not shown). In a recent
paper, Borte et al. [35] suggested that IL-21 restores immu-
noglobulin production in patients with CVID. Using puri-
fied B cells, they found that IL-21 reduced apoptosis from
naive and memory B cells from 14 CVID patients. However,
no CVID group distinction was made; stimulation with
anti-CD40 and IL-21 also included IL-4, and they consid-
ered only the CD27™ naive and CD27* IgD™ memory B cell
populations (excluding CD27'IgD*). The proportion of
MB1/MB2 to MBO patients in their studied cohort might
have influenced the final result and explain the apparently
distinct conclusions.

We cannot exclude the possibility that the peripheral
blood B cells with increased apoptosis found in CVID MB0
could be the result of incomplete activation by follicular
CD4" T cells. In keeping with this, Hagn et al. [36] have
demonstrated that human B cells co-cultured with incom-
pletely activated CD4 T cells that secrete IL-21, but do not
express CD40L, differentiate into granzyme B (GzmB)-
secreting and potentially cytotoxic cells, able to induce
slowly developing apoptosis of several cell lines. Activation
of human B cells by IL-21 and BCR engagement in the
absence of CD40 ligation results in their differentiation into
GzmB-secreting cytotoxic cells rather than into plasma
cells.

In summary, our findings reinforce the fact that (in
humans) the net effect of different stimuli on B cells
depends upon both the B cell subpopulation studied and
the activation status of the B cell and underscore the rel-
evance of these features in CVID physiopathology. We
suggest that higher levels of apoptosis of CVID MB0 CD27*
B cells during an immune response can result in lower levels
of immunoglobulin production, irrespective of their prolif-
eration. The results highlight the heterogeneity among
CVID patients, where distinct molecular mechanisms
underlie common clinical symptoms, and highlight the
need to classify and study CVID patients separately when
evaluating B cell responses.
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