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Abreviaturas

. RELACION DE LAS PRINCIPALES ABREVIATURAS USADAS

EN EL TEXTO

LES: lupus eritematoso sistémico
TNF: tumor necrosis factor
ELISA: enzimoinmunoanalisis
HCQ: hidroxicloroquina

LT: linfocitos T

LB: linfocitos B

rFas: receptor de Fas

sFas: Fas soluble
LFas: Fas ligando

SLEDAI: systemic lupus erythematosus disease activity index
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2. INTRODUCCION

El lupus eritematoso sistémico (LES), prototipo de las enfermedades
autoinmunes, es una enfermedad multisistémica que se caracteriza por una
alteracion en la respuesta inmunologica con produccion de autoanticuerpos
dirigidos contra antigenos celulares. El resultado final es la afeccion de
multiples 6rganos y sistemas’. A pesar de su complejidad, los mecanismos
patogenéticos empiezan a ser comprendidos, de manera que pueden
resumirse de la siguiente forma: la asociacion entre una susceptibilidad
genética y determinados factores ambientales desencadenaria la aparicion de
una respuesta inmunolégica anormal, con un incremento de la funcidn
cooperadora de los linfocitos T y como consecuencia, un aumento de la
actividad de los linfocitos B, con la consiguiente producciéon andomala de
autoanticuerpos que, directamente o formando complejos inmunes, serian los

responsables de la mayoria de las lesiones tisulares®.

2.1. LA APOPTOSIS

En el descubrimiento de los mecanismos patogenéticos de estas enfermedades
ha sido muy importante el conocimiento de la inmunorregulaciéon que se
produce a nivel del timo en la época fetal, donde se produce un proceso de
seleccién, mediante el cual, aquellos timocitos capaces de reaccionar contra

antigenos propios son eliminados por "apoptosis"®.
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La palabra apoptosis significa en griego “caida de las hojas de los arboles en
otofio”. La apoptosis es un proceso fisioldgico presente en todas las células del
organismo. Es una forma de muerte celular programada®, es decir, que no se
debe al efecto lesivo directo de un agente agresor, sino que se trata de una
especie de "suicidio" de la célula indeseable para el correcto desarrollo y
funcién de un érgano o sistema®. Esto ocurre cuando dicha célula tiene un
funcionamiento inadecuado o bien, cuando ésta es, o0 se convierte en, nociva
para el 6rgano en el que se encuentra. Por lo tanto, la apoptosis esta
involucrada en la seleccion del repertorio de linfocitos T y en el mantenimiento
de la tolerancia, ya que es el mecanismo por el que se eliminan las células que

podrian dar lugar a respuestas autoinmunes®.

2.1.1. Descripcion del proceso de apoptosis (Figura 1).

El nucleo y el citoplasma se condensan preservando la integridad de la
membrana plasmatica y de los organulos. La cromatina se compacta contra la
membrana nuclear. La célula se fragmenta en cuerpos apoptéticos. Se produce
la fagocitosis de los cuerpos apoptoticos por los macréfagos, con lo que se
impide la liberacion de los contenidos celulares al espacio extracelular,

evitdndose de esta forma el desarrollo de procesos inflamatorios.
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Figura 1. Descripcion del proceso de apoptosis.

La base estructural de los cambios nucleares que se producen en la apoptosis
depende de la “endonucleasa endogena” que rompe el DNA a nivel de las
regiones nexo entre nucleosomas. Esto produce la fragmentacion del DNA en
mas de 1 millén de unidades de DNA bicatenario de tamafio similar (200 pares

de bases).

2.1.2. Diferencias entre necrosis y apoptosis.

La apoptosis es un mecanismo fisioldgico de muerte celular diferente

morfologica y bioquimicamente de la necrosis.
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La apoptosis estda programada genéticamente en respuesta a estimulos
fisologicos o condiciones subletales; mantiene la integridad de la membrana;
disminuye del tamafio celular; preserva la integridad del los organulos; presenta
una temprana condensacion de la cromatina y fragmentacion del DNA en
puntos muy concretos dando lugar a fragmentos oligonucleosomales que son
de un tamafio muy regular. La célula se fragmenta en cuerpos apoptéticos
rodeados por membrana que son reconocidos y fagocitados evitando la
inflamacion.

Por el contrario, la necrosis es accidental o provocada por agentes letales
(hipertermia, hipoxia, etc); existe pérdida de la integridad de la membrana; hay
entrada de agua, aumento del tamafio celular y activacion de fosfolipasas con
rotura de las membranas de los organulos; se produce de forma tardia la
condensacion de la cromatina y la fragmentacion del DNA en fragmentos
grandes y de tamano irregular. La célula libera los contenidos de los organulos

y los restos celulares inducen la inflamacién local.

2.1.3. Regulacion de la apoptosis.

La apoptosis esta regulada por multiples factores tanto intra como
extracelulares. Veremos como defectos en su regulacién estan relacionados
con la aparicion de diversas patologias (pe. neoplasias, sindrome de la
inmunodeficiencia adquirida y enfermedades autoinmunes’, entre otras).

Entre los factores humorales estan los corticoides. EI complejo hormona-
receptor interacciona con el ndcleo, lo que provoca la transcripcién de genes

activadores de la apoptosis (linfocitos y timocitos). La testosterona inhibe la

10
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apoptosis de las células prostaticas. Por esto, la orquiectomia provoca la
involucién prostatica. La eritropoyetina inhibe la apoptosis de las células
precursoras de eritrocitos. La sustancia inhibidora mulleriana (secretada por el
testiculo fetal) estimula la apoptosis del conducto de Miiller, lo que induce el
desarrollo del conducto de Wolff.

Se producen una serie de interacciones celulares que también interfieren en el
proceso apoptético. Un ejemplo de interaccidon por contacto es la seleccion
neuronal en la que las neuronas que no hacen sinapsis de forma efectiva
mueren por apoptosis. La interaccion por interleucinas es crucial. Por ejemplo,
los linfocitos citotoxicos secretan “perforinas” que destruirdn el citoplasma
celular, con la consiguiente secrecion de “fragmentinas”, lo que estimulara la
apoptosis. También secretan “linfotoxinas” que estimulan las endonucleasas.
Las células Natural-Killer secretan TNF-alfa y los linfocitos T, TNF-beta.
También influyen una serie de factores intracelulares como la concentracion
intracelular de iones que estimulan (Ca, Mg) o inhiben (Zn) la endonucleasa
(DNasa 1); enzimas mediadoras de sefales apoptéticas (proteincinasa C,
tirosincinasas Yy tirosinfosfatasas); procesos oxidativos (radiaciones ionizantes)
hacen que ciertas moléculas reaccionen con el O2, con la consiguiente
produccion de radicales libres y lesion del DNA.

Por dltimo, dado que la 6rden parte de la propia célula, es esencial la
transcripcion de determinados genes (factores génicos). Igual que los genes
implicados en la génesis de neoplasias se llaman “oncogenes”, a los implicados

con las enfermedades autoinmunes se les llama “autogenes”.
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2.1.4. La apoptosis y las enfermedades autoinmunes

sistémicas.

Diversos grupos de estudio en el campo de las enfermedades autoinmunes han
intentado aclarar algunos puntos relacionados con el papel de la apoptosis en
la etiopatogenia de las enfermedades autoinmunes.

Asi, estudios en el lupus del raton han comprobado que existe un acimulo de
gran numero de linfocitos T activados/memoria autorreactivos en sangre
periférica. Otros trabajos observaron que los linfocitos que mueren por
apoptosis son los causantes de la produccion de autoanticuerpos en las
enfermedades autoinmunes. Varios autores han observado que Ia
hidroxicloroquina (HCQ) induce apoptosis en los linfocitos periféricos de forma
dosis y tiempo dependiente, quizas por la inhibicion de la produccion de
citoquinas (IL-1, IL-6, TNF). Por lo tanto, la HCQ puede ejercer su efecto
antirreumatico a través de la induccion de la apoptosis en los linfocitos. Este
efecto proapoptético de la HCQ se produce en todas las subpoblaciones de
linfocitos T estudiadas, tanto en el LES como en los controles, aunque los
linfocitos del LES muestran mayor resistencia que los de los controles a la
apoptosis inducida por HCQ. Esto hacia pensar que puede existir un defecto de
la apoptosis de los linfocitos en las enfermedades autoinmunes. En este
sentido, diversos estudios han evidenciado que la proporcion de macréfagos
con material de células apoptoticas en su interior es menor en el LES que en
los controles, por lo que la fagocitosis del material apoptotico puede estar
reducida en el LES, con la consiguiente presentacion de autoantigenos

nucleares y la formacion de anticuerpos contra nucleoproteinas. Los estudios
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de Emlen et al concluyeron que los linfocitos recién aislados muestran bajos
grados de apoptosis, no obstante, el grado de apoptosis es mayor en los
linfocitos recién aislados de LES que en los de los controles y pacientes con
artritis reumatoide. Los linfocitos en cultivo de los tres grupos sufren apoptosis,
pero en los de pacientes lupicos, el grado de apoptosis es 2.35 veces mayor
que en la artritis reumatoide y los controles, lo que no esta influido por los
corticoides ni citotdxicos. Existe correlacion entre el grado de apoptosis "in
vitro" y la actividad de la enfermedad. Los linfocitos en el LES liberan grandes
cantidades de material nucleosomal al espacio extracelular, en proporcion
directa con el grado de apoptosis. Por lo tanto, la apoptosis defectuosa de los
linfocitos en el LES puede suministrar gran cantidad de antigenos nucleares
extracelulares con la consiguiente respuesta inmune y la formacién de
inmunocomplejos. Concluyen que los resultados obtenidos apoyan la teoria de
que, anormalidades en la apoptosis pueden contribuir en la patogénesis del

LES.

13



Introduccién

2.2. APOPTOSIS E INTERLEUCINAS:

Las citocinas son un grupo de sustancias producidas por diversos tipos
celulares que intervienen como mediadores de las respuestas inmunoldgica e
inflamatoria. Con la designacion de “citocinas” se incluye un grupo de proteinas
y péptidos que actian como reguladores humorales sistémicos a muy bajas
concentraciones, modulando la actividad de un amplio nimero de tipos
celulares. A partir de la década de los 80, una vez conseguida su clonacion y
con la disponibilidad de anticuerpos monoclonales especificos para cada
citocina, se ha realizado un paso decisivo para su conocimiento. No obstante,
las consideraciones referentes a la actividad de las citocinas que se exponen a
continuacion, dificultan la interpretacion de cual es el significado clinico

derivado de la actividad de estas sustancias.

2.2.1. Consideraciones sobre la actividad de las citocinas:

Las citocinas actian a través de receptores de membrana, que son proteinas
de transmembrana capaces de convertir una sefal extracelular en intracelular.
Ademas, estas proteinas receptoras pueden solubilizarse, pudiendo actuar
CcOmo agonistas o0 antagonistas de sus citocinas.

Las citocinas tienen mecanismos de accidn propios y caracteristicos. Su accion
puede ser redundante o coincidente (pe. IL-1, IL-6, TNF-alfa); pleitrépica sobre
diversos tejidos con multiples efectos biolégicos; sinérgica o agonista;
antagonista. Ademas, su accion puede ser dependiente de diversas

circunstancias contextuales como su concentracion, estado de la célula sobre
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la que actian, presencia de otras citocinas, secuencia temporal de actuacion

con respecto a otras citocinas, etc.

2.2.2. Las citocinas y las enfermedades autoinmunes.

La apoptosis esta involucrada en la seleccion del repertorio de linfocitos T y en
el mantenimiento de la tolerancia, ya que es el mecanismo por el que se
eliminan las células que podrian dar lugar a respuestas autoinmunes.

En esta direccién, han proliferado en los ultimos afios, estudios que han
relacionado la implicacién de diversas citocinas en la regulacién de la apoptosis
de estas células autorreactivas, y por ende, en diferentes enfermedades de
caracter autoinmunitario (Figura 2).

La interleucina-1, secretada por los macrofagos, tiene una actividad
proinflamatoria. La interleucina-2 se libera al suero en forma de Receptor
Soluble de IL-2 tras la activacion linfocitaria (LTh1). EI Receptor Soluble de IL-2
se detecta en suero en individuos sanos, y s6lo se detecta en niveles
superiores a los normales en enfermedades con excesiva activacion linfocitaria.
Actia promoviendo la proliferacion de los linfocitos T. La interleucina-4,
secretada por los LT activados, promueve la activacion, proliferacion y
diferenciacion de los LB, asicomo la induccion de LTh2 que regulan la
inmunidad humoral. La interleucina-5, liberada también por los LT activados,
ademas de promover la activacién, proliferacion y diferenciacién de los LB, es
el principal factor regulador de la eosinofilia (de aqui la eosinofilia en algunos
tumores). La interleucina-6, secretada por los macrofagos activados,

monocitos, fibroblastos y células endoteliales, regula la respuesta
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inmunologica, la hematopoyesis y las reacciones de fase aguda. El interferén
gamma o tipo Il que es liberado por los LT activados y linfocitos Natulal Killer,
inhibe la proliferacion de LTh2, aumenta la actividad citolitica de las células T
citotdxicas incrementando la expresion del receptor de IL-2.

La interleucina-10, producida por los linfocitos LTh2, es coestimulador del
crecimiento de varias células hematopoyéticas, incluyendo LB y LT, inhibe la
sintesis de IFN-gamma e IL-2 por los LT; inhibe la sintesis de IL-1, IL-6 y TNF-
alfa por los macréfagos, lo que le confiere un efecto antiinflamatorio. Varios
estudios muestran que la IL-10 contribuye a inhibir la apoptosis de las células
autorreactivas en los pacientes lUpicos. Ademas, la expresién de IL-10 se ha
relacionado con la actividad de la enfermedad.

La diferente actividad de TNF-alfa o caquectina sobre varios tipos celulares
depende de la distinta expresion o regulacién de sus receptores, aunque, en
lineas generales tiene una actividad antitumoral (sinergia con INF-gamma), de
mediador en el shock séptico y efecto pro-inflamatorio. TNF-alfa es secretada
por monocitos, macrofagos y linfocitos, puede interferir en la apoptosis de los

linfocitos autorreactivos de los pacientes IUpicos.
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IL-4/IL-5/1L-6 } »| INMUNIDAD HUMORAL ==> ENF. ALERGICAS

IL-10 (ef. antiinflamatorio) ]

TNF-alfa (ef. proinflamatorio)
IL-1/IL-6

Figura 2: esqguema de las principales funciones de las interleucinas relacionadas con la

etiopatogenia de la autoinmunidad.
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2.3. APOPTOSIS Y ONCOGENES

La investigacion sobre alteraciones de la apoptosis se ha dirigido Ultimamente a
intentar detectar anomalias en los genes implicados en el control y regulacion
de este proceso. Se han identificado en el ser humano algunos genes cuya
transcripcion parece ser crucial en este proceso: fas, p53, bcl-2, entre otros®.

El gen fas/APO-1/CD95 es un inductor de apoptosis en los linfocitos Ty B ya
activados. A nivel de las enfermedades autoinmunes, el gen fas, también
llamado APO-1, es el que mas expectativas desperté inicialmente®*°. Este gen
codifica una proteina transmembrana de la familia del receptor del factor de
necrosis tumoral, cuya estimulacion conduce a la apoptosis de linfocitos T y B
previamente activados''. Teniendo en cuenta que la apoptosis constituye un
mecanismo que evita una proliferacion excesiva y descontrolada de células
implicadas en la respuesta inmune, no debe extrafiar que una de las sefiales
que estimulan la apoptosis en los linfocitos sea la propia activacion de éstos.

"12 se desencadena

Asi pues, la llamada "apoptosis inducida por la activacion
por la estimulacion de las inmunoglobulinas de membrana en los linfocitos B, y
en los LT por la interaccion con su receptor (TCR) a cargo de antigenos o,
experimentalmente, de otras sustancias. Esta sefial es transmitida a un
segundo mensajero intracelular (calcio, protein-kinasa C, tirosin-kinasa) que
actGa a nivel del nGcleo y ocasiona la transcripcion de determinados genes®®.
La expresion de estos genes determina la sobreexpresion del receptor de Fas

(rFas) y la induccién del Fas ligando (Lfas), lo que hace que se active el

proceso de apoptosis en dicha célula*®. (Figura 3)
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Por lo tanto, la apoptosis inducida por la activacién se desencadena por la re-
estimulacion de los LB por sus inmunoglobulinas de superficie o por la
reinteraccion antigénica con los receptores de los LT ya activados. Esto
conlleva a la transcripcién de anti-oncogenes por los mecanismos apoptoticos
descritos.

Este fendmeno tiene importancia en la autotolerancia (seleccion timica
negativa), en la tolerancia inmunolégica (desensibilizacién), y en el mecanismo
de “feed-back” para evitar respuestas inmunes exageradas (fendbmenos

autoinmunitarios y sindromes linfoproliferativos).

: - Binding of Fasl. causes Effector caspase cleaves |-C

Fas ligand ~I[""@@"ﬂ-] is a trimeric trimerlzation of Fas, The adaplor proteins recruit and et khalh:
mokecule. o which then bingds death domain- ~ activate caspases inhibltar of CAD, which is
Faz [ a monomar  containing adaptor proteins | | | | enter the nucleus and clsi

acfive U U
initiatar
. acfive effector caspase

CAD ‘. [-CAD

Figura 3: Mecanismo de accion de Fas. Se puede observar el receptor Fas (rFas,
proteina transmembrana), estimulado por la union del Fas ligando (LFas), lo que
activa el sistema de caspasas, concluyendo en la activacion de la endonuclesa (CAD)
encargada de fragmentar el material genético en nucledtidos de tamafio muy regular.

Se puede observar como el Fas soluble (sFas) que es la parte extracelular del rFas, se
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desprenderia del resto de la proteina debido a defectos genéticos o a la accion de otras

citocinas o oncogenes.

El gen p53 también llamado “guardian del genoma”, se encarga de estimular la
apoptosis cuando hay un dafio importante del DNA que no podra ser reparado
(Figura 4). El p53 es un oncogén recesivo, localizado en el brazo corto del
cromosoma 17. Sus alteraciones se han relacionado con el origen de diversas
neoplasias (pe. colon, mama, pulmon, etc). Su funcion parece estar asociada
principalmente a la regulacién del ciclo celular mediante el bloqueo del paso de
la fase G1 a S. De esta forma, la célula sufre apoptosis si existen alteraciones

en el DNA de dificil reparacion.

Fll
Cafl opcic

DNA Damage Ap-:.ph:-s:s

O

growth arrest
DA respair

Dameged DMNA

Mutant p53

Accumulation of Hd
. 53 protein D|fferenllallun
Cancer cell P pr

Re-enter
the cell cycle

Figura 4. Mecanismo de accién de p53
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El protooncogén bcl-2 inhibe habitualmente la apoptosis, de manera que, en
caso de una sobreexpresion andmala, permitira una proliferacién celular
excesiva con el posible desarrollo de neoplasias (Figura 5). Bcl-2 fue
inicialmente identificada por su participacion en la mayoria de linfomas no
Hodgkin de células B, donde la traslocacion intercromosomal t(14:18)
yuxtapone el gen bcl-2 con el locus de las inmunoglobulinas, lo que lleva a la

transcripcion de altos niveles de bcl-2, con el consiguiente incremento de la

supervivencia celular.
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Figura 5: Mecanismo de accion de bcl-2. En €l esquema arriba a la izquierda, el bcl-2
en la membrana de la mitocondria (proteina intracitoplasmatica). A la derecha se ve
como € bcl-2 actda inhibiendo la via apoptética del Fas, a través de inhibir la

activacion de la endonucleasa (CAD) encargada de la fragmentacion del DNA.
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2.4. LOS GENES REGULADORES DE LA APOPTOSIS Y LAS
ENFERMEDADES AUTOINMUNES.

Ademas de la conocida implicacion que tienen las mutaciones o alteraciones de
los genes reguladores de la apoptosis en la génesis de neoplasias, se
sospecha que cambios en la expresion de los mismos podrian desempenar
algun papel en la patogenia de las enfermedades autoinmunes, al favorecer la
proliferacién de determinadas poblaciones celulares de efecto autorreactivo®.
La investigacion sobre alteraciones de la apoptosis se ha dirigido Ultimamente a
intentar detectar anomalias en los genes implicados en el control y regulacion
de este proceso™*°. Se han identificado en el ser humano algunos genes cuya
transcripcion parece ser crucial en este proceso®’: p53, rb, c-myc, bcl-2, ras,

bcl-x, fas, TRPM-2 y mdm2. (Figura 6)
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Figura 6: Interrelacion entre los distintos oncogenes.

22



Introduccién

2.4.1. fas/APO-1/CD95.

El gen fas tiene la funcion de inductor de apoptosis en los linfocitos T y B una
vez activados?’. El interés que ha despertado la proteina que codifoca fas
(rFas) deriva de diversos estudios realizados con ratones MRL/Ipr, los cuales
presentan una mutacion genética que hace que sus linfocitos carezcan de Fas
de membrana (rFas)®. Estos linfocitos, previamente activados con anti-CD3-
TCR o con antigeno, no sufren apoptosis ante una nueva estimulacion con
dichas sustancias, es decir, no presentan muerte celular programada inducida
por la activacion. Este fallo en la apoptosis hace que en el timo de estos
ratones se produzca el "escape" hacia la sangre periférica de clonas
autoinmunes. Los ratones desarrollan un cuadro clinico con manifestaciones
autoinmunes generalizadas similares al LES, denominado "lupus-like". Todo
ello parece indicar que la presencia de rFas es necesaria para la regulacion de
la respuesta inmune y que, en caso de ser deficitario, pueden aparecer clonas
celulares que escapen al proceso de seleccidn timica y que induzcan procesos
autoinmunes generalizados.

Se ha descrito que los pacientes IUpicos presentan valores elevados de una
forma soluble de Fas en el plasma. Este Fas-soluble (sFas) interaccionaria con
su ligando (LFas) e impediria la union de éste al Fas de membrana (rFas), lo
que inhibiria la apoptosis linfocitaria y favoreceria asi la supervivencia de las
células autorreactivas®®?,

Algunos estudios han intentado implicar diferentes citocinas en la regulacion de
la expresion y funcion de estos oncogenes en el entramado que supone la

regulacion en general de la apoptosis y en su relacién con la etiopatogenia de
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las enfermedades autoinmunes. En este sentido, diversos estudios sugieren
que TNF-alfa puede interferir en la apoptosis de los pacientes lapicos

inhibiendo la funcién del rFas.

2.4.2. p53 o0 “guardian del genoma”.

Este gen sélo estimula la apoptosis cuando hay un dafio importante del DNA
que no podra ser reparado. Sus alteraciones se han relacionado con
neoplasias (pe. colon). Su funcion esta controlada por el gen rb.

Los genes supresores de tumor, como p53, son activadores de apoptosis, de
forma que una mutacion que los convierta en disfuncionantes tendra un efecto
similar. Las mutaciones del p53 parecen implicadas en la patogenia de
numerosos tumores solidos, pero su papel en las enfermedades autoinmunes,

por el momento, se desconoce®®?’

. Takahashi et al objetivaron que las
mutaciones de p53 producen un aumento de la vida media de la proteina
mutada, lo que produce un acumulo de p53 en las células transformadas.

Kovacs et al observaron que los anticuerpos anti-p53 pueden ser identificados
en el suero de los pacientes con LES y con otras enfermedades autoinmunes.
Los linfocitos T inmaduros autorreactivos son eliminados o anergizados a su
paso por el timo. En sangre periférica, los linfocitos activados son eliminados
por apoptosis inducida por la activacion (o mediada por Fas). Pacientes afectos
de ciertas malignancias que presentan acumulos de p53 mutado en sus células
tumorales son portadores de anticuerpos anti-p53 circulante. Encontraron

anticuerpos anti-p53 en el 32% de los pacientes lupicos, frente al 15% de

pacientes no lupicos (2 Sd. Sjogren y 1 esclerodermia sistémica) y en el 0% de
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los controles sanos. Las determinaciones seriadas de anticuerpos anti-p53 en
un paciente durante 3 afios no mostraron correlacion con la actividad de la
enfermedad. No han encontrado mutaciones en los exones 5-10 del gen p53 de
los linfocitos T de los pacientes lupicos estudiados, por lo que concluyen que la
presencia de Ac anti-p53 no es el resultado de mutaciones en el gen p53 de los
linfocitos T, aunque, es posible que la mutacidén se encuentre en otras células o
en una region no testada del gen. Los métodos comerciales para la deteccién
de p53 pueden reconocer tanto las proteinas mutadas como las virgenes en los
linfocitos activados, por lo que es posible que, tras la activacion celular ocurra
un cambio conformacional de la proteina que resulte en la formacién de un
neoantigeno. Esto hace pensar que es posible que un cambio conformacional
de p53 en los linfocitos activados del LES pueda llevar a la sobreproduccién de

anticuerpos anti-p53, aun en ausencia de mutaciones del gen p53.

2.4.3. bcl-2.

El protooncogen bcl-2 inhibe habitualmente la apoptosis, de manera que, en
caso de una sobreexpresion andmala, permitira una proliferacion celular
excesiva con el posible desarrollo de neoplasias (sobretodo de estirpe

hematol6gica)?®°.

No obstante, el papel de bcl-2, bien conocido en la
etiopatogenia de determinadas leucemias y linfomas B, esta aun por definir en
las enfermedades autoinmunes en humanos. Al parecer, bcl-2 se halla
moderadamente sobreexpresado en los linfocitos de pacientes con LES, hecho
que, si bien no puede considerarse especifico de esta enfermedad, si que

habla en favor de una disregulacién de la apoptosis en su patogenia®*=2,
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Algunos autores han encontrado un incremento de la apoptosis “in vitro” de los
linfocitos en los pacientes lupicos. Se cree que Bcl-2 tiene un efecto regulador
negativo sobre la apoptosis Fas-dependiente. En fase de actividad, se
produciria un aumento de la apoptosis de estos linfocitos producido por un
incremento mayor del Fas que del Bcl-2. Esto lleva a un acimulo de cuerpos
apoptoéticos que contienen fragmentos de DNA. Estas particulas son captadas
por los macréfagos, llegandose a colapsar este sistema de depuracion. Es
entonces cuando se formarian diversos autoanticuerpos (anti-DNA) con los
consiguientes fenébmenos autoinmunes.

Otros autores que creen que existe una inhibicion de la apoptosis de
determinadas clonas de linfocitos que tienen efecto autorreactivo, y que
deberian haber sido eliminados durante el proceso de seleccion timica. Esta
inhibicibn se acompafa de una sobreexpresion de Bcl-2 en los linfocitos de
estos pacientes lGpicos®', aunque no esta clara su participaciéon directa en
dicho fenémeno*:.

Diversos estudios muestran que la IL-10 contribuye a inhibir la apoptosis de las
células autorreactivas en los pacientes lapicos, a través de aumentar la
expresion de Bcl-2 en estas células. Ademas, la expresion de IL-10 y Bcl-2 se

ha relacionado con la actividad de la enfermedad.
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2.5. INTERES CLINICO.

Como hemos expuesto con anterioridad, en la etiopatogenia de las
enfermedades autoinmunes parece estar implicada una alteracion en los
mecanismos de apoptosis. Los estudios preliminares realizados no han
demostrado si estas alteraciones se producen a nivel gendmico (mutacion,
deleccion, amplificacion), a nivel transcripcional o a nivel de la expresion de las
proteinas implicadas en la apoptosis, bien en la membrana linfocitaria o a nivel
soluble. El estudio de la existencia 0 no de estas alteraciones y su
caracterizacion puede ayudar, sin duda, a definir mejor la patogenia tanto del
LES como de otros procesos autoinmunes en el hombre. Ello no solamente
tiene interés en el plano tedrico, sino también por las implicaciones terapéuticas
que podria tener la restauracion del control de la apoptosis en los casos en que
estuviese alterada. A este respecto, es interesante indicar que desde hace
tiempo se vienen empleando, de forma no premeditada, farmacos con esta
propiedad, como los glucocorticoides y los inmunosupresores. Se cree que los
glucocorticoides tienen un efecto inductor de la apoptosis en los linfocitos®. No
obstante, parece ser que los linfocitos mas inmaduros (los doble negativos o
CD4-/CD8-) son precisamente los que serian mas resistentes a la accion de los
esteroides, y, quizas por ello, han evitado la apoptosis inducida por los
glucocorticoides enddgenos durante el proceso de seleccion negativa en el
timo®. Por ello, el principal problema radica en su inespecificidad de accién,
que da lugar a numerosos efectos no deseados al afectar a células no

implicadas en el proceso patolégico. Por lo tanto, el objetivo en los proximos
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afos debe ser hallar terapias que actiuen selectivamente sobre las células
autorreactivas implicadas en las enfermedades autoinmunes.

Las investigaciones sobre la utilizacion de futuros tratamientos deberian ir
encaminados a inhibir la apoptosis cuando esta estimulada (pe. SIDA,
isquemia); y estimular la apoptosis cuando esta inhibida (pe. enfermedades

autoinmunes, neoplasias).

2.5.1. Perspectivas futuras.

a) A nivel de factores solubles (pe. sFas). El posible papel de la plasmaféresis
para depurar el plasma de estos factores solubles.

b) A nivel de receptores de membrana (Fas, bcl-2, p53, etc). Ya hemos visto
como los glucocorticoides y citostaticos parecen tener un efecto inductor de la
apoptosis en los linfocitos. La ciclosporina A, ciclofosfamida y metrotexate son
los mas utilizados, de forma empirica, en la mayoria de pacientes afectos de
enfermedades autoinmunes.

En este sentido, se ha visto como la enterotoxina B de Staphilococcus aureus
(superantigenos) elimina las células autorreactivas de los ratones MRL-Ipr/lpr,
con la consiguiente mejoria de los parametros de autoinmunidad. Se ha
ensayado también con globulinas antilinfociticas y antitimociticas, radiaciones
ionizantes, mediadores celulares (ca, mg, zn, cinasas) y sistemas red-ox.
Distintos preparados nutritivos antiapoptoticos se han empleado, por ejemplo,
para combatir la diarrea inducida por quimioterdpicos, HIV o radiaciones.
Anticuerpos monoclonales anti-TNF como proteina pro-apoptética se han

utilizado de forma experimental para combatir el shock séptico.
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c) A nivel de manipulacion genética. Dado que, la proliferacion de células
autorreactivas es el resultado de defectos en la apoptosis, y que, algunas
alteraciones de la apoptosis son consecuencia de alteraciones cromosémicas
puntuales, es logico pensar que la terapia genética puede ser una estrategia
terapéutica en el futuro.

Por ejemplo, la introduccién del gen normal en un retrovirus que infectara a la
célula diana. Vectores retrovirales con la forma normal de p53 penetran en las
células de determinados tumores solidos, con los consiguientes efectos
terapéuticos por apoptosis. Por otro lado, la introduccion de fas normal en
ratones MRL-Ipr/lpr, podria conllevar la correccion de los fendomenos

autoinmunes.

El LES, enfermedad autoinmune por excelencia, se presenta, por tanto, como
una entidad en la que el estudio de la apoptosis puede contribuir de forma
valiosa a la comprension de su patogenia y al desarrollo de tratamientos

adecuados.
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ll. HIPOTESIS
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3. HIPOTESIS

Existen evidencias de que la alteracion en los mecanismos apoptoéticos estan
implicados en la patogenia y la actividad de las enfermedades autoinmunes
sistémicas, de las cuales, el LES es la mas representativa. Estas posibles
anomalias pueden residir a nivel de los genes y de las proteinas que de ellos
se derivan. Asi, puede estar alterado a nivel del genoma (DNA) (mutaciones,
delecciones o translocaciones), de la transcripcion genética (RNAm), la
expresion de las proteinas que codifican estos oncogenes (receptores) y, por
altimo, a nivel de la estimulacion de los receptores (ligandos, fracciones
solubles de los receptores, citocinas).

Los oncogenes que parecen estar mas implicados en la patogenia del lupus
eritematoso sistémico son bcl-2, fas y p53. Asimismo, las citocinas que pueden
jugar un papel relevante en la disregulacion de la apoptosis de los linfocitos en
los pacientes lapicos son la IL-10 y el TNF-alfa.

Con los trabajos de la presente tesis doctoral nos propusimos corroborar y
aclarar algunos de estos puntos, asi como intentar aportar algunos datos en

relacion a la patogenia y la actividad del LES.
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4. OBJETIVOS

1. Determinar la implicacion de los oncogenes (bcl-2, fas y p53) y las citocinas
(IL-10 y TNF-alfa) en la disregulacion apoptética que presentan los

pacientes con lupus eritematoso sistémico.

2. Estudiar la interrelacion que existe entre los distintos oncogenes y citocinas
implicadas en el mecanismo de regulacion de la apoptosis en los pacientes

con lupus eritematoso sistémico.

3. Analizar la relacion de las posibles disregulaciones de los elementos que

participan en la apoptosis con la actividad de la enfermedad lupica.

33



Investigacién y resultados

38



Investigacioén y resultados

ANTICANCER BESEARCH J9: 30733076 {(1954)

1t Rose L4, Latchmas 35, Benberg D bol-? expression s unaleeses
In unfrnetionited peripheral blond monomelear cells In patlents with
syassmnic bepes: exythermaiosue, Fir | Bheumaiol 300 306003200, 1505

L7 Tan EM, Cohen A%, Friee IF, Mes AT, MoShane [, Rohfisid MF:
The TUHE revied erilerm (oo olesifoation of SLE Anlsick Rhem
5 13711372, 19EL

18 Boawtw e O, Gadmem D0, Urmwite BB, Carom O, Chissg OH, e
the Cinnmitter on Proguosis Stedies in SLE Deriwrica of the
FLEDAL & disesre. petivity index for lupus patlents. Arthiitie Rhsum
A 300, 1952

1% bcleughlin JR, Bombardies € Ferewell VT Fidney beopsy in
sistomie lopees ervihesarceus, T, Sunival ssahsis costrolling for
clinieal and Isb=aniony variahles. Anihritis Khopm 570 350887, 10,

I Knipping B, Krimmer PH, Onal BT Letman TIA, Mysier B, Elkan
EB: Laveb of soluble FawAPCMICDES in sysesic lupus
imythemaivans and pvenile thaumateld snheizie Arcthite: Rhoum 59
1TRE-1757, 1945,

M bk §, Kowayashi 5. Kayegeid N, Ogues N, Feng ¥, Ameaki ¥,
Fujizskn A, Azsma M, Yaghn H. Odumurs K, Koike T: Serum leeeks
of saluble Fres! AP0-1 (DS and its ssodeculir structars in patenis
with srstemic lupus erptemeiosis (SLE) and other suboismone
dizpsce. Clin Bxp Immimal 107, B9205, 19497,

21 Subeevari H. Propp 5, Koog DH, Thesfikpoukes AN; G arrest and
high expression ol eydin kingse and :q:url.nliu inhittor
scunlitsd sctbvalelimemory phenntype OO cells of oider lupus
milzz B 1 Iindnal 37 1001-10000, 1957,

E Mekerah D, Thon T, 38 Mo Auicimmune decsss fesolli from
muliiple mteractvo defects in epoperss miuction molecnles and
sigmaling petheeys. Behring buot Min 03 300-21%, 1995

14 Herrmann M, Zoller OM. Higenboder M, Woll R, Kxiden IR; What
triggems pmci- dsCN A antboddies? Mol Bial Rep 230 265267, 1054,

25 Kah BS, Levine 15: Apopoosis and susaimemity, Curr Oipin Hephrod
Hypertens 6 240-264, 1997,

39

26 Kalden TH: Defective ]:l'u.lgn:].'!.l:ﬂ- of apopiots el pomible
expilamation for the mdwction of sutoantibadies in SLE, Lupus & 326
i, 1w,

#TEmlen W, Nichar 1, Kadem R: cesferated in vivw  mpoponss of
lmiphooyies from pacients with s@iemic hypues syvihematosos. |
[mmnmol 151 557, 19540

I Lorane FIM, Jeunke M, Hieroaysves T, Ferrmanme M, Kohnel A
Manper B, Knklzn JH: fn Wire opaglusis snd expression of apoptosis-
rélaled meosscules i Wyraphocite [rom patiesis with sysiemee Jops
erythematnge md cther autodssmmme dissmes. Arihrils Rhewm 42
JE-31T, [T,

2 Taujirooie ¥, Cossman J, Taffe B Croos CM: livolvemeni of the b
2 gene im hman falliculsr lvmphoma. Seienee 238 1440-1445, s
FMonoghim P, Hobersan D, Amios TAS, Ther KIS, Mason DY,
Greaves MF: Ultrasructural focaliztion of beld protein, J

Hisiochem Cytochizm 4% 18101525, 1992

31 Makeyemn K, Megishi 1, Kuida K, Shiskad Y, Louls M0, Fieks LE,
Lucas FI: Disappearance of the mpbaid spstem tn bel-2 homosyyme
rorire chilmern; st Sciemee 2571 1584- 1588, 1991,

12 Crratiog-Deans 1, Ding 1Y, Torks LA Muner 5 b2 protoesoog ens
expreimos durlig heman T-coll development: svidence for hiphasic
repalarice. T imomunol IS0 83-017, 190,

A3 Kitwernatd b, Siepel RM. Louie DO, Mipshitn T, Tsujimoie Y,
MNowell PC: Defforential effecis of bel-2 an Toesll andd Bcells in
trnspenic mice. Proc Mutl Acad 5o USA 89 11371138, 1952,

M Ohssko 3. Hare M. Harigsd M. Fuksssnp C Eashiwazmld 5
Expressica and function of Fas antiges aod bel-2 o human spsissic
lupus enythematosus rmphissytes, Clin Immencd Imnmnopathed 73:
LS 014, 15

T Womagal 5: Apoploes snd SLE. | Clin Exp Med S50 314-310, 1995

Recohved March 8, Joag
Accepted Moy 13, 1900



Investigacién y resultados

mlirel of ol Orsopenes mnd Systcmic Lapas Erythematosus

SLEDAY

Figare 1. T af b2 and L. 10 fnwly wilk SLETA foone

wolutde-FAT (pglmil)

12

" - O R0

&1
@
it

craaiinine walues fmg'd]

Figure 2. Conelnion af sFor and w5 TWE inali nith sraninme wiine

correlated positively with the hmphooyte connt (p=iiH,
R=-+031% (Figure 3} , Mo relation was found between sFas
levels and these biological pammeters. Finally, sFas levels
comelated and positively with bel-2 and alfa-TNE lovels
(p=0ur23, R=+03% p=0003, R=-+041; Tespectivialy)
(Figure 4) but no correlitions wese lound between alfa-THF
[evals and TL-10 or bed-2 levels, nor bepween [L-10 and sFas
villues,

peLATA R4

tn
£~
o
4
H

[Fiscumesimm

Abnormalities of expression of cviokine genes have been
comsidered ns an importent Bactor i 1he development of SLE.
Ii has been suggested thai, conbrary to murine maodels, the
overexpression of the  apoptosis-relaled  oncogenes  in
Iymphoeytes from SLE patients s & secopdary phepoamenon
and neonrs s s redull of incrensed cytolome levels mther thin

055



Investigacién y resultados

PR, F=-4

2 B =

ANTICANCER RESEARCH 21: 30533060 (2001 -

eI/ R
o D an 0w 0 0

glabular sedimantion velooiy (GSY)

-
B
E "
o N
o o} sy '. :‘ :p-ﬂ-uﬂ.rﬁhﬂlﬂl. ! MR8
& 0D o0 0 0 W W o in 40 M1 &0 MR
ant-OMA anfibodes walues CHSD complemant fraction vahies
Figure 3, Covwlntion of bo-2, alfle-TNF and [L- 12 By with ffovilioy fardedbin,
Totide [ Exferemces of sy e alfa-TWF Aneile benveen momam’ rens! fremoton SLE pattessds and ootrols
n Mean +i- 513 Hesk B
aFm Pearmeal vesal funetion SLE pagisne 7 24144153 0l-77 100z
Conbrok E 1] 1.A5-H-1.12 037- %1
nlfa-THF riormal remal fumction SLE parents 7 i T+ 10.T 15 .80 < o]
Coatroks an 213457 4= 88

= significance (differences were considered mgnificens if p =10.05)

a5 a corsequends of penetic factors {27-28,42),

We found that SLE patients Bad elevated sFas and alfa-
THE lewels, bul without correlarion o SLE activiiy. [t &
templing Lo speculate thal these malecubes have a role m e
puthogenesis of SLE independent of disepse sciivity, |n

EIERTY

congordance with findings obtam by other suthors {10-03,34-
28} The discrepancics with ather suthors (7-9, 14,39 may be
due 10 1) Genete diferences in the smdied populstion (g
Japanese); 1) Dilferent seore used o mansare dsease activily.
Some authors use the BILAG actlvity index whoeh takes inte

46



Investigacién y resultados

liral of ol Oneopenes aud Systemic Lupus Enalsmaiosus

Figume 4. Conelatbrr af sFas feeel i bo-d sed affo-TVF ki

aceount the intention fo treat. We selected SLEDAL which is
o deseriptive score that uses different clinical and bictogical
variables 1o determine the desease actvny; and 3) The
relution of sFas and alfa-TNF levels with renal fomction
Several molecales are eliminated by the wrine and incrsiss
their bevels when rensl fumction is impaired, We found thit
sbas amd alfu-TNF lewels were comelated with creatinine
values. Mowertheless, the differences in sFas and alfn-TWE
bvals between SLE patients ard coptrols wers maintained
when we studied anly the SLE patients that bad normal renal
fumction. Therefore, renal lapciion influences the levels of
thess modecules but it is not responsiile for the elevated
levels of =Fas pnd nbfa-THF in SLE patiends.

The importance of nlfa-TF in the indoction of activaiin-
induced cell death (AICEY) has been demonsirated by several
muthors (34-38], bul i 8 oot clear whether this phenomenon
is imvolved im the enkapced apoptosis siserved n SLE (39,
We observed that alfu-TNF levels were elevaled jn SLE
patieats and correlated positively with sFos levels, There was
0 close correlation betwesn alfa-THE kevels and ERS valoes
(& non-specific porameter of infnmmation). Newertheless,
§Fzs amd alfs-TNF levels did not correlate with other activity
markess of this disease. Therefore, it seems tha the elesated
levele of alfa-TNF that we found in SLE patients could be
secondary to the presence of the charactenstic inflammation
of the nato-immune state and that elevated levels of sFas
cotikd be inberent 10 the diseass itself In SLE owverproduction
of alla-TWE stimulates the secretion of sFas, and leads oocors
which to the inhibation of the apoptosis of aulo-reactive
lymphocytes.

With respect to bel-2, we and other anthors (522) found
that this molecule is related with disease activity (comelation
wilh SLEDA] score and presence of nephropathyd and with

a7

Tabde 110 Exferemcar af bol-2 aen’ 1L 10 fevels hepveen SLE paneer with
pressicr and dhsence of clinioal Rebse.

n Meps +/- 500 Rank p

Bl Fresenes af nephniguiiy
Abasnce al neplaopaty

M SAsll30 7353
I A3y 8-50

Ak

IL-15 Presscice of citsdstcul wimcnthls 3 T33+L0H1 218 (HHAZ
Abemnee af cutaneons veealfitin 48 15445135 1-7

[ signifcance (SMerences were consldered significend if p = 0.05)

ymphocyte counts, thus corroboratimg the wea that bel-2
areT-cxpression produces an enhancament of cell supdval and
maintamy an active siabe of the discase by simulating the
sutvival of sule-reactive lymphocyies. However, other autlors
have med conbicomed these fiadings (19,21.25). This may be dus
o significant differences in the laboratory techndque nsed o
measure bel-2 levels, Bo-2 & a intracytoplesmatic protein and
somie suthors 3 nol yse the lymphocytes prioy (o iSeasinisg
this protein, Bel-2 gene product expression can be enhanced
by cvtokines sach as TL-10 {2%-33), Increassd seeretion of 1L-
10 has been peported In active SLE (39} We observed that
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with sFas levels, 1t & possbie that some  regubatery
mechaonism exisis between them, bul forther studies are
needed o determins this relationship.

The objective of the stady was to show a overall global
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in fthe regulatory mechansm of apoposis, sFas, which
interferes with ARCTY Fus psbway Mocking rFasilFas {Fas
ligand} union, is overexpressed in S5LE serum palients, sFas
seems to be stimulated by the action of alfa-TF, which is
incransed  In imflammatory  conditions. These  disorders
promote kmphocyte differentiation and byparctivty (43-96)
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5.2.1. SINTESIS DE LOS RESULTADOS MAS DESTACADOS

1-

Relacion de sFas, TNF-alfa y IL-10 con la presencia de enfermedad
lGpica
Los pacientes lupicos tienen niveles mas elevados de sFas y TNF-alfa que

los sujetos del grupo control.

Relacién de sFas, TNF-alfay IL-10 con la actividad de la enfermedad
Los niveles de IL-10 se correlacionan positivamente con el indice de
actividad (SLEDAI) y los niveles de anticuerpos anti-DNA, y negativamente
con los niveles de CH50 del complemento.

Los niveles de IL-10 elevados en los pacientes lUpicos activos no estan
influenciados por la alteracion de la funcion renal o presencia de proteinuria.
No hay correlacion de los niveles de sFas y TNF-alfa con la actividad de la

enfermedad.

Relacion entre los distintos parametros (sFas, TNF-alfa, Bcl-2'y IL-10)
Existe correlacion entre los niveles de sFas y Bcl-2, y entre los niveles de
sFas y TNF-alfa.

No hay correlacion entre los niveles de sFas y IL-10, entre Bcl-2 y alfa-TNF,
entre Bcl-2 y IL-10, ni entre los niveles de TNF-alfa y IL-10,

respectivamente.
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5.2.2. CONCLUSIONES PARCIALES

1- El Fas soluble y el TNF-alfa presentan niveles séricos elevados en los
pacientes con LES, por lo que podrian estar implicados en la patogenia de

esta enfermedad.

2- Bcl-2 y TNF-alfa podrian influir en la apoptosis a través de interferir en la via
apoptotica de Fas, al inducir su liberaciéon en sangre periférica en forma

soluble (sFas).

3- El hecho conocido de que los valores elevados de SLEDAI y anticuerpos
anti-DNA, y los valores bajos de CH50, son parametros de actividad del
LES, sugiere que los niveles de IL-10 son un buen parametro de actividad

en el LES. Ello no ocurre con el sFas y el TNF-alfa.
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5.3. IMPORTANCIA DEL ONCOGEN P53 Y SU RELACION CON

OTROS ONCOGENES (fas Y bcl-2) Y CITOCINAS (IL-10 Y TNE-

ALFA), EN LA PATOGENIA Y LA ACTIVIDAD DEL LUPUS

ERITEMATOSO SISTEMICO
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SUMMARY:

INTRODUCTION: Defects in the regulation of apoptosis of the autorreactive
lymphocytes are involved in the pathogenesis of systemic lupus erythematosus
(SLE). The apoptotic process relies on adequate functioning of numerous
molecules, including oncogenes and diverse cytokines. p53 has been
implicated in the control of the cell cycle through the stimulation of apoptosis of
these autorreactive cells.

OBJECTIVE: To study the role of the p53 pathway on the regulation of
apoptosis in SLE patients and analyze the relationship of the p53 oncoprotein
with disease activity and other oncogenes (bcl-2, Fas) and cytokines (IL-10,
alfa-TNF), implicated in the apoptotic process and pathogenesis of SLE.
MATERIALS AND METHODS: p53 and Bcl-2 antigen expression were
determined in lysated lymphocytes from 74 patients with SLE and 30 healthy
people. Serum levels of sFas and cytokines IL-10 and alfa-TNF were studied by
enzyme-linked immunoabsorbent assay (ELISA).

RESULTS: SLE patients had higher levels of p53 protein (0.16+/-0.33) than
controls (0.014+/-0.02) (p=0.006). Patients with active SLE had higher levels of
p53 (0.31+/-0.48) than those with inactive disease (0.08+/-0.17) (p = 0.003) who
in turn had higher levels than controls (0.01+/-0.02) (p = 0.035). A significant

correlation was found between levels of p53 and SLE disease activity index
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(SLEDAI) (R=+0.24 / p=0.04), anti-DNA antibodies (R=+0.23 / p= 0.048) and IL-
10 levels (1.75+/-2.2) (R=+0.4 / p= 0.004). No correlation was found between
p53 levels and bcl-2 (21.9+/-10.6), soluble-Fas (2.47+/-1.66) or alfa-TNF levels
(43.3+/-23).

CONCLUSIONS: The p53 oncoprotein may play a role in the pathogenesis and
activity of SLE. IL-10 may influence SLE activity by inhibiting the p53 and Bcl-

2/Fas apoptosis pathway of autorreactive cells.

INTRODUCTION:

Several studies have shown that any alteration in the balance between clonal
deletion and the induction of anergy in autorreactive cells due to impairment of
the apoptotic process may lead to the persistence of autorreactive lymphocytes
and play a role in the pathogenesis of systemic lupus erythematosus (SLE) (1).
Different oncogens and cytokines are implicated in the regulation of apoptosis
of these autorreactive cells. Fas/APOL1 is a cell surface molecule involved in the
induction of apoptosis of autorreactive lymphocytes in SLE patients. Elevated
serum levels of soluble Fas protein (sFas) in SLE patients have been reported
(2), suggesting that increased levels of sFas (extracellular fraction of Fas
protein-receptor) may block apoptosis of activated peripheral lymphocytes and
produce an alteration of lymphocyte apoptosis, thus contributing to autoimmune
phenomena in SLE (3). Various reports have suggested that Tumor Necrosis
Factor alfa (alfa-TNF) may be pathogenic in SLE (4). Aringer et al (5) suggest
that TNF may interfere with apoptosis in SLE patients by inhibiting the Fas
function. In a previous report, we found that sFas and alfa-TNF serum levels are
increased in SLE patients and that sFas expression seems to be secondary to
alfa-TNF activity, which is enhanced in SLE (6). A clear correlation was
observed between SLE activity and the proportion of autorreactive lymphocytes
expressing bcl-2, suggesting that high levels of bcl-2 in these cells may ensure
their survival (7). Bcl-2 appears to enhance lymphoid cell survival, at least in
part, by interfering with the Fas pathway of apoptosis (8). Different reports have

shown that interleukin-10 (IL-10) contributes to the inhibition of apoptosis of



Investigacién y resultados

autorreactive cells through increased bcl-2 expression (9-12). Furthermore, IL-
10 and bcl-2 expression have been related to disease activity (13-16). We found
that bcl-2 antigen expression and IL-10 serum levels are related to the
maintenance of activity in SLE, and a positive correlation between bcl-2 and
sFas, and between sFas and alfa-TNF levels, respectively(17).

Tumor suppressor molecule p53 has been implicated in the control of the cell
cycle through stimulation of apoptosis of autorreactive cells in SLE patients,
whose damaged DNA cannot be repaired (18,19). Most studies to date evaluate
only one or two of these molecules making it, and difficult to obtain a global
view of apoptosis disregulation in SLE patients. The aim of this report is to study
the role of the p53 pathway in the regulation of apoptosis in SLE patients and its
relationship with disease activity and with other oncogenes and cytokines that
have been related with SLE pathogenesis.

MATERIALS AND METHODS:

Human subjects. We prospectively studied p53 antigen expression in lisated
whole blood samples from 74 consecutive SLE patients diagnosed according to
the American College of Rheumatology revised criteria for the classification of
SLE (20). 66 patients were female and 8 were male; the mean age was 36+/-12
years (range 17-68). The control group were 30 sex- and age-matched healthy
volunteers. Activity was measured by the SLE Disease Activity Index (SLEDAI)
score (21). Mean disease activity assesed by SLEDAI was 5.76+/-5 (range 1-
24). Using the SLEDAI score, 74 patients were divided into two groups in
relation to disease activity according to Mc Laughlin et al (22) , to Knipping et al
(23) and to Jodo et al (24). 49 patients were matched to an inactive stage
(SLEDAI < 8) and 25 to an active stage (SLEDAI > 7) of SLE. Patients treated
with glucocorticoids were divided into two groups according to Migita et al (25),
a high-dose glucocorticoid treatment group for patients receiving more than 15
mg of prednisolone daily and a low-dose group for patients receiving less than

15 mg.
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Preparation of samples: Heparinized venous peripheral blood was obtained by
venous puncture in the early morning. Bcl-2 and p53 were determined by
enzyme-linked immunoabsorbent assay in whole blood samples. 250 microlitres
of whole blood sample were mixed with 50 microlitres of lysis reagent and the
supernatant frozen at —70°C. BCL-2 and p53 oncoproteins were determined in
the supernatant, using a commercially available techniques, Endogen Human
Bcl-2 Elisa (Endogen Inc, Woburn, USA) and Pantropic p53 rapid format ELISA
(Oncogene Science, USA), respectively.

Serum samples were centrifuged and stored at -20°C within 4 hr of extraction.
IL-10, alfa-TNF and sFas were determined using commercially sandwich
immunosassay available methods from Immnotech, Medgenic, and Oncogene
Science, respectively.

Statistics: Statistical significance was assessed by the Mann-Whitney U and
Kruskal-Walllis test for quality variables and by the McPearson and Spearman
coefficient of correlation for quantity values. Differences were considered

significant at p < 0.05.

RESULTS:

SLE patients. p53 concentrations were significantly higher in SLE patients
(0.16+/-0.33) than in the control group (0.014+/-0.02) (p=0.006) (Figure 1).
Inactive SLE patients had higher levels of p53 (0.08+/-0.17) than controls (p=
0.035) (Figure 2).

SLE activity. According to the SLEDAI score, active SLE patients had higher
levels of p53 (0.31+/-0.48) than inactive ones (p = 0.003) (Figure 2). There was
a significant correlation between p53 and anti-DNA antibodies levels (p=0.048,
R=+0.23). p53 levels correlated positively with IL-10 (p=0.004, R=+0.4).

To rule out the possible influence of different factors on the results we analyzed
the relationship between p53 levels and renal function and number of cells in
samples of SLE patients. No correlation between p53 levels and creatinine,

proteinuria or leukocyte and lymphocyte count values was found. Thus, we
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considered that the elevated levels of p53 in SLE patients were not influenced
by renal function or renal protein loss or leukocyte count.

Relationship of p53 levels with other cytokynes (alfa-TNF) and oncogenes (Fas,
Bcl-2). No correlation was found between p53 levels and sFas (2.47+/-1.66),
bcl-2 (21.9+/-10.6) or alfa-TNF levels (43.3+/-23).

Treatment. In order to evaluate the possible influence of treatment on p53, we
compared p53 from SLE patients receiving a high (0.08+/-0.24) or low-dose
(0.16+/-0.32) of glucocorticoids. No significant differences were observed
between the two groups, although there was a tendency to lower p53 levels in

the high-dose group.

DISCUSSION:

We found that SLE patients had elevated levels of p53 protein in peripheral
blood. These results have not been previously reported, and support the
hypothesis that a conformational change of the p53 oncogen produced by
mutation may occur upon cell activation, resulting in the formation of a
neoantigen (26,27). This neoantigen (p53) has a prolonged half life as elevated
levels can be detected in peripheral bood and could explain the presence of
anti-p53 antibodies.

Autoimmunity to DNA is controversial, since native DNA is only poorly
immunogenic. Thus, the immunogen that actually drives the autoimmune
reaction to DNA is probably not DNA itself. Recent reports have shown the
existence of anti-p53 antibodies in SLE patients (28). The p53 molecule
features a DNA-binding domain that allows it to recognize damaged DNA. In the
course of an immune response to p53, antibodies to p53 could be formed that
might bind the DNA-binding domain of p53. These antibodies immunologically
mimic the structure of damaged DNA. Thus, a DNA-mimicking anti-p53 antibody
might induce anti-DNA antibodies. These anti-DNA and anti-p53 antibodies
could functionally block p53 activation and reduce the apoptosis of autorreactive
lymphocytes in SLE patients (29). We found that p53 levels are correlated with

the amount of anti-DNA antibodies, thus indirectly supporting this hypothesis.
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Further studies to determine of anti-p53 antibodies in this group of patients are
necessary to clarify this point.

p53 levels were correlated with IL-10 levels and with SLE activity. It is known
that IL-10 also correlates with disease activity (15-17). These results support
the hypothesis that IL-10 and p53 overexpression lead to inhibition of
autorreactive lymphocyte apoptosis. An explanation may be that IL-10 induces
p53 overexpression, which could stimulate production of anti-p53 and anti-DNA
antibodies, with the consequent inhibition of the p53 pathway.

From the results of this study it appears clear that alterations in the p53
apoptosis pathway play an important role in the pathogenesis and activity of
SLE. Several cytokines and other oncogenes may interfere with the p53
oncogene product, favouring the survival of autorreactive lymphocytes and
facilitating the characteristic features of SLE.
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