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TNFa.: Tumor necrosis Factor

IFNy: Interferon

TGFp: Transforming Growth Factor B

Foxp3: Forkhead box protein 3

T1D: Type 1 Diabetes

RRMS: Relapsing-Remitting Multiple Sclerosis
EAE: Encefalomielitis autoimmunitaria experimental
PPY: Polipéptid pancreatic

PNLIP: Lipasa pancreatica

INS: Insulina

HPRT: Hypoxanthine Phosphoribosyltransferase
NOD: Non-Obese Diabetic

GAPDH: Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase
aGalCer: alpha-Galactosilceramida

I'iGb3: Isoglobotrihexosilceramida

BGlcCer: B-glucosilceramida

PHA: Fitohemaglutinina

TRAs: Antigens restringits a teixits periférics

ICA: Autoanticossos de les cel-lules dels illots pancreatics (Islet Cell Autoantibody)
IAA: Anticossos anti-Insulina

APC: Cel-lules presentadores d’antigens

PBMC: Cel-lules mononuclears de sang periférica
TCR: Receptor de cél-lules T

MHC: Complex d’histocompatibilitat principal
Tef: Cel-lules T efectores

iNKT: Cel-lules T invariants Natural Killer

Treg: Cel-lules T reguladores

TT: Teixit Total

ILL: Illots pancreatics

M: Melsa

IPLs: Limfocits intrapancreatics

DCs: Cel-lules Dentritiques

SNC: Sistema Nerviés Central

CSF: Liquid Cefaloraquidi

IEDSS: Expanded Disability Status Scale
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RESUM

La Diabetis tipus 1 (T1D) és una malaltia autoimmunitaria cronica caracteritzada per la
perdua selectiva de les cél-lules beta productores d'insulina del pancrees. La seva
1111letiologia no esta clara encara, perd es creu que té un origen multifactorial que
involucra factors genetics, ambientals i estocastics. Quan es perd la tolerancia als
autoantigens, es produeix una infiltracié dels illots pancreatics per cél-lules T CDS8",
macrofags, cél-lules T CD4" i cél-lules B, entre altres tipus cel-lulars que orquestren la
seva destruccio. A la T1D la pérdua de tolerancia s'ha associat a |'existéncia de
defectes funcionals i baixa freqiéncia de cél-lules Treg i cel-lules iNKT en ratolins NOD.
Per tant, aquest estudi analitza la funcié reguladora de les cél-lules iNKT humanes
aillades de controls sans i de pacients amb T1D al debut clinic de la malaltia. Les dades
mostren que les cél-lules iNKT tenien la capacitat per suprimir la proliferacié de les
cél-lules T efectores. Curiosament, la supressio era depenent de la secrecié de citocina
IL-13, fenomen que es va confirmar quan es recuperava la proliferacié de les cel-lules T
efectores en bloquejar la IL-13 amb un anticos monoclonal. En canvi, les cél-lules iNKT
derivades de pacients T1D no presentaven capacitat supressora i aquest defecte
funcional es va poder relacionar amb una disminucio en la secrecid d'IL-13. Ates que
les cel-lules iINKT poden modular la funcio d'altres cél-lules immunes, es va analitzar la
seva capacitat per cooperar amb cel-lules Treg i millorar la seva funcié reguladora,
prevenint millor la destruccid de les cel-lules beta. Els resultats van mostrar que les
cel-lules iNKT individus sans tenien un efecte adjuvant en la supressio de cel-lules T
efectores per cel-lules Treg. L'efecte adjuvant era depenent de la secrecidé de la
citocina IL-13 i independent del contacte cel-lula-cél-lula.

Per entendre el possible paper d'aquestes cel-lules reguladores a la T1D, es va
analitzar la frequencia, la localitzacié anatomica i la funcionalitat al pancrees de
pacients amb T1D. La freqiiencia d’ambdds tipus cel-lulars augmentava al pancrees al
debut de la T1D pero gairebé desapareixien al pancrees dels pacients de llarga
evolucié. Aquests resultats contrastaven amb els obtinguts a ratolins NOD, on la
freqiéncia d'aquestes dues poblacions seguia augmentant a |'etapa diabetica. La
distribucié també Les cel-lules iNKT i Treg presentaven una distribucioé diferencial dins i
al voltant dels illots pancreatics i al teixit exocri que canviava amb la progressié de la
diabetis. Al debut de la malaltia les cel-lules Treg eren reclutades als illots pancreatics,
mentre que les cel-lules iINKT es mantenien preferentment al teixit exocri. Finalment,
les cel-lules iINKT i Treg aillades del pancrees d'un pacient amb T1D eren funcionals, és
a dir, que les cél-lules iNKT eren especifiques per al glicosfigolipid aGalCer i les cel-lules
Treg suprimien la proliferacio de les cel-lules T efectores.

Per tant, el conjunt de dades mostrava que alteracions en la secrecié d'IL-13 per
cel-lules iNKT a l'inici de la malaltia podrien conduir a la progressié de la resposta
autoimmunitaria a la Diabetis tipus 1. A més, la seva cooperacié amb cel-lules Tregi la
presencia dels dos tipus cel-lulars a I'0rgan diana de la resposta suggerien que la seva
cooperacid pot tenir lloc in situ i controlar aixi la destruccié de les cel-lules beta
pancreatiques. Per tant, les noves dades sobre la funcié reguladora de les cel-lules
iNKT, la identificacié de glicoesfingolipids que milloren la secrecié d’IL-13 per cel-lules
iNKT i la cooperacio de Treg i cel-lules iNKT, proporcionen un punt de partida per al
disseny de noves estrategies terapeutiques que permetin eludir les restriccions de les
immunoterapies amb cel-lules restringides per MHC.
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Abstract

Type 1 Diabetes is a chronic autoimmune disease characterized by the selective loss of
insulin producing pancreatic B cells. Its etiology is unclear yet but is thought to have a
multifactorial origin involving genetic, environmental and stochastic factors. When
tolerance to autoantigens is lost, there is an infiltration of the pancreatic islets with
CD8* T cells, macrophages, CD4* T cells and B cells, among other cell types that
orchestrate their destruction. In T1D tolerance breakdown has been associated to the
existence of functional defects and low frequencies of Foxp3* Treg and iNKT cells in
NOD mice. Therefore this study analyzes the regulatory function of human iNKT cells
isolated from PBMCS of healthy controls and T1D patients at disease onset. The data
show that iNKT cells have the capacity to suppress the proliferation of T effector cells.
Interestingly suppression is dependent on the secretion of the cytokine IL-13, a
phenomenon that was confirmed when using a blocking antibody to IL-13 resulted on
the recovery of T effector cell proliferation. Conversely, regulation was impaired in
iNKT cells derived from T1D patients and this functional defect could be related to a
decrease in the secretion of IL-13. Since iNKT cells can modulate the function of other
immune cells, we analyzed their capacity to interact with Treg cells and improve their
regulatory function to better prevent the destruction of pancreatic B cells. The results
showed that healthy individuals’ iINKT cells had an adjuvant effect on the suppression
of T effector cells by Treg cells. The contribution of iNKT cells was again dependent on
the secretion of the immunoregulatory cytokine IL-13 and independent of cell-cell
contacts.

To understand the possible role of these regulatory cells in T1D, their frequency,
anatomical localization and functionality was studied in the pancreas of patients with
T1D. We quantified the number of iNKT and Treg cells at different stages of the disease
development both in human and NOD mice samples and we analyzed their distribution
in and around the pancreatic islets and the exocrine tissue compartment. iNKT and
Treg cells showed a differential distribution at disease onset as Tregs were
concentrated inside the pancreatic islets while iNKT cells were mainly located in the
exocrine tissue. Further, both populations almost disappeared from the pancreas of
long-termT1D patients. These results contrasted with those obtained from NOD mice
where the frequency of these two populations continued to rise at the diabetic stage.
In addition, iNKT and Treg cells isolated from the pancreas of a T1D patient at disease
onset were both functional, that is to say that iNKT cells were specific for the
glycosphigolipid aGalCer and the Treg cells suppressed the proliferation of T effector
cells.

Therefore, the set of data shows that alterations in the secretion of IL-13 by iNKT cells
at disease onset could lead to the progression of the autoimmune response in T1D.
Their cooperation with Treg cells and the presence of both cell types at the target
organ of the autoimmune response suggests that their cooperation can take place in
situ controlling the destruction of the pancreatic B cells by autoreactive T cells. Thus,
the new data on the regulatory function of iNKT cells, the identification of
glycosphingolipid agonists enhancing iNKT cells’ IL-13 secretion and the cooperation of
Treg and iNKT cells to regulate autoreactive T cells provide a starting point to the
design new therapeutic strategies that bypass the constrains of the MHC-restricted
immunotherapies.
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Introduccis

I.1. Autoimmunitat

El sistema immunologic esta focalitzat en poder respondre d’'una manera eficag i
rapida, a una gran varietat d’antigens estranys procedents de virus, bacteris, fongs i
parasits. El sistema immune té una tendeéncia intrinseca d'evitar atacar estructures
propies, ja que ha estat desenvolupat com a sistema de proteccié de I'organisme
contra agents externs potencialment patogenics. Quan aquest sistema de proteccié no
funciona correctament, el sistema immunologic pot atacar als teixits propis produint
les anomenades malalties autoimmunitaries. La prevencid de les malalties
autoimmunitaries contra antigens propis pot ser previnguda per la tolerancia central i
la tolerancia periferica [1].

I.1.1 Tolerancia central

La tolerancia central té com a finalitat eliminar el repertori de cél-lules T potencialment
autoreactives que podrien ser generades al timus. A nivell timic, AIRE es ben conegut
per ser un regulador transcripcional, el qual és essencial per duu a terme la seleccié
negativa i per I'expressié promiscua de TRAs (antigens restringits a teixits periferics) en
cél-lules epitelials timiques medul-lars (mTECs), els quals sdn exclusivament depenent
de AIRE [2,3]. Ratolins knock-out per AIRE (Aire’/)) manifesten simptomes de
autoimmunitat i pacients amb mutacions en AIRE desenvolupen la malaltia de
poliendocrinopatia autoimmune candidiasis distrofia ectodérmica (APECED) [4]. La
expressid de AIRE és regulada per membres de la familia de factor de necrosi tumoral
(TNF) i per CD40. Més recentment, s’ha observat que hi ha gens TRA que s’indueixen
en absencia de AIRE. Aixi, s’ha trobat que un nou factor de transcripcié anomenat
Fezf2, exclusivament expressat en mTEC a timus, juga un paper important en
I’expressid de TRA i en I'establiment de la tolerancia central independentment de AIRE
[5].Ratolins knock-out per Fezf2 desenvolupen un fenotip autoimmunitari amb
produccié d’autoanticossos i infiltracié de cel-lules inflamatories. Per tant, I'expressid
de Fezf2 també és essencial per establir la tolerancia central .

I.1.1 Tolerancia periférica

La tolerancia periferica és coneix com la capacitat de bloquejar I’activacio de limfocits
madurs autoreactius impedint la resposta immune contra un antigen especific. Senyals
coestimuladores sén necessaries perque es dugui a terme l'activacié dels limfocits T



I roduccid

autoreactius, per tant, I'abséncia d’aquest tipus de senyalitzacié pot promoure la
tolerancia periférica.

Hi ha certs mecanismes de tolerancia periferica per evitar 'activacié dels limfocits
autoreactius i que aquests passin a ser cel-lules efectores agressives i patogeniques. Els
mecanismes de tolerancia periférica son els seglients; (a) Ignorancia clonal: degut a la
preséncia de barreres anatomiques de l'organisme que fa que les céllules T
autoreactives no reconeguin cel-lules propies; (b) Supressié clonal: degut
principalment a cél-lules T reguladores, les quals inhibeixen la proliferacié i funcié de
cel-lules T autoreactives, entre altres mecanismes per la secrecié de citocines
reguladores (c); Delecid clonal: Induccié de la mort cel-lular per I'apoptosi a través de
la interaccid Fas-FasL i (d) Anergia Clonal; inactivacié funcional dels limfocits degut a
I'absencia de expressié de molecules coestimuladores.

Quan es trenca la tolerancia central o la periférica, es desencadena la resposta a
autoantigens que si té conseqliencies cliniques, donara lloc a una malaltia
autoimmunitaria. En funcié dels antigens contra els quals va dirigida la resposta, les
malalties autoimmunitaries es poden dividir en malalties autoimmunitaries
especifiques d’organ i/o no especifiques d’organ o sistémiques, en aquesta ultima, la
resposta esta dirigida contra antigens que s’expressen a diferents organs. Com a
exemples d’autoimmunitat sistemica, tenim el lupus eritematoso sistemic (LES) i
I"artritis reumatoide, entre d’altres (Fig. 1).

Regulacio

Autoreactivitat Regulacio

Equilibri
e —

Autoreactivitat

X

Equilibri
——

Autoreactivitat

Regulacio:

- Cellules T (IL-10, TGF-B)
- Ceél-lules B

- Cel-lules dendritiques

X

Equilibri
——

Regulacié

Immunitat:
- Cel-lules T CD4, CD8 i cel-lules
B patologiques.

- Activacio cel-lules dendritiques

Figura 1. Homeostasi del sistema immunologic. Les patologies autoimmunitaries sén degudes
a un trencament de la tolerancia, produint un desequilibri entre la resposta efectora i la
reguladora. Dins de la resposta reguladora intervenen diferents tipus cel-lulars, aixi com
cél-lules T i B reguladores i cel-lules dendritiques amb caracteristiques tolerogéniques. (Adaptat
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de S.Alice Long and Jane H. Buckner. CD4+Foxp3+ T Regulatory Cells in Human Autoimmunity: More
Than a Numbers Game. J.Immunol. 2011; 187:2061-2066).

I.2. Diabetis tipus 1 (TID)

La diabetis tipus 1 (T1D) és una malaltia autoimmunitaria organ especifica, ja que la
resposta esta dirigida contra antigens especifics d’organs. La T1D és una malaltia
cronica on les cel-lules B productores d’insulina localitzades als illots pancreatics o
illots de Langerhans, que és la part endocrina del pancrees, sén gradualment
destruides per cel-lules T autoreactives.

1.2.1 Epidemiologia

La T1D és una de les malalties croniques més comuns a la poblacié infantil tot i que
també pot manifestar-se a d’altres edats. La incidéncia varia significativament segons
la regid geografica.

Els paisos del nord d’Europa tenen la incidéncia més alta de T1D on hi ha > 20/100000
pacients/any. Estats Units té un incidéncia de 17,8/100000 pacients/any i Xina i Sud-
Ameérica tenen la incidéncia més baixa < 1/100000 pacients per any [6]. La taxa de
diagnostic esta incrementant a la majoria dels paisos, amb una taxa dramaticament
incrementada en nens de menys de 5 anys d’edat [7]. L'edat aproximada del diagnostic
ronda |'adolescéncia, amb un pic entre els 12-14 anys [8], tot i que continua sent més
notable entre 0-5 anys [7]. El risc de desenvolupar T1D és més alt en dones que en
homes [9], aixi com d’altres malalties autoimmunitaries on la prevalenca també és més
gran en un génere o en un altre.

1.2.2 Etiologia

La T1D és una malaltia d’etiologia desconeguda, tot i que es considera multi-factorial,
amb un component geneétic i ambiental. Tot i aixi també intervenen factors psicosocials
i estocastics.

1.2.2.1 Factors gen‘etics

Tot i que la T1D és una malaltia poligénica, els gens més importants que contribueixen
a la susceptibilitat d’aquesta, estan localitzats en el locus de HLA de classe Il al
cromosoma 6, a més d’estar implicats d’altres gens o regions genétiques que han estat
associades a T1D [10]. A vegades, menys d’'un 10% dels individus amb susceptibilitat



I !roduccid

acaben progressant a la malaltia clinica. Aix0 fa, que factors addicionals siguin
necessaris per activar la destruccié de les cél-lules B a individus genéticament
predisposats. Depenent de 'edat del debut de la malaltia, del 30-50% dels pacients
amb T1D sén heterozigots per a HLADQA1*0501 DQB1*0201 (DQ2) i DQA1*0301
DQB1*0302 (DQ8) associats als al-lels DR3 i DR4. La molécula HLA-DQA1*0102
DQB1*0602 (DQ6) associada a DR2 esta relacionada amb una proteccié dominant
respecte a la malaltia [11].

1.2.2.2 Factors ambientals

Sobre la predisposicié genetica, es postula que actuen certs factors ambientals que
poden desequilibrar la balanca de ’lhomeostasi immunitaria cap al desenvolupament
d’un procés d’autoimmunitat. El factors ambientals en la implicacié de la T1D es va
demostrar en estudis on bessons univitel-lins que comparteixen el 100% dels haplotips,
la concordancia de la T1D va ser menor del 50% [12]. El processos ambientals
augmenten el risc d’activar poblacions més o menys minoritaries de cel-lules
autoreactives previament circulants fins a tal punt, que els mecanismes de regulacié ja
no poden compensar aquest desequilibri i es comencen a desencadenar processos
d’autoimmunitat. Alguns dels factors que s’han associat a la T1D sén, agents
infecciosos, la dieta, la higiene, factors psicosocials i fins i tot, factors estocastics, entre
d’altres etc.

Fins ara, cap agent infeccids ha estat causant directe de la T1D a humans, tot i que si
gue han estat relacionats d’'una manera indirecte, ja que podrien ajudar a iniciar o
desencadenar la resposta autoimmunitaria contra les cél-lules B pancreatiques. Dades
epidemiologies han relacionat certs tipus de virus amb el desencadenament de la T1D.
Per una part, diferents estudis han relacionat les infeccions per enterovirus en nens,
amb la preséncia d’anticossos anti-illot, ja que diferents estudis han mostrar una major
freglieéncia d’infeccions per enterovirus en aquest nens [13] . D’altres virus que també
han estat relacionats amb la T1D sén el Coxsackie, citomegalovirus, virus de la rubedla
entre d’altres, on diferents pacients amb T1D presenten IgM contra diferents epitops
d’aquests virus [14,15,16,17], els quals es postula que poden alliberar a I'organisme
nous antigens derivats de |'estrés metabolic o processos inflamatoris [18], molécules
proinflamatories o mimotops [19,20]. Els coxsackievirus B mostra un cert tropisme
amb les cél-lules B i s’ha observat resposta de cel-lules T contra aquest virus en
pacients amb T1D [21]. A més a més, a pacients diabétics s’ha observat la preséncia de
IFNs de tipus 1 els quals estan relacionats amb infeccions virals [22].
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Diferents bacteris també han estat associats a la T1D, ja que diferents estudis han
observat en humans, infeccions per Mycobacterium avium més freqlientment en
serum de pacients amb T1D que a individus controls [23]. Fins i tot, s’ha postulat que
alteracions en la microbiota intestinal podrien també estar associades amb la
predisposicid de la T1D degut a canvis en la permeabilitat intestinal i el sistema
mucosal de l'intesti.

1.2.3 Organ diana de la T1D: El péncrees

El pancrees és I'0organ diana de la resposta autoimmunitaria a la T1D. Es divideix en
tres parts: cap, cos i cua (Fig. 2). Esta format per tres teixits principals: el teixit exocri,
I'endocri i els ductes pancreatics. El teixit exocri constitueix un 99% del total del
pancrees i esta format basicament per cel-lules secretores que estan agrupades en els
anomenats acins pancreatics. La seva funcié principal és la produccié d’enzims
digestius (amilasa, lipasa, DNasa, Rnasa entre altres) necessaries per la digestié de
I'organisme.

bile Pancreas in situ

l pancreatic duct body of ) taiof
COMINOn (duct of Wirsung)  pancreas j/w'”

]
v >
P | head of ",
*| panoreas
3 \’J)
duodenal »

papilla
(papilla of Vater)

hepatopancreatic ampulla
(ampulla of Vater)

flow of digestive
enzymes to
duodenum M

© 2003 Encyclopadia Britannica, Inc. D islet of Langerhans

Figura 2. Detall anatomic del pancrees. Parts pancreatiques (Cap, cos i cua). lllots pancreatics
o de Langerhans i composicié cel-lular. Teixit exocri .
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La part endocrina corresponent als illots de Langerhans o illots pancreatics,
representen un 1-2% de la massa total del pancrees i es troben dispersos per tot el
teixit exocri. Estan separats de la part exocrina del pancrees per una capsula
connectiva formada per cel-lules glials (cel-lules de Schwann) [24]. Els illots pancreatics,
son estructures petites molt importants per a la homeostasi de la glucosa. Es calcula
gue hi ha aproximadament un milié d’illots en un pancrees huma i uns 500 en un
pancrees de ratoli. Els illots pancreatics estan formats per acumulacions de diferents
tipus cel-lulars que produeixen i segreguen diferents tipus d’hormones relacionades
amb la homeostasi de la glucosa, aixi com: cel-lules B, productores d’insulina, cel-lules
o productores de glucagé, les cél-lules 6 que secreten somatostatina, les cél-lules PP
que produeixen el polipéptid pancreatic (PPY) i les cel-lules € secretores de ghrelina. La
estructura i disposicio d’aquests tipus cel-lulars als illots pancreatics depéen de I'espécie
animal considerada. Les cél-lules B sén les cel-lules majoritaries als illots pancreatics
constituint un 70% de les cél-lules totals, les cél-lules o constitueixen un 20%, les & un
10% i en un < 5% les cél-lules PP i les cél-lules € secretores de ghrelina [ 25,26] (Fig. 3).

Figura 3. Immunohistoquimica d’illots pancreatics d’huma (A) i de ratolins (B). Micrografia
realitzada amb microscopi confocal (seccions optiques de 1-um). A la micrografia s’observen
les cel-lules B productores d’insulina (vermell), les cel-lules a secretores de glucago (verd) i les
6, secretores de somatostatina (blau). A humans (A) els diferents tipus cel-lulars es troben
distribuits a I'illot pancreatic a I'atzar. Pel contrari, a ratolins (B) les cél-lules B es localitzen a la
part central i les a i les 6 secretores de somatostatina es localitzen a la periféeria dels illots.
(Adaptat de: Cabrera O, Berman DM, Kenyon NS, Ricordi C, Berggren PO, Caicedo A. The unique
cytoarchitecture of human pancreatic islets has implications for islet cell function. Proc Natl Acad Sci U S
A. 2006; 103:2334-9).
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1.3 Desenvolupament de la T1D

Degut a les caracteristiques del pancrees, poques biopsies s’ha pogut obtenir de
pancrees humans, ja que degut al seu alt contingut d'enzims digestius, fa que el teixit
sigui propens a una rapida autolisi [27]. La falta de material huma ha fet que molts dels
estudis s’hagin fet en models animals. El ratoli NOD és el model escollit pels
investigadors per estudiar el procés i desenvolupament de la T1D. Tot i aixi, la
histopatologia de la insulitis, és diferent entre individus amb T1D i ratolins NOD.

1.3.1 Model animal de T1D: Ratoli NOD

El model de ratoli NOD (non-obese diabetic) és el model animal prototip de
autoimmunitat humana, ja que els ratolins NOD desenvolupen diabetis espontania
amb caracteristiques similars a la T1D humana, aixi com hiperglucémia i preséncia
d’autoanticossos directament en contra dels illots pancreatics [28]. Els ratolins NOD
sén propensos a una desregulacié immune global. La insulitis observada a ratolins NOD
és molt més elevada que la que es troba a humans. El desenvolupament i progressid
de la T1D a ratolins NOD ha estat relacionada principalment amb cél-lules T, pero
també s’han vist defectes en diversos subgrup de leucocits, incloint cél-lules T CD4*, T
CD8*, cel-lules NK, cél-lules dendritiques i macrofags, aixi com defectes en cel-lules
NKT, deficiencies en cel-lules Treg i fins i tot I'absencia de C5a del complement
[29,30,31,32].Tot i aixi, la T1D a ratolins NOD esta caracteritzada principalment per la
preséncia de limfocits T, que actuen com a cel-lules efectores de I'autoimmunitat
destruint les cél-lules B productores d’insulina. Els limfocits T diabetogénics presents
durant el desenvolupament de la malaltia a pancrees de ratolins NOD, reconeixen
basicament antigens insulars (insulina, GAD, IA-2, Hsp60 entre d’altres)[33]. Durant el
progrés de la malaltia no només hi ha una destruccié del les cél-lules B, sind que també
hi ha una destruccié de la capa peri-insular que recobreixen els illots pancreatics,
formada per cél-lules de Schwann [34].

I.3.1.1 Fases del desenvolupament de la T1D a Ratolins NOD

El desenvolupament de la T1D a ratolins NOD es pot dividir en 3 etapes (Fig. 4):

1) Ratolins NOD pre-T1D: 2-4 setmanes

Durant aquest periode, aproximadament 2-4 setmanes després del naixement es
produeix un anada de mort de cel-lules B productores d’insulina on es generen grans
guantitats d’antigens pancreatics. Cel-lules dendritiques, entre d’altres APCs
carregades d’antigens pancreatics, migren als ganglis pancreatics on els presenten a
cel-lules T, les quals un cop activades migren cap a I'0rgan diana de la resposta
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autoimmunitaria, en aquest cas, el pancrees. Durant aquest periode, comeng¢a una
discreta infiltracid pancreatica de cel-lules autoreactives, procedent dels ganglis
pancreatics principalment formada per cel-lules T CD8*, perd també per cél-lules T
CD4*, aixi com cel-lules B. A més a més, moléecules d’adhesié com ICAM-1 comencen a
expressar-se, aixi com a apareixer deposits de IgG en cél-lules B.

2) Ratolins NOD al debut del a T1D: 8-14 setmanes

Durant aquest periode, aproximadament a les 8-14 setmanes després del naixement,
la insulitis es fa molt més evident ja que augmenten els processos inflamatoris aixi com
la freqliencia en els nivells d’infiltracié que cobreix el 50-60% dels illots pancreatics. En
aquesta etapa, les cel-lules infiltrants, sobretot cél-lules T, son preferentment
localitzades a la periféria o al voltant dels illots pancreatics, produint peri-insulitis. En
aquest moment, les cél-lules abasten tot l'illot i mostren cada vegada més
I'organitzacié espacial d'un organ limfoide terciari (TLO). Contrariament, a humans, no
hi ha una exagerada peri-insulitis i no hi ha aquesta organitzacié espacial en la
formacié de TLO [35]. La infiltraci6 no és homogeénia, ja que les cél-lules es
distribueixen per tota la glandula [36]. En aquest periode, s’observa un increment en
I’expressié de molecules d’adhesid, ICAM-1 i VCAM-1 [37].

3) Ratolins NOD diabeétics : > 20 setmanes

En aquesta etapa, el numero de cel-lules infiltrants, continua incrementant. A la
setmana 17 aproximadament, el 58% dels illots pancreatics presenta una massiva peri-
insulitis i un 5 % mostra intra-insulitis, associada a la destruccié de les cél-lules B. A la
setmana 18, la majoria dels illots estan afectats i la massa de cél-lules B disminueix
gradualment. Finalment, a la setmana 20, tots els illots estan afectats, desproveits de
cél-lules B i lliures d'infiltrats inflamatoris [38,39].

Figura 4. Histologia del pancrees
durant el desenvolupament de la
T1D a ratolins NOD. Les figures les
diferents fases del desenvolupament
de la T1D. (a) Moderada peri-insulitis;
(b) massiva insulitis; (c) Insulitis; (d)
destruccié total de lillot pancreatic
per la massiva insulitis. (Jain R, Tartar
DM, Gregg RK, Divekar RD, Bell JJ, Lee HH,
Yu P, Ellis JS, Hoeman CM, Franklin CL,
Zaghouani H. Innocuous IFNgamma
induced by adjuvant-free antigen restores
normoglycemia in NOD mice through
inhibition of IL-17 production. J Exp Med,
2008, 205:207-18).
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1.3.1.2 Fases del desenvolupament de la T1D a humans

El desenvolupament de la T1D a humans, és més complex que a ratolins NOD, ja que el
seu estudi ha estat més complicat degut a la dificultat d’aconseguir biopsies de
pancrees huma. Un dels problemes a humans, és que el procés immunologic que
condueix a la diabetis comenga anys abans de la simptomatologia i del debut clinic de
la malaltia, el que dificulta el seu estudi en etapes anterior al debut [40]. La T1D
humana, al igual que passava amb ratolins NOD, també la podem dividir en diferent
fases (Fig. 5).

1) Individus pre-diabétics

Aquesta fase es caracteritza principalment per la preséncia de autoanticossos contra
antigens dels illots pancreatics [41, 42] .El nimero de autoanticossos contra diferents
antigens dels illots pancreatics (GAD65, 1A2, IGRP, insulina i ZNT8), aixi com la
disglucemia a nivell sanguini, son factors molt importants a I’hora de determinar I’estat
de pre-diabétic. Durant aquesta etapa una onada de mort de cél-lules B pancreatiques
genera antigens pancreatics, els quals sén presentats a cél-lules T als ganglis
pancreatics activant d’aquesta manera una resposta especifica contra el pancrees.
Durant aquest periode, la infiltracid de cél-lules limfoides a pancrees huma és molt
baixa i per tant, la majoria dels illots pancreatics estan intactes.

2) Individus al debut de la malaltia

Durant aquesta etapa és quan és diagnostica la T1D, degut a Il'augment
d’autoanticossos aixi com un increment en els nivells de glucosa en sang. En aquesta
etapa la major part del illots pancreatics estan destruits, ja que com hem dit abans, uns
dels inconvenients de la T1D, és que la resposta immunitaria contra el pancrees
comenca molt abans del diagnostic clinic de la malaltia. En alguns casos, s’ha observat
que individus al debut encara tenen illots pancreatics amb una proporcié normal
d’insulina i sén lliures d’infiltrats leucocitaris.

2.1) Fase “Honeymoon”

Durant aquesta fase, també coneguda com a fase de remissié de la T1D pot
representar un periode quiescent de la malaltia. Normalment, comenca a les
setmanes segilients al diagnostic i es caracteritza principalment, per una reduccié
temporal dels requeriments d’insulina, millorant els nivells de glucosa en sang. Tot i
aixi, normalment aquest periode va seguit d'un empitjorament de la malaltia a
I’engros.
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3) Individus Diabeétics

Durant aquesta etapa, practicament tots els illots pancreatics estat destruits i el
pacient és incapac de controlar els nivells de glucosa en sang. Curiosament, a pacients
amb T1D anys després del diagnostic s’ha detectat apoptosi de cel-lules B i preséncia
d’infiltrats leucocitari, suggerint I'existéncia de mecanismes de regeneracié de la part
endocrina del pancrees [43] .Els processos inflamatoris generats durant aquest procés,
poden produir una millora en la presentacié antigénica, degut a l'increment de
I’expressié de molécules de MHC de classe I. Tot i aix0, la capacitat de renovacio de les
cél-lules B a humans esta molt limitada. A partir d’aquest moment, el curs de la
malaltia continua endavant, on amb els anys (procés lent) tots els illots pancreatics
acaben sent destruits i la falta d’insulina arriba a ser considerable. Tot i aixi, diferents
estudis realitzats a pacients amb T1D cronica, s’observa un nombre variable de
cél-lules B residuals i una mitjana d’'un 13% dels illots pancreatics que encara contenen
insulina [44,45,46,47].
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Figura 5. Histologia del pancrees durant el desenvolupament de la T1D a humans. Les
imatges mostres; A) lllots en la fase inicial de la peri-insulitis amb presencia de cél-lules B
(marrd) i cél-lules a (vermell). B) lllots on moltes cel-lules B han sigut destruides. C) illots
totalment destruit sense cel-lules productores d’insulina. L’arquitectura del pancrees es va
modificant durant la progressié de la T1D. (Morgan NG, Leete P, Foulis AK, Richardson SJ. Islet
inflammation in human type 1 diabetes mellitus. IUBMB Life. 2014; 66:723-34)
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1.4 Immunopatog‘enesi dela T1D

1.4.1 Autoimmunitat contra les cel-lules 8

Tal i com s’ha dit anteriorment, a vegades el sistema immunitari no pot distingir entre
el que és propi i el que no ho és i per tant, actua responent contra proteines propies
(autoantigens). Aquesta resposta contra antigens propis pot desembocar en una
malaltia autoimmunitaria. Aixi, en el cas de la T1D, la resposta va dirigida directament
contra antigens de les cél-lules B pancreatiques. En aquesta resposta esta implicat un
component cel-lular i un component humoral.

1.4.1.1 Component cel-lular

Als infiltrats pancreatics observats durant el desenvolupament de la malaltia, és
possible trobar diversos tipus cel-lulars, tot i que generalment predominen les cél-lules
T CD8*, seguit de les cél-lules T CD4* [48,49,50] per aix0, sOn considerades els
principals elements efectors de I'autoimmunitat contra les cel-lules beta. Aquestes
cél-lules, promouen la insulitis, la qual és un signe patognomonic de T1D al debut de la
malaltia [35]. La insulitis, la podem definir com a un infiltrat de cel-lules del sistema
immunitari, on predominen els limfocits i la qual esta limitada als illots pancreatics. A
la T1D s’han descrit uns 150 epitops aproximadament reconeguts per limfocits T CD4*
d’autoantigens com GADG65 entre d’altres i més de 20 epitops reconeguts per cél-lules
T CD8* [33]. Altres estudis realitzats per Kent et al. [51] van demostrar el
reconeixement de la insulina per limfocits T provinents dels ganglis pancreatics d’un
pacient amb T1D DR4+. Els limfocits especifics per autoantigens també es poden
observar en sang periférica. A part de cél-lules T també s’han trobat cel-lules B,
macrofags i cel-lules NK, entre d’altres [35]. La composicié de l'infiltrat cel-lular, és
especifica de cada etapa del desenvolupament de la T1D.

1.4.1.2 Autoantigens

Un autoantigen és un antigen propi d’un individu, contra el qual es general una
resposta immunitaria. La resposta immunitaria contra els autoantigens pot estar
mediada per limfocits o per anticossos. Els diferents autoantigens reconeguts a la T1D
son especifics dels illots pancreatics, aixi com la Insulina i el IGRP , tot i que d’altres no
ho sdn, aixi com GAD, IA-2, GFAP, etc.
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1.4.1.3 Resposta Humoral: Autoanticossos

Les cel-lules B CD20* representen el segon tipus cel-lular, després de les cel-lules T, més
abundant als infiltrats dels illots pancreatics, aixi com també les cel-lules plasmatiques
CD138*, productores d’anticossos [48]. A debut de la malaltia la freqliencia de cel-lules
B no és elevada en els infiltrants, pero a etapes més tardanes les cél-lules B s’eleven 4
vegades respecte a I'etapa inicial [35].

Els primers autoanticossos descrits a la TID humana van ser els ICAs, els quals
reconeixen diversos autoantigens presents als llots pancreatics [52] detectats en un
80% aproximadament a individus amb T1D [53]. Els autoanticossos IAA (anti-insulina)
son els primers anticossos observats durant el debut de la malaltia [54]. A part
d’aquest, també es troben d’altres com anti-GAD en un 85% d’individus diabétics [52],
anti IA-2 (Proteina tirosina fosfatasa) en un 70% [55]entre d’altres.

I.5 Cel-lules iINKT

Tot i que les cel-lules Tef CD4* i T CD8* sén un componen molt important durant el
desenvolupament i progressié de la T1D, hi ha altres tipus de cél-lules implicades.

I.5.1 Restriccio per CD1

Les cel-lules iNKT es caracteritzen per reconéixer antigens lipidics d’estructura diversa.
Poden reconéixer tant lipids propis i/o endogens com lipids exogens d’origen microbia
i/o fungics. Aquests antigens son presentats per molécules de CD1 que sén molécules
no polimorfiques, no classiques i que tenen una estructura similar a les molécules de
MHC de classe | (Complex Major d’Histocompatibilitat de classe I). Les molécules de
CD1 estan formades per una cadena o amb tres dominis (a1, a2, a3) ancorada a la
membrana i unida de manera no covalent a la 32-microglobulina, semblant a les
molecules de MHC de classe | perd a diferéncia de les molécules MHC de classe I, les
quals estan formades per una cadena o i B amb dos dominis, al i a2 aixi com B1i 32,
ambdues ancorades a la membrana citoplasmatica [56]. Les molecules de MHC | i les
molécules de CD1 no només reconeixen antigens diferents (péptids i lipids
respectivament) sind que la forma d’unié d’aquests a les molécules també és ben
diferent. A les molecules de MHC I'antigen peptidic es disposa a sobre del lloc d’unié
d’antigen ancorat en petites butxaques. A CD1, les cues lipidiques (cues
d’hidrocarburs) dels antigens es disposen a l'interior del canals hidrofobics que formen
el lloc d’unié d’antigen deixant la part polar del mateix exposada a la superficie [57,58]

(Fig. 6).
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Lipid/Glycolipid
or Lipopeptide

Peptide (8-10 aa)

Peptide (>10 aa)

MHC Class | CD1 MHC Class |l

Figura 6. Estructura de MHC |, CD1 i MHC Il. A la imatge s’observa I'estructura del MHC li la
molecula de CD1 formades ambdues per una cadena a (al, a2, i a3) més la cadena de la B2-
microglobulina. Per altra banda, s’observa la molecula de MHC Il formada per una cadena a i
una B. La imatge mostra la diferent disposicid de I'antigen a les diferents molécules. (Steven A.

Porcelli. Bird genes give new insights into the origins of lipid antigen presentation. PNAS, 2005, 102,
8399-8400).

A humans s’han identificats 5 gens que codifiquen per molecules de CD1 (CD1a, CD1b,
CD1c, CD1d i CD1e, aquesta ultima intracitoplasmatica) i a ratolins només s’ha descrit
CD1d (CD1d1 i CD1d2). Les diferencies en l'organitzacid estructural dels canals
hidrofobics del lloc d’'unié de I'antigen fan que cada molécula de CD1 reconegui un
tipus determinat d’antigen lipidic.

1.5.2 Tipus d’antfgens reconeguts

Les cél-lules iNKT poden reconeixer tant antigens propis, com antigens procedents de
patogens.

1) Antigens endogens i/ 0 propi

Un dels primers antigens activador de la cél-lules iNKT va ser I'aGalCer derivat d’una
esponja marina i fort agonista de I'activacié de les cel-lules iNKT. L'opinid general i
actual, sosté que els mamifers no sén capacos de sintetitzar glicosilceramides amb un
enlla¢ a-glicosidic. Tot i aixi, diversos autors com Kain et al, 2014, van demostrar la
preséncia de glicosilceramides formant un enllag a, com |'aGalCer, a humans
[59].Recentment, es va demostrar I'existencia d'una ruta metabolica i la degradacié
gue pot regular la presencia de a- glicolipids en teixits de mamifers [59].
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Diversos candidats com a autoantigens han estat identificats, els quals poden jugar un
paper molt important influint a la seleccid positiva de les cél-lules iNKT durant la
maduracio timica. Els autoantigens lipidics presentats per CD1d podrien ser diferents
en cada etapa de desenvolupament generant una alta diversitat d'antigens propis. Dins
dels possibles candidats d’autoantigens lipidics trobem I'iGb3
(Isoglobotrihexosilceramida), implicat inicialment en la seleccié timica de les cel-lules
iNKT a ratolins i per tant, un candidat que podria activar a les cél-lules iNKT [139]. Tot i
aixi, diferents analisis d’aillament de glicolipids humans des de el timus i des de DCs
perifériques van fallar en la deteccié de iGb3. A més a més, una funcional iGb3 sintasa
és absent a humans, descartant d’aquesta manera la seleccid positiva de cél-lules iINKT
a humans a partir d’aquest autoantigen [61].

La B-glucosilceramida (BGlcCer), precursor de molts glicoesfingolipids i un dels més
abundats antigens propis, és considerat un bon candidat per poder activar les cél-lules
iNKT [62]. Perd no obstant aix0, informes posteriors de la digestié enzimatica de la
BGlcCer comercial, van demostrar que la reactivitat iNKT probablement era per formes
o-anomeériques co-purificades amb B-GlcCer [62]. D’altres autoantigens candidats
serien la lisofosfatidilcolina (LPC) i lisosfingomelina (LSM), que sén agonistes déebils per
a les cél-lules iINKT humanes, perd la seva preséncia es veu augmentada durant la
resposta inflamatoria [63]. Per tant, diversos diferents auto-lipids, amb diverses
estructures, podrien ser capacos de proporcionar senyals per al desenvolupament de
les cel-lules iINKT o activacio, o potser totes dues, quan és presentat per CD1d (Fig. 7a).

2) Antl’gcns lipidics no propis

Les cél-lules iNKT no només tenen la capacitat de reconeixer antigens endogens sind
gue també sdn capaces de reconeixer antigens lipidics derivats de diferents patogens
[64,65,66]. Aixi, les molecules de CDla reconeixen lipopéeptids com DDM (Dialkyl
Dihexadecylmalonate), les de CD1b lipids com els acids micolics, GMM (Glucose-
Monomylate), PIM (Phospatidylinositol-mannoside), LAM (Liporabino-mannose), CD1c
qgue reconeix fosfoisoprenoides o glicofosfolipids i CD1d que uneix
Glucosilfosfatidilinositol (Fig. 7b).
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Figura 7. a) Antigens
propis reconeguts per
molécules de CD1. la
imatge mostra la
estructura quimica de
varis antigens endogens
reconeguts per les
cél-lules NKT. (Gapin L,
Godfrey DI, Rossjohn J.
Natural  Killer T cell
obsession with self-
antigens. Curr Opin
Immunol, 2013, 25:168-73).
b) Isoformes de CD1.
Representacié

esquematitzada de les
isoformes de cada CD1a,
CD1b, CD1c i CD1d. la
imatge mostra els
diferents antigens lipidics
reconeguts per cada
molecula de CD1, aixi
com la seva disposicié
dintre dels “pockets” de
cada una de elles. (Imatge
adaptada de: Erin J Adams.
Lipid presentation by

human CD1 molecule and the diverse T cell populations that respond to them. Curr Opin Immunol,

2014; 26:1-6).

1.5.3 Fenotip

Segons la molécula de CD1 que reconeixen les cel-lules NKT, aquestes es divideixen en

dos grups:

a) Grup 1: Cel-lules NKT restringides per CD1a, CD1b i CD1c. Expressen un TCR divers.

b) Grup 2: Cél-lules NKT restringides per CD1d. Aquest mateix grup es divideix en dos

grups més en funcié de la reorganitzacié del TCR que presentin:

b.1) Cél'lules iNKT invariants, semi invariants o classiques: Tenen una reorganitzacié

de la cadena a del TCR especifica formada per Va24Jal8 associat preferentment a
VP11 en humans. A ratolins esta formada per Va14Ja18 associat a V8.2, VB7i Vp2.
b.2) Cel-lules iNKT amb un TCR divers: restringides per diferents cadenes o i B del

TCR[67,68,69].
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Les cel-lules iNKT presenten una expressié heterogenia dels correceptors CD4 i CDS8 i
per tant, es troben cél-lules iINKT que sén CD4*, CD8* i fins i tot, dobles negatives
(CD4,CD8 (DN)), que constitueixen un 27%, 24% i 49% de les cél-lules iNKT de periféria,
respectivament [70] i mostrant diferent perfil de citocines [71]. Les cel-lules iNKT al
llarg del seu desenvolupament timic, adquireixen I'expressié de diferents marcadors
de superficie de cél-lules NK, com la lectina de tipus C (CD161 o NK1.1) i NKG2D entre
d’altres com CD56 i CD94. Aquestes cél-lules, presenten un fenotip de cél-lula activada
(CD69*, CD44Mieh i CD62L7) i de cél-lula memodria, aixi poden exercir funcions efectores
sense l'activacié via TCR [72]. Les cél-lules iNKT tenen la capacitat de secretar grans
quantitats de citocines tant del tipus Th1 (INF-y) com Th2 (IL-4) d’una forma rapida un

cop son activades (Fig. 8).

CD4+ o_ CD8+

TCR
«24Ja18Vp11
Receptors de huma
NK
(cp161
(NK1.1), 3
NKG2D)
Receptors Marcadors
de e .
Citocines d’activacio
(CD69, CDA44,
CD62L)

Figura 8. Fenotip de les cél-lules
iNKT humanes. Les cél-lules NKT,
son cel-lules T CD3*, restringides
per moléecules de CD1d. A humans,
el TCR de les cél-lules iNKT esta
format per Va24)al8
preferentment associat a VB11. Les
cél-lules iNKT poden expressar els
coreceptors CD4*, CD8" o poden
ser DN. Expressen receptors de
cél-lules NK (CD161, NKG2D entre
d’altres) i tenen fenotip de cel-lula
T activada (CD44, CD69, CD62L).
(Adapatat de: Seino K, Taniguchi M.
Functionally distinct NKT cells subsets
and subtypes. J. Exp.Med, 2005; 202:
1623-1626)
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1.5.4 Origen 1 desenvolupament

El desenvolupament de les cel-lules iNKT és depenent del timus i es duu a terme a
partir de precursors derivats de la medul-la ossia. El desenvolupament es duu a terme
paral-lelament amb el de les cél-lules T convencionals, comencgant a nivell del cortex i
experimentant una migracié cortico-medul-lar durant el seu desenvolupament
intratimic. La ramificacié entre ambdues grups de cel-lules T, es produeix en 'etapa de
cél-lules dobles positives (DP CD4*CD8"). L’inici del desenvolupament de les cél-lules
iNKT es produeix en el cortex degut a la interaccid TCR-glicolipid-CD1d. Timocits del
cortex DP expressen a la seva superficie molecules de CD1d i presenten lipids
endogens a d’altres timocits DP per duu a terme la seleccié positiva.

Molécules accessories com SLAM (Signaling lymphocytic activation molecule) també
estan implicades en el desenvolupament de les cel-lules iINKT. La migracié de les
cél-lules iNKT a la medul-la implica la sobreregulacié del receptor de quimiocines CCR7,
tot i que també estan implicades les mTECs (cel-lules epitelials timiques). Per un
correcte desenvolupament de les cel-lules iNKT a nivell timic, no només és important
la presencia de CD1d siné que també és necessari un microambient amb I'implicacio
de citocines com la IL-15 i IL-7 secretades per cel-lules timiques estromals i necessaries
per mantenir un correcte numero de cel-lules iNKT. A part de citocines, els diferents
factors de transcripcid implicats en les diferents etapes del desenvolupament de les
cel-lules iNKT i una estructura intacta a nivell timic, també és molt important pel
correcte desenvolupament de les cél-lules iNKT (Fig. 9). A més del coreceptors CD4 i
CD8, durant el seu desenvolupament, les cél-lules iINKT també adquireixen un fenotip
de cel-lula memoria i de cél-lula T activada. La seva diferenciacié terminal implica
I’adquisicié de diversos marcadors de cel-lules NK i la seva reactivitat és adquirida a
periféria a través d’interaccions depenent de CD1d [73,74,75].

1.5.5 HomeoOstasi

El manteniment a periferia del nimero de cel-lules iNKT requereix de factors de
creixement, aixi com de diverses senyals de supervivencia. Tot i que a nivell de seleccié
timica la molécula de CD1d és molt important pel seu correcte desenvolupament, les
cél-lules iINKT madures no requereixen d’una interaccié continua amb CD1d per la seva
proliferacid, supervivencia o la seva distribucié als teixits [76]. La homeostasi de les
cél-lules iINKT depén en part i basicament, de citocines. Degut a la diversitat dels
subgrups de cel-lules iNKT, englobades en cel-lules iNKT CD4* o CD4" (CD8* i DN), els
requeriments homeostatics son diferents unes de les altres.
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Figura 9. Desenvolupament timic de les cél-lules iNKT. Despres del reordenament del TCR
invariant (Va24Jal8 humans) de les cel-lules iNKT a l'estat de DN, passen a DP on
experimenten una seleccid positiva a partir del reconeixement de lipids enddgens presentat en
el context de CD1d per timocits corticals DP. Seguidament, aquests limfocits passen a la
medul-la per continuar amb el seu desenvolupament i adquirir I'expressié de certs marcadors
superficials (CD69, CD44, CD161 (NK1.1), CD62L, CD24 ). Finalment migren a periferia on
acaben la seva maduracio. (Adaptat de: Salio M, Silk JD, Jones EY, Cerundolo V. Biology of CD1- and
MR1- Restricted T Cells. Annu Rev Immunol. 2014; 32:323-66).
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Per una banda, les cél-lules iNKT CD4* expressen nivells més elevats de IL-7R que les
cel-lules iNKT CD4". Contrariament, les iNKTs-CD4" expressen més quantitat de IL-15R
que les iNKTs-CD4*. Aquesta diferent expressid de receptors de citocines fa, que unes
puguin respondre més i necessiten més IL-7 i les altres la IL-15. La IL-7 a part de ser
secretada a timus i medul-la 0ssia també és produida a organs limfoides secundaris,
fent que es mantingui un cicle post-timic de les cél-lules iNKT CD4* a periféria. La IL-15
és secretada per varis teixits extralimfoides on les cel-lules iNKT tendeixen a localitzar-
se. Per tant, el nimero de iINKT-CD4* és principalment mantingut per I'output timic i
IL-7, i la seva supervivencia a periféria és mantinguda per un limitat nimero de
divisions cel-lulars. En canvi, el numero de cél-lules iNKT CD4  (CD8" i DN),
majoritariament depén de la seva expansid a periféria i de IL-15. Tot i aixi, no només
les citocines son responsables de la homeostasi de les cél-lules iNKT, sind que també
son necessaries molécules co-estimuladores, com [ICOS-ICOSL [77,78] aixi com una
important freqiiéncia, forca i duracié de I'estimulacié antigénica [79].

Les cél-lules iNKT es distribueixen a nivell sistémic dins de diferents organs limfoides,
com al timus, la melsa, noduls limfatics i fetge, aquest ultim amb una freqiiencia de
cél-lules iINKT més elevada que la resta. A ratolins, representen aproximadament un
0,5% de la poblacié de cél-lules T en sang [66], en canvi, a humans només representen
un 0,04- 1,3% dels limfocits [80].

1.5.6 Cél-lules iNKT 1 autoimmunitat

Diferents estudis han descrit la implicacio de les cél-lules iINKT en el desenvolupament
d’'una gran diversitat de malalties autoimmunitaries, aixi com; la T1D, malalties
autoimmunitaries de la tiroide, Lupus, Encefalomielitis Experimental Autoimmune,
Artritis Reumatoide entre d’altres [81,82,66]. Generalment, les malalties
autoimmunitaries, en models animals i en pacients han estat relacionades relacionat
amb una baixa freqliencia de cel-lules iNKT. Per exemple, en models animals de EAE
(Experimental autoimmune encephalomyelitis) s’ha vist un nimero reduit de cel-lules
iNKT i de baixos nivells de secrecié de IL-4 [83]. A pacients amb RRMS (Relapsing-
Remitting Sclerosis Multiple) s’ha observat que la freqliencia de cel-lules iNKT esta
reduida a sang periférica, aixi com el mRNA que transcriu pel TCR Va24. Aquesta
reduccio de cel-lules iINKT a pacients amb RRMS sembla coincidir amb la fase relapsing
de la malaltia [84,85]. A pacients amb RA (Artritis Reumatoide) s’han vist baixos nivells
de transcrits de TCR especific de les cel-lules iNKT, aixi com nivells baixos d’expressid
de CD1d [86]. D’altres malalties com Lupus també es caracteritzen per un nombre
reduit de cel-lules iNKT.
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1.5.6.1 iNKT i T1D

La T1D és una de la malalties autoimmunitaries on hi ha més evidéencies de la
implicacio de les cel-lules iNKT. La majoria dels treballs que han estudiat la relacié
entre les cel-lules iNKT i 'autoimmunitat s’han fet amb models animals, principalment
en el model de ratoli NOD (Non Obese Diabetic), el qual desenvolupa diabetis de forma
espontania de manera semblant de com es déna a humans [28]. Estudis realitzats en
ratolins NOD han descrit defectes en la freqliencia i funcié de cel-lules iNKT, els quals
poden ser corregits per la transferéncia adoptiva o la sobreexpressié d’un transgénic
del TCR invariant i aixi augmentar la freqliencia de cél-lules iNKT [81]. S’"ha observat
que ratolins knock out per CD1d”, i per tant, ratolins absents de cél-lules iNKT,
desenvolupen més rapidament T1D que els ratolins wild type, d’'una forma més
agressiva i severa. La sobreregulacio de I'expressié de CD1d i la transferéncia adoptiva
de cel-lules CD1d* en aquests ratolins, fa que es recuperi la funcié immunoreguladora
de les cél-lules iNKT i que aquestes puguin evitar el desenvolupament de la diabetis [87
30, 29]. A més a més, I'estimulacié de cél-lules T naive expressant un TCR diabetogénic
en preséencia de cel-lules iNKT, no fa que es bloquegi 'activacid inicial de les cel-lules T
patogeniques, pero, tant la seva proliferacié com la seva secrecié de citocines com la
IL-2 o I'IFNYy, queda inhibida. Aquestes dades suggereixen que les cel-lules iINKT poden
evitar o alentir la progressié de T1D prevenint la diferenciacié de les cél-lules Tef a
cel-lules T autoreactives.

Per altre banda, diferents grups van mostrar, que fent varies injeccions amb aGalCer
als ratolins NOD, aquests quedaven protegits contra la T1D. Aquesta proteccié
produida per I'aGalCer era més efectiva durant la primera etapa del desenvolupament
de la diabetis, quan els illots pancreatics comencaven a ser infiltrats [88,89]. Com s’ha
dit anteriorment, una de les funcions de les cel-lules iNKT, es que poden reclutar DCs,
per tant, la proteccié de les cél-lules iINKT sembla estar associada amb una induccid i
un reclutament de les DC tolerogeniques que poden promouen la generacié de
cél-lules Treg i aixi inhibir la funcidé de les cél-lules Tef [90,91] . D’altres estudis on
s’analitzaven diferents analegs de I'aGalCer, van suggerir que aquests podien també
retardar I'aparicido de la T1D [92]. Per exemple, I'analeg OCH, una esfingomielina
truncada derivada del aGalCer, mostra avidesa per les cél-lules iNKT aixi com una més
feble secrecid de IFNy pero més forta IL-4 que en resposta al aGalCer [93]. El
tractament a llarg termini de ratolins NOD amb OCH també pot preveure la T1D [94].
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A humans, degut a la baixa freqiiencia de cel-lules iNKT ha estat més complicat el seu
estudi. Tot i aixi, diferents estudis realitzats en humans a diferents etapes del
desenvolupament de la T1D, (individus amb un alt risc, en debut i/o diabétics) es va
observar una baixa freqliencia de cel-lules iINKT a sang periférica aixi com una funcié
reduida i defectes en la produccié de citocines [95].

[.6. Cel-lules Treg

Les cél-lules Treg son considerades una bona eina per mantenir la tolerancia
immunologica, la qual és essencial pel bon manteniment i I'estabilitat del sistema
immunitari. Generalment sén cél-lules T CD4* restringides per molécules de MHC de
classe Il.

I.6.1 Fenotip

Existeixen diferents subgrups de ceél-lules Treg , les quals poden actuar en diferents
estadis de la resposta immunitaria. Aquests diferents subgrups, es caracteritzen per
I'expressié de diferents receptors i secrecid de citocines. Generalment, sén acceptats
dos grups de cél-lules Treg basats en la seva ontogeénia:

a) Cel'lules T reguladores naturals (nTregs): Les cel-lules T reguladores naturals son

cel-lules T amb propietats reguladores que expressen alts nivells del receptor CD25
(Cadena a del receptor de la IL-2) d’una forma constitutiva. Les cél-lules Treg
CD4*CD25** constitueixen entre un 5-10% del total de cel-lules T CD4* periferiques a
ratolins i humans. Les cél-lules Treg son d’origen timic i sén seleccionades i activades
per interaccions d’alta afinitat amb el TCR [96]. Secreten baixos nivells de IL-2 i tenen la
capacitat de suprimir la proliferacié de les cél-lules Tef. Aquesta baixa capacitat de
secrecio de IL-2 fa que les cel-lules Treg siguin més dependents d’aquesta citocina pel
seu manteniment i la seva homeostasi. Les cél-lules Treg expressen constitutivament el
factor de transcripcié Foxp3 (Forkhead box protein 3) [97] essencial i necessari pel seu
correcte desenvolupament i funcié [98]. Les cel-lules Treg també és caracteritzen per
la baixa expressié de CD127 (Cadena a del receptor de la IL-7) contrariament a les
cél-lules T naive o memoria, que I'expressen a nivells alts [99]. D’altres marcadors
expressats a les ceél-lules Treg sén CTLA-4 (cytotoxic T-lymphocyte-associated protein
4), GITR (Glucocorticoid-induced tumour-necrosis-factor-receptor-related protein),
CD122, CD62L i CD45RO [100], entre d’altres, tot i que I'expressié de tots aquests
marcadors no és exclusiva de cél-lules Treg.
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b) Cél-lules T reguladores induides (iTregs): Son induides a periferia des de cél-lules
T convencionals, CD4*Foxp3", en resposta a I'estimulacié per part d’un antigen, sota
condicions tolerogéniques, a partir de I'estimulacié del receptor i la preséencia del
factor de creixement, TGFB. Un cop induides, expressen Foxp3 i adquireixen un fenotip
de cel-lula reguladora de manera transitoria. Aquestes, segons el patré de citocines
secretat poden dividir-se en dos grups:

b.1) Les iTregs Trl: Es caracteritzen per produir grans quantitats de IL-10 i baixos i/o
moderats nivells de TGF( [101].

b.2) Les iTregs Th3: Es caracteritzen per produir preferentment TGF- [102].

Aixi, ambdds poblacions, les cél-lules T reguladores naturals i les induides, tenen un
precursor comu amb el de les cel-lules T convencionals, cél-lules T CD4* que es
caracteritzen per presentar alts nivells d’expressié de CD25 (cadena a del receptor de
la IL-2) i per la seva capacitat reguladora. Suprimeixen la resposta immune per
mecanismes depenent de contacte cel-lular i de factors solubles, aixi com TGFp, IL-10 i
IL-35 [103,104,105,106,107]. A part de CD25Meh, CD4 i Foxp3, també expressen
diversos marcadors d’expressié constitutiva, aixi com CD127'°%, GITR, OX40 (CD134),
CD62L, CTLA-4 (CD152) entre d’altres (Fig. 10).

1.6.2 Origen 1 desenvolupament

La generacié de cel-lules Treg (naturals) amb fenotip CD4*CD25*" Foxp3* es duu a
terme a nivell timic. L'existéncia al cortex timic de cel-lules dobles positives (DP) i la
interaccié d’aquestes amb cel-lules epitelials corticals (cTEC) i la secrecié de citocines
com IL-2 i IL-15, fa que les cél-lules DP passin a la medul-la on adquireixen el
coreceptor CD4, I'expressié de CD25 i Foxp3, gracies a la interaccié amb cel-lules
epitelials corticals, ceél-lules dendritiques convencionals i/o plasmacitoides, aixi com a
la secreciod de certes citocines, sortint a periféria com a cél-lules nTreg. Per altra banda,
les cél-lules de la medul-la que no adquireixen ni CD25 ni Foxp3 surten a periferia amb
fenotip de cel-lula T efectora (CD4*CD25Foxp3).

Recentment, s’ha comencat a parlar de cel-lules “single positive” SP CD8* Treg, les
quals presenten marcadors associats a cél-lules Treg, com Foxp3, CD25, CTLA-4 i GITR
tot i que els nivells d’expressido sén més baixos que a les cel-lules Treg CD4* [108].
Aquestes cel-lules SP CD8*CD25* Treg, tenen funcid supressora, ja que diferents estudis
ha demostrat la seva capacitat per suprimir la proliferacié de les cel-lules Tef [109] (Fig.
11).
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Les cel-lules Treg, durant el seu desenvolupament al timus, adquireixen d’altres
marcadors de superficie, com CD127'°%, CD62L, CD103, CD152 (CTLA-4, Citotoxic T
lymphocyte-associated antigen 4) i GITR [1]. Cap d’aquests marcadors és exclusiu de

les cel-lules Treg, fet que dificulta molt el seu aillament.
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Figura 10. Ceél-lules T reguladores naturals i adaptatives i/o induides. Hi ha diferents tipus de
cél-lules T reguladores que es poden classificar en dos grans grups: les cél-lules Treg naturals
d’origen timic i les cél-lules Treg adaptatives i/o induides a periféria sota condicions
tolerogeniques. (Adaptat de: Shalev I, Schmelzle M, Robson SC, Levy G. Making sense of regulatory T
cell suppressive function. Semin Immunol, 2011; 23: 282-292).
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Figura 11. Esquema del desenvolupament de les cél-lules Treg humanes a timus.

(caramalho i, Nunes-Cabago H, Foxall RB, Sousa AE. Regulatory T cell development in the human
thymus. Front Immunol 2015; 3; 6:395)

1.6.3 HomeoOstasi

Tal i com s’ha explicat anteriorment, les cél-lules Treg que surten a periféria des de el
timus, son cél-lules amb un fenotip CD3*CD4*CD25"8"Foxp3*, que son capaces de
reconeixer antigens peptidics presentats en el context de molécules de MHC de classe
Il. La seva activacid, requereix de I'estimulacié del TCR i de la preséncia de IL-2. A part
de Foxp3, el qual és un marcador important per la homeostasi de les cél-lules Treg
[110] diversos experiments han suggerit que el paper de la IL-2 és també important pel
seu bon manteniment i funcid. Aixi, experiments realitzats per Setoguchi R et al. 2005
[111] en ratolins on es bloqueja l'activitat de la citocina IL-2 amb un anticos
bloquejant, es va veure afectada la proliferacié i I'activitat de les cél-lules Treg.
L’expressié de molécules co-estimuladores com CD28 semblen ser necessaries per al
seu manteniment en periféria tal i com mostren experiments realitzats per Tang Q, et
al. 2003 [112]. La molécula SP1 (sphingosine 1-phosphate), molécula que promou la
sortida de les cel-lules Treg des del timus, melsa i ganglis a periferia, també ha estat
implicada com a factor important en la homeostasi de les cél-lules Treg , aixi com
CD44, gue sembla ser important per la seva proliferacio [113].
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[.6.4 Cel-lules Treg 1 autoimmunitat

S’han proposat diversos mecanismes que implicarien a les cel-lules Treg en el
desenvolupament de diferents malalties autoimmunitaries, aixi com la T1D, I’Artritis
Reumatoide, les malalties autoimmunitaries de la tiroide, entre d’altres. La major part
dels estudis de les cel-lules Treg amb autoimmunitat descriuen una baixa freqiencia i
una reduccioé de la seva funcionalitat. Els primers estudis realitzats a humans amb
autoimmunitat van descriure una disminucié de cél-lules Treg a sang periférica. Estudis
posteriors, van demostrar que aquesta disminucié de cél-lules Treg a nivell sanguini a
individus amb autoimmunitat, fou el resultat d’un reclutament o migracié de les
cél-lules Treg al lloc de la inflamacid, on el percentatge d’aquestes, estava incrementat
respecte a periféria [95]. Estudis previs, van mostrar que individus on Foxp3 era
defectiu o absent, com per exemple en el sindrome IPEX (Polyendocrinopathy
enrophathy X linked) els individus presentaven un tipus d’autoimmunitat molt
agressiva [114,115].

1.6.4.1 Cél-lules Treg i T1D

Molts estudis realitzats en ratolins NOD han relacionat les cél-lules Treg amb la T1D,
aixi, estudis realitzats amb ratolins NOD timectomitzats al voltat de la 3era setmana
d’edat, van mostrar una marcada reduccié de la poblacié de cél-lules Treg i un
augment de la incidéncia de T1D. Ratolins NOD knock-out per Foxp3”, s’observa un
increment en la incidencia de T1D comparada amb ratolins NOD wild type [116].

Estudis previs realitzats a humans, van suggerir que la freqlieéncia de cél-lules Treg a
pacients amb T1D a sang periférica era més baixa que a individus sans i aquesta era la
causa de l'autoimmunitat. Seguidament, es va suggerir que no era qliestié de
freqliencia, sind que a individus amb T1D, les cel-lules Treg tenien una reduida
capacitat supressora comparada amb els individus sans [117]. Estudis més recents,
suggereixen que la T1D no és resultat d’una funcio supressora deficient de les cel-lules
Treg CD4*Foxp3* dels pacients, si no que la causa de la T1D en aquests pacients és
deguda a la resisténcia de les Tef a ser regulades per les cel-lules Treg autologues
[118,119].
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1.7 Citocines immunomoduladores

Les citocines sén mediadors importants de la resposta immunitaria, ja que juguen un
paper molt important tant a nivell d'immunoregulacié com d’estimulacié. Segons el
patrod de citocines secretat, les cél-lules T es poden classificar en Thl, Th2 i/o Th17. Les
cél-lules Thl caracteritzades per expressar el factor de transcripcié T-Bet, secreten
citocines pro-inflamatories com IL-2, IFNy i TNFo entre d’altres. Les cel-lules Th2,
expressen Gata-3 i es caracteritzen per la secrecié de citocines de caracter
immunoregulador, com IL-4, IL-10, IL-13 i TGFB1. Més recentment, s’ha comengat a
parlar de cél-lules Th17, responsables de la secrecié d’IL-17 i caracteritzades per la
expressio del factor de transcripciéo ROR-yt .

Les citocines immunoreguladores sén principalment secretades per cellules T
reguladores com les cel-lules iNKT i les Tregs. Les cél-lules iNKT produeixen gran
quantitats de citocines tant de tipus Thl com de tipus Th2 (IL-5, GM-CSF, TNFa, IFNy,
IL-10, IL-4, 1L-13, IL-21 i IL-17) un cop sén activades. A humans, les cél-lules iNKT-CD4*
secreten citocines Thl i Th2 i les cél-lules iNKT-CD4" secreten principalment citocines
de tipus Thl. En canvi, a ratolins també es troben cél-lules iINKT CD4* i CD4" perd no
esta ben definit la distincié entre la secrecié produida per unes o per les altres, ja que
la majoria dels estudis s’han limitat als estudis de la secrecié d’IFNy i IL-4 [120]. Les
cel-lules Tregs secreten principalment citocines anti-inflamatories, com IL-10, TGF-f i
IL-35, consistents amb la seva funcié anti-inflamatoria [121].

El TGFP1, secretat per cel-lules Tregs entre d’altres, és ben conegut per la seva funcié
immunoreguladora ja que pot inhibir I'accié d’altres tipus cel-lulars, aixi com I'accié de
I"IFNy, TNFo i d’altres citocines pro-inflamatories [122]. La IL-4, citocina considerada
prototip d’'una resposta de tipus Th2, té una funcié anti-inflamatoria bloquejant la
sintesi de diverses citocines pro-inflamatories. A més a més, participa en Ia
diferenciacié de cel-lules que secreten citocines de tipus Th2 aixi com en la
diferenciacido de limfocits B [121]. La IL-13 esta molt estudiada en relacid a la
inflamacié al-lergica, tot i que, també té funcié reguladora perque afavoreix la
proliferacié de limfocits Th2 que alhora secreten més IL-13. La elevada secrecio de
citocines tipus Th2 estimula a I’hora, la diferenciacié de limfocits B, produccid IgkE aixi
com el reclutament de cél-lules del sistema innat als llocs d’inflamacié [123].
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Existeixen dos receptor d’IL-13, el receptor de tipus | (IL-13Ral/IL4Ra) i el receptor de
tipus Il (IL13Ra2). Quan la IL-13 interacciona amb el receptor de tipus I, s’estableix una
unié de baixa afinitat amb la cadena IL13Ral abans de la seva dimeritzacié amb la
cadena IL4Ra del receptor. Amb la dimeritzacié es (IL-13Ral/IL4Ra) es produeix la
senyalitzacio intracel-lular a través de la fosforilacié de STAT6 via Jak quinases (Jak2)
[124]. En canvi, el receptor de tipus Il (IL13Ra2) es troba en forma de monomer i la
unié d’IL-13 a aquest receptor és d’alta afinitat. La via de senyalitzacié del receptor
IL13Ra2 és menys coneguda. Té cua citoplasmatica curta que no té llocs d’unid
reconeguts per molecules de senyalitzacié. Per aix0 es creia inicialment que era un com
a “decoy receptor” regulant la disponibilitat d’IL-13 que es podia unir a IL13Ral. Pero,
estudis recents, han demostrat que el receptor IL13Ra2 emet senyals intracel-lulars
mitjancant molécules com STAT3, MAPK, PI3-K i AP-1 [125,126] i per tant pot exercir
funcions especifiques. D’altres estudis, suggereixen que el receptor IL13Ra2 pot inhibir
la senyalitzacié del receptor IL13Ral i per tant modificar la resposta a la IL-13
[127,128](Fig. 12).

A IL-4 and IL-13 B Signaling in the presence C IL-13Rea2 - independent
receptors of all receptors IL-13 signaling
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Figura 12. Senyalitzacid pels diferents receptors de IL-13. A. Les citocines IL-4 i IL-13 s’uneixen
a IL4AR de tipus Il format per la unié de IL13Ral i IL4Ra. La IL-13 també pot unir-se a IL13Ra2
amb més alta afinitat que a IL13Ral o inclus a IL13Ra2 soluble B. Aquesta unié de I'lL-13 al
IL4R de tipus Il indueix la senyalitzacio per Stat6 via Jak quinases (Jak2) i la seva unié al IL13Ra2
pot potenciar la induccié de I'expressié de TGF-B via senyalitzacié ERK i AP1. C. En absencia de
IL13Ra2, I'lL-13 pot millorar la seva senyalitzacid via ILAR tipus Il. (Hallett MA, Venmar KT,
Fingleton B. Cytokine Stimulation of Epithelial Cancer Cells: The Similar and Divergent Functions of IL-4
and IL-13. Cancer Research, 2012; 72: 6338-43).
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1.8 Immunoterépia

I.8.1 Cél-lules iNKT

Tot i que el mecanisme d’accid i modulacié de les cél-lules iNKT és complicat perque
tenen tant funcié efectora com reguladora, sén considerades una bona diana per la
terapia immunoldgica contra les malalties autoimmunitaries. Degut a la baixa
freglieéncia de cél-lules iNKT a humans, la transferéncia adoptiva es fa molt costosa i
complicada, per tant, una alternativa a la transferencia adoptiva, és activar-les
directament in vivo a partir de I'administracié de aGalCer. L’activacié in vivo de les
cél-lules iINKT també té certes limitacions, aixi com per exemple la via d’administracio,
ja que s’ha vist que la via intravenosa té un efecte limitant en alguns pacients [129].
Tot i aixi, degut a la baixa freqliéncia de cel-lules iNKT a humans, fa que I'estimulacid
d’aquestes in vivo amb I'aGalCer no sigui toxica per I'organisme. Contrariament, a
ratolins, la frequéncia de cél-lules iINKT és més elevada i per tant, severes injeccions
amb aGalCer acaba sent toxic per I'animal i per tant, ineficient [130]. Un métode
alternatiu a l'administracié de l'aGalCer, és injectar directament DCs polsades
préviament amb I'aGalcer. En aquest cas, 'estratégia permet seleccionar els diferents
subgrups de cel-lules iNKT (CD4,CD8,DN) per poder posteriorment, expandir in vitro
aquelles cél-lules iNKT pures i del nostre interes, ja que els diferents subgrups de
cél-lules iNKT tenen un patré de citocines i funcions diferents [131]. Amb aquest
metode s’aconsegueix activar tant la resposta innata com la adaptativa [130]. Un dels
avantatges d’usar cél-lules iNKT per la immunoterapia, és que sdn cel-lules restringides
per molécules de CD1, les quals no son polimorfiques i per tant, evita els grans
problemes d’histocompatibilitat entre diferents individus.

L’Activacié de les cel-lules iNKT, aixi com el patré de citocines que poden secretar, ve
determinar no només el tipus d’estimul, sind també per I'estructura del glicolipid i el
tipus d’interaccio que s’estableix entre TCR-Ag-CD1 [93,132]. Per tant, s’esta
considerant I'Gs de diferents analegs de l'aGalCer per immunoterapia intentant
augmentar I'efecte supressor de les cel-lules iNKT.
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1.8.2 Cel-lules Treg

Diferents estudis han intentat I'Us de les cel-lules Treg com a metode d’immunoterapia
contra la T1D. Inicialment, diferents estudis de transferéncia adoptiva usant cel-lules
Treg autologues o derivades d’individus sans es pensada ser una bona estratégia
d’'immunoterapia [133]. Aixi, diversos experiments intentant buscant immunoterapies
usant cel-lules Treg han estat descrits. Per exemple; (a) cél-lules Treg expandides in
vitro en presencia de APCs, sembla que tenen més poténcia que les cél-lules Treg
reactives policlonal, ja que mostren un perfil de seguretat favorable in vivo [134,135];
(b) la conversié ex vivo de cel-lules T naive (CD4*CD257) a cel-lules Treg induides
(CD4*CD25*Foxp3*) amb funcié supressora, representen una estratégia alternativa a
I’expansio i aillament ex vivo de les Treg naturals [136]. (c) Marek. Trzonkowska et al.
2012, van publicar un estudi on es demostrava que la infusid de cél-lules Treg amb
fenotip CD4*CD25"8"CD127" preservaven la funcid de les cél-lules B i amb aixo,
s’aconseguia retardar el debut de la T1D en nens [137] i (d) estudis realitzats en
ratolins on s’injecta directament el complex format per IL-2/anti-IL2 (citocina + anticos
monoclonal anti-IL2) va augmentar I'expansid de les cél-lules Treg in vivo 10 vegades
respecte del normal [138].Tots aquests metodes d’augmentar el numero de cél-lules
iNKT tenen certs problemes a I’hora de fer-les servir. El primer problema, és que les
cél-lules Treg estan restringides per molécules de MHC, les quals sén molt
polimorfiques i aquest fet, pot portar greus problemes d’histocompatibilitat entre
diferents individus. Un altre inconvenient, és que les céel-lules Treg Foxp3* que han
estat expandides in vitro poden perdre la seva expressid de Foxp3 i expressar un
fenotip de cel-lula T convencional, arribant fins i tot, a ser patogéniques [139]. Degut
als diferents mecanismes d’accid de les cel-lules Treg és dificil saber quin mecanisme
pot regular en una malaltia determinada en un ambient inflamatori on hi ha una gran

diversitat de citocines que podrien estar implicades [140,141].
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_ Hipbtesi i Objectius

Consideracions prévies

La T1D es conseqiiéncia de la destruccié de les cél-lules B pancreatiques productores
d’insulina, degut principalment a cel-lules T autoreactives i autoanticossos. A la T1D la
resposta autoimmune comeng¢a molt abans del debut clinic de la malaltia i per tant, es
fa molt dificil evitar la seva progressid. La limitacié en I'obtencié de mostres de pacients
en diferents estadis del desenvolupament, dificulta i limita molt el seu estudi. El nostre
grup va tenir accés a mostres de pancrees huma, no només teixit total (endocri i exocri),
sind també mostres d’illots pancreatics purificats. Tot i que la funcié més coneguda de
les cel-lules iINKT és la seva funcid efectora contra patogens, també han estat
considerades cél-lules immunoreguladores per la seva capacitat de secretar grans
guantitats de citocines, aixi com per la seva capacitat de modulacid de la funcié d’altres
tipus cel-lulars. També sén cel-lules reguladores, aquestes ben caracteritzades, les
cél-lules Tregs, de les quals s’"ha demostrat que suprimeixen la proliferacié de cél-lules T
autoreactives. Tant en humans com en models experimentals, s’ha relacionat una baixa
freqgliéncia i defectes funcionals d’aquestes cel-lules amb el desenvolupament de la T1D.

Hipotesi

La hipotesi del treball plantejada, és que les cél-lules iINKT tenen capacitat supressora, ja
sigui, actuant directament sobre la proliferaci6 de les cel-lules T efectores i/o
col-laborant amb les cel-lules Treg per potenciar la regulacié de les cél-lules T
autoreactives. La interaccié d’ambdds tipus cel-lulars, es déna in situ a I’organ diana de
la resposta autoimmunitaria controlant el desenvolupament de la diabetis tipus 1
humana.
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Objectiu general

L’objectiu general d’aquesta tesi doctoral, és determinar si les cél-lules iNKT tenen
capacitat per inhibir I'activacid i/o funcié de les cél-lules T autoreactives i per tant,
prevenir el desenvolupament de la diabetis tipus 1 humana.

Objectius concrets

1) Estudi de la funcio reguladora de les cel-lules iNKT humanes. Comparacio de la seva
capacitat supressora a controls i pacients amb diabetis tipus 1.

2) Determinacié del/s mecanisme/s moleculars i/o cel-lulars implicats en la regulacio
per ceél-lules iNKTs. Factors solubles i/o interaccié cél-lula a cél-lula.

3) Estudi de la col-laboracié entre cel-lules iNKT i T reguladores per a potenciar la
regulacio de les cel-lules T autoreactives a la diabetis tipus 1.

4) Analisi de la preséncia i la localitzacié anatomica de les cél-lules iNKT i Tregs
funcionals a I’6rgan diana de la resposta autoimmunitaria.
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M&M. 1. Mostres

1.1 Mostres de teixit pancrchtic

1.1.1 Mostres humanes

El teixit pancreatic huma es va obtenir des d’un pacient amb T1D (Cas 1) [142], una noia
de 19 anys que va morir 5 dies despres de que li diagnostiquessin T1D. Com a control
(Control 7), es va utilitzar una fraccié d’illots purificats a partir d'un donant d'organs de
19 anys d'edat, que va morir d'un traumatisme al cap i les seves analisis d’autoanticossos
contra illots va donar negatiu [143].

Tots els protocols van ser aprovats pel Comité d’Etica de I'Hospital Universitari Germans
Trias i Pujol, de conformitat amb la Declaracié d'Helsinki. Les mostres de teixit es van
digerir enzimaticament per obtenir una fraccié de teixit total (TT) que conté tant part
exocrina com endocrina del pancrees i una fraccié d'illots purificats (ILL) que es van
seleccionar manualment sota un microscopi estereoscopic com es descriu a Somoza et
al. 1994 [142] amb una puresa de >90%. Les mostres van ser criopreservades o
mantingudes en forma de granuls secs fins al seu Us. Una mostra de teixit de la melsa
(M) també es va obtenir a partir del pacient del Cas 1, es va tallar en cubs petits (0,5

cm?) i es van congelar (Taula. 1).

Taula 1. Mostres pancreatiques humanes
Etapa T1D Nom Mostra Composicié de la Mostra
PB100 (TT) Teixit Total; conté la part exocrinai la endocrina del pancrees (lllots de Langerhans)
Debut (Cas 1) PB100 (ILL) Fraccio purificada dels illots pancreatics
PB100 (M) Melsa; Teixit total
Control PB121 (ILL) Fraccio purificada dels illots pancreatics d'un individu sa.

Altres mostres de teixit pancreatic van ser obtingudes a partir de Network of Pancreatic
Organ Donors (nPOD) (www.jdrfnpod.org) of the Juvenile Diabetes Research Foundation

(JDRF). Les mostres inclouen blocs de teixit congelats del cap del pancrees de donants
sans (casos PanH#6098 (17 anys d’edat), PanH#6112 (6 anys d’edat), del debut de la T1D
(cas PanH#6113 (1 setmana d’evolucid)) i de pacients amb T1D de llarg termini
(PanH#6046, 8 anys d’evolucid) que abasten diferents etapes de desenvolupament de
la T1D.
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1.1.2 Seccions de teixit pancreatic de ratolins NOD

Les mostres de teixit pancreatic de ratolins NOD van ser proporcionades pel Dr. Joan
Verdaguer de la Universitat de Lleida, Espanya. Els ratolins es van obtenir del Laboratori
Jackson (Bar Harbor, EM), es van mantenir a I'Hospital Germans Trias i Pujol a una
instal-lacié per a animals en condicions lliures de patogens especifics en un cicle de llum-
foscor de 12 hores amb accés lliure a una dieta estandard. Les Directrius per a I'Us i Cura
d'Animals del Laboratori de la Generalitat de Catalunya van ser seguits i estudis amb
animals van ser aprovats per la Junta de Revisié de I'Hospital. Les mostres utilitzades
foren mostres de ratolins NOD en diferents estadis del desenvolupament de la T1D:

- Ratolins NOD Pre-diabétics: Ratolins de 9 setmanes (J8-718 iJ8-717)
- Ratolins NOD al debut: Ratolins de 14 setmanes (J8-547 i J8-640)
- Ratolins NOD Diabeétics: Ratolins de 20 setmanes (J7-425 i J7-426)

1.2 Mostres de Sang Periferica

Les cel-lules Tef, Tregs i iNKTs van ser purificades des de PBMCs de donants sans (n=14)
d’edats entre 20-50 anys i de pacients amb T1D al debut (n=18) (Taula. 2). Es va extreure
sang dels pacients amb I'inici de la malaltia clinica, abans de rebre qualsevol tractament.
Les mostres de sang heparinitzada van ser preses després de la signatura d'un
consentiment informat aprovat pel comite d'etica de les institucions pertinents.

Taula 2. Dades pacients T1D. Numero de pacients, edat, sexe i autoanticossos

Grup n Edat Sexe Autoanticossos
M F GAD Insulina
nd pos nd pos
T1D 18 17-42 14 4 3 15 14 4
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M&M. 2. Técniques moleculars

2.1 Extraccio DNA gcnbmic

Per determinar el tipatge d’HLA de les mostres de pacients amb T1D utilitzades, es va
extreure el DNA genOmic a partir de cel-lules mononuclears de sang periferica (PBMCs)
separades i obtingudes a partir d’un gradient de densitat (Ficoll).

Les cel-lules obtingudes s’incubaren durant 1h a 562C o a 372C o/n amb la solucio
d’extraccié de DNA (0,1 M NaCl, 0,01 M TrisHCl, 0,025 M EDTA, 0,5%SDS) on s’hi afegia
a I'tltim moment, la proteinasa K (50 pg/ml, 12 U/mg). A continuacio es va afegir el
mateix volum de fenol/cloroform/isoamil-alcohol (24:25:1) i es barreja per inversié
durant aproximadament 5’ i centrifugant a 600xg 10’. Seguidament es va transferir la
fase aquosa a un tub nét i es va afegir un volum de cloroform:isomil-alcohol (24:1),
barrejant 5’ per inversié i centrifugant a 600xg durant 10’ a temperatura ambient (TA).
Tal i com es va fer préviament, es va transferir la fase aquosa a un tub nét. El pas seglient
va ser la precipitacio del DNA: es va afegir un 10% del volum d’acetat sodic (3M) i un
volum d’isopropanol i es barreja per inversid. En aquest punt, s’'observa una xarxa blanca
de DNA, que es va agafar i es va transferir a un tub nét amb I'ajuda d’una punta prima
de pipeta. Un cop obtingut el DNA, es van fer dos rentats usant etanol al 70% i després
de I'tltim es deixa assecar. Un cop el pellet de DNA estava sec, aquest es va dissoldre en
TE pH=8 o0 aigua i es va mesurar la concentracié obtinguda abans de portar-lo a tipar al
Banc de Sang i Teixit de Barcelona.

2.2 Extraccio de I’RNA 1 mesura de la seva integritat

2.2.1 Extraccio d’RNA

L'extraccid d’RNA de les diferents mostres analitzades es va fer seguint el protocol
d’extraccié del kit “RNeasy Plus Mini kit” de QUIAGEN. Per llisar les cél-lules es va afegir
un volum apropiat de Buffer RLT plus barrejat amb B-Mercapteptanol homogeneitzant
la mostra adequadament amb I'ajuda d’una xeringa, per ajudar a llisar les cél-lules. Les
mostres llisades i homogeneitzades van ser transferides a una columna d’eliminacié de
DNA (gDNA eliminator) i centrifugades durant 30s a >8000 x g. Seguidament, es va
descartar la columna guardant el sobrenedant al qual es va afegir un volum d’etanol al
70% i es va transferir a una nova columna (RNeasy spin) centrifugant durant 15s a >
8000 x g. Es va descartar el sobrenedant obtingut despres de la centrifugacid i es va
afegir el buffer RW1, el qual ens permetria rentar de forma més severa possibles restes
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de carbohidrats, acids grassos i proteines, entre d’altres restes que podrien induir a una
dolenta extraccié de I'RNA. Es va centrifugar durant 15s a >8000 x g i es va descartar el
sobrenedant. Seguidament, es va afegir a la mostra el buffer RPE, el qual servia per
acabar de rentar la mostra de RNA retinguda a la columna. A continuacid, es va
centrifugar 2’ a >8000 x g i es va descartar el sobrenedant. Es va fer una centrifugacio
posant la columna en un tub nou de 1,5ml per acabar d’assecar les possibles restes
d’etanol que poguessin quedar i que podrien fer malbé la mostra a I’"hora d’analitzar.
Finalment, es van afegir uns 10-20 pl d’aigua lliure de RNases per eluir 'RNA i
seguidament es va portar a quantificar, usant el Nanodrop 1000 (Thermo Scientific).

Determinar I'integritat de ’'RNA és un dels passos critics en |’analisi d’expressio de gens.
Per tant, un cop obtingut I'RNA de les mostres a estudiar, es va mesurar la integritat de
I'RNA usant Agilent 2100 bionalyzer and RNA LabChip (Agilent Technologies). Les
mostres amb un RIN > 7 van ser les considerades pels experiments.

2.2.2 Retrotranscripcio6: Sintesi de cDNA

El cDNA va ser sintetitzat des de I’'RNA total obtingut. La retrotranscripcio es va dur a
terme en dos passos en un volum final de 20 pl; (a) en un primer pas es va incubar I’'RNA
(2ug) amb oligo(dT)is (1pg/ul), d’NTPs (10 mM) i aigua tractada amb
diethylpyrocarbonate (H.0 DEPC) fins a un volum de 13 ul. Amb aix0 és va fer el pre-
shock a 652C durant 5’ seguit de 1’ a 42C. (b) Es va fer una mix amb els segilients reactius;
Tampo 5x (250 mM Tris-HCL (pH 8.3 a TA), 375 mM KCL, 15 mM MgCl;) de Invitrogen,
0,1M de DTT (Invitrogen), 40U/ul de RNase OUT (Invitrogen) i la SuperScript IIl (200
U/ul) (Invitrogen). Aquesta mix es va afegir a la barreja del primer pas (a) i la reaccio es
va incubar durant 1h a 559C, seguit de 15’ a 702C i 42C durant 15’.

2.3 Reaccio en cadena de la Polimerasa (PCR)

2.3.1 Determinaci6 dels parametres de temperatura i MgCl, per la gPCR

Per determinar els diferents parametres i les condiciones que feien falta per les diferents
gPCR realitzades, es va fer per a cada parell de primers utilitzats (CD3y, GAPDH, Foxp3,
Vo24-Co i Vo24-Jal8) un gradient de temperatura (entre 552C-72°C) usant el
termociclador “Mycler Thermal Cycler” (Biorad). El producte de cada qPCR es va cérrer
en un gel d’agarosa al 2% i es va determinar quina era la temperatura adequada per
cada parell de primers. Un cop determinada la temperatura “d’annealing” de cada parell
de primers, es van dur a terme una gPCR fent servir diferents concentracions de MgCl,
(2 mM, 2,5 mM, 3 mM, 3,5 mM i 4 mM) per veure quina concentracio era |'adequada
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per obtenir millor especificitat a I’hora d’amplificar amb cada parell d’oligonucleotids
(Fig. 1).

Per cada amplimer (CD3y, GAPDH, Foxp3, Va24-Ca i Va24-Jal8) es va fer una corba
patré o Standard (STD) amb diferents concentracions, seguint el protocol seglient; 1) Fer
una PCR convencional per cada parell de primers utilitzant cDNA de PBMCs d’individus
sans; 2) correr el producte de cada PCR en un gel d’agarosa al 2%; 3) tallar la banda
corresponent a cada amplimer, purificar-la amb el kit “Wizard SV Gel and PCR Clean-Up
System” (Promega) i quantificar la concentracié d’amplimer obtinguda fent servir un
espectrofotometre (BioPhotometer de Eppendorf), a partir dels valors d’absorbancia de
260 i 280 nm. Finalment, 5) fer les dilucions corresponent de la recta patré i realitzar
una qPCR per comprovar la seva eficiéncia. La qPCR es va fer usant el Termociclador
Lightcycler 2.0 de Roche Applied Science en capil-lars de 20 pl. L'analisi de les dades
obtingudes es va fer usant el programa LightCycler Software 4.0 (Roche).
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Figura 1. Determinacié de les condicions adequades de MgCl, per la qPCR: A) Corbes
d’amplificacié per qPCR realitzades usant diferents concentracions de MgCl, per posar a punt
I’'amplificacié de CD3y. B) Corbes i pics de “melting “de I'amplificacid per CD3y del mateix
experiment.

2.4 PCR quantitativa (pPCR)

2.4.1 Quantificacio de l’expressi(') de CD3yi GAPDH

L'expressio de CD3y es va quantificar per qPCR usant primers especifics i va ser
normalitzada amb I'amplificacié en paral-lel de la Gliceraldehid-3-fosfat deshidrogenasa,
GAPDH (Sigma Aldrich Home) obtenint el quocient [CD3y/GAPDH] per analitzar el
numero de cel-lules T totals a les mostres de teixit (TT, ILL, M) de pacients amb T1D i a

la mostra control (ILL) (seqiencia primers Taula. 4). El ndmero de copies de CD3y i
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GAPDH es va quantificar en base a les concentracions d’una corba patré estandard
realitzada amb un banc de dilucions de concentracions conegudes d’amplimer de CD3y
i GAPDH.

La gPCR es va fer usant la SYBR Green master mix (LightCycler “Fast Start DNA Master
SYBRGreen | kit, Roche Applied Science) en un volum final de 10 pl seguint el protocol
d’amplificacié de la Taula 3. El programa d’amplificacié per a CD3y fou el seglient: 45
cicles amb una desnaturalitzacié a 952C durant 5”, un annealing a 612C durant 5” i una
extensio a 722C 10” amb una fase de melting a 612C de 15”. L’amplificaci6 de GAPDH
van ser 40 cicles amb un pas de desnaturalitzacié a 942C 15”, un annealing a 632C 10” i
una extensio a 729C, fent una fase de melting a 682C 15”.

2.5.2 Quantificaci6 de ’expressié del TCR Va24Ja18

Les cél-lules iNKT a teixit es van quantificar a través de dos rondes de gPCR. En un primer
pas és va quantificar I'expressié de Va24/Ca fent servir primers especifics per Va24
(Sigma Aldrich Home) i per Ca (Sigma Aldrich Home) (Taula. 3) la sequéncia dels quals
fou descrita préviament [143]. El nimero de copies va ser quantificat en base a una
corba estandard feta a partir d’'un amplimer préeviament quantificat. La reaccid
d’amplificacié de Va24/Ca de les mostres de pancrees es va dur a terme en un volum
final de 10 pl usant les condicions descrites a la Taula 4. El programa d’amplificacio usat
va ser de 55 cicles consistents en una desnaturalitzacié a 952C durant 5”, un annealing
a 722C durant 5” i un pas d’extensio a 729C durant 10” amb un cicle de melting a 729C
durant 15”.

El producte obtingut de la qPCR Va24/Ca. es va purificar usant el kit “Wizard SV Gel and
PCR Clean-Up System” de Promega. Molt breument, el protocol a seguir fou el seglient:
es va afegir un volum equivalent de Membrane Binding Solution a la reaccié de PCR, es
va transferir a una mini columna i es va centrifugar a 16.000xg durant 1’ descartant el
producte eluit. Seguidament, per fer els rentats, es van afegir 700ul de Membrane Wash
Solution i es va centrifugar a 16.000xg durant 1’ descartant el eluit i tornant a repetir el
pas anterior perd en aquest cas usant 500 ul de Membrane Wash Solution i centrifugant
16.000xg durant 5’ tornant a descartar el eluit i tornant a centrifugar durant 1’ per
eliminar les possible restes d’etanol que haguessin pogut quedar. Per ultim, es va
transferir la mini columna a un eppendorf de 1,5 ml i s’hi van afegir 20 pl de Nuclease-
Free Water incubant durant 1’ a temperatura ambient i es va centrifugar a 16.000g
durant 1’ obtenint el producte purificat.

El producte purificat de Va24/Ca es va reamplificar per gPCR amb primers especifics per
Va4 i Jal8 (Sigma Aldrich Home). Per I'amplificacio de Va24Jal8 es van usat les
condicions descrites a la Taula 3. El programa d’amplificacié en aquest cas fou de 45
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cicles d’amplificacié amb desnaturalitzacié a 952C 5”, un annealing a 612C 5” i un pas
d’extensidé a 729C durant 10” seguit d’'un pas de melting a 612C 15”.

2.4.2.1 Quantificacio6 de les cel-lules iINKT

La freqliencia de cél-lules iNKT va ser quantificada seguint el calcul seglient:

[(Vo24/)a18)/(Va24/CaE)]
[(CD3y/GAPDH)]

2.4.3 Quantificacio de ’expressi6é de Foxp3

La quantificacié de les cel-lules Treg es va basar en I'expressié del factor de transcripcio
Foxp3. Es van utilitzar primers especifics per Foxp3, la seqléncia dels quals fou descrita
préviament [144] (Taula. 3). La barreja de reactius per I'amplificacié en un volum final
de 10 pl va ser el segiient: SYBR Green master Mix, primer Foxp3 5’ (5uM), primer Foxp3
3’ (5uM), H20 i MgCly (25 mM).
d’amplificacié amb desnaturalitzacio a 952C 5”, un annealing a 662C 5” i un pas

El programa d’amplificacié va ser de 45 cicles

d’extensid a 729C durant 10” seguit d’'un pas de melting a 722C 15”.

2.4.3.1 Quantificaci6 de les cel'lules Treg

La freqiéncia de cel-lules Treg va ser quantificada seguint el calcul seglent:

[(Foxp3)]
[(CD3y/GAPDH)]
Condicions finals gPCR per mostres pancrees (Cas 1)
VF=10 pl CD3y GAPDH Va24JCaE | Va24)al8 Foxp3
Buffer 10x 1x 1x 1x 1x 1x

dNTP's 2,5 pM 0,25uM | 0,25uMm 0,25 uM 0,25uM | 0,25uM

Primer Fw (5 uM) 0,5uM 0,5uM 0,5 uM 0,5uM 0,5uM

Primer Rv (5 uM) 0,5uM 0,5uM 0,5 uM 0,5uM 0,5uM

MgCl, (25 mM) 3,5mM 3,5mM 3mM 4mM 4 mM
Taq Polimerasa (1U/pl) 0,04 U/uL | 0,04 U/uL 0,04 U/puL 0,04 U/uL | 0,04 U/pL

Taula 3.Condicions finals per la gPCR a mostres de pancrees del Cas 1.
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Primer Seqliéncia T2 annealing
CD3y Fw: 5'CCCAATGACCAGCTCTACCA 3' 61°C
Rev: 55GGAACTGAATAGGAGGAGAACAC 3'

Fw: (33 s) 5°CTTCTTTTGCGTCGCCAG 3'

GAPDH 63°C
Rev: (405 as) 5" AGCCCCAGCCTTCTCCA 3°

Fw: 5' TCAAGCACTGCCAGGCG 3'

Foxp3 66 °C
Rev: 5' CAGGAGCCCTTGTCGGAT 3'
Va24 5' CTGGATGCAGAACAAAGCAGAGC 3' 72°Ci6l°C *
Ca 5' GTTGCTAGGCCGCGGCACTGTT 3! 72°C
Ja1l8 5' AGGCCAGACAGTCAACTGAGTTCC 3' 61°C

Taula 4. Taula oligonucleodtids: Seqliencies corresponents als oligonucleodtids especifics
emprats per a la quantificacié de CD3y, GAPDH, Foxp3, Va24, Ca i Jal8, amb la seva
corresponent T2 d’annealing. El signe (*) indica que la T2 d’annealing varia segons el segment
amplificat, Va24Ca a 729C; Va24Jal18 a 619C.

2.5 PCR Convencional

2.5.1 Amplificaci(') de HPRT, Insulina , PPY i PNLIP

Blocs de teixit pancreatic congelat de I'nPOD (M&M. 1) es van tallar a rodanxes de
10 um, es van pesar i quantitats iguals de material es van utilitzar per fer I'extraccié
d'RNA, retrotranscripcio i analisi per PCR convencional. L’expressié de CD3y (Taula. 3 i
4), insulina, polipeptid pancreatic (PPY), lipasa pancreatica (PNLIP) i un gen de
manteniment (HPRT) es van usar per comprovar |'estadi de la malaltia del teixit
pancreatic, usant encebadors especifics descrits préviament (Taula. 5).

La barreja de reactius en tots els casos per I'amplificacid es va fer en un volum d final
de 15 pl va ser seguint les condicions descrites a la Taula. 6. El programa d’amplificacié
va ser el seglient en tots els casos: 45 cicles d’amplificacié amb una desnaturalitzacio a
952C 30”, un annealing a 572C 30” i una extensié a 729C durant 30”, amb una extensid
finala 57°C5’.
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Primer Sequence T2 annealing

HPRT Fw: 5'-“TGACACTGGCAAAACAATGCA-3' 57 °C
Rv: 5-GGTCCTTTTCACCAGCAAGCT-3'

PPY Fw: 5'-“TGCCCAGGGAGCCCCACTG-3' 57 oC
Rv: 5'-CTAGGCCTGGTCAGCATGTTGA-3'

PNLIP Fw: 5'-GAGCAGTAGCAGGAAAAGAAGT-3’ 57 oC
Rv: 5-TTAGTATATAGGAGGAAGCGGG-3

Fw: 5'-AAGCGTGGCATTGTGGAAC-3' o
INSULINA Rv: 5'-CAAGGGCTTTATTCCATCTCTC-3' >77C

Taula 5. Taula oligonucleotids: Seqliencies corresponents als oligonucleotids especifics emprats
per 'amplificacié de I’'HPRT, INS, PPY i PNLIP amb la corresponent T2 d’annealing.

2.5.1.1 Quantificacié de HPRT, Insulina, PPY i PNLIP

La quantificacioé dels nivells d’insulina, PPY i PNLIP es van calcular de la manera segient:

[INSULINA] [PPY] [PNLIP]
[HPRT] [HPRT] [HPRT]

2.5.2 Ampliﬁcaci() de Va24Ja18

Els primers per a la quantificacié de les cél-lules iNKT van ser els mateixos esmentats
anteriorment (Taula. 3). En aquest cas, també es van fer dos tandes d’amplificacié, una
per I"'amplificacié de Va24Ca i una altra per Va24Ja18 seguint les condicions descrites a
la Taula. 6. El programa d’amplificacié per Va24Ca va ser de 45 cicles d’amplificacié
amb un pas de desnaturalitzacié a 959C 1’, un d’annealing a 652C 1’ i d’extensid a 722C
durant 1’, amb una extensio final a 722C 10’. El producte purificat de Va24Ca es va
reamplificar amb primers especifics per Va24 i Jal8. El programa d’amplificacié en
aquest cas vas ser de 40 cicles d’amplificacié amb una desnaturalitzacié a 952C 30”, un
annealing a 612C 30” i una extensid a 722C durant 30”, amb una extensié final a 72eC 5’.

A més de I'expressid de la cadena a del TCR invariant corresponent a les cél-lules iNKT,
també es va reamplificar VB11, cadena  preferentment associada a les iNKTs humanes.
Per a la seva reamplificacié6 és van wusar primers especifics per (Fw: 5’-
ACAGTCTCCAGAATAAGGACG-3') i per la ~cadena constant, CB (Rv: 5’-
CTTCTGATGGCTCAAACA-3’) (Taula. 6). El programa d’amplificacio van ser 35 cicles
d’amplificaciéd amb una desnaturalitzacié a 952C 30”, annealing a 552C 30” i extensio a
72°C durant 1’, amb una extensio final a 722C 10°.
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2.5.2.1 Quantificaci6 de cellules iNKT

La freqiéncia de cel-lules iNKT va ser quantificada seguint el calcul seglient:

[(Va24/)a18)/(Va24/CaE)]
[(CD3y/GAPDH)]

2.5.3 Amplificacié de l’expressi() de Foxp3

Els primers per a la quantificacié de les cel-lules Treg van ser els mateixos esmentats
anteriorment a la Taula. 4. El programa d’amplificacié utilitzat va ser de 35 cicles
d’amplificacié amb; desnaturalitzacié a 952C 30”, annealing a 582C 30” i extensid a 722C
durant 30”, amb una extensié final a 722C 7/, (Taula. 6).

2.5.3.1 Quantificacié de cel'lules Treg

La freqiéncia de cel-lules Treg va ser quantificada seguint el calcul seglient:

[(Foxp3)]
[(CD3y/GAPDH)]

2.54 Ampliﬁcacié de l’expressi() d’IL-13, IL13Ral 1 IL13Ra2

Per a la quantificacio6 dels receptors d’IL-13 (IL13Ral i IL13Ra2) aixi com per
I"amplificacié de la propia IL-13, es van usar primers especifics (Taula. 7). En tots els
casos, la mix per a I'amplificacié va tal i com s’explica a la Taula. 6. El programa
d’amplificacié usat va ser de 38 cicles d’amplificacié amb; desnaturalitzacié a 952C 30”,
annealing a 592C per IL13Ral i a 572C per IL13Ra2 i I'lL-13 durant 30” i extensié a 722C
30”, amb una extensio final de 722C 5’. Per la normalitzacié de les dades es va fer servir
el quocient [CD3y/HPRT].
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Condicions finals PCR convencional
HPRT/INS/ Foxp3 D3y IL-13/IL13Ral/
VE=15pl PPY/PNLIP IL13Ra2
Buffer 10x 1x 1x 1x 1x
dNTP's 2,5 pM 0,25 uM 0,25 uM 0,25 uM 0,25 uM
Primer Fw (5 uM) 0,5 uM 0,25 uM 0,5 uM 0,5 uM
Primer Rv (5 uM) 0,5 uM 0,5 uM 0,5 uM 0,5 uM
MgCl, (25 mM) 2mM 2mM 2mM 2mM
Taq Polimerasa (1U/pl) | 0,026 U/pL 0,026 U/pL 0,026 U/pL 0,026 U/pL
Va24JCaE Va24)al8 VB11
Vf =15 pl
Buffer 10x 1x 1x 1x
dNTP's 2,5 uM 0,25 uM 0,25 UM 0,25 UM
Primer Fw (5 uM) 1uM 0,5 uM 0,4 uM
Primer Rv (5 pM) 1uM 0,5 uM 0,25 uM
MgCl, (25 mM) 2 mM 2 mM 2 mM
Taq Polimerasa (1U/pl) 0,026 U/uL 0,04 U/pL 0,03 U/uL

Taula 6. Condicions finals per la PCR convencional.

Primer Sequéncia T? Fusio Teannealing | Tamany
IL13Rel Fw: 5- TCCCAGTGTAGCACCAATGA-3 642 °C 509C 101 pb
Rv: 5- TGAAGCTCAGTCACAGCAGA-3 67,7°C
IL13Re2 Fw: 5- AAACAACAAATGAAACCCGACAA -3 66,0 °C 579C 119 pb
Rv: 5- GTCTTCACCTTCCCAGCATTG -3’ 658 °C
Fw: 5 TGAGGAGCTGGTCAACATCA'3 64,7 °C o
IL13 Rv: 5'CAGGTTGATGCTCCATACCAT'3 63,7°C 59°C 75pb

Taula 7. Taula primers: Seqiiencies corresponents als oligonucleodtids especifics emprats per
I"amplificacié de IL13Ral, IL13Ra2 i IL-13 amb la corresponent T2 de fusié i d’annealing dels
primers i el tamany del segment a amplificar.

52



vem I

2.5.4.1 Quantificacié d’IL-13, IL13Ral i IL13Ra2

Per a quantificar I'expressié d’IL-13, IL13Ral i IL13Ra2 a pancrees, a cél-lules iNKT i Tef,
es va fer el seglient calcul:

Pancrees
[IL13]/[HPRT] [IL13Ra1]/[HPRT] [IL13Ra2]/[HPRT]
[(Va24/)a18)/(HPRT)] || [(Va24/Ja18)/(HPRT)] || [(Va24/)a18)/(HPRT)]
iNKT
[IL13] [IL13Ra1]/[HPRT] [IL13Ra2]/[HPRT]
[(Va24)a18)/(CD3y)] [(Vo24Ja18)/(CD3y)] [(Vo24Ja18)/(CD3y)]
Tef
[IL13] [IL13Ra1] [IL13Ra2]
[CD3y] [CD3y] [CD3y]

2.6 Analisi del producte de PCR en gel d’agarosa

El producte amplificat de totes les qPCR i PCR realitzades (CD3y, GAPDH, Va24/Ca,
Vo24/Jal8, VB11, Foxp3, HPRT, INS, PPY, PNLIP, IL-13, IL13Ral i IL13Ra2) es van cOrrer
en un gel d’agarosa al 2% amb un volum final de 50 pL de TAE a 1x, es va retallar la banda

corresponent a la mida de cada amplimer i aquesta es va purificar usant el protocol
corresponent al kit “GFX PCR DNA and Gel Band Purification Kit” (GE Healthcare).

2.7 Seqﬁenciaci()

El producte purificat es porta a sequenciar directament al Servei de Genomica i
Bioinformatica de I’ Institut de Biotecnologia i Biomedicina de la Unitat de recerca B de
la UAB. La seqtienciacid, segons la mida de I'amplimer a seqiienciar, es va fer mitjancant
dos kits de marcatge: el BigDye Terminator V3.1 Cycle Sequencing o BigDye Terminator
v1.1 Cycle sequencing si els fragments a seqlienciar eren de pocs parells de bases. El
seqlenciador utilitzat va ser ABI31310x/ d'Applied Biosystems. Cada una de les
seqléncies s’obtingué per duplicat partint de cadascun dels dos primers (Forward i
Revers). S’estudia els cromatogrames obtinguts amb el software Chromas, es comprova
que totes les sequiencies no tenien aparentment cap error i s'alinearen mitjangant el
programa CLC Sequence Viewer 6 o usant el programa online Clustal W.
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Finalment fent un Blast, es va comprovar a que gen corresponia el producte seqlienciat

obtingut. En el cas dels estudis dels TCRs, a part de I'analisi esmentat es va usar I'eina
online IMGT/V-QUEST per veure a quina cadena a i B corresponia cada un del segments
obtinguts.

M&M. 3. Processament de les mostres de Sang Periferica

3.1 Obtencio de limfocits de sang pcrif‘crica o PBLsl11

Es recolliren uns 50 ml de sang periférica en tubs esterils amb heparina des de pacients
amb T1D al debut i es van obtenir “Buffy coat” d’individus sans des del “Banc de Sang i
Teixit” de Barcelona. Es va fer una dil-lucié adient amb PBS 1x i es van separar els
limfocits de la resta de cél-lules de sang periférica a partir d’'un gradient de densitat
utilitzant Ficoll (Lymphoprep). La sang es va carregar en tubs de 50 ml sobre el ficoll i es
va centrifugar 30’ a 600xg a temperatura ambient (TA). Les cél-lules recuperades de la
interfase es van rentar tres vegades amb PBS 1x + 2% Serum Bovi Fetal (SBF). Un cop
rentades, les cél-lules es van resuspendre en un volum adequat de medi RPMI complet
(10% de SBF + Penicilina/Streptomicina), es van contar amb la cambra de Neubauer i/o
es criopreservaven amb una solucié de SBF i 10% DMSO (medi de congelacid) fins al seu
Us o bé es dil-luien amb Running Buffer (BSA, EDTA, 0,09% de acida sodica) (Milteny
Biotec) per comencar a treballar amb elles.

3.1.1 Obtenci6 de cel-lules Treg

A partir dels limfocits obtinguts, les cel-lules Treg es van seleccionar utilitzant el kit de
separacio de CD4+CD25+ Regulatory T cell Isolation Kit (Milteny Biotec) usant el sistema
Automacs. La separacio es basava en dos parts: (a) Seleccié negativa; on les cel-lules
s'incubaven amb un cocktail d’anticossos anti-huma conjugats a biotina (anti- CDS,
CD14, CD16, CD19, CD36, CD56, CD123, TCRy/&6 i CD235a) durant 10’ a 4°C i on
seguidament s’afegia el volum necessari de Microbeads anti-biotin i s’incubava durant
15’ a 49C, seguit d’'un rentat amb Running buffer i una centrifugacio a 300xg durant 10’.
Les cel-lules obtingudes es tornaven a resuspendre en un volum determinat de Running
Buffer. Durant el procés de seleccié negativa s’obtenien dos poblacions cel-lulars; les
cél-lules CD4* i les CD4". (b) amb les cel-lules CD4* es feia una seleccid positiva; on
s'incubaven amb Microbeads anti-CD25 durant 15" a 49C, seguit d’un rentat i una
centrifugacié a 300xg durant 10’. Despres de la seleccid positiva s’obtenien dos
poblacions cel-lulars, les cel-lules amb un fenotip CD4*CD25* corresponent a cel-lules
Tregiles que eren CD4*CD25 corresponent a cel-lules Tef (Fig.2).
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Figura 2. Separacido de cel-lules Treg i Tef
utilitzant el sistema automacs

3.1.2 Obtencio de cel-lules iINKT

Les cel-lules iNKT es van seleccionar en base a la seva expressié de la cadena a invariant del
TCR Va24Jal8 amb el kit Anti-iINKT Microbeads Human (Milteny Biotec) usant el sistema
Automacs. El kit es basa en una seleccid positiva on s’incubaven les cel-lules amb Anti-iNKT
MicroBeads (Microbeads conjugades a un anticds monoclonal anti- Va24Jal8 huma, clon
6B11) durant 15’a 42C. Seguidament es rentaven amb Running Buffer i es centrifugaven a
300xg durant 10’. Amb aquesta seleccidé positiva s’obtenien dos poblacions cel-lulars; les
cel-lules amb un fenotip Va24Jal8* corresponent a les cel-lules iNKT i les que eren Va24Ja18"
corresponent a un altre tipus cel-lular (Fig. 3).

PBMCs

Anticos monoclonal

(Seleccio positiva) IgG, anti-Va24a18

Va24Ja18* Va24Ja18-

Figura 3. Seleccié de cel-lules iNKT usant el sistema
Automacs.
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M&M. 4. Cultius cel‘lulars

4.1 Expansi() in vitro de cel-lules Treg 1de cel-lules INKT

Les cel-lules Treg CD4*CD25* obtingudes, es van expandir in vitro amb PBMCs autolegs
irradiats (30 Gy), anti-CD3 (30ng/ml). A les 24h s’afegia la rh-1L2 (100U/ml, NIH). Als dies
5,10 15 es feia un canvi de medi amb 100U/ml de rh-IL2. Per alguns dels experiments
es van requerir cél-lules Tef expandides, aixi, aquestes es van expandiren les mateixes
condicions que les cél-lules Treg pero afegint 45U/ml de rh-12. Després d’aquests dies
de cultiu, es confirmava el fenotip de les cél-lules Treg i Tef per citometria de flux (Veure:
Protocols de tincid).

Per una banda, una porcié de les obtingudes, es van expandir in vitro en
presencia de cel-lules C1R-CD1d* irradiades a 45Gy preincubades amb
oGalactosilCeramida (aGalCer) (sonicat a 372C durant 10’) durant 1h a 37°C, amb
feeders autolegs irradiats a 30Gy i afegint la rh-IL2 corresponent a les 24 hores. Al cap
5,10 15 dies de cultiu, el medi era reemplacat amb medi fresc amb 20U/ml de rh-IL2.
Als 15 dies de cultiu aproximadament, es confirmava el fenotip de cél-lula iNKT per
citometria de flux (Veure: Protocols de tincio, M&M. 5). Per altra banda, una altra porcio
de les celllules iINKT van ser expandides amb un estimul policlonal com la
Fitohemaglutinina (PHA-L). Les cel-lules van ser cultivades amb PBMCs autolegs irradiats
(30Gy) afegint 1 ug/ml de PHA-Li 20U/ml de rh-IL2.

En tots dos casos el medi usat va ser: medi IMDM (Iscove's Modified Dulbecco's)

complementat amb un 8% de Sérum huma, L- Glutamina (2 mM), Penicilina (100 U/ml)
i Streptomicina (100 pg/ml).

4.2 Expansi(') in vitro de cel'lules INKT amb an‘alegs de ’aGalCer

Gracies a una col-laboraciéo amb el Dr. Llebaria, s’han estudiat diferents analegs lipidics
(n=8) d’estructura similar a I'aGalCer, els quals son reconeguts i presentats per
molecules de CD1d (Taula. 6). Els analegs tenen diferents caracteristiques estructurals,
tant a nivell de grup polar com a la composicid de les cadenes lipidiques comparat amb
I'aGalCer. Aquests analegs, es van classificar segons la seva capacitat d’estimulacié
d’esplendcits i timocits de ratolins, en analegs d’estimulacid forta, intermitja o débil.

Per tant, cada un dels analegs lipidics a testar es van preincubar amb cel-lules C1R-C1Rd*
durant 1h a 3792C i es van irradiar a 45Gy. Tot seguit, les C1Rd carregades amb els
diferents analegs lipidics es van cocultivar amb cel-lules iNKT (n=6). Com a control positiu
de I'assaig, es van estimular les cél-lules iNKT amb PHA-L i amb beads conjugades amb
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aCD3CD28. Ales 24h i 48h es va recollir el sobrenedant dels cocultius per poder analitzar
la secrecid de citocines.

Analeg Composicié Estimulacié Taula 6. Analegs de I'aGalCer. La
Cso Hgg NOg Forta taula mostra els diferents analegs
C5,05N,H10, Debil d’estructura similar a
Cs5006N2H100 Intermitja 'aGalCer, els quals son
C=.0-N-H Forta reconeguts i presentats per

51%Y7IN211100 R

C..O-N-H Forta molecules de CD1d. A la taula
48~6'V21192 . . R )
CerO<N-H Forta s’indica la composici6 i si sén
e - d’estimulacié forta, intermitja

ND Intermitja J
o debil.
Cs5107N;H102 Forta
Cs1HosNO4S Forta

M&M. 5. Protocols de tincio

5.1 Seccions de criostat

A partir de blocs de teixit congelats de ratolins NOD i de mostres de teixit pancreatic
huma (Network of Pancreatic Organ Donors (nPOD) from Juvenile Diabetes Research
Foundation (JDRF)) es van fer seccions de 4 um de gruix amb un criostat (Criostat Leica
CM3050S) al servei d’Histologia de Neurociéncies de la UAB. Les seccions es disposaven
en portaobjectes i es deixaven assecar 30’ a temperatura ambient (TA). Posteriorment,
s’emmagatzemaven a -802C fins al seu Us.

5.2 Tincions d’immunofluorescencia sobre seccions de teixit

Les seccions de teixit congelades a -802C esmentades a |'apartat 5.1 es van usar per fer
tincions d’'immunofluorescencia (Fig.4):

1) Les preparacions a tenyir es deixaven assecar durant 30-45’ a TA.

2) Fixacio: s’afegien 100 pl/seccié de Paraformaldehid (BD Biosciences) dil-luit 1/10
durant 30’ a TA. Seguidament es feien tres rentats de 3 min amb PBS 1x, per rehidratar
i extreure I'excés de paraformaldelhid.

3) Bloqueig: s’afegien 30-50 pl (segons el tamany de la seccid) de la solucié de bloqueig
(2% de Serum de cabra + un 1% de serum huma) i s'incubava 15’ a TA sobre una cambra
humida i fosca.
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4) Incubacié amb I'anticos primari: Les seccions s’incubaven amb 60 pl I’anticos primari
(anticos purificat no marcat) en una cambra humida i fosca durant 30-45’ a TA. Després
de I'incubacio es feien tres rentats amb PBS 1x de 3 min.

5) Incubacié amb I’anticos secundari: S’afegien 60-100 pul de I'anticos secundari (Goat
anti mouse, Goat anti rat o Goat anti rabbit, segons I'origen de I'anticos primari)
incubant durant 45min-1h a TA en una cambra humida i fosca, seguits de tres rentats de
5 min.

6) Tincié d’insulina: En tots els casos, per identificar els illots pancreatics és feia una
tincid per insulina utilitzant 60 pl d’un anticos anti-insulina (1/200). Aquest s’incubava
45’ a TA, es rentava 3 cops amb PBSx1 i seguidament s’afegia I'anticds anti-insulina
(Goat anti-Guinea pig) durant 45’ i les mostres es rentaven 3 cops amb PBSx1.

7) Tincié nuclear: Es posaven 60 ul de DAPI (1/3000) per marcar els nuclis cel-lulars
incubant durant 14-20 min a TA a la cambra fosca i humida. Seguidament es feien tres
rentats de 5 min cada un i I'dltim s’assecava molt bé i les preparacions es muntaven
directament amb medi de muntatge (Fluoprep), es segellaven i es mantenien a 42C fins
al seu analisi al microscopi.

/ RatolinsNOD \ . . .z
oroine Figura 4. Combinacié
Goat-aGuinea d’anticossos utilitzats per

-- INSULINA ;o Alexa 647 _ . ..
- immunofluorescéncia:
&' ) Anticossos utilitzats per a
i PhncreesHiismA \ la deteccié6 de cél-lules

- Treg i cellules iNKT a

--_ pancrees de ratolins NOD i
- pancrees huma.

e ot I

5.3 Tincio de cel-lules iNKT, Treg 1 Tef

Per confirmar la puresa de les cél-lules iNKT i de les cél-lules Treg obtingudes, aixi com
també el fenotip d’aquestes un cop expandides in vitro, es van analitzar diferents
marcadors superficials usant anticossos monoclonals especifics per cada tipus cel-lular.
En ambdds casos, les cel-lules es van rentar amb PBS 1x + 2% SBF dos vegades a 300xg
durant 2’. Es va treure el sobrenedant i es van afegir els anticossos corresponent per
cada tipus cel-lular (Taula. 6):
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1) CD3-PE-Cy7 a 1/100 (Clon: UCTH1, Biolegend), cadena a del TCR
Va24Jal8-PE (Clon: 6B11, Milteny Biotec), CD4a-APC a 1/30 (clon: RPA-T4, Biolegend),
CD8B-PE-Cy5 a 1/50 (Clon: 2ST8.SH7, Beckman Coulter) i VB11-FITC (Clon: C21, Beckman
Coulter).

2) i/o Tef: En aquest cas, es van usar dos combinacions d’anticossos:

I. CD3 PERCP (Clon: UCHT1, BD Pharmingen) CD4-FITC (Clon: SK3,
Becton&Dickinson) and CD25-PE (Clon: 3G10, Milteny Biotec).

Il. CD4-PERCP, CD25-PE and Foxp3 Alexa488 (Clon: PCH101, eBioscience):

i. Tincio intracel-lular per Foxp3: La tincid de Foxp3 es va fer de dos maneres
diferents:

(a) Despres de la tincié de superficie, les mostres es van fixar usant 100 pl de
Paraformaledehid al 4% incubant durant 10 min a 42Ci a la foscor. Després de
la incubacié es rentaven 3 vegades amb 300 pl de PBS 1x + 2% de SBF per
treure I'excés de Paraformaldehid i es feia un de tercer rentat amb PBS 1x +
0,1% de Saponina, centrifugant 300xg 5 min, per comencar a obrir porus a la
membrana citoplasmatica. Seguidament, les cél-lules es resuspenien amb
30 pl de Serum huma amb un 0,3% de Saponina i s'incubaven durant 7 min a
4°C i a la foscor. Despres de la incubacid i sense rentar, s’afegia directament
I’anticos anti-Foxp3 i s’'incubava durant 30’ a 42C i a la foscor. Finalment, les
cel-lules es rentaven amb 300 ul de PBS 1x + 2% de SBF i es resuspenien en
150-200 pl de PBSx1 sense serum, preparades per ser analitzades al citometre
de flux.

(b) Seguint el protocol del kit “Foxp3/Transcription Factor
Fixation/Permeabilization Concentrate and Diluent” de eBiosciences, un cop
acabada la tincid superficial, s’afegia 1 ml de la solucié de treball de
fixacid/permeabilitzacio a les cél-lules, es feia un vortex i s’'incubava a 4°C
durant 30-60 minuts a la foscor. Seguidament es feien dos rentats amb 2 ml
de Buffer de Permeabilitzacié 1x, es centrifugava i es descartava el
sobrenedant. Opcionalment, es feia un bloqueig afegint 100 pl de sérum de
ratoli a un 2% dil-luit amb el Buffer de Permeabilitzacié 1x i s’incubava a 42C
durant 15 min i sense rentar, s’afegien 5 pul de l'anticos anti-Foxp3 i el
corresponent control d’isotip al control negatiu dil-luit en Buffer de
Permeabilitzacié 1x i s’incubava a 42C durant 30 min i a la foscor. Es feien dos
restants amb 2 ml de Buffer de Permeabilitzacid 1x i finalment les cél-lules es
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resuspenien en 150-200 ul de PBS 1x sense sérum per ser analitzades al
citometre de flux.

En tots dos casos, el resultat de la tincid es va analitzar per citometria de flux (FACSCanto
I, BD Biosciences) utilitzant el software BD FACSDiva™ (BD Biosciencies) o el FlowJo pel
seu analisi.

5.4 Tincio Citoplasmética: Deteccio de citocines

Per la tincié de citocines citoplasmatiques, la tincid va ser la seglient;

Tincid directa: Les cél-lules T es cultivaven amb PMA/IO (20 ng/mL PMA i 1 ug/mL d’l0)
durant 6 hores. Quan les cél-lules portaven 2 hores amb la PMA/IO s’afegia la Brefeldina
A (1 pg/mL) durant les 4 hores restants, la qual en desestructurar el transgolgi provocava
la retencié de la citocina al citoplasma evitant la seva secrecid. Un cop passades les 6
hores totals, les cél-lules es recollien, es rentaven amb PBSx1 i es procedia a la tincié
(Taula. 7):

1) Tincié de superficie: Incubacié 30’ a 42C amb anticossos monoclonals
especifics de superficie; CD3-PE-Cy7, Va24Jal18-FITC, CD4a-APC, seguits de
dos rentats (PBS 1x + 2%SBF + 0,01% d’acida sodica).

2) Fixaci6 de les cél-lules amb Paraformaldehid al 4% durant 10’ a 42C, seguit de
dos rentats i un tercer rentat amb PBS + 0,1% Saponina per comengar a obrir
porus a la membrana plasmatica.

3) Permeabilitzacid: Les cél-lules s’incubaven amb 30 pl de la solucié de bloqueig
(Serum Huma + 0,3% de Saponina) durant 7’ a 42C.

4) S’afegia I'anticos anti-IL13 (Clon: JES10-5A2.2 de Milteny Biotec) i s’incubava
durant 30’ a 4¢C.

5) Rentats amb PBSx1 i analisi per citometria de flux.

M&M. 6. Protocols de tincio

6.1 Elisa

6.1.1 Deteccio de TNFa

L’activacid de les cél-lules iNKT es va assajar mesurant la secrecié de TNFa en cultius on
les cél-lules iNKT (1 x 10* cél/pouet) es van cocultivar amb PBMCs autolegs irradiats a
30Gy (1 x 10° ceél/pouet) i amb cél-lules C1Rd irradiades a 45Gy (2 x 10* cél/pouet)
utilitzades com a APC polsades amb diferents concentracions d’aGalCer (0.1, 1, 5, 10,
20, 40, 80, 100, 160 ng/ml) durant 1h a 372C. Com a control positiu, les cél-lules es van
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estimular amb boletes conjugades a aCD3/CD28 (Dynabeads, Life Technologies). El
sobrenedant dels cultius es van recollir a les 48 hores i la secrecié de TNFa es va mesurar
per ELISA (TNFa huma Antibody Parell, Invitrogen, Life Technologies) seguint el protocol
adient. La concentracioé de TNFa es va quantificar en un sistema de lector de plaques, el
Multilabel Plater Reader VICTOR3 de Perkin-Elmer. El sobrenedant recollit a les 48h es
va utilitzar per a mesurar els nivells de TNFa i veure d’aquesta manera si les cel-lules
iNKT expandides in vitro s’activaven en presencia d’estimul. Per fer I'Elisa es va incubar
una placa de 96w (Maxisorp (NUNC)) amb 100 ul/pou de I'anticos de captura dil-luit amb
“coating Buffer” (NaCL, Na;HPOa4, KH,PO4, KCI) “overnight” a 42C. Es va rentar la placa
amb 300 pl de “wash Buffer” (KH2POa, K;HPO4, 3H,0 EDTA, Tween 20) i es va bloquejar
afegint 300 ul/pou de “Assay Buffer” (NaCl, Na;HPO4, KCl, Albumina sérica bovina
(fraccié V) i Tween 20) durant 1h a TA. Un cop bloquejada la placa, es va aspirar el
contingut i es va extreure I'excés de liquid. Sense rentar-la es va afegir a cada pou 100
ul de mostra i/o STD + 50 pl de la dil-lucié de I'anticos de deteccid i es va incubar 2h a
TA fent un vortex suau continu. Seguidament, es va rentar la placa 5 vegades amb 300
ul/pou de “wash Buffer” i es van afegir 100 pl/pou de la dil-lucié d’streptavidina-HRP
incubant 30’ a TA fent vortex continu seguit de 5 rentats amb “wash Buffer” tal i com
s’ha esmentat anteriorment. Finalment, es va afegir 100 pl/pou del substrat OPD (o-
Phenylenediamine dihydrochloride) (Sigma Aldrich) i es va deixar incubar 30-45 min a
TA amb vortex suau continu parant la reaccié amb 100 ul de la Solucié stop (H.S04 1,8
N).

6.1.2 Deteccio d’IL-13

Per a poder detectar I'lL-13 en els sobrenedants dels cultius de cél-lules iNKT expandides
in vitro amb diferents analegs de I'aGalCer, es va fer un Elisa d’IL-13 utilitzant el kit de
“IL-13 huma Antibody Parell”, Invitrogen de Life Technologies, seguint exactament els
mateixos passos i utilitzant els mateixos buffers que els esmentats a I'apartat 6.1.1 per
a la deteccio del TNFa.

M&M. 7. Assajos de supressio

7.1 Assaig de supressié in vitro

Per analitzar la capacitat supressora de les Tregs i analitzar |'efecte adjuvant per les
cel-lules iINKT de modificar la capacitat supressora per les Tregs es van realitzar assajos
de supressid in vitro utilitzant dos o tres tipus cel-lulars; iNKT, Tregs i Tefs. Primerament,
es va analitzar la capacitat de les cel-lules Treg d’inhibir la proliferacié de les cel-lules Tef
a partir d’assajos de supressié in vitro usant diferents ratios Treg:Tef (0.25:1, 0,5:1, 1:1,
2:1), on el nimero 1 era igual a 10000 cel-lules/pou. Sobre aquests mateixos assajos, on
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el nimero de cél-lules Tef es va mantenir constant (10000 cel/pou) es van afegir
diferents proporcions de iNKT:Treg (4:0,5; 2:0,5; 1:0,5;0,5:0,5 or 4:1; 2:1; 1:1; 0,5:1). En
molts dels casos, el sobrenedant de les 48h de les cél-lules iNKT en cultiu, es va afegir al
cocultius de cel-lules Treg:Tef, per veure I'efecte dels factors solubles secretats per les
cél-lules iNKT sobre la supressio per les cel-lules Treg. En tots els casos, I'estimul utilitzat
van ser beads conjugades amb anti-CD3/CD28 i totes es van cultivar conjuntament amb
PBMCs autolegs irradiats a 30Gy. El cultiu de cada tipus cel-lular soles es van usar com a
controls. El sobrenedant dels cultius es van recollir a les 24 i 48 hores despres de
I'incubacid, per analitzar els diferents factors solubles secretats. En tots els casos, la
proliferacié de les cel-lules Tef es va mesurar per la incorporacid de Timidina tritiada
(Thy-H3) després de 4 dies de cultiu i el resultat es va analitzar usant el “B counter
machine” (1450 Microbeta, Wallac Trimx, Liquid scintillation & Luminescence Counter).

7.2 Assaig de supressi(') in vitro INKT:Tef

Per analitzar la capacitat supressora de les cel-lules iNKT ex vivo i/o expandides in vitro
amb aGalCer i/o PHA-L, es van realitzar assajos de supressio in vitro usant diferents
ratios de iNKT:Tef (0,25:1, 0,5:1, 1:1, 2:1, 4:1) on el niumero 1 era igual a 10000
cél-lules/pou. PBMCs autolegs irradiats a 30 Gy (10° cél/pou) es van afegir als cocultius
i beads conjugades amb anti-CD3CD28 es van usar com a estimul. Con a control, els
cultius de cada tipus cel-lular usats en els assajos (iNKTs i Tefs) es van cultivar sols. La
proliferacid de les cel-lules Tef es va mesurar per la incorporacié de Timidina tritiada
(Thy-H3) tal i com s’ha esmentat a |’apartat 7.1. El sobrenedant dels cultius es van recollir
a les 24 i 48 hores despres de la incubacid, per analitzar diferents factors solubles
secretats.

7.3 Addicio de rh-1L-13 i/0 anticos neutralitzant de la funcio

d’IL-13 en assajos de supressi() in vitro

Per confirmar el paper de I'lL-13, un anticos neutralitzant anti-IL-13 (clon JES10-5A2,
Biolegend) es va afegir als assajos de supressié esmentats a I'apartat 7.2. Les cél-lules
iNKT i Tef soles o usant diferents ratios de iNKT:Tef (0,25:1, 0,5:1, 1:1, 2:1, 4:1), on el
numero 1 era 10000 cél/pou, es van incubar sense o en preséncia de concentracions
creixents de I'anticos neutralitzant anti-I1L13 (3, 30 i 90 ug/ml). Com a control, sobre els
mateixos assajos de supressio es van afegir 30 pug/ml d’un isotip IgG: (Rata I1gGi, «,
Biolegend). En tots els casos, com a estimul, es van usar beads conjugades a aCD3CD28.
Els sobrenedants dels cultius es van recollir a les 48h.
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Microbeta, Wallac Trimx, de centelleig liquid i comptador de luminescéncia).

Cél-lules en suspensid

Ceél-lules iNKT (Huma)

Especificitat AcMo Procedeéncia
TCRVa24Jal8 6B11 Milteny Biotec
TCRVB11 c21 Beckman Coulter
CD3 UCTH1 Biolegend
CD4 RPA-T4 eBiosciences
CD8a 2ST8.5H7 eBiosciences
Ceél-lules Treg i Tef (Huma)
CD3 SK7 Becton Dickinson
CD4 SK3 Becton Dickinson
CD25 3G10 Milteny Biotec
CD3 SK7 Becton Dickinson
CD4 SK3 Becton Dickinson
Foxp3 PCH101 Becton Dickinson
CD127 HIL-7R-M21 eBiosciences

Immunofluorescéncia

Pancrees Huma

Especificitat AcMo Procedeéncia
TCRVa24la18 6B11 eBiosciences
TCRVB11 c21 Beckman Coulter
Foxp3 PCH101 Becton Dickinson
IL-13 JES10-5A2.2 = Milteny Biotec
Ratolins NOD
Especificitat AcMo Procedeéncia
NK1.1 PK136 eBiosciences
Foxp3 FJK-16S eBiosciences
TCRap H57-597 eBiosciences

Ratolins i Huma

Conjugats i d'altres

Especificitat Procedeéncia
Insulina Dako

Dapi Sigma Aldrich
Goat anti Rat Alexa 488 Invitrogen
Goat anti Rat Alexa 594 Invitrogen
Goat anti mouse Alexa 488 Invitrogen
Goat anti mouse Alexa 594 Invitrogen
Goat anti Guinea Pig Alexa 647 Invitrogen
Goat anti Rabbit Alexa 488 Invitrogen

Taula 7. AcMo utilitzats per a la
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En alguns experiments, diferents concentracions d’IL-13 recombinant humana (rh-1L13,
Biolegend) (0, 0.1 i 1 ng/ml) es van afegir als cultius de cél-lules Tef i cocultius de
iNKT:Tef. En tots dos casos, la proliferacié de cél-lules Tef es va mesurar mitjancant la
incorporacié de timidina-H? després de 4 dies de cultiu. Les cél-lules es van polsar amb
1 Ci per pou de 3- [H] -metil-timidina (Perkin-Elmer) 16h abans de la recollida i la
incorporacié de timidina. Les dades es van analitzar en un comptador beta (1450
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7.4 . Cultius transwells

Les analisis de requeriment de contacte cel-lular es van realitzar usant sistemes de cultiu
transwell. PBMCs autolegs irradiats a 30Gy (4 x 10° cells/well) es van cultivar en plaques
de 24 pous amb un sistema transwell (porus of 0.4 um, LabClinics) usant diferents
combinacions iNKT:Treg:Tef sembrades a la cambra de dalt o de baix del sistema
transwell i on 1 era equivalent a 1 x 10° cells (Fig. 5).

Com a control, les diferents poblacions cel-lulars utilitzades a I'assaig es van cultivar
soles. L’estimul utilitzat van ser beads conjugades a anti-CD3/CD28. El sobrenedant dels
cultius es van recollir a les24 i 48 hores, per analitzar els diferents factors solubles

secretats.
™ T Figura 5. Combinaci6 de ceél-lules
iNKT:Treg:Tef en el sistema de cultiu
transwell: Esquema de les diferents
Treg iNKT Tef combinacions de cél-lules iNKT:Treg:Tef
o0 0000 0000 OO 0000 0000 O 90 90 90 09|

gue van ser cultivades a la cambra de dalt

N o a la cambra de baix del sistema transwell.
iNKT En tots els casos, es va usar PBMCs

© © © O O O N . . .
iNKT:Treg:Tef Treg Tef autolegs irradiats a 30Gy i beads
2% 0 e%0%0 conjugades a anti-CD3CD28 com a estimul.

7.5. Cytometric Bead Array (CBA)

Dels sobrenedants recollits als assajos de supressié in vitro, aixi com dels cultius
realitzats en sistemes de cultiu transwells es va analitzar la secrecid d’'una serie de
factors solubles (IL-2, IFNy, TNFa, IL-17A, IL-4, IL-10, IL-13) pel sistema Cytometric Bead
Array (CBA). El sistema de CBA ens permet detectar diversos factor solubles (ex:
citocines i/o factors de creixement), a partir de particules individuals marcades amb
fluorocromes, els quals la longitud d’ona d’emissié es llegida entre 660-680 nm. En el cas
d’un CBA multiplex, que ens permet detectar diversos factors solubles a I’'hora, cada una
de les beads utilitzades esta recoberta d’anticossos especifics contra un factor soluble
determinat. Aquestes beads, estan marcades amb el mateix fluorocrom perdo amb
intensitats diferents de fluorescencia, de manera que podem distingir cada una de les
beads especifiques d’un factor soluble determinat per la seva intensitat mitjana de
fluorescéncia (MFI) a I’hora de fer I'analisi per citometria de flux (Fig. 6). Les beads
associades a les molécules capturades, sén detectades especificament per I'addicié d’un
anticos associat a un fluorocrom (PE, emissié a 585 nm) anomenat anticos de deteccio.
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Els passos a seguir per realitzar el CBA van ser els seglients:

1) Incubacié del sobrenedants recollits als assajos de supressid i/o cultius transwells,
amb beads conjugades a anticossos especifics per cada un dels factors solubles a
detectar, durant 1h a TA.

2) Afegir directament (sense rentar) la quantitat d’anticos de deteccié adient i incubar
durant 2h a TAi a la foscor.

3) Rentar amb 1ml de Wash Buffer i centrifugar a 200xg 5’.

4) Afegir 300 pl de Wash Buffer per analitzar al citometre (FACSCanto I, BD Biosciences).

Per a la quantificacid de les mostres, en paral-lel es va fer un banc de dil-lucions seriades
d’una solucié de concentracions conegudes de cada un dels factors solubles a detectar
(2500, 1250, 625, 312.5, 156, 80, 40, 20, 10, 0 pg/ml). La quantitat del factor soluble
resultant, és directament proporcional a la quantitat de fluorescéncia obtinguda. Les
dades obtingudes van ser analitzades utilitzant el software FCAP Array v3, que calcula la
concentracié de les mostres segons la corba d’estandard realitzada.

Beads Sample Wash Concantration
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Figura 6. Cytometric Bead Assay (CBA): Representacidé esquematitzada de la tecnica del
Cytometric Bead Assay (CBA) i representacio dels resultats per citometria de flux.
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Resultats Capl'tol 1

La IL-13 és el factor responsable de la regulaci(') per
cel-lules iNKT. Alteracions de la secrecio d’IL-13 com a

responsables de la pérdua de funcio supressora de les

cel-lules iNKT a la Diabetis Tipus 1.
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Background

Les cél-lules iNKT sén un subgrup de cél-lules T CD3" que expressen un TCR invariant
format per una cadena a, TCRVa24Jal8 associada preferentment a una cadena B,
TCRVPB11, en el cas d’humans. El TCR invariant de les cel-lules iNKT fa que Aquestes
cel-lules reconeixen antigens lipidics tant propis o endogens, com també antigens
lipidics exogens (derivats de patogens, o al-lergens entre d’altres) presentats en el
context de CD1d. Les cel-lules iINKT son considerades cel-lules pont entre la immunitat
innata i la l'adaptativa amb una clara funcido efectora [146]. Menys coneguda i
estudiada, és la seva influéncia sobre altres tipus cel-lulars, deguda principalment a la
seva capacitat de secrecid de citocines, tant de tipus Th1l com de tipus Th2 (IFNy, TNFa,
IL-2, IL-4, IL-10, IL-5, IL-6, IL-13, IL-17, IL-21, TGFB i GM-CSF), aixi com a la secrecié de
diferents quimiocines. Aquesta capacitat de secretar de forma rapida grans quantitats
de citocines, ve donada pel seu contingut de transcrits preformats d’mRNA per a
diverses citocines en el seu estat basal, que no és resting, si no d’activacio/memoria
[147]. A més, les cel-lules iNKT poden regular la resposta immunitaria d’altres maneres
degut a la seva capacitat de secretar granzima B i perforina i poden expressar FasL.

Aixi, en aquest capitol, I'objectiu és estudiar la capacitat reguladora de les cel-lules iNKT
humanes obtingudes a partir de PBMCs d’individus sans i de pacients amb T1D.
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C1.1 Cél-lules INKT ex vivo suprimeixen la proliferacié de

les cel-lules T efectores autblogues

Per estudiar si les cel-lules iINKT humanes tenien capacitat reguladora, es van aillar
cel-lules iNKT a partir de PBMCs de 3 individus sans tal i com esta descrit a I'apartat de
material i métodes. La poblacié de cél-lules amb un fenotip Va24Jal8'Vp11°CD3"
corresponia de mitjana a un 0.2% de la poblaci6 de PBMCs total en aquestes
mostres(Fig. 1a), i contenia cél-lules INKTCD4", iNKTCD8B" i iNKTDN en un 46%, 22,8% i
20,8% respectivament. Quan les cel-lules iNKT és van seleccionar en base a la cadena a
del TCR invariant Va24Ja18", usant el sistema automacs, es va obtenir una poblacié el
85,5% de la qual eren cél-lules iNKT amb el fenotip Va24Ja18'VB11*CD3". D’aquestes, el
47,9% eren cél-lules amb fenotip iNKTCD4", un 1,1% corresponia a cél-lules iNKTCD8B" i
el 51,1% eren cél-lules iNKT dobles negatives amb un fenotip Va24Ja18'VB11°CD3*CD4
CD8 (Fig. 1b). Els nivells de iNKTsCD8B+ eren molt reduits en comparacié amb els
nivells trobats a PBMCs totals, suggerint, que aquest subgrup de cél-lules iNKT-CD8B", és
una poblacié cel-lular més labil i no van aguantar bé el procés de separacid de les
cel-lules iNKT.

a) % iNKT a PBMCs abans de la seleccid

CD3+

CD4+

Va24Ja18+VB11+

VB11
VB11
CD4+

CD3 Va24Jal8 CD8B+

b) % iNKT (ex vivo) després de la seleccié
D3+ Vo24lal8+VR11+
— e —— +
3 g / 2
> = :
R
CD3 Va24Jal8 CD8B+

Figura 1. Aillament de cél-lules iNKT a partir de PBMCs de controls sans. a) Deteccié de cel-lules
iNKT als PBMCs de controls sans. b) Fenotip de les cél-lules iNKT aillades després de la separacid
usant el sistema automacs. La figura mostra un exemple de tots els realitzats.
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Es va analitzar la capacitat de les cél-lules iNKT obtingudesper a suprimir la proliferacié
de cél-lules T efectores (Tef) autologues. Per aix0, es van cultivar les cél-lules iNKT amb
cél-lules Tef autdlogues (CD4'CD257) usant diferents ratios de cél-lules iNKT i Tefs. Es va
mesurar la proliferacié cel-lular per la incorporacié de Thy-H? en preséncia d’ anti-
CD3/CD28. Els resultats van demostrar que les cél-lules iNKT ex vivo, inhibien la
proliferacié de les ceél-lules Tef autologues i que aquesta inhibicié augmentava a
mesura que augmentava el nombre de cél-lules iNKT afegides al cultiu (Fig. 2a). Aixi, es
va aconseguir una inhibicio de la proliferacio de les cél-lules Tef al voltant del 40% a un
ratio 1:1 de iNKT:Tef. L'analisi estadistica de les dades, va demostrar que les
diferéncies entre els ratios 0,5:1 vs 1:1 de iNKT:Tef eren estadisticament significatives
(p=0,036) (Fig. 2b). La proliferacié de les cél-lules iNKT soles va ser similar a la de les
cél-lules utilitzades com a feeders.

10000+ 5o
= *
E T T
© 7500 40+
[32]
I e T
> 0 304
e (7]
£ 5000 — o
o
3 3 20
© (=)
3 2500 >
5 104
2 ] 1
0 . . . . O T T T
F  iNKT Tef 0251 051 1.1 Tef 051 11
INKT: Tef iINKT: Tef

Figura 2. Les cél-lules iNKT ex vivo suprimeixen la proliferacio de cél-lules Tef autologues.
a) Proliferacid de cel-lules Tef humanes d’individus sans (n=3) en presencia de diferents ratios de
iNKT:Tef amb cel-lules iNKT autologues directament despres del seu aillament. Les dades de
proliferacié mostren un exemple dels tres experiments realitzats. b) Mitjana del percentatge de
supressio de tots els experiments realitzats (n=3). Les diferéncies sén estadisticament
significatives entre 0,5:1 vs 1:1 (p = 0,0364).

C1.2 Cél-lules INKT expandides in vitro mantenen la

Capacitat per suprimir la proliferaci() de les cel-lules Tef

autblogues

Tal i com s’havia vist a les mostres la freqliencia de cel-lules iNKT era de I'ordre de 0,1-
0,3% als PBMCs. Per tal d’aconseguir un nombre suficient de cél-lules iNKT per a
estudiar aquest fenomen, una part d’aquestes cél-lules iNKT (C1.1) van ser expandides in
vitro amb aGalCer. Es va caracteritzar la poblacid de cel-lules expandides in vitro
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analitzant I'expressié del TCR invariant Vo24Jal18 i TCR VP11 per citometria de flux aixi
com també la seva especificitat per 'aGalCer i la restriccié per CD1d. Aquestes cel-lules
iNKT obtingudes després de I'expansid in vitro, | eren positives per Va24Jal8, VB11, CD3
i expressaven el coreceptor CD4 (Fig. 3a). Quant a la seva especificitat per I'aGalCer, es
va mesurar la produccido de TNFa per Elisa en preséncia de concentracions creixents
d’aGalCer i es va demostrar que les cel-lules iNKT responien a I'estimulacié de manera
depenent de dosi d’aGalCer. A més, la secreci6 de TNFa només es produia quan les
cel-lules presentadores d’antigen eren cel-lules C1R que expressaven CD1d (Fig. 3b), ja
gue quan les cel-lules iNKT van ser estimulades amb la linia limfoblastoide de C1IR CD1d”
no es va detectar secrecié de TNFa (Fig. 3b).
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Figura 3. Caracteritzacié de les cél-lules iINKT expandides in vitro. (a) Fenotip. Analisi per

citometria de flux de cel-lules iINKT humanes expandides in vitro usant anticossos monoclonals
especifics pel TCR invariant Va24Jal8, TCRVB11, CD3 i CD4. (b) Especificitat antigénica i
restriccio per CD1d. Secrecié de TNFa (n=8) per cél-lules iNKT estimulades amb diferents
concentracions d’aGalCer en preséncia de cél-lules C1R- o C1Rd utilitzades com APCs.
Estimulacié amb beads conjugades a aCD3/CD28 o PHA-L com a control positiu.

Es va analitzar la capacitat d’aquestes cel-lules iNKT expandides in vitro per suprimir la
proliferacié de cél-lules Tef autologues en assajos de supressid in vitro com els descrits
anteriorment (C1.1). Els resultats obtinguts van indicar que les cél-lules iNKT expandides
in vitro mantenien la capacitat per suprimir la proliferacié de les cel-lules Tef autologues,
perque disminuia la incorporacio de timidina tritiada quan aquestes s’afegien al cultiu.
Com en el cas de les cel.lules iNKT ex vivo, aquesta inhibicié era depenent de la
guantitat de cel-lules iNKT afegida al cultiu i estadisticament significativa quan es va
comparar amb la capacitat proliferativa de les cél-lules Tef autologues soles (Tef vs 2:1
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iNKT: Tef p=0,050) (Fig. 4). A més les iNKTs expandides in vitro mostraven una major
capacitat de supressio que les cel-lules iNKT ex vivo, cosa que podria estar relacionada
amb una major puresa de la poblacié de cel-lules iNKT obtinguda després de I'expansio
in vitro.

Per tant, amb aquestes dades, es demostra que (a) les cél-lules iINKT ex vivo tenen
capacitat supressora i (b) que quan aquestes sén expandides in vitro amb aGalCer,
mantenen la seva capacitat funcional produint nivells de supressid més alts que els
observats amb cel-lules iNKT ex vivo.
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Figura 4. Les cel-lules iNKT expandides in vitro suprimeixen la proliferacié de cél-lules Tef
autologues. a) Proliferacio de cél-lules Tef, usant diferents ratios iNKT:Tef amb cel-lules iNKT
expandides in vitro. Les dades sdn representatives de nou experiments realitzats. La
disminucié de la proliferacié en preséncia de cel-lules iINKT és estadisticament significativa
usant un ratio 2:1 iNKT:Tef (p= 0,0143). b) Mitjana del percentatge de supressié de la
proliferacié de cél-lules Tef de totes les mostres analitzades (n=9). En tots els casos, I'estimul
usat va ser beads conjugades amb antiCD3/CD28 i la proliferacié es va mesurar per
incorporacié de Thy-H>.

Diferents estudis realitzats amb Aixi, el que es va fer van ser Quan es va estudiar la
capacitat de les cel-lules iNKT per suprimir cél-lules Tef expandides in vitro, en canvi, el
percentatge de supressido era més baix que utilitzant cel-lules T naive (Fig. 5). L’analisi
estadistica va mostrar que la diferencia entre la supressié de les cel-lules Tef no exp vs
les Tef expandides era estadisticament significativa (p=0,050). Aquesta diferéncia es
podria explicar amb els resultats d’un estudi fet amb cél-lules iINKT de ratolins NOD on
es proposava que les iNKTs exercirien la seva funcio reguladora preferentment a nivell
d’activacié i/o diferenciacié de les cél-lules T naive [143].
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* Figura 5. Les cél-lules iNKT suprimeixen més
100+ 1 facilment les cél-lules Tef no expandides in
— vitro. La grafica mostra el % de supressio per
75 cel-lules iNKT, usant cel-lules Tef sense
expandir o expandides in vitro. La grafica
ﬁ mostra un experiment dels cinc realitzats. Les
q;; 504 diferéncies entre la supressié produida amb
< cél-lules Tef no exp. vs Tef exp va ser
25 estadisticament significativa (T-student *p=

0,050).
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Cl1.3 La supressi() per cel-lules iINKT no és depenent de

contacte cel:lular si no de la secrecio de factors solubles

Per intentar esbrinar el mecanisme mitjancant el qual les cel-lules iNKT podien duu a
terme la supressid de les cel-lules Tef, es va estudiar primer si la disminucié de la
proliferacié era deguda a una alteracio de la secrecid d’IL-2, mecanisme que havia estat
proposat per a les cél-lules Treg. Per tant, es va mesurar la secrecié d’IL-2 en els
sobrenedants de les 24h dels cocultius de diferents combinacions de cel-lules iNKT i Tefs
en un sistema de cultiu transwell. Com s’observa a la Fig. 6, la font principal de secrecio
d’'IL-2 eren les cél-lules Tef activades i |'addicié de cél-lules iNKT, disminuia
significativament la seva secrecid. Per corroborar que la font principal de produccié d’IL-
2 fossin les cél-lules Tef i no les cél-lules iNKT, es van fer cocultius de cél-lules iNKT:Tef
on unes o altres estaven irradiades i per tant, no podien produir IL-2.

Els resultats van mostrar, que en els cocultius, on les cel-lules Tef estaven irradiades,
disminuia significativament la concentracié d’IL-2 al sobrenedant. Aquesta disminucio
no era significativa quan s’irradiaven les cel-lules iNKT, ja que si és detectava secrecid
d’IL-2. Per tant, aquestes dades confirmen que la IL-2 detectada als cocultius és
principalment secretada per les cel-lules Tef.
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Figura 6. La presencia de cél-lules iNKT en els
100 cultius de cél-lules Tef, fa disminuir els nivells
d’IL-2 d’una manera independent del contacte
cel-lular. Secrecié d’IL-2 detectada a les 24h en
els sobrenedants dels cocultius iNKT:Tef usant
diferents combinacions. El simbol ([) indica que
les cel-lules van ser sembrades en diferents
cambres del sistema transwell i la seva abséncia
25+ que les cél-lules van ser cultivades juntes. El
simbol (*) indica cél-lules irradiades. Les dades
. sén representatives de cinc experiments
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Aixi, els resultats van mostrar una certa correlacio, entre la disminucié de la proliferacié
de les cel-lules Tef i la reduccid de la secrecié d’IL-2 en preséencia de les cel-lules iNKT en
els cocultius. Aquestes dades suggerien que possiblement un dels mecanismes utilitzats
per les cel-lules iINKT per duu a terme la seva funcid supressora, era inhibir la secrecid
d’IL-2 per part de les cel-lules Tef.

També es va estudiar el possible requeriment del contacte cel-lular per a la funcié
supressora de les cel-lules iNKT. Es van cultivar les cel-lules iNKT a la cambra de baix del
sistema transwell junt amb les cel-lules Tef o alternativament a la cambra de dalt
separades per una membrana semipermeable. Els resultats van mostrar que les cél-lules
iNKT inhibien la secrecié d’IL-2 independentment de contacte cel-lular La reduccié en
els nivells d’IL-2 van ser equivalents, tant si les cel-lules iNKT estaven cultivades
conjuntament amb les cél-lules Tef a la mateixa cambra o si pel contrari, estaven
cultivades en cambres separades (Fig. 6).

Aguests resultats suggerien que el mecanisme de supressio produit per les cél-lules iNKT
implicava la secrecio de factors solubles i no el contacte cel-lular.

Cl1.4 La IL-13 és el factor soluble implicat en la funci6

supressora de les cel-lules iINKT

Per a determinar si d’altres citocines eren un factor important per a la supressio per
cel-lules iNKT, es va mesurar la concentracid d’un conjunt de citocines en els
sobrenedants dels cocultius de cel-lules iNKT i Tefs, aixi com en els cultius de les
poblacions cel-lulars individuals, per poder determinar I'aportacié de cadascuna de les
cel-lules utilitzades a I’assaig.
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L’estimulacid dels cultius individuals de cél-lules Tef i INKTs va donar lloc a la secrecid de
diverses citocines incloent IFNy i TNFa com a citocines pro-inflamatories i IL-4 i IL-13,
pero no IL-10, com a citocines immunomoduladores Les cél-lules iNKT
secretaven nivells més alts de citocines immunomoduladores (IL-4 i IL-13) que les
cel-lules Tef, perd en qualsevol casla concentracié d’aquestes dues citocines,
augmentava en els cocultius de cel-lules iNKT: Tefs augment més significatiu
qgue es va observar als cocultius va ser el de la secreci6 d’IL-13, que va passar de 17,25
pg/ml de mitjana als cultius de Tef soles, als 2125,84 pg/ml detectats quan es van afegir
les cel-lules iNKT, condicions de cultiu en les quals s’havia demostrat la supressio de la
proliferacié de les cél-lules Tef. L'augment de secrecié d’IL-13 no va ser depenent de
contacte, ja que tant si les cél-lules iINKT estaven conjuntament cultivades amb les

cel-lules Tef o pel contrari estaven separades, els nivells de secrecié d’IL-13 van ser
similars
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Figura 7. La secrecié d’IL-13 no depén de contacte cel-lular. La grafica mostra la secreci d’IL-13
mesurada per CBA en el sistema de cultiu transwell, quan les cél-lules iNKT estan sembrades
conjuntament amb les cel-lules Tef o pel contrari, estan sembrades per separat. El signe ([) indica
que les cél-lules van ser sembrades en diferents cambres del sistema transwell i la seva abséncia

que les cél-lules van ser cultivades juntes. Les dades son representatives de 5 experiments
realitzats. F, cel-lules feeders.
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Figura 8. La secrecié de IL-13 no depén del
2500 contacte cel-lular. La grafica mostra la
T 1 secrecié d’IL-13 mesurada per CBA en el
2000+ . . .
. sistema de cultiu transwell, quan les cel-lules
S 1500 iNKT estan sembrades conjuntament amb les
2 cél-lules Tef o pel contrari, estan sembrades
™ 1000- per separat. El signe ([) indica que les
= cél-lules van ser sembrades en diferents
500 cambres del sistema transwell i la seva
absencia que les cel-lules van ser cultivades
0 juntes. Les dades son representatives de 5
F + + + + + . . .
) experiments realitzats. F, cél-lules feeders.
iNKT - -+ o+
Tef - + - + +

Aqguestes dades, semblaven indicar que I'lL-13 secretada per les cel-lules iNKT era
responsable de la seva funcié supressora. Per confirmar el paper de I'lL-13 en el
mecanisme supressor de les cel-lules iNKT, es van fer assajos de supressio in vitro de la
proliferacié de cel-lules Tef per cél-lules iNKT afegint un anticos neutralitzant anti-IL13
(Fig. 9). Els resultats van mostrar que I'addicié de concentracions creixents de I'anticos
bloquejant, restauraven, com a minim parcialment, la proliferacié de les cel-lules Tef de
manera depenent de dosi. En canvi, no es va observar cap canvi a la proliferacié de les
cel-lules Tef quan es va afegir un anticos irrellevant (Isotip 1gG1) en les mateixes
condicions. Es confirmava per tant que la IL-13 era responsable, com a minim en part, de
la funcid supressora de les cel-lules iINKT.

Figura 9. El bloqueig d’IL-13
100000 L inhibeix la supressi6 de la
75000 proliferacié de les cél-lules Tef. Els
g 5gggg: assajos de supressio in vitro es van
iy realitzar en abséncia o preséncia de
I$, 60004 concentracions  creixents  d’un
< . Y . .
= anticos neutralitzant anti-IL13 (3,
el
S 40004 30, 90 pg / ml). Com a control, es
L van utilitzar 30 pg/ml d’un isotip
o
& 20004 IgG; irrellevant, en les mateixes
condicions. Les dades mostren un
0L == = exemple representatiu de cinc
iNKT  Tef - 30 3 30 90 .
: donants analitzats.
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C1.5 Les cel-lules INKT de pacients amb TI1D son

deficients suprimint la proliferacié de les cel-lules Tef

Com l'interes general del treball era I’estudi de les cél-lules iNKT en el desenvolupament
de la T1D, vam voler comprovar si les cel-lules iINKT dels pacients amb T1D també tenien
capacitat supressora. Aixi, es va analitzar la capacitat supressora de les cel-lules iINKT de
pacients amb T1D al debut clinic de la malaltia en assajos de supressié in vitro utilitzant
diferents ratios iNKT:Tef, tal i com s’ha fet pels individus sans i es va comparar amb la
funcid supressora de cel-lules iINKT derivades de controls sans del mateix rang d’edat. Els
resultats van mostrar que les cel-lules iNKT de pacients amb T1D expandides in vitro, en
les mateixes condicions que les cel-lules iNKT de controls, no només no suprimien la
proliferacié de cel-lules Tef autologues, si no que en preséncia de cel-lules iNKT, les
cel-lules Tef dels pacients, proliferaven de forma normal. Aquesta incapacitat de
suprimir la proliferacié de les cél-lules Tef es representa amb els valors negatius del % de
supressid de la proliferacid cel-lular (Fig. 10a i 10b). Quan es va comparar la capacitat
supressora de les cél-lules iNKT de donants sans (HD) amb les de pacients amb T1D, a
aquells ratios de cel-lules iNKT:Tef on les cél-lules iNKT d’individus sans suprimien la
proliferacié cel-lular fins a un 66%, les cel-lules iNKT de pacients no tenien cap efecte
sobre la proliferacié de les cel-lules Tef autdlogues. Les diferéncies en la capacitat de
supressio eren estadisticament significatives (0,5:1, p=0,0056 i 1:1, p=0,0048 HD vs
T1D) (Fig. 10c).
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Figura 10. Les cél-lules iNKT de pacients amb T1D no suprimeixen la proliferacio de les cél-lules
Tef autologues. (a) Proliferacio cel-lular mesurada per la incorporacié de Thy-H?, usant diferents
ratios iINKT:Tef a mostres de pacients amb T1D al debut la malaltia (n=5). Les dades mostrades
son representatives de deu experiments realitzats. (b) Mitjana del percentatge de supressié de
la proliferacié de tots els experiments realitzats (n=10). (c) Comparacié de la supressid produida
per cél-lules iINKT de donants sans (gris clar) (n=8) i de pacients amb T1D (gris fosc) (n=5) usant
diferents ratios iNKT:Tef. Les diferéncies entre la supressié per cel-lules iNKT de donants sans i
de pacients amb T1D son estadisticament significatives usant ratios iNKT:Tef de 0,5:1 i 1:1
(0,5:1, p=0,0056 i 1:1, p=0,0048 Controls vs T1D).

Es va voler estudiar si aquesta manca de supressid era deguda a una deficiencia
funcional intrinseca de les cel-lules iNKT o bé, a una alteracié de les cel-lules Tef dels
pacients amb T1D al debut. Per aixd, es va analitzar la capacitat de cel-lules iNKT
derivades de controls sans i de pacients amb T1D per a suprimir la proliferacié de
cel-lules Tef al-logéniques derivades de diabétics o controls sans respectivament. Les
dades van mostrar, que les cel-lules iINKT derivades de pacients amb T1D tampoc
suprimien la proliferacid de les cel-lules Tef al-logéniques procedents de controls sans ni
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la de cél-lules Tef al-logéniques derivades de pacients amb T1D. Contrariament, les
cel-lules iNKT de controls sans inhibien la proliferacid de les cel-lules Tef de pacients
amb T1D amb nivells similars a com inhibien les cel-lules Tef de controls. Aquestes dades
indicaven que la manca de supressié observada a pacients amb T1D, no era resultat
d’una alteracié de les cel-lules Tef dels pacients, sind que era degut a un defecte
intrinsec de les cel-lules iNKT dels pacients amb T1D (Fig. 11ai 11b).

a) . b)
iNKT, o INKT 115

1009 . | 0

80-
2 2 507 !
9 60- 2 L
e (O]
=3 5 -100-
> 404 =1

0 -200-

auto al-lo al-lo auto al-lo al-lo
HDTef TlDTef TlDTef HDTef

Figura 11. Les cél-lules iNKT dels pacients amb T1D no suprimeixen la proliferacié de les
ceél-lules Tef al-logéniques derivades d’individus sans i/o de pacients amb T1D. Percentatge de
supressio de la proliferacié de les ceél-lules Tef d’individus controls (n=2) i de pacients amb T1D al
debut de la malaltia (n=2) usant cél-lules iNKT d’individus sans (a) i de pacients amb T1D (b) a un
ratio 1:1 iNKT:Tef. Les dades son representatives de cinc experiments realitzats. La supressio per
cél-lules iNKT és significativament diferent entre iNKT,p:Tefyp vs iNKT.p:Tefrp, p=0,0201 i
iNKTp:Tefrip vs iNKT7qp: Tef,p, p=0,0379.

Cl1.6 La deficiencia funcional de les cel-lules iINKT de

pacients amb T1D és deguda a una baixa secrecio d’I1L-13

A individus sans, s’havia observat que la capacitat supressora de les céel-lules iNKT
depenia, com a minim en bona part, de la seva secrecié d’IL-13. Per tant, es va voler
determinar si la deficiencia en la supressio de cél-lules Tef per part de cél-lules iINKT de
pacients amb T1D al debut podria estar relacionada amb una alteracio en la secrecid
d’IL-13 per aquestes cel-lules. Es va mesurar la capacitat de secrecié d’IL-13 en els
sobrenedants del cultiu de céel-lules iNKT d’individus sans i de pacients amb T1D en les
condicions d’estimulacid usades en els assajos de supressié (estimulacio amb
aCD3/CD28). En aquests experiments es va demostrar que les cél-lules iNKT de pacients
amb T1D secretaven nivells significativament menors d’IL-13 que les cel-lules iNKT
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d’individus sans (Fig. 12). A més, la secrecié d’IL-13 no augmentava en els cocultius de
cel-lules iNKT:Tef tal i com s’havia observat en el cas d’individus sans (Fig. 7b).
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Figura 12. Les cel-lules iNKT de
pacients amb T1D mostren
defectes en la secrecié d’IL-13.
Secrecié d’IL-13 per cél-lules
iNKT analitzada per CBA a
mostres d’individus (n=10). La
secrecio d’IL-13 és
significativament més baixa a
cél-lules iNKT derivades de
pacients amb T1D (T-student;
p=0,0164).

Aguests dades es podien correlacionar amb I'expressié d’'mRNA per IL-13 a mostres de

pancrees huma de controls i pacients amb T1D. En aquesta analisi es va observar una

disminucio de I'expressié d’aquesta citocina a pacients amb T1D al debut pero sobretot
al pacient amb T1D de llarga evolucié (PanH#6046, 8 anys d’evolucid) on I'mRNA d’IL-13

va ser indetectable per PCR convencional (Fig. 13).
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Figura 13. Expressié d’IL-13 a pancrees
huma

diferents etapes del

desenvolupament de la T1D. Analisi de
I’expressié d’IL-13 per PCR convencional a
mostres de pancrees d’un individu control
(n=1), d’un pacient al debut de la malaltia
(n=1) i un diabétic de llarga evolucid (n=1).
La quantificacié es va realitzar per analisi
de

bandes



Per a determinar si la IL-13 podria restaurar la funcié supressora de les cel-lules iNKT
de pacients amb T1D, es van afegir concentracions creixents d’IL-13 humana
recombinant (rh-1L13) als cocultius de cél-lules iNKT:Tef i es van mesurar canvis en el
percentatge de supressio de la proliferacié de cel-lules Tef. Els resultats van indicar que
I’addicioé de la rh-IL13 als cocultius va restaurar la supressié de la proliferacié de les
cél-lules Tef de manera dosi depenent (Fig. 14).

Figura 14. L'addici6 d’IL-13 humana
80 - recombinant restableix els nivells de

supressio de les ceél-lules iNKT de pacients
0 amb T1D. Percentatge de supressid afegint
° - concentracions creixents de rh-13 als
'% cocultius de cel-lules iNKT i Tef a ratios
§. 40 iNKT:Tef de 0,5:1 (triangle) i 1:1 (cercle). La
O\ﬁ * supressio és significativament més alta quan
20 en afegir 1 ng/ml de rh-IL13 als cocultius de
| iNKT:Tef usant un ratio 1:1 (p=0,0286).
0 T

0 O,I1 :i.
rh-1L13 (ng/ml)

Aquestes dades, confirmaven doncs, que la falta de supressido era deguda a una
secreci6 deficient d’IL-13 i apuntaven cap a I’existencia de defectes a la via de secrecid
o senyalitzacid d’IL-13 com a responsables de la perdua de la capacitat reguladora de
les cel-lules iNKT derivades de pacients amb T1D al debut.

Cl. 7 la qualitat de DP’estimul determina la Capacitat

supressora de les cel-lules INKT

Les diferéncies a nivell de secrecid de citocines per les cel-lules iNKT pot dependre de
diferents factors, entre ells, la qualitat de la senyalitzacié via TCR. Per aix0, es va voler
comparar la capacitat supressora de les cél-lules iNKT, quan aquestes provenien de
I’expansio in vitro amb un estimul especific de les cel-lules iNKT i depenent per tant, de
la senyalitzacid via TCR com és I'aGalCer o bé de I'expansié amb un estimul policlonal
no especific i independent de I'estimulacié via TCR, com és la PHA-L.
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Figura 15. Les celllules iNKT

707 —@—aGC expandides in vitro amb PHA-L no
60 —©— PHA-L tenen capacitat supressora.

©  50- Comparacid del percentatge de
ﬁ 40- supressid que s’aconsegueix usant
s cél-lules iNKT expandides in vitro
5 307 J_ amb PHA-L (cercles grisos) i cél-lules
S 201 expandides amb aGalCer, (cercles
10- negres) . Les dades mostren un
exemple dels quatre experiments

O,2|5:1 O,é:l 1;1 2;1 realitzats.
iINKT:Tef

Quan es va analitzar la capacitat de suprimir la proliferacio de les cél-lules Tef es va
veure que les cel-lules iINKT expandides amb PHA-L no suprimien la proliferacié de les
cel-lules Tef, mentre que, tal i com haviem demostrat, les cel-lules iNKT expandides
amb aGalCer, del mateix individu, si que ho feien (Fig. 15).

Aquest resultat indicaria que la qualitat de I'estimul, és a dir, la diferent senyalitzacid
intracel-lular quan I'activacié és via el TCR o via el crosslinking dels receptors de
membrana glicosil-lats, determina la capacitat reguladora de les cel-lules iNKT.

Cl1.8 L’cxpansi() de cel'lules INKT amb aGC o PHA-L

determina diferéncies en el patr(') de secrecio de

citocines

Per determinar si I'expansié in vitro amb PHA-L, que donava lloc a la pérdua de
capacitat supressora de les cel-lules iINKT, provocava un canvi en el patrd de secrecio
de citocines per aquestes cél-lules, respecte del patrd de secrecido amb I'expansié amb
I'antigen aGalCer, es va quantificar la secrecid de citocines proinflamatories (IL-2,
TNFa, INFy, IL-17A i sCD40) i immunomoduladores (IL-4, IL-10 i IL-13) al sobrenedant
del cultiu de cel-lules iINKT expandides amb aGalCer i amb PHA-L. Els resultats
d’aquests experiments (Fig. 16) van indicar que les cél-lules iNKT expandides amb
diferents estimuls mostraven un patré de secrecid de citocines diferent. Aixi, les
cel-lules iNKT expandides amb PHA-L no disminueixen els nivells d’IL-2 al cultiu, dada
corroborant amb el seu defecte a I’hora de suprimir la proliferacié de les cél-lules Tef
(Fig. 14). A més a més, les cel-lules expandides amb PHA-L van mostrar alts nivells de
secrecié de IL-17A, comparat amb els nivells observats a quan les cél-lules iNKT eren
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expandides amb aGalCer. En canvi, I'estimulacié amb aGalCer augmentava els nivells
de secrecié de TNFa i IFNy en els cocultius pero no I'expansié amb PHA-L (Fig. 16).
Respecte la secrecio de citocines reguladores, la citocina més destacada va ser I'lL-13
(Fig. 16) secretada principalment per les cel-lules iNKT expandides amb aGalCer
mentre que les cél.lules iNKT expandides in vitro amb PHA-L secretaven nivells
significativament més baixos d’IL-13 (Fig. 17). Aquestes dades s’afegien a les ja
descrites reafirmant el paper de la secrecié d’IL-13 en la regulacio per cel-lules iNKT.

Per comprovar si els diferents nivells d’IL-13 detectats eren deguts a canvis en els
percentatges de cel-lules secretores d’IL-13 o bé degut a una disminucié en el nivell de
secrecio de la citocina entre ceél-lules expandides amb aGalCer i/o PHA-L, es va
determinar la produccié d’IL-13 cel-lula a cel-lula mitjangant tincié intracel-lular i analisi
per citometria de flux d’aquests dos tipus cel-lulars. La tincid intracel-lular per IL-13 va
demostrar que la diferéncia venia donada per una disminucio en el nivell de produccio
d’IL-13 en aquelles cel-lules que havien estat expandides amb PHA-L, sense que aixo
representés una disminucio en el percentatge de cel-lules productores d’IL-13 (Fig. 18).
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Figura 16. Quantificacié de citocines pro-inflamatories i immureguladores. En tots els casos,
es va analitzar cada una de les citocines al cultius de les feeders, de les cél-lules iNKT, de les Tef
i del cocultius iNKT:Tef. Analisi per CBA als sobrenedants de 48h de cultiu.
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Figura 17. L’estimul utilitzat durant
200 n.s I'expansié in vitro de les cél-lules iNKT,
determina els nivells de secrecié d’IL-13. La
grafica mostra la secrecié d’IL-13 per
150+ cél-lules iNKT expandides amb aGalCer i
E amb PHA-L. El grafic mostra un exemple
E 100- d’analisi de secrecié d’IL-13 per CBA, de tots
™ els experiments realitzats (n=8). Les dades
= analitzades per una T-student determinen
50 T que les diferéncies no sén estadisticament

significatives (p=0,057).

0 [ I
F Tef aGC PHA-L
iNKT

Degut a la relacié que haviem demostrat entre supressié i nivells de secrecié d’IL-13,
ens vam fixar especialment en la secrecio d’aquesta citocina. La quantificacio de I'lL-13
va demostrar que les cel-lules iINKT expandides in vitro amb PHA-L secretaven nivells
significativament més baixos d’IL-13 que les cel-lules expandides amb aGalCer.
Aquestes dades s’afegien a les ja descrites, reafirmant el paper de la secrecié d’IL-13
en la regulacié per cel-lules iNKT durant la seva funcio supressora (Fig. 17).

Degut a la relacié que haviem demostrat entre supressié i nivells de secrecié d’IL-13,
ens vam fixar especialment en la secrecié d’aquesta citocina. La quantificacié de la IL-
13 va demostrar que les cel-lules iINKT expandides in vitro amb PHA-L secretaven
nivells significativament més baixos d’IL-13 que les cél-lules expandides amb aGalCer.
Aquestes dades s’afegien a les ja descrites reafirmant el paper de la secrecié d’IL-13
en la regulacié per celllules iNKT durant la seva funcid supressora (Fig. 17). Per
comprovar si els diferents nivells d’IL-13 detectats eren deguts a canvis en els
percentatges de cel-lules secretores d’IL-13 o bé degut a una disminucio en el nivell de
secrecié de la citocina entre cél-lules expandides amb aGalCer i/o PHA-L, es va
determinar la produccié d’IL-13 cel-lula a cel-lula mitjangant una tincié intracel-lular i
analisi per citometria de flux d’aquests dos tipus cel-lulars. La tincid intracel-lular per
IL-13 va demostrar que la diferéncia venia donada per una disminucié en el nivell de
produccié d’IL-13 en aquelles cel-lules que havien estat expandides amb PHA-L, sense
gue aixo representés una disminucié en el percentatge de cel-lules productores d’IL-13
(Fig.18).
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Figura 18. Produccié d’IL-13 a cél-lules iNKT expandides in vitro amb aGalCer o PHA-L.
Determinacio dels nivells d’IL-13 per tincid intracel-lular i analisi per citometria de flux . Els dot
blots mostren dos exemples de totes les mostres analitzades (n=4).

C1.9 La IL-13 actua directament sobre les cel-lules Tef a

traveés del seu receptor de membrana

Perque la IL-13 pugui tenir un paper a la regulacié de la proliferacié de les cél-lules Tef,
aquestes han d’expressar el receptor de la IL-13. Fins fa poc, diferents estudis
suggerien que les cel-lules T no expressaven el receptor d’IL-13 i per tant, la IL-13 no
podria fer cap efecte directe sobre les cél-lules T, tot i aixi, més recentment alguns
estudis si que han suggerit I'expressio del receptor d’IL-13 a cél-lules T. A més a més,
s’ha demostrat que la senyalitzacid a través del receptor tipus 1 (IL13Ral) indueix
I’expressid del receptor de tipus 2 (IL13Ra2) [126]. Per tant, voliem comprovar si les
cel-lules Tef de controls i pacients expressaven els receptors de la IL-13.

Se’n va analitzar I'expressié per RT-PCR a cel-lules Tef de controls i de pacients amb
T1D. Les dades obtingudes van mostrar que ambdds receptors s’expressaven a les
cél-lules Tef pero amb un patré d'expressido clarament diferent entre pacients i
controls. Les cel-lules Tef de pacients amb T1D van mostrar una major expressio de IL-
13Ral en comparacié amb les cél-lules Tef dels controls. Contrariament, les cél-lules
Tef del pacients amb T1D expressaven nivells significativament menors d'lIL-13Ra2
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(p=0.0476) que les cél-lules Tef dels controls (Fig. 19a). Aquestes diferéncies no es van
observar entre cel-lules iINKT de pacients i controls (Fig. 19b).
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Figura: 19. Expressié relativa de receptor d’IL-13. Les grafiques mostren |'expressié de
IL13Ral i IL13Ra2 a cél-lules Tef (a) i iNKT (b) d’individus sans (n=4) i de pacients amb T1D
(n=6) analitzada per RT-PCR. El producte de la PCR es va correr en un gel al 2% d’agarosa i és va
quantificar I'expressidé de IL13Ral i IL13Ra2 a individus controls (HD) (gris clar) i pacients amb
T1D (gris fosc) per densitometria de les bandes obtingudes. Diferéncies en I'expressio de
IL13Ra2 a cellules Tef entre controls i pacients van ser estadisticament significatives
(p=0,0476). No es van trobar diferéncies entre els dos receptors a les cel-lules iNKT.

Aquests resultats demostraven que la IL-13 secretada per les cél-lules iNKT realment
podia exercir la seva funcid unint-se directament al IL13R a la membrana de les
cel-lules Tef. A més, les diferencies observades en el patré d’expressié dels dos tipus de
receptor era un nou argument a favor que alteracions a la via de secrecié de I'IL-13

eren responsables de la deficiencia reguladora de les cél-lules iNKT de pacients amb
T1D a debut.
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C1. 10 Diferents anélcgs de ’aGalCer tenen capacitat

per activar a les cel-lules INKT

Considerant la possible aplicacid6 immunoterapéutica del paper regulador de les
cél-lules iNKT mitjangant la secrecié d’IL-13, es va pensar en la possibilitat d’augmentar
la secrecié d’aquesta citocina per cel-lules iNKT i aixi potenciar la seva funcié
reguladora. L'aGalCer és un glicoesfingolipid presentat per CD1d que és un potent
activador de les cél-lules iNKT. La identificacié de diferents analegs del I'aGalCer amb
I’habilitat d’induir una resposta predominant de tipus Th1i/o Th2 i s’esta investigant la
possibilitat de poder utilitzar-los com a moduladors de la resposta immunitaria .
L’activacié de les cel-lules iNKT no només depén de quin antigen és reconegut, sind
gue la seva estructura determinara de quina manera és reconegut pel TCR i per tant
I’afinitat de la interaccid entre TCR-antigen-CD1d i la cinéetica de presentacio per les
molecules de CD1d. Diferents estudis, han suggerit que una interaccié de baixa afinitat
entre TCR-Ag lipidic-CD1d indueix una secrecid de citocines de tipus Thl,
contrariament, una interacci6 d’alta afinitat, indueix una secrecié6 de citocines
reguladores [9, 132] . En el cas de I'antigen sintétic de I'aGalCer, anomenat KNR7000,
es considera un antigen d’afinitat intermitja perque provoca la secrecié tant de
citocines de tipus Thl com Th2.

Per tant, per continuar amb els estudis del paper regulador de I'lL-13, es va pensar en
la possibilitat d’usar diferents analegs lipidics (n=8) d’estructura similar a I'aGalCer,
reconeguts i presentats per molecules de CD1d, amb la finalitat de trobar
glicoesfingolipids que poguessin potenciar la secrecié d’IL-13 per part de les cel-lules
iNKT. Estudis realitzats per Rossjhon et al. van demostrar que hi havia 8 analegs que
activaven cel-lules iNKT de ratolins pero amb diferent poténcia. Aixi es van classificar
en en analegs debils, de poténcia intermitja i de poténcia forta. Per tant, es van
estimular cel-lules INKT humanes amb els diferents analegs de l'aGalCer i es va
analitzar si activaven cél.lules iNKT humanes mesurant la secrecié de TNFa per Elisa.

Els resultats obtinguts van mostrar que els diferents analegs de I'aGalCer també
podien activar cel-lules INKT humanes, ja que en tots els casos es va detectar secrecid
de TNFa d’'una manera dosi depenent (Fig. 20). Només 1 dels 8 analegs analitzats
(analeg 1), va induir uns nivells de secrecido de TNFa similars als induits per I'aGalCer,
la resta d’analegs induia una secrecié de TNFa menor. Com a control negatiude
I’experiment, es va analitzar la secrecié de TNFa als sobrenedants de cel-lules Tef, i per
tant no restringides per CD1d, activades amb els analegs. Com era d’esperar, les
cél-lules Tef no van respondre a I'estimulacio amb els diferents analegs de I’ aGalCer i
per tant, es van detectar nivells de TNFa similars als de les cel-lules Tef sense estimul
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(Fig. 20). Per tant, amb aquests resultats, podem dir, que la resposta als analegs era
especifica de cel-lules iNKT.

Quan es va comparar la secrecié de TNFa amb la produida per cel-lules iNKT de
pacients amb T1D, en resposta a 'estimulacio amb els diferents analegs, es va veure
gue les cél-lules iNKT dels pacients amb T1D responien als diferents analegs de
I'aGalCer tot i que més deébilment que les cel-lules iINKT de donants sans (HD). La
resposta a l'estimulaci6 amb antiCD3/CD28, usada com a control positiu de
I’experiment va ser similar en tots els casos (Fig. 20).

Quan es va comparar la secrecié de TNFa per cél-lules iNKT d’individus sans amb la de
pacients amb T1D, en resposta a I'estimulacié amb els diferents analegs, es va veure
que les cél-lules iNKT dels pacients amb T1D responien als diferents analegs de
I'aGalCer tot i que més debilment que les cel-lules iINKT de donants sans (HD). La
resposta a l'estimulaci6 amb antiCD3/CD28, usada com a control positiu de
I’experiment, en canvi, va ser similar en tots els casos (Fig. 21).

A més de la secrecid de TNFa, que ens déna una idea de I'activacié de les cél-lules
iNKT. També es va mesurar la secrecid d’IFNy com a prototip de citocina pro-
inflamatoria.

Els resultats van mostrar que en general, la secrecié d’IFNy era baixa, tant la secretada
per cél-lules iNKT d’individus sans com la de pacients amb T1D. Només es va observar,
gue alguns dels analegs (analegs de I'1-4) eren lleugerament més potents que
I’estimulacié amb I'aGalCer.
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Figura 20. Activaciéo de les cel-lules iNKT de controls sans amb analegs de I’aGalCer.
(a) Secrecié de TNFa produida per I'activacié de cél-lules iNKT. Comparacié de la secrecio de
TNFa de cel-lules iNKT en resposta a I'aGalCer (ratlla continua) i amb cada un dels analegs
(ratlla discontinua). El grafic mostra la mitjana de tots els experiments realitzats (n=3). (b)
Secrecié de TNFa per cél-lules Tef, usades com a control negatiu de I'experiment.
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Figura 21. Comparacioé de la secrecié de TNFa en resposta als diferents analegs per cél-lules
iNKT de controls sans i de pacients amb T1D al debut. Les grafiques mostren la concentracio
de TNFa (pg/ml) al sobrenedant de cultius de cél-lules iNKT de donants sans (ratlla gris clar) i
de pacients amb T1D al debut (ratlla gris fosc) despres de I'estimulaci6 amb cada un dels
analegs d’aGalCer. Control positiu (grafica 1), estimulacié amb aCD3/28 de les cél-lules iNKT de
controls (cercle gris clar) i de pacients amb T1D (cercle gris fosc). La grafica mostra les dades de
tots els experiments realitzats per triplicat per a cada una de les mostres; HD (n=3) i T1D (n=3).
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Figura 22. Comparacid de la secrecié d’IFNy per cél-lules iNKT de controls i pacients amb T1D

al debut en resposta als diferents analegs. Les grafiques mostren la concentracié de IFNy

(pg/ml) al sobrenedant de cultius de cél-lules iNKT de donants sans (ratlles gris clar) i de
pacients amb T1D al debut (ratlles gris fosc) després de I'estimulacié amb d’aGalCer (ratlles
continues) i/o amb cada un dels analegs (ratlles discontinues). Control positiu, estimulacié amb
aCD3/28 de les cél-lules iNKT de controls (cercle gris clar) i pacients amb T1D (cercle gris fosc)
(grafica 1). Les grafiques mostren les dades de tots els experiments realitzats per triplicat per a
cada una de les mostres; HD (n=3) i T1D (n=3).



C1. 11 Les cel-lules iINKT secreten I1L-13 en resposta als

anélcgs de PaGalCer

Es volia veure si I'activacié de les cél-lules iINKT amb aquests analegs podia afavorir la
secrecié d’IL-13. Aixi es va analitzar la secrecid d’IL-13 en els sobrenedants de
I'estimulacid de cel-lules iINKT de controls sans amb cada un d’aquests compostos.
Aquesta analisi va mostrar que les cél-lules iNKT de controls sans secretaven IL-13 en
resposta a I'estimulacié amb els analegs (Fig. 23). Dels 8 analegs testats, 4 (analeg 1, 4
, 51i8) on s’induia uns nivells de secrecio d’IL-13 superiors als secretats per |'activacio
amb aGalCer en algunes de les concentracions utilitzades. La resta (analeg 2, 3, 6i 7),
estaven lleugerament per sota.

Figura 23. Les cél-lules iNKT
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La demostracié que les cél-lules iNKT de pacients amb T1D al debut tenien una
deficient capacitat supressora de les cél-lules Tef i que aix0 correlacionava amb nivells
baixos de secrecid d’IL-13, es va voler analitzar si alguns d’aquests analegs d’aGalCer,
afavoria la secrecid de nivells més alts d’IL-13 per cel-lules iNKT dels pacients amb T1D.
Els resultats van mostrar que, si comparem la secrecié d’IL-13 produida per I'activacié
de I'aGalCer amb la produida en resposta a I'estimulacid de cada un dels analegs a
controls sans (HD) i a pacients amb T1D, podem observar que a controls sans la
majoria dels analegs no van potenciar més la secrecid d’IL-13, a excepcié de |'analeg
numero 8. Els resultats van mostrar que contrariament al que passava amb les cel-lules
iNKT de controls sans, a pacients amb T1D, 4 dels 8 analegs analitzats (analegs de I'1-4)
van augmentar els nivells de secrecié d’IL-13 en comparaci6 amb la secrecié en

resposta a l'activacio per I'aGalCer (Fig. 24).
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Figura 24. Alguns analegs d’aGalCer afavoreixen la secrecié d’IL-13 per cél-lules iNKT de
pacients amb T1D. La grafica mostra la secrecid d’IL-13 per cel-lules iNKT d’individus sans
(ratlla grisa clara) i pacients amb T1D (ratlla grisa fosca) estimulades amb aGalCer o amb els
diferents analegs (HD, ratlla discontinua gris clar; T1D, ratlla discontinua gris fosca).
Quantificacié per CBA i analisi per citometria de flux. Les dades mostren la mitjana de les
mostres analitzades tant per controls com per pacients amb T1D (n=3).

Aquestes dades indicaven que compostos d’estructura similar a I'aGalCer no només
activaven les cel-lules iNKT, tant d’individus sans com de pacients amb T1D, sind que
alguns dels compostos afavorien la secrecidé d’IL-13 per cel-lules iNKT de pacients amb
T1D. Aquest és un resultat molt interessant perque hauria de permetre I'Gs d’aquests
analegs de I'aGalCer com a terapia per augmentar I'efecte supressor de les cél-lules
iNKT a pacients amb T1D i intentar aixi regular la resposta autoimmunitaria contra les

cél-lules b pancreatiques.
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La funcid efectora de les cel-lules iNKT ha estat ampliament estudiada a la resposta
contra patogens. Hi ha poques dades sobre la possible funcié reguladora de les
cél-lules iNKT i les que hi ha sén majoritariament en models de ratoli. Estudis en
ratolins, havien descrit que I'alteraci6 de la freqliéncia i/o de la funcionalitat
d’aquestes cel-lules era responsable del desenvolupament de malalties
autoimmunitaries. Els estudis realitzats especificament en ratolins NOD, havien
demostrat que tant defectes funcionals com una reduccio en la freqiiencia de cel-lules
iNKT podien contribuir al desenvolupament de la diabetis tipus 1 [28, 149]. Aixi,
diversos estudis demostraven que restablint el nimero de cel-lules iNKT es reduia la
incidéncia de la T1D i fins i tot, s’alentia la seva progressié [30,81]. Aquestes
alteracions de la freqliencia han estat menys consistents en els treballs amb cel-lules
iNKT humanes on alguns estudis havien documentat una disminucid, d’altres un
increment o fins i tot, uns altres una freqiéncia normal de cél-lules iNKT-CD4* a
pacients amb T1D. Per tant, encara actualment, no hi ha un veritable consens sobre els
seus efectes en la susceptibilitat a la malaltia [150] .

Aquest treball tenia doncs com objectiu, estudiar si les cél-lules iINKT humanes podien
suprimir la resposta T autoreactiva en el context de la diabetis tipus 1, especificament
al debut clinic de la malaltia. Aquest és I'estadi més primerenc en el qual es poden fer
aquests estudis en humans i per tant, possiblement el més proper al punt de
trencament de I'homeostasi del teixit. La intervencié de les cel-lules reguladores en
aquest punt pot ser determinant per evitar el desenvolupament de la T1D.

Les cel-lules iNKT activades per glicolipids, produeixen grans quantitats de citocines
tant de tipus Th1l como de tipus Th2 i tenen la funcid d’interaccionar amb d’altres tipus
cel-lulars, per tant, poden regular la resposta en condicions de malaltia. La
demostracié que cél-lules iINKT conferien proteccié al desenvolupament de la diabetis
a ratolins NOD va afavorir la realitzacié d’estudis per esbrinar el/s mecanisme/s
mitjancant els quals, les cél-lules iNKT suprimien I'autoreactivitat, perd encara no hi ha
consens en el mecanisme responsable.

Aquest estudi ha demostrat primer que les cel-lules iINKT de sang periférica d’individus
sans, tant ex vivo com després de I'expansid in vitro amb aGalCer, tenen capacitat per
a suprimir la proliferacié de cel-lules Tef CD4* autologues, independentment de la seva
especificitat antigenica. Les cel-lules iNKT expandides in vitro amb aGalCer suprimien
de manera depenent de dosi del nimero de cél-lules i tenien una major capacitat de
supressio que les cél-lules iNKT ex vivo. Aquesta diferéncia era possiblement deguda al
major grau de puresa de la poblacié cel-lular comparat amb el de les cel-lules iNKT ex

vivo.
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A més, les cel-lules iNKT expandides in vitro també eren més homogenies quan a 'estat
de repos al moment de comencar I'assaig de supressié i per tant, van generar una
resposta més robusta. D’altra banda, I'expansid in vitro de les cél-lules iNKT era
necessaria perque la seva freqiiencia a sang periferica a humans és relativament baixa,
entre el 0,1-0,3% de les cel-lules T totals.

Els estudis van mostrar que les céel-lules iNKT suprimien més eficientment cél-lules T
naive en repos que cel-lules T memoria i/o cel-lules Tef expandides in vitro. Aquestes
dades concordaven amb estudis publicats préviament on es proposava que les cél-lules
iNKT de ratoli suprimien preferentment I'activacié de cel-lules T naive, suggerint que
aquestes actuaven impedint la diferenciacié de cel-lules T CD4* a cel-lules Tef. Fins i
tot, les cel-lules iNKT, inhibien la diferenciacié i proliferacié del clon BDC2.5 de cel-lules
T diabetogéniques [148, 149]. Contrariament a les dades observades a controls,
aquestes dades contrasten amb els resultats obtinguts a pacients amb T1D, on es
mostra que les seves cel-lules iINKT no tenien capacitat supressora de la proliferacié de
cél-lules Tef autologues. Diferents estudis han mostrat defectes funcionals i una
freqiéncia reduida de cel-lules iNKT en ratolins NOD que contribueix a la susceptibilitat
del desenvolupament de la T1D [28,149]. Aquests estudis demostraven que restaurant
la quantitat de cel-lules iNKT per transferéncia adoptiva de cél-lules Val4lals,
transgenesi o el tractament amb aGalCer, es reduia la incidéncia de la T1D o alentia la
seva progressio [30,66,81,152]. A pacients amb T1D molts estudis han assenyalat la
baixa freqliencia de cel-lules iINKT-CD4* tot i que no s’ha vist un consens en els seus
efectes sobre la susceptibilitat a la T1D [153] Tot i aixi, els nostres estudis van mostrar
que les cel-lules iNKT de pacients amb T1D tenien un defecte funcional, ja que elles no
podien regular les cel-lules Tef ja fossin cél-lules Tef autologues o al-logéniques
derivades de donants sans o pacients amb T1D. Al revés, les cel-lules iNKT de controls
sans podien suprimir tant les cél-lules Tef autdlogues com les al-logéniques tant de
d’individus sans com de pacients amb T1D, sent més eficient la supressié de cel-lules
Tef autologues. Per tant, la regulacié alterada de les cél-lules Tef detectada en el
nostre estudi no es deu a la seva resisténcia a ser suprimida com s'ha proposat per a la
regulacié mediada per cel-lules Treg [154], sind a defectes intrinsecs en les cél-lules
iNKT de pacients T1D.

El fet que la supressid de les cél-lules Tef per cel-lules iINKT a humans no requeris el
contacte cél-lula-cél-lula, contrastava amb el mecanisme de supressid descrit per
cél-lules Treg, on diversos estudis havien mostrat la necessitat del contacte cel-lular
[155, 156]. En aquest estudi, s’"ha demostrat que el mecanisme principal de supressid
per cél-lules iINKT, depén de la secrecidé de factors solubles, en concret d’IL-13. Les
cél-lules iNKT son una font important d’IL-13, pero contrariament al que s’ha observat
a individus sans, a les cel-lules iNKT de pacients amb T1D s’ha demostrat una clara
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reduccio de la secrecié d’IL-13, la qual cosa podria explicar la seva discapacitat
funcional. Estudis previs, havien descrit una menor concentracié d’IL-13 al serum de
nens al debut de la T1D i a familiars amb alt risc de contraure la malaltia [157,159].
L'origen de la deficiencia no s'ha trobat, pero els resultats presentats aqui, permeten
pensar que la produccié deficient d’IL-13 per part de les cel-lules iNKT pot ser
determinant en la reduccié dels nivells serics d'IL-13 al debut de la T1D. La baixa
secrecié d’IL-13 podria ser deguda a factors geneétics propis de la T1D, a factors
intrinsecs de les cel-lules iINKT o bé factors relacionats amb I’entorn al pancrees. S’ha
descrit I'existencia de polimorfismes o fins i tot de combinacions de genotips del
receptor de la IL-4, de la IL-4 i de la IL-13 que confereixen susceptibilitat al
desenvolupament de la T1D en poblacions especifiques de pacients, degut
possiblement a un efecte en el balan¢ de la resposta Th1/Th2 influenciant molts
aspectes a nivell de regulacio, de la homeostasi i de I'activacio de cél-lules Th1i Th2, i
fins i tot de cél-lules T reguladores [159,160] pero, tot i aixi, el nombre de mostres
estudiades és baix com per arribar a una conclusid.

D’altra banda, previs estudis van mostrar que ratolins deficients d’IL-13 inhibien el
desenvolupament de certs llinatges de cel-lules T amb una conseqiient reduccié en la
secrecid de citocines de tipus Th2 [161] i una disminucid en la resposta humoral [162].
Aguests resultats van ser consistents amb previs resultats on s’havia vist que usant
anticossos policlonals anti-IL13, usats per a bloquejar la funcié de la IL-13, resultava en
una significant reduccié de la secrecié d’'IL-4 secretada per cél-lules T [162]. Estudis
més recents usant ratolins KO per IL-13 en models animals experimentals de
miocarditis autoimmune, van suggerir que |'abséncia d’IL-13 resultava en una severa i
greu miocarditis autoimmune, associada a un increment en la infiltracié de limfocits i
d’altres tipus de cel-lules del sistema immunitari al cor. A més a més, I'abséencia d’IL-13
en aquest model experimental va estar associada a una reduccié en I'expansié e

induccio de cel-lules Treg [163].

La secrecié de citocines per cel-lules INKT depén de les condicions d’activacié, és a dir,
el tipus i durada de I'estimul, aixi com el tipus i I'estructura de I'antigen reconegut
[164]. Diversos estudis demostren, que modificacions en la llargada de la cadena
d’acids grassos de I'a-GalCer és un factor determinant molt important a I'hora de
determinar el tipus de resposta [165]. Reduir la llargada de les cadenes d’acids grassos
de l'aGalCer augmenta la taxa de dissociacié del lipids units a CD1d aixi com
I’estabilitat d’unid. Les modificacions en la llargada dels acids grassos poden modular
I’afinitat pel TCR, la formacié de sinapsis estables i/o inestables i I'activacio dels
limfocits [132]. Aquestes modificacions no sén les Uniques que poden afectar a la
resposta de les cel-lules T, ja que diferents estudis han suggerit que la saturacié o
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insaturacié de les cadenes d’acids grassos també poden promoure canvis a nivell de
resposta de cel-lules T, aixi com canvis en la secrecié de citocines [166, 167].

El fe que les cél-lules iNKT neonatals expressin un fenotip de memoria activat (CD62L
CD45R0 CD25) [168] i que les cel-lules iINKT d’adults continguin transcripts preformats
d’IFNy i IL-4 [169], ha suggerit que les cel-lules iINKT sén preactivades per lligands
endogens, que haurien de transmetre un senyal relativament feble via el TCR [93]. S’ha
proposat que una estimulacid feble via el TCR, afavoreix la secrecié de citocines de
tipus Th2, és a dir, IL-5i IL-13 [1]. Per tant, les diferencies en els nivells de secrecié d’IL-
13 per cel-lules iNKT d’individus sans i de pacients amb T1D es podria explicar per
canvis en la qualitat de la senyalitzacié via TCR o la integracid de senyals des de
diferents receptors de membrana. En aquest context, s’ha demostrat que quan les
cél-lules iNKT s’expandien in vitro amb el mitogen fitohemaglutinina (PHA-L), un
estimul policlonal i inespecific, les cel-lules iINKT d’individus sans perdien la capacitat
de supressid. Aquesta perdua de la funcié reguladora, a més, correlacionava
directament amb una disminucid de la secrecid d’IL-13, suggerint que una alteracié en
la senyalitzacid via TCR a cél-lules iNKT de pacients amb T1D podia estar al darrera de
la perdua de la funcié reguladora d’aquestes cél-lules. L'estimulacié amb PHA redueix
I'expressié del mMRNA que codifica per la IL-4 que fa baixar el ratio de mRNA IFNy/IL-4
comparat amb la estimulaciéo amb I'aGalCer [170]. Per tant, la PHA-L indueix un canvi
en el patré de secrecié de citocines afavorint la produccié de citocines de tipus Thi.
Aguestes dades podrien explicar perquée les cél-lules iNKT expandides in vitro amb
PHA-L perden la seva capacitat supressora. La perdua de la funcié supressora amb
I’'expansio amb PHA-L també es podria deure a diferéncies entre la senyalitzacié via el
TCR i la PHA-L [171]. Aquest mitogen s’uneix especificament a B-1,6-N-
acetylglucosamina (GIcNAc) ramificats en tri-tetra N-glycans i s’ha demostrat que si es
produeixen canvis en aquests lligands s’altera la senyalitzacié intercel-lular. Es podria
hipotetitzar, que un canvi en la glicosil-lacié de les proteines de membrana plasmatica
de les cel-lules iNKT de pacients amb T1D podria alterar la resposta en aquests
pacients. A favor d’aquesta possibilitat, hi ha els estudis en ratolins que han demostrat
que la variabilitat en I'expressid d’N-glicans ramificats en GlcNac especificament a
cel-lules T, regula la seva funcidé i la susceptibilitat a malalties autoimmunitaries
desmielinitzants [172,173]. Per aclarir aquest efecte s’ha plantejat I'analisi de
microarrays per comparar I'expressid geénica a cél-lules iNKT expandides in vitro amb
aGalCer o amb PHA-L. Aquest estudi, junt amb experiments de fosfoprotedmica que
analitzin la via de senyalitzacié d’IL-13 haurien de permetre la disseccié del mecanisme
darrera l'efecte de la IL-13 en la regulacid cel-lular.
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Finalment, les caracteristiques de la cel-lula presentadora d’antigen son també
determinants pel tipus de resposta obtinguda. Cada tipus de cel-lula presentadora
d’antigen pot presentar diferents antigens endogens a les cél-lules T els quals poden
ser modificats de forma diferent per la resposta inflamatoria produida durant la T1D.
Aixi, depenent la cel-lula presentadora d’antigen considerada y les modificacions de
I’estructura dels lipids endogens, es podria impedir I'expansié de subgrups determinats
de cél-lules iNKT reguladores in vivo a la T1D i aixi, es potenciaria la destruccidé de les
cél-lules B pancreatiques.

A part de factors intrinsecs de les cél-lules iNKT, cal tenir en compte també que
I'entorn de citocines al teixit en un moment determinat pot modular la funcionalitat
d’aquestes cel-lules. Corrobora aquest punt, els resultats dels assajos de supressié amb
cél-lules iNKT de pacients amb T1D que havien estat préviament estimulades en
preséncia d’lIL-13. Aquestes cel-lules, sorprenentment, recuperaven la capacitat
reguladora assolint uns nivells de supressié de les cel-lules Tef semblants als de les
cél-lules iINKT de controls sans. El resultat suggeriria que la deficiencia funcional de les
cél-lules iNKT de pacients amb T1D podia ser el resultat de factors extrinsecs a la
mateixa cel-lula, entre ells, I'entorn de citocines que determinés la disminucié en la
produccié d’IL-13.

En aquest context és important tenir en compte que I’enterovirus Coxsackievirus-B4 ha
estat considerat un agent etiologic de la T1D ja que s’ha demostrat que provoca
alteracions funcionals i danys a les cel-lules B pancreatiques [174]. S’ha demostrat
també que la infeccid d’illots pancreatics humans amb Coxsackie B4 causa una
disminucio de la secrecié d’'IL-13 [175]. A més, I'IFNa que és secretat per les cel-lules B
en resposta a la infeccid, accelera el desenvolupament de la diabetis [176] i
incrementa la sintesi d’IL-4 alhora que redueix la produccié d’IL-13 [177]. Totes
aquestes dades, suggereixen que les alteracions provocades per |'enterovirus podrien
portar a una supressio deficient de les cél-lules Tef per part de les cél-lules iINKT i a la
conseqlient perdua de cél-lules B pancreatiques. A més, la IL-13 té efectes protectors
sobre les cel-lules B pancreatiques, ja que s’ha demostrat que manté la seva viabilitat
despres del tractament d’aquestes amb diversos agents citotoxics [178]. No sorprén
doncs, que l'administracié d’IL-13 recombinant a ratolins NOD impedeixi el
desenvolupament de la diabetis conferint proteccio a llarg termini quan s’administren
varies dosis [179]. Per tant, la IL-13 sembla ser una citocina de vital importancia en la
patogenesi de la diabetis i una reduccié en la secrecid al debut de la T1D podrien
contribuir a la desregulacié final de I'atac autoimmunitari facilitant la destruccié de les
cél-lules B.
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Perque la IL-13 secretada per les cél-lules iNKT tingui un efecte sobre la proliferacié de
les cel-lules Tef, aquestes haurien d’expressar el receptor d’aquesta citocina. Estudis
previs, havien indicat que les cél-lules T humanes no expressaven el receptor de la
IL-13, el que suggeria que I'efecte d’aquesta sobre les cel-lules Tef tenia lloc a través de
les APCs que expressaven el receptor d’IL-13 [180]. Els resultats presentats aqui, en
canvi, demostren I'expressié de mRNA dels dos tipus de receptors, IL13Ral, considerat
el receptor de baixa afinitat i IL13Ra2, el d’alta afinitat, a cél-lules Tef d’individus sans i
cél-lules de pacients amb T1D. L’expressié d’aquests dos receptors a les cél-lules Tef,
indica que la secrecié d’IL-13 per les cel-lules iNKT podria exercir el seu efecte
supressor directament sobre les cél-lules Tef. Per tant, tant aquests resultats com els
d’altres estudis, donen suport al paper de la transduccid de senyals via aquests
receptors a les cel-lules Tef que induirien canvis en el patré d’expressid genica i en les
seves funcions efectores [181,182,183].Tot i aixi, les nostres dades mostren que
I’expressid dels receptors de la IL-13 és diferent a cél-lules Tef de diabétics i controls
sans. L'augment de l'expressid del IL13Ral a cel-lules Tef de pacients amb T1D
coincidiria amb I'increment en I'expressio descrita a pancrees de pacients en un estudi
amb microarrays [143]. Estaria d’acord també amb I'estudi on es demostrava que
I'expressio del receptor IL-13al, era més frequlient a cel-lules T en els ganglis limfatics
pancreatics de ratolins NOD prediabétics joves que no en ratolins diabétics adults
[181]. A més a més, encara que no es pot excloure del tot, no sembla possible que Ia
menor expressio del IL13Ra2 descrita, sigui deguda a polimorfismes en aquest gen i
gue aixo augmenti la susceptibilitat a patir diabetis tot i que si s’ha demostrat el seu
paper en la susceptibilitat a I'esclerosi sistémica.

La senyalitzacié via el receptor de tipus 1 de la IL-13 (IL13Ral) fosforila STAT6 i aix0
indueix la transcripcié del receptor de tipus 2 (IL13Ra2) [185,186]. Les dades aqui
presentades, donen suport al paper de la senyalitzacid via IL-13 en alteracions de les
cél-lules Tef a la T1D [181,183]. De fet, les cél-lules Tef de pacients amb T1D expressen
alts nivells de IL13Ral i baixos nivells de IL13Ra2 comparats amb els controls i aquest
fet podria modular la senyalitzacié de la IL-13 in vivo [187, 126]. Encara que IL13Ra2 ha
estat considerat com a un receptor “decoy”, la senyalitzacié via IL13Ra2 ha estat
implicada en I'activacié del promotor del factor de creixement TGFB1, fet que li ha
donat una certa importancia com a receptor de senyalitzacié [126]. A més a més, el
receptor IL13Ra2 pot actuar com a un regulador negatiu dels efectes de la IL-13. El
receptor IL13Ra2 expressat després de l|'exposicid a IL-13, surt rapidament a la
membrana cel-lular des d’ubicacions intracel-lulars per capturar i internalitzar la IL-13
extracel-lular [187]. El receptor IL13Ra2, és un receptor d’alta afinitat, per tant, pot
reduir la quantitat d’IL-13 disponible que es podria unir a IL13Ral, en un bucle de
retroalimentacié negativa. Aixi, un patrd de control amb alta expressido de IL-13Ra2
promouria la regulacid, mentre que el fet de que predomini la senyalitzacid via
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IL-13Ral, com sembla que passa en pacients amb T1D, evita en certa manera, |'accié
reguladora de la IL-13Ra2. Tot i aixi, diferents estudis realitzats en ratolins knock-out
per el IL-13Ral no van mostrar una disminucié de la secrecid de citocines de tipus Th2.
Aix0 era possiblement degut al fet de que la unié de les subunitats entre el receptor
IL13Ral i IL-4Ra uneixen tant IL-4 com IL-13, per tant, I'abséencia de IL-13Ral fa que la
IL-4 s’uneixi més fortament al receptor especific per IL-4, el qual no necessita de la
unié a IL-13Ral [188]. Curiosament, d’altres estudis on s’estudia I'efecte de IL13Ra2
usant ratolins KO per IL13Ra2 van mostrar que nivells de citocines immunoreguladores
com IL-10, IL-4 i TGF-B eren similars als observats a ratolins wild type [189]. D’altres
estudis encara més recents, van suggerir que la cua citoplasmatica del receptor
IL13Ra2 jugava un paper important modulant la senyalitzacié via IL-4 a través de la
interaccié amb la cua citoplasmatica del IL4Ra. Diferents experiments van mostrar que
la sobreexpressié de L13Ra2 atenuava la fosforilacié d’STAT6 . L'absencia de dominis
citoplasmatics de IL13Ra2 va atenuar la senyalitzacid via IL-13 perd no va afectar a la
senyalitzacid via IL-4 aixi com tampoc a la fosforilacié d’STAT6, suggerint que la
interaccié fisica entre les cues citoplasmatiques de IL13Ra2 i IL4Ra regula la
senyalitzacio de IL-4 a través del complex del receptor format per IL13Ral-ILR4a [127].

Els mecanismes proposats per a la regulacid per les cél-lules iNKT sobre les cél-lules Tef
en models de ratolins NOD, va implicar I'accié de diferents tipus cel-lulars, perd no un
efecte directe de la IL-13 derivada de les cel-lules iNKT sobre les cél-lules Tef [190,
191]. Agquestes diferéncies, podrien ser explicades pels diferents estadis de
diferenciacié de cél-lules Tef i cel-lules iINKT entre ratolins NOD i humans. Tot i aixi, els
ratolins NOD mostren una alta produccié basal d'IL-13, de manera que el mecanisme
proposats per a la regulacié produida per cel-lules iINKT humanes podria no ser
detectada en aquest model [192].

Tot i que I'Us d’aGalCer per al tractament o prevencié de la T1ID humana encara no ha
estat provat de manera concloent, I'efecte de la IL-13 en la regulacid per cel-lules iINKT
fa interessant la recerca d'analegs d’aGalCer que potenciin la secrecié d'IL-13 a
cél-lules de pacients amb T1D amb finalitats terapeutiques. Les cel-lules iNKT
produeixen de forma explosiva una série de citocines pro i antiinflamatories quan sén
estimulades amb aGalCer o anti-CD3, pero l'estimulacid amb lligands alternatius
analegs de I'aGalCer que interaccionen amb alta afinitat amb el TCR de les cel-lules
iNKT pot conduir a la secrecid selectiva de citocines de tipus Thl mentre que una
interaccio de baix afinitat indueix la secrecié de citocines de tipus Th2 [1, 93, 132].
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En aquest context i amb la finalitat de trobar analegs de I'aGalCer que potenciessin la
secrecié d’'IL-13 per les cel-lules iNKT, es va analitzar la resposta de diverses iNKT a
I'activacié per diferents analegs lipidics d’estructura similar a I'aGalCer, reconeguts i
presentats per molecules de CD1d. Estudis previs havien demostrat que aquests 8
analegs estudiats activaven cel-lules iINKT de ratolins perdo amb diferent poténcia
(Rossjhon et al. dades no publicades) basant-se en el grau d’activacié que produien,
classificant-los com a débils, de poténcia intermitja i poténcia forta.

Els resultats van mostrar que els diferents analegs de I'aGalCer no només van tenir la
capacitat d’activar les cel-lules iNKT de pacients amb T1D siné que va haver-hi 4 dels 8
analegs analitzats on es va veure un augment de la secrecid d’IL-13 en comparaciéo amb
la produida en resposta a l'activacio per l'aGalCer. Aquestes dades sén molt
interessants ja que suggereixen I'Us de diferents analegs com a terapia per poder
augmentar la secrecid d’IL-13 per les cél-lules iNKT de pacients amb T1D i per tant, la
seva capacitat supressora. Estudis futurs haurien de permetre definir la via de
senyalitzacido de la IL-13 com a diana terapéutica d’'immunointervencid en estadis
primerencs als pacients amb T1D.

Per tant, per primera vegada; (a) es demostra la capacitat supressora de les cel-lules
iNKT humanes, proporcionant informacié sobre |'efecte de regulacié directa de les
cel-lules iNKT activades amb aGalCer sobre les cél-lules Tef CD4*; (b) es demostra que
la via de la IL-13, és un component essencial en el mecanisme de regulacié per les
cél-lules iNKT; (c) es demostra que el defecte en el nivell de regulacié per les cél-lules
iNKT a pacients amb T1D al debut de la malaltia, esta relacionat amb deficiéncies en la
via d’'IL-13 i (d) cél-lules iNKT d’individus sans i de pacients amb T1D responen a la
estimulacio d’analegs de I'aGalCer, aportant nous métodes d’'immunoterapia basada
en 'activacié de cél-lules iINKT amb analegs de I'aGalCer.
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Background

Estudis realitzats a humans, han relacionat la baixa freqiéncia de cel-lules Treg i la seva
reduida capacitat supressora, amb el desenvolupament de la T1D [1]. S’han descrit
diversos experiments intentant buscant immunoterapies usant cel-lules Treg, pero tot i
aixi, s’han trobat amb una série de problemes, ja que les cel-lules Treg sén cél-lules
restringides per moléecules de MHC I, les quals son molt polimorfiques i aixo comporta
greus problemes d’histocompatibilitat entre diferents individus. En aquest context, tal i
com s’ha mostrat al capitol 1, les cél-lules iNKT sdn cel-lules restringides per molécules
de CD1, tenen capacitat supressora i secreten grans quantitats de citocines
immunoreguladores. Les molécules de CD1 sén molécules presentadores d’antigens no
polimorfiques, la qual cosa podria evitar els problemes d’histocompatibilitat entre
individus. A més a més, les cél-lules iNKT tenen capacitat per interaccionar i modular la
funcié d’altres tipus cel-lulars del sistema immunitaria. Aixi, diversos estudis han
suggerit que les cel-lules iNKT i les cél-lules Treg es modulen mutuament, aixi com
també a d’altres poblacions cel-lulars. Per tant, (a) les cél-lules iINKT amb la seva
capacitat rapida de secrecid de citocines poden modificar la funcid de les cel-lules Treg
produint alts nivells d’IL-2 i (b) I'lL-10 secretada per les cel-lules iNKT podria interferir
en la diferenciacio de les cel-lules Treg especifiques d’antigen. Amb aix0, experiments
realitzats ex vivo van demostrar que les cel-lules iNKT estimulades amb aGalCer podien
induir 'expansié de cél-lules Treg CD4'CD25" depenent d’IL-2 [2]. Les cél-lules iNKT
poden reclutar APCs tolerogeniques que promouen la generacié de cel-lules Treg i
inhibeixen la resposta Thl. Tot i aixi, no se sap on, quan i com, les cel-lules iINKT
interaccionen amb les cel-lules Treg; si és una interaccio directa o a través de cel-lules
presentadores d’antigen i com és el resultat funcional d’aquesta interaccio.

Per tant, en aquest capitol 2 ens proposem estudiar un possible meétode
d’'immunoterapia en base a la interaccio entre cel-lules iNKT i cel-lules Tregs, estudiant
el mecanisme, aixi com les conseqiiencies funcionals de la interaccio entre les cel-lules
iNKT i les cel-lules Treg, per augmentar la capacitat supressora de les cel-lules Treg
durant la resposta autoimmunitaria.
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C2. 1. Les cel-lules Treg expandides in vitro suprimeixen
la proliferacié de les cel'lules Tef a individus sans

Es van aillar cél-lules Treg i Tef autologues a partir de PBMCs de controls sans usant el
sistema Automacs, en base a I'expressié del marcador de superficie CD25. Despres de
la separacid, es van obtenir dos poblacions cel-lulars corresponent a cel-lules Treg, amb
un fenotip CD3*CD4*CD25"8" en un 88,1% i cél-lules Tef amb fenotip CD3*CD4*CD25 en
un 93,5% respecte del total de cél-lules TCD3". Degut a la baixa freqiiéncia de cél-lules

Treg a sang periferica, aquestes es van haver de expandir in vitro usant el protocol

descrit a I'apartat de materials i métodes. Les poblacions de cel-lules Treg i Tefs

resultants de I'expansid, es van caracteritzar per citometria de flux usant anticossos

monoclonals especifics: anti-CD3, CD25, CD4 i Foxp3 tant per cél-lules Treg com per
cel-lules Tef (Fig. 1).
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Figura 1. Caracteritzacié fenotipica de les cél-lules Treg (CD3*CD4'CD25"&"

Foxp3®) (a) i de les
cél-ules T efectores (Tef) (CD3"CD4"CD25 Foxp3) (b) d’individus sans.

Es va determinar la capacitat supressora de les cel-lules Treg a partir d’assajos de
supressié in vitro, on les ceél-lules Treg (CD3'CD4'CD25"€"Foxp3*) es van cultivar amb
cél-lules Tef autologues usant diferents ratios de cél-lules Treg:Tef. Beads conjugades a

aCD3/CD28 es van usar com a estimul i la proliferacié cel-lular es va mesurar en funcio
de la incorporacié de Thy-H>.
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Els resultats van indicar, que la proliferacié de les cél-lules Tef disminuia en afegir
numeros creixents de cel-lules Treg al cultiu de Tef (Fig. 2a). Usant ratios alts de
cél-lules Treg:Tef (2:1), s"aconseguia aproximadament un 60% de supressi® mostrant
diferéncies estadisticament significatives entre ratios (T-student; p<0,05) (Fig. 2b). La
proliferacié de les cel-lules Treg soles, va ser similar a la de les cél-lules utilitzades com
a feeders (PBMCs autolegs irradiats).
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Figura 2. Les cél-lules Treg expandides in vitro d’individus sans tenen capacitat supressora.
(a) Proliferacio cel-lular utilitzant diferents ratios Treg:Tef. El grafic mostra un exemple de
tots els experiments realitzats (n=10). Les diferencies son estadisticament significatives entre
Tef vs 1:1 Treg:Tef (p=0,050) i Tef vs 2:1 Treg:Tef (p=0,050). (b) Percentatge de supressio
utilitzant ratios creixents de cél-lules Treg:Tef. El grafic mostra la mitjana del percentatge de
supressio de tots els experiments realitzats (n=10). Les diferéncies sén estadisticament
significatives entre els ratios Treg:Tef de 0,25:1 vs 1:1 (p=0,0338), 0,25:1 vs 2:1 (p=0,0103) i
0,5:1 vs 2:1 (p=0,0385).

Aquest resultats van mostrar que les cel-lules Treg d’individus sans expandides in vitro
tenien capacitat supressora.
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C2. 2. Les cel-lules Treg d’individus sans tenen més

capacitat supressora que les cel-lules Treg de pacients
amb T1D

Diferents estudis havien relacionat el desenvolupament de les malalties
autoimmunitaries amb una disminucié de la freqtiéncia i/o una funcié reguladora
deficient per les cél-lules Treg en aquests pacients. Es volia comprovar doncs, si la
capacitat supressora de les cél-lules Treg de pacients amb T1D al debut de la malaltia
estava alterada.

Es van aillar cél-lules Treg i Tef autologues a partir de PBMCs de pacients amb T1D
usant el sistema Automacs. Després de la separacid, es van obtenir dos poblacions
cel-lulars corresponent a les cél-lules Treg, amb un fenotip CD3'CD4'CD25™" en un
86,5% i les cél-lules Tef amb fenotip CD3"CD4'CD25 en un 82,9% respecte del total de
cél-lules T CD3". Es va mesurar la proliferacié de cél-lules Tef estimulades amb beads
conjugats amb aCD3/CD28 en presencia de cél-lules Treg autologues usant diversos

ratios Treg:Tef.

Els resultats obtinguts indicaven, que les cel-lules Treg de pacients amb T1D podien
suprimir la proliferacio de les cel-lules Tef autologues, pero tenien una menor capacitat
supressora que les cél-lules Treg d’individus sans (Fig. 3). Si observem la Fig. 3, al ratio
1:1 de Treg:Tef, en el qual les cel-lules Treg derivades d’individus sans assoleixen
aproximadament un 56% de supressio de la proliferacié de les cel-lules Tef, les cel-lules
Treg derivades de pacients amb T1D arriben a un maxim del 36% de supressié de la
proliferacio de les cel-lules Tef (Fig.3).

Figura 3. Les cél-lules Treg de pacients amb
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Segons aquestes dades, podem dir doncs que les cél-lules Treg de pacients amb T1D
tenen una menor capacitat supressora, ja que cal un ratio més alt de Treg:Tef per
aconseguir el mateix grau de supressio que usant cel-lules Treg d’individus sans.

Estudis publicats previament havien descrit que les cel-lules Tef de pacients amb
autoimmunitat podien ser refractaries a la regulacio. Per aix0 es va voler analitzar, si la
baixa capacitat supressora de les cél-lules Treg de pacients amb T1D, era deguda a una
alteracio funcional de les cel-lules Treg o bé que les cel-lules Tef d’aquests pacients no
es deixaven regular. Aixi, es va mesurar la supressid de la proliferacido en assajos in
vitro usant diferents combinacions de cél-lules Treg i Tef d’individus sans i de pacients
amb T1D.

Les dades van mostrar, que les cel-lules Treg de pacients amb T1D (Tregrip) inhibien la
proliferacié de cel-lules Tef d’individus sans (Tefyp) assolint un percentatge de
supressié maxim del 37% a un ratio 2:1 de Tregrip:Tefyp (Fig. 4a). Les diferéncies van
ser estadisticament significatives a un ratio 0,5:1 vs 2:1 (p= 0,0042) i 1:1 vs 2:1
(p=0,0131) de Tregrip vs Tregup . Aquest nivell de supressio, tot i que lleugerament més
baix, era similar al que s’obtenia amb cél-lules Treg i Tef d’individus sans (Fig. 2). En
canvi, les cel-lules Treg d’individus sans (Tregyp) requerien ratios més alts de ceél-lules
Treg:Tef per aconseguir el mateix grau de supressié de les ceél-lules Tef de pacients amb
T1D (Fig. 4b). Les diferéncies van ser estadisticament significatives entre els ratios 0,5:1
vs 1:1 (p=0,0152), 0,5:1 vs 2:1 (p=0,0007), 1:1 vs 2:1 (p=0,0202) de Tregup s Tregrip.
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Figura 4. Les cel-lules Treg de pacients amb T1D suprimeixen de manera similar la
proliferacié de cel-lules Tef autologues i al-logéniques. (a) Percentatge de supressié utilitzant
cél-lules Tregryp i cél-lules Tefyp. (b) Percentatge de supressié usant Tregyp i cél-lules Tefryp. Les
dades representen la mitjana de tots els experiments realitzats (a) n=4 i (b) n=4. (T-student on
* p<0,05; ** p<0,005 i *** p<0,001).



Per tant, aquestes dades suggereixen, que la disminucié dels nivells de supressié a
pacients amb T1D, no és tant un defecte de les cél-lules Treg, sind que podria ser
deguda a la resistencia a la regulacié de les cél-lules Tef dels pacients.

C2. 3. Les cel'lules INKT d’individus sans com a

adjuvant de la supressié produida per les cel'lules Treg

Els estudis del capitol 1 havien demostrat la capacitat reguladora de les cél-lules iINKT
humanes i com aquesta depenia de la secrecié d’IL-13. D’altra banda esta ben
documentat a la literatura la seva capacitat de secrecid rapida de citocines en ser
activades i la seva habilitat per modificar el comportament d’altres tipus cel-lulars dels
sistema immune durant la resposta immunitaria.

Es volia estudiar per tant, si les cel-lules iNKT podien modular la funcié de les cel-lules
Treg, potenciant la seva funcid supressora. Per aix0, es va analitzar si les cel-lules iNKT
d‘individus sans tenien un efecte adjuvant a la supressié per cél-lules Treg. Cel-lules
iNKT derivades de PBMCs d’individus sans i seleccionades en funcié del seu TCR
invariant TCRVa24Jal8, es van expandir in vitro usant com a estimul aGalCer. Es va
analitzar el fenotip de les cel-lules expandides aixi com la seva restriccié per CD1d
(capitol 1; apartat C.1.2).

Es va analitzar la seva col-laboracié en I'increment de la funcid supressora de les
cél-lules Treg en assajos de supressio in vitro on s’usaven diferents combinacions de
cél-lules iNKT, Tregs i Tefs. Els resultats van mostrar que I'addicié de cel-lules iNKT als
cocultius de Treg:Tef ajudava a disminuir encara més, els nivells de proliferacié de
cel-lules Tef (Fig. 6a i 6b). Com es pot observar a les Fig. 6a i 6b, a mesura que
incrementava el nimero de cel-lules iNKT als cocultius de Treg:Tef, on el nimero
Treg:Tef es mantenia constant, augmentava el percentatge de supressié de la
proliferacié. Per tant, aquests resultats, van mostrar, que les cel-lules iNKT expandides
in vitro tenien un efecte adjuvant de la supressié per cel-lules Treg.
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Figura 6. Les cél-lules iNKT d’individus sans col-laboren amb les cél-lules Treg incrementant la
supressid de la proliferacié. (a) Proliferacié de cel-lules Tef mesurada per la incorporacié de
Thy-H? usant diferents ratios de cél-lules iNKT:Treg:Tef. El grafic mostra un exemple de sis
experiments realitzats. Les diferéncies sén estadisticament significatives entre Tef vs 1:1:1 de
iNKT:Treg:Tef (p<0,05). (b) Mitjana del percentatge de supressié de tots els experiments
realitzats (n=6) usant un ratio 1:1:1 de iNKT:Treg:Tef. Les diferéncies no sén estadisticament
significatives (p=0,0952).

C2. 3. Les cel'lules iINKT 1 Treg tenen mecanismes

SUPressors diferents

S’havia proposat que un mecanisme a través del qual les cel-lules Treg podien suprimir
les cel-lules Tef era inhibint la secrecid d’IL-2. Per aix0 es va mesurar la concentracié
d’IL-2 en els sobrenedants dels cocultius de cel-lules Treg:Tef. Tal i com s’observa a la
Fig.7a els nivells d’'IL-2 detectats eren més baixos en els cocultiu de cél-lules Treg:Tef
que als cultius de les cel-lules Tef soles. La correlacié entre la disminucié de la
proliferacié de les cel-lules Tef en presencia de cel-lules Tregs i la reduccié en la
secrecié d’IL-2 en els cocultius, confirmava que la inhibicié de la secrecio d’IL-2 és un
dels mecanismes basics de supressio via cel-lules Treg. Per avaluar si la disminucid de
I'lL-2 era resultat del contacte cel-lula-cél-lula entre Treg i Tef, es va mesurar la
proliferacid de les cel-lules Tef usant el sistema de cultiu transwell, on les cel-lules Treg
i les ceél-lules Tef es cultivaven en diferents cambres del pouet i separades per una
membrana semipermeablede de 0,4 um. Amb aquest sistema de cultiu, es va
demostrar que la inhibicio de la secrecié d’IL-2 per cel-lules Treg depenia del contacte
cel-lular, ja que quan ambdues poblacions cel-lulars es sembraven per separat en els
sistema de cultiu transwell, els nivells d’IL-2 secretats augmentaven (Fig. 7a).



Tal i com ja es va esmentar al capitol 1, un dels mecanismes pels qual les cél-lules iNKT
produien el seu efecte supressor era disminuint els nivells d’IL-2 secretats per les
cel-lules Tef. Per tant, en aquest cas, es va analitzar si I'efecte adjuvant per les cél-lules
iNKT també estava relacionat amb la disminucio de la secrecidé d’IL-2. Aixi doncs, es va
mesurar la concentracio d’IL-2 en els sobrenedants dels cultius de cel-lules iNKT, Treg i

Tef.
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Figura 7. Les cél-lules iNKT no contribueixen a la disminucié dels nivells d’IL-2. (a)
Quantificacié dels nivells d’IL-2 en els cocultius de Treg:Tef quan les cel-lules Treg i les Tef en
contacte o estan separades en els sistemes de cultiu transwell. Les diferencies no van ser
estadisticament significatives. (b) Mesura de la concentracié d’IL-2 quan les cel-lules iNKT sén
afegides als cocultius de Treg:Tef. Les diferéncies sén estadisticament significatives entre Tef
vs Treg:Tef (p=0,0325) i Tef vs iNKT:Treg:Tef (p=0,0141).

Aixi doncs, es va comprovar que les cel-lules Treg suprimien la proliferacié de les
cel-lules Tef reduint la secrecié d’IL-2 d’una manera depenent de contacte i que la
presencia de cel-lules iNKT als cocultius de Treg:Tef feia disminuir molt lleument la
concentracio d’IL-2 al sobrenedant del cultiu. Per tant, podem dir que I'efecte adjuvant
de les cel-lules iNKT no estava relacionat amb una disminucié de la secrecié d’IL-2 (Fig.
7b).
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C2. 4. Citocines reguladores secretades per cel-lules

iNKT col'laboren en l’efecte adjuvant produit per les

cel-lules INKT a individus sans

Tal i com s’ha mostrat a C.2.3 I'efecte adjuvant per les cel-lules iNKT no és via IL-2. Per
tant, per poder definir els mecanismes a través dels quals les cél-lules iINKT d’individus
sans exerceixen el seu efecte adjuvant, es va mesurar la secrecid de diferents factors
solubles, aixi com citocines immunomoduladores com I'lL-4, I'lL-10 i I'lL-13 per CBA als
sobrenedats dels cultius de cel-lules iNKT, Treg i Tef soles, aixi com als sobrenedants de
les diferents combinacions entre elles.

Tal i com s’observa a la Fig. 8a, les cél-lules iNKT sdn les principals productores de
citocines reguladores, ja que secreten tant IL-4, IL-10 com IL-13. Tot i aixi, les cel-lules
Treg també secreten IL-10 i sobretot alts nivells d’IL-13, pero baixes quantitats d’IL-4
comparat amb les cel-lules iNKT. Les cel-lules Tef secreten IL-10 i IL-13 perd a uns
nivells més baixos que les cél-lules Treg i/o cél-lules iNKT i en secreten baixos nivells
d’IL-4. Tal i com ja es va veure al capitol 1 les cél-lules iINKT sén una font important de
secrecié d’IL-13, tot i que, els resultats mostren que les cel-lules Treg també en
produeixen en grans quantitats (Fig. 8a). Les mateixes citocines, es van analitzar en els
cocultius de cel-lules Treg i Tef (Fig. 8b), en aquest cas, sembla que les cel-lules Treg
van aportar citocines reguladores com I'lL-13, ja que els nivells de secrecid respecte a
I'IL-13 produida en els sobrenedants de les cel-lules Tef soles van ser més elevats, en
canvi, els nivells d’IL-10 i IL-4 no van variar. Quan les cél-lules iNKT es van afegir als
cocultius de Treg:Tef (Fig. 8c) els nivells d’IL-13 van augmentar considerablement
respecte als observats als cocultius, aixi com els nivells d’IL-4 i IL-10, tot i que els nivells
d’aquestes ultimes citocines va ser més debils.

Aixi, aquests resultats, van suggerir que |'efecte adjuvant produit per les cel-lules iNKT
és degut a I'aportacid de citocines reguladores als cocultius de Treg:Tef, especialment
de I'aportacio d’IL-13, per part de les cel-lules iINKT. Aquestes dades, van corroborar les
dades obtingudes al capitol 1 on es va parlar de la funcié reguladora de I'IL-13
secretada per les cél-lules iNKT, ja que en aquests cultius, on els tres tipus cel-lulars
estaven junts (iNKT,Treg,Tef), no només va augmentar el nivell de supressié de les
cel-lules Tef, sind que també van augmentar els nivells d’IL-13 respecte als trobats als
cocultius en absencia de cél-lules iNKT.
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Figura 8. Citocines reguladores sdn responsables de I’efecte adjuvant produit per les cél-lules
iNKT. Secreci6 d’IL-4, IL-10 i IL-13 mesurada per CBA. (a) Secrecio de citocines reguladores per
cél-lules Treg, iNKT i Tef cultivades soles. (b) Secrecié de citocines reguladores en el cocultius
de cel-lules Treg:Tef. (c) Secrecid de citocines en els cultius de iNKT:Treg:Tef.
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C2. 5. L’efecte adjuvant produit per les cel-lules iNKT és

independent del contacte cel-lular

Tal i com s’ha esmentat anteriorment, les cel-lules iNKT tenen capacitat d’interaccionar
i modificar el comportament i la funcié d’altres tipus cel-lular del sistema immunitari,
per tant, es va voler analitzar si I'efecte adjuvant per les cél-lules iNKT sobre I'efecte
supressor de les cel-lules Treg era depenent de contacte cel-lular o bé, era degut
només a la secrecié de factors solubles.

Per poder analitzar la necessitat del contacte cel-lular, es van realitzar diferents assajos
de supressiod in vitro en sistemes de cultiu transwell, on les cél-lules Treg i les cel-lules
Tef es van sembrar directament a la cambra de baix del sistema de cultiu transwell. Pel
que fa a les cel-lules iINKT, aquestes es van sembrar de tal manera, que si es cultivaven
a la cambra de baix del sistema transwell, aquestes estaven en contacte amb les
cél-lules Treg i les cel-lules Tef, en canvi, quan les cel-lules iNKT eren cultivades a la
cambra de dalt es mantenien separades i I"Unic contacte entre elles, iNKT i cocultius,
eren els factors solubles secretats, els quals podien creuar la membrana
semipermeable de 0,4 um del sistema transwell (Fig. 9a).

Les dades obtingudes van mostrar, que quan les cel-lules iNKT estaven separades dels
cocultius Treg:Tef, la secrecié de citocines reguladores era lleugerament més baixa que
guan les tres poblacions estaven en contacte (Fig. 9b).
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Figura 9. L’efecte adjuvant per les cél-lules iNKT no depén del contacte cel-lular. (a)
Combinacié de ceél-lules iNKT, Treg i Tef sembrades en el sistema de cultiu transwell. (b)
Secrecié d’IL-4, IL-10 i IL-13 mesurada en els cocultius de Treg:Tef quan les cel-lules iNKT sén
afegides a la cambra de dalt o de baix del sistema transwell. El signe (/) indica que les cél-lules
iNKT estan separades de les cel-lules Treg i de les Tefs. El grafic mostra la mitjana de tots els
experiments de cultius en sistema transwells realitzats (n=4). Les dades no van ser
estadisticament significatives.



Per tant, aquestes dades suggerien, que |'efecte adjuvant per les cel-lules iNKT era
independent del contacte cel-lular. Com a dada important, es va observar que les
cel-lules iINKT aportaven grans quantitats d’IL-13, aixi com petites quantitats d’IL-4 i IL-
10, independentment de si mantenien o no contacte amb els cocultius de Treg:Tef (Fig.
9b).

Per acabar de confirmar que |'efecte adjuvant produit per les cél-lules iNKT d’individus
sans era independent de contacte cel-lular, perd depenent de factors solubles, es van
fer diversos assajos de supressio in vitro usant diferents ratios Treg:Tef, on es va
transferir el sobrenedant de les 48h de cel-lules iNKT cultivades in vitro. Aixi, un cop
transferit als cocultius el sobrenedant de les 48h de les cél-lules iNKT, al quart dia de
cultiu es va analitzar la proliferacié cel-lular per la incorporacié de Thy—H3. Com mostra
la Fig. 8 la citocina que més va augmentar en els tri-cultius (iNKT, Treg i Tef) va ser I'lL-
13, per tant, es va analitzar la preséncia d’IL-13 per CBA en els sobrenedants de les 48h
de les cel-lules iNKT, afegits als cocultius de Treg:Tef (Fig. 10a). Els resultats van
confirmar la presencia d’IL-13 en el sobrenedant de les cel-lules iNKT. L’assaig de
supressio va mostrar, que I'addicié del sobrenedant de cel-lules iNKT (48h), va ser
suficient per reduir la proliferacio de les cel-lules Tef en els cocultius (Fig. 10b). Les
dades analitzades, van mostrar diferencies estadisticament significatives entre la
proliferacié de Tef vs Treg:Tef sense afegir el sobrenedant; Tef vs Treg:Tef afegint el
sobrenedant de les 48h i entre Treg:Tef sense afegir el sobrenedans vs afegint-lo
(*p<0,050).
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Figura 10. L’efecte adjuvant produit per les cél-lules iNKT és depenent, en part, de la secrecio
d’IL-13. (a) Concentracid d’'IL-13 mesurada per CBA en el sobrenedant de les 48h del cultius de
cél-lules iNKT. (b) Proliferacié cel-lular mesurada per la incorporacié de Thy-H? en els cocultius
Treg:Tef quan es va afegir el sobrenedant de les 48h de les cél-lules iNKT. Les dades son
representatives de dos experiments realitzats i les diferéncies va ser estadisticament
significatives (T-student *= p<0,05).
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Aixi, els resultats obtinguts, van confirmar, que part de I'efecte adjuvant per les
cel-lules iNKT, era degut a la secrecié d’'IL-13, ja que I'analisi del sobrenedant afegit als
cocultius va mostrar la seva preséencia.

C2. 6. Citocines pro—inﬂamatbries no estan implicades

en ’efecte adjuvant produ'l't per les cel-lules INKT

Ja que una de les caracteristiques principals de les cel-lules iNKT és la seva secrecid de
citocines, tant de tipus Thl com de tipus Th2, es van voler analitzar diferents citocines
pro-inflamatories, com TNFa, IFNy, IL-17A, amb la finalitat d’estudiar si aquestes
podien tenir cap efecte en la funcié adjuvant de les cel-lules iNKT.

Els resultats van mostrar, que tots els tipus cel-lulars utilitzats a I'assaig, cél-lules Treg,
iNKTs i Tefs, feien de totes les citocines pro-inflamatories analitzades, tot i que la
guantitat secretada per cada una d’elles va ser diferent (Fig. 11a). Les cel-lules Treg van
ser les cél-lules que menys quantitat, en general, de citocines de caracter pro-
inflamatori van secretar en comparacié amb les cél-lules iNKT i Tefs. La font principal
de TNFa i IFNy van ser les cel-lules Tef i les cel-lules iNKT, tot i que les cel-lules Treg
també en van fer perdO en menys quantitats. La secrecié d’IL-17A, produida
principalment per cel-lules Th17, va ser secretada en el nostre sistema, per les cel-lules
Treg, ja que nivells molts baixos, quasi indetectables, van ser secretats per cél-lules
iNKT i Tefs (Fig. 11a). Quan les mateixes citocines van ser analitzades als cocultius de
Treg:Tef, la secrecié de citocines va ser molt similar al patré de citocines secretades
per les cél-lules Tef cultivades soles (Fig. 11b). En canvi, quan les cel-lules iNKT es van
afegir als cocultius de Treg:Tef, els nivells de IFNy van augmentar més que la resta de
citocines analitzades, les quals també van augmentar pero més lleugerament (Fig. 14c).
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Figura 14. Citocines pro-inflamatories no estan implicades en l'efecte adjuvant de les
cél-lules iNKT. La secreci6é de TNFa, IFNy i IL-17A va ser mesurada per citometria de flux usant
el sistema CBA. (a) Secrecié de citocines per cél-lules Treg, iNKT i Tef. (b) Secrecié de citocines
pro-inflamatories en el cocultius de Treg:Tef. (c) Secrecié de citocines en els tri-cultius de
iNKT:Treg:Tef. Les dades representen la mitjana de tots els experiments realitzats (n=4).
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C2. 7. Les cellules iNKT de pacients amb T1D no tenen

un efecte adjuvant de la supressi6 produida per

cel-lules Treg

Els resultats descrits al capitol 1 demostraven la deficiencia funcional de les cel-lules
iNKT de pacients amb T1D. Tot i aixi, es va voler analitzar si tot i que les cel-lules iNKT
de pacients amb T1D per elles mateixes no podien suprimir la proliferacido de les
cél-lules Tef, podien tenir un efecte adjuvant de la supressié per cél-lules Treg, tal i com
s’havia vist amb les cel-lules iNKT d’individus sans. Els assajos de supressid in vitro
usant diferents combinacions de cel-lules iNKT, Treg i Tef van demostrar que les
cél-lules iNKT de pacients amb T1D no contribuien a augmentar la supressio produida
per cél-lules Treg, tal i com ja s’esperava (Fig. 15).
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Figura 15. Les cél-lules iNKT de pacients amb T1D no tenen efecte adjuvant de la supressio
produida per les cél-lules Treg. (a) Proliferacié de cel-lules Tef usant diferents combinacions de
cél-lules iNKT:Treg:Tef. El grafic mostra un exemple de tots els experiments realitzats (n=5). Les
diferéncies sén estadisticament significatives entre Tef vs 0:1:1 i entre 0:1:1 vs 1:1:1 (*p<0,05).
(b) Mitjana del percentatge de supressié de tots els experiments realitzats (n=5) usant un ratio
1:1:1 de iNKT:Treg:Tef. Les diferencies no sén estadisticament significatives (p=0,0754).

Aquestes dades, van mostrar que les cél-lules iNKT de pacients amb T1D, no
contribuien a la funcio supressora per les cel-lules Treg.

Quan es va comparar la contribucié a la supressidé per cél-lules Treg de les cél-lules
iNKT d’individus sans amb la de les cél-lules iNKT de pacients amb T1D, es va veure
clarament, que les cél-lules iNKT dels pacients, no tenien aquest efecte adjuvant (Fig.
16).
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Per tant, aquestes dades ajuden a reafirmar els resultats obtinguts al capitol 1, on es
va observar que les cél-lules iNKT dels pacients amb T1D tenien defectes en la seva
habilitat per suprimir la proliferacié de les cél-lules Tef autologues.

C2 8. Les cel'lules iNKT dels pacients amb T1D secreten
baixos nivells de citocines immunoreguladores

Tal i com es va explicar al capitol 1, la deficient capacitat supressora per les cél-lules
iNKT a pacients amb T1D correlacionava amb nivells baixos de secrecié d’IL-13. A més a
més, les cél-lules iNKT dels pacients amb T1D no tenen efecte adjuvant de la supressid
produida per les cél-lules Treg. Per tant, es va voler analitzar si un dels motius pel qual
les cel-lules iNKT del pacients amb T1D no contribuien a I'efecte adjuvant produit per
les cel-lules Treg era per la seva incapacitat de secrecié de factors solubles de caracter
immunoregulador. Per aix0, es va comparar la secrecid de citocines reguladores, IL-4,
IL-10 i IL-13, secretades en els tri-cultius (iNKT:Treg:Tef) de cél-lules d’individus sans
amb les de pacients amb T1D.

Tal i com s’observa a les Fig. 17a i 17b, en general als tri-cultius, la secrecié de
citocines a pacients amb T1D és molt més baixa comparada amb la secrecié de
citocines reguladores produides als tri-cultius de cel-lules d’individus sans. En aquest
cas, sembla que les cel-lules iINKT de pacients amb T1D no aporten citocines
immunoreguladores, ja que els nivells secretats son molt baixos. Les analisis estadistics
van donar diferencies estadisticament significatives entre les citocines produides als
tri-cultius d’individus sans comparat amb les secretades a pacients amb T1D (IL-4yp vs
IL-4+1p p= 0,0020; IL-10yp vs IL-1071p p= 0,0020; IL-13yp vs IL-1371p p= 0,0040). En tots
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els casos, la secreciod de citocines reguladores va ser molt més alta a individus sans que

a pacients amb T1D.
30007 o

25004 E=E T1D = Figura 17. Les cel-lules iNKT de
pacients amb T1D secreten baixos
2000 T nivells de citocines
E 15004 immunoreguladores. A la grafica
E s’observa les diferéncies en el nivell de
1000- citocines secretades en els cultius de
Lt ok iNKT:Treg:Tef entre individus sans i
500+ pacients amb T1D. Les diferencies sén
o |__'__| ] - estadisticament significatives en tots

IL-4 IL-10 IL-13 els casos (** p<0,005).

iNKT:Treg:Tef

C2. 9. Les cel-lules iINKT de pacients amb T1D secreten
baixes quantitats de citocines pro—inﬂamatbries

Ja que tal i com es mostra a la Fig. 17 les cel-lules iINKT de pacients amb T1D secretaven
baixos nivells de citocines immunoreguladores, per tant, es van analitzar diverses
citocines pro-inflamatories per estudiar si, en part, un dels defectes a nivell de
regulacié per les cél-lules iNKT del pacients amb T1D, podria ser degut a un augment
en la secrecio de citocines pro-inflamatories (Fig. 18).

El resultat va mostrar que en general, les cél-lules de pacients amb T1D secretaven
menys quantitat de citocines pro-inflamatories que les cel-lules d’individus sans. Les
cel-lules Treg de pacients amb T1D, van secretar nivells més baixos de TNFa i IFNy que
les cel-lules Treg d’individus sans. Curiosament, les cel-lules Treg de pacients amb T1D
no van secretar IL-17A, pero si les dels controls. Les cél-lules Treg de pacients amb
T1D, tal i com passava amb

les cel-lules Treg d’individus sans, van secretar menys quantitat de citocines pro-
inflamatories que les cél-lules iNKT i/o Tefs (Fig. 18a). Les analisis estadistics van
mostrar diferéncies estadisticament significatives (* p<0,05, ** p<0,005). Quan es van
analitzar les mateixes citocines als cocultius de Treg:Tef es va observar un augment a

nivell de secrecié de TNFa i d’IFNy, tot i que els nivells van continuar sent més baixos a



pacients amb T1D que a controls i el patré de citocines als cocultius no va variar
respecte a I'obtingut als cultius de cél-lules Tef soles (Fig. 18b). Quan les cél-lules iINKT
es van afegir als cocultius de Treg:Tef (Fig. 18c), la secrecid de citocines a pacients amb
T1D no es va veure alterada respecte als cocultius. No es va detectar secrecio
d’IL-17A a pacients amb T1D. L'analisi d’aquestes dades van donar diferéncies
estadisticament significatives entre la secrecié d’IL-17A secretada per individus sans vs
la secretada per pacients amb T1D (*** p<0,001). En aquests mateixos cultius, els
nivells d’IFNy van augmentar a individus sans pero la resta de citocines no es va veure
alterada respecte dels cocultius. Aixi, les dades van mostrar diferéncies
estadisticament significatives, entre les citocines secretades pels controls vs les
secretades pels pacients amb T1D (T-student; *p=0,05; ** p=0,005; *** p=0,001).

Aquests analisis suggereixen, que citocines pro-inflamatories no van ser responsables
del defecte en la capacitat supressora de les cel-lules iNKT de pacients amb T1D ni de
la seva incapacitat com adjuvant de la funcié supressora produida per les cel-lules
Treg.
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Figura 18. El defecte adjuvant per les cél-lules iNKT de pacients amb T1D no implica citocines
pro-inflamatories. Les citocines es van mesurar usant el sistema CBA i analitzant per citometria
de flux. Les grafiques mostren la secrecié de citocines pro-inflamatories per (a) cel-lules Treg,
iNKT i Tef; (b) cocultius Treg:Tef; (c) tri-cultius de iNKT:Treg:Tef. Les dades mostren la mitjana de

tots els experiments realitzats (=4). Les diferencies son estadisticament significatives (T-student;
*p=0,05; ** p=0,005; *** p=0,001).
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Les malalties autoimmunitaries son el resultat d’un trencament de la tolerancia a
antigens propis, degut en part, a un desequilibri entre la resposta efectora i la resposta
immunoreguladora. Entre les ceél-lules amb funcid6 immunoreguladora, hi ha les
cel-lules Treg, que son essencials en el manteniment de la tolerancia periférica i per
tant, en la prevencid de les malalties autoimmunitaries. S’ha relacionat el
desenvolupament de la T1D amb una baixa freqliencia i una funcié supressora
deficient de les cél-lules Treg [117]. Dades prévies, on s’analitza la freqiiéncia de
cél-lules Treg CD4+CD24"e" 3 PBMCs de pacients amb T1D, van mostrar que el nimero
circulant de cel-lules Treg era significativament més baix a pacients que a controls
[95,193, 194]. En el mateix context, d’altres estudis van mostrar una freqiiencia més
baixa de cél-lules T CD25* a pacients més grans de 14 anys d’edat comparada amb
controls, perd no observable a pacients més joves (<14 anys) [195]. En canvi, d’altres
estudis si van trobar una disminucié de la poblacié de cel-lules Treg en nens amb
diagnostic recent/T1D [196,197]. Contrariament a aquestes dades, d’altres estudis no
va mostrar diferéncies entre

la freqiéncia de cél-lules Treg a pacients i controls [198,199,117]. Les diferencies
trobades als diferents estudis podria estar relacionada amb I'etapa i el moment de
desenvolupament de la T1D.

S’han dissenyat diferents metodes d’'immunoterapia per restablir el nombre i la funcio
de les cel-lules Treg i d’aquesta manera evitar o revertir la malaltia autoimmunitaria.
Aquests estudis han trobat un problema important a I’hora de dissenyar les diferents
estrategies, que és la restriccid per moléecules MHC de classe Il d’aquestes cel-lules.
Aguesta restriccié suposa una limitacid per la seva aplicabilitat, perque les molécules
MHC-Il sén molt polimorfiques i per tant, obliga a un estudi individualitzat de I’element
de restricciod i els péptids diana de la resposta. Per tant, s’han dissenyat protocols per a
obtenir cél-lules Treg, expandir-les in vitro i tornar-les a infondre al mateix pacient.
Aquesta aproximacié pero té dos grans problemes: 1) la purificacié de cel-lules Treg és
ineficient per I'abséncia de marcadors de superficie exclusius d’aquesta poblacié
cel-lular i, 2) aconseguir I'expansié in vitro d’'un nombre suficient de cél-lules per poder
transferir al mateix pacient. Per tant, es va voler estudiar si les cel-lules iNKT,
considerades ceél-lules immunoreguladores i cél-lules restringides per molécules de
CD1, que no sén polimorfiques, podien ajudar a augmentar la capacitat supressora de
les cél-lules Treg i per tant, controlar la resposta autoimmunitaria.
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En els nostres estudis quan es va analitzar la funcid supressora de les cel-lules Treg, van
mostrar que les Tregs d’individus sans suprimien la proliferacié de les cel-lules Tef,
limitant la seva secrecié d’IL-2, tal i com ja ha estat demostrat en estudis previs
[200,201]. Els nostres resultats, van confirmar la necessitat del contacte cel-lular per
les cel-lules Treg per duu a terme la seva funcié supressora, ja descrit en estudis
anteriors [202,203]. Contrariament, les cél-lules Treg de pacients amb T1D tenien
menys capacitat per suprimir la proliferacié de les cel-lules Tef que les cél-lules Treg
d’individus sans, ja que es necessitaven de ratios més alts de Treg:Tef per poder
aconseguir valors similars de supressié. Concordant amb les nostres dades, d’altres
estudis també va mostrar una activitat reguladora reduida de les cel-lules Treg a
pacients amb T1D respecte les de controls [117]. En aquet estudis, es descrivien dos
tipus de cél-lules reguladores amb fenotip diferent, les cel-lules Treg CD39*, amb funcié
reguladora i les cél-lules Treg CD39°, amb capacitat supressora reduida. La molécula de
CD39 degrada I'ATP, ’'ADP i 'AMP a adenosina, aquest efecte, pot provocar canvis
immunologics de la resposta, passant de tenir una resposta immunitaria pro-
inflamatoria dirigida per AMP a ser anti-inflamatoria degut a I’'adenosina. En aquest
mateix context, diversos estudis han mostrat una freqiéncia de cel-lules T CD39*
reduida a individus amb T1D i d’altres malalties autoimmunitaries respecte individus
sans [205,206,207]. Per tant, es podria pensar, que la baixa capacitat supressora de les
cél-lules Treg de pacients amb T1D observada en el nostre sistema, podria estar
relacionada amb una disminucié de la poblacié de cel-lules Treg CD39%, tal i com ja s’ha
descrit en d’altres estudis en nens amb T1D [205]. Tampoc es pot excloure la
possibilitat de tenir una barreja de cél-lules Treg CD39*/CD39", disminuint d’aquesta
manera els nivells de supressié observats per cél-lules Treg de pacients amb T1D. En
aquest context, s’ha descrit, que les cél-lules Treg CD39* secreten IL-17A, pero no les
CD39 [205]. Els nostres resultats van mostrar, que les cél-lules Treg de pacients amb
T1D, en el nostre sistema, no secretaven IL-17A. Per tant, es podria especular que si la
freqlieéncia de cel-lules Treg CD39* és baixa freqliéncia, els nivells de IL-17A estaran
reduits, desafavorint la supressio per cel-lules Treg de pacients amb T1D. Tot i aixi,
tampoc es pot excloure que la secrecid d’IL-17 sigui un mecanisme de regulacio
utilitzat per les cel-lules Treg per duu a terme la seva funcid supressora.

Estudis més recents, han suggerit la possibilitat de I'existencia de cél-lules Tef
refractaries a la regulacié en malalties autoimmunitaries [208]. El nostres resultats van
mostrar, que les cél-lules Treg d’individus sans tenien més dificultats per suprimir la
proliferacié de les céel-lules Tef de pacients amb T1D que suprimint la proliferacié de les
Tef autologues i/o al-logeniques d’individus sans. L’analisi de citocines va mostrar que
les cél-lules Tef de pacients amb T1D feien alts nivells de citocines pro-inflamatories,
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IFNy i TNFa i baixos nivells de citocines reguladores comparats amb els observats a
individus sans. Aquestes dades podrien suggerir, que les cél-lules Tef dels pacients amb
T1D son resistents a la supressid per les Tregs degut a la seva secrecid de citocines pro-
inflamatories, desequilibrant el balan¢ de la resposta Th1/Th2. Aquestes dades
concorden amb estudis previs realitzats a pacients amb Multiple Esclerosi, on es va
observar que les cél-lules Tef d’aquests pacients secretaven grans quantitats de
citocines pro-inflamatories (IFNy, TNFa i IL-2) que afavorien la seva hiperproliferaci6 i
per tant, es feien resistents a la regulacié per les cel-lules Treg [117]. Els nostres
resultats van mostrar grans nivell d’IFNy secretats per les cel-lules Tef de pacients amb
T1D comparat amb la resta de citocines secretades. L'IFNy, esta implicat en la
destruccié de les cél-lules B pancreatiques mitjancant cél-lules T, ja que les cél-lules T
autoreactives dirigides contra els illots pancreatics es caracteritzen per la secrecio
d’aquesta citocina a pacients amb T1D [209,210]. Aixi, el microambient generat al
pancrees durant la resposta inflamatoria fa que les cél-lules Tef dels pacients canviin el
seu patrd de citocines generant una resposta més de tipus Thl i d’agquesta manera
escapar a la regulacio per les cel-lules Treg.

Ja que les nostres dades van mostrar que les cél-lules Treg dels pacients amb T1D
tenien una baixa capacitat supressora comparada amb I'observada a individus sans i
qgue les cel-lules iNKT tenien funcié immunoreguladora, es va estudiar si aquestes
podien potenciar la capacitat supressora per les cél-lules Treg.

Els nostres resultats van mostrar que afegint nimeros creixents de cel-lules iINKT en
els cocultius de cel-lules Treg:Tef, augmentaven els nivells de supressié de la
proliferacié cel-lular, per tant, suggerien que les cel-lules iNKT tenien un efecte
adjuvant de la supressiod per les cel-lules Treg. Aquest resultats contrastaven amb els
d’un estudi on es demostrava que les cél-lules Treg CD4*CD25* humanes suprimien la
funcio de les cel-lules iNKT [211]. Pero, en canvi, concordava amb un estudi més recent
on s’analitzava la possible interaccié entre cel-lules iNKT i cel-lules Treg en
transplantament combinat d’organ i medul-la 0ssia [212] .Aquest estudi va demostrar
qgue les cél-lules iNKT podien regular la secrecié d’'IL-10 per cél-lules Treg en ratolins
transplantats i que les cel-lules iINKT augmentaven |'expressié de PD-1 a les cél-lules
Treg i per tant, disminuien I’activacié de les cel-lules T.
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Tal com s’ha esmentat al capitol 1, el mecanisme supressor per les cel-lules iNKT
depenia de la secrecio d’IL-13. Per tant, es va voler estudiar, si aquesta i d’altres
citocines reguladores podien ser les responsables de I'efecte adjuvant per les cél-lules
iNKT. Els nostres resultats van mostrar que la IL-13 era una de les citocines
responsables de I'efecte adjuvant per les cel-lules iINKT. La presencia de cel-lules iNKT
als cocultius de Treg:Tef no només augmentava els nivells d’IL-13, sind que també
col-laboraven amb I'aportacié de baixos nivells d’IL-4 i IL-10. Concordant amb les
nostres dades, estudis previs van mostrar que la IL-10 secretada per les céel-lules iNKT
podria interferir en la diferenciaciéd de cél-lules Treg especifiques d’antigen [213].
Contrariament als nostres resultats, diversos estudis on s’estudiaven els possibles
mecanismes immunoreguladores de les cel-lules iINKT per bloquejar una linia cél-lules T
diabetogeniques (BDC2.5), van suggerir que citocines com IL-4, IL-10, IL-13 i TGFpB, no
eren necessaries per a inhibir la diferenciacié de les cel-lules T diabetogeniques en
condicions in vitro per les cél-lules iNKT [149]. Tot i aixi, no es pot excloure el paper de
determinats factors solubles en I'efecte adjuvant de les cel-lules iNKT.

Ja que diferents estudis havien demostrat la necessitat del contacte cel-lula- cel-lula
per a la regulacio per cel-lules Treg [214,215,216] es va estudiar si I'efecte adjuvant de
les cel-lules iNKT era depenent o no de contacte. Els nostres resultats utilitzant
sistemes de cultiu transwell, van mostrar que I'efecte adjuvant per les cél-lules iNKT
era independent de contacte cel-lular. Aixi, la secrecid de citocines reguladores per les
cél-lules iINKT com efecte adjuvant de la supressid, no depenia de contacte cel-lular en
el nostres sistema de cultiu. Tot i aixi, no es pot excloure que el contacte cel-lular sigui
un dels mecanismes utilitzats per les cel-lules iINKT per duu a terme la seva funcié
adjuvant, ja que estudis previs van demostrar la necessitat del contacte cel-lular en un
sistema concret, entre cél-lules iNKT i cel-lules T diabetogeniques BDC2.5 per inhibir la
diferenciacié i proliferacié d’aquestes [147]. Aixi, els nostres resultats van contrastar
amb els mecanisme de supressio descrits per cél-lules Treg, on diversos van mostrar la

necessitat del contacte cel-lular [1, 155].

Per tant, aquests resultats son interessants, perqué obre un possible mecanisme
d’'immunoterapia usant iNKT com a adjuvants de la funcid immunoreguladora de les
cel-lules Treg, col-laborant amb I'aportacid de citocines de caracter regulador i reduint
els problemes d’histocompatibilitat observats amb I'ds en immunoterapia de cel-lules

Treg.
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Background

La disposicid de les cel-lules que formen part dels illots pancreatics a humans i ratolins
es ben diferent. En ambdds casos, les cél-lules predominants dels illots pancreatics sén
les cél-lules B productores d’insulina. A ratolins, les cel-lules B s’agrupen al centre de
I'illot, generalment rodo, i la resta de cél-lules, a, & i PP, es col-loquen formant un
mantell a nivell periferic que els envolta, no observable a pancrees huma. Aixi, a
ratolins s’observa una clara separacidé entre els diversos tipus cel-lulars a diferents
regions de l'illot pancreatic, la qual cosa fa pensar que hi ha una certa subdivisid
anatomica. Contrariament, a humans, la distribucié de les cel-lules als illots pancreatics
és ben diferent, ja que els diferents tipus cel-lulars es troben distribuits sense cap
ordre o disposicié determinada a l'interior dels illots pancreatics. La localitzacié dels
illots a les tres regions del pancrees (cap, cos i cua) és similar, tot i que hi ha estudis on
s’ha observat que a nivell del coll, els illots contenen més quantitat de cél-lules a que a
la resta de regions [25]. Les cel-lules iINKT sén cel-lules restringides per molécules de
CD1 i per tant, reconeixen antigens lipidics. Les cel-lules iNKT son considerades cel-lules
immunoreguladores degut a la seva capacitat de secrecié rapida de citocines un cop
son activades aixi com per la seva capacitat d’interaccié i modulacido de la funcid
d’altres tipus cel-lulars del sistema immune. Les cel-lules Treg son cél-lules T
restringides per molecules de MHC de clase Il i per tant, reconeixen antigens peptidics,
i es caracteritzen per la secrecid de citocines reguladores aixi com la seva capacitat de
supressio de la proliferacié de cel-lules Tef. Una baixa freqiéncia i un defecte en la
funcié d’aquests dos tipus cel-lulars, tant a pacients amb T1D com en model de ratolins
NOS, ha estat descrita a diferents malalties autoimmunitaries, entre elles la T1D. El fet
de que diversos estudis hagin suggerit la preséncia de cel-lules T a pancrees humans al
debut de la malaltia [217, 218] i el fet de que tal i com hem demostrat al capitol 2, les
cél-lules iNKT tenen un efecte adjuvant sobre la funcid supressora produida per les
cel-lules Treg, fa, que estudiar la presencia i localitzacié d’ambdds tipus cel-lulars a
I’organ diana de la resposta immunitaria aporti noves dades sobre nous autoantigens
gue podrien ser reconegut in situ durant la resposta autoimmunitaria al pancrees.

Aixi, en aquest capitol s’analitza la presencia i la localitzacié de cel-lules iNKT i de les
cél-lules Treg a I'0rgan diana de la resposta autoimmunitaria en diferents estadis del
desenvolupament de la T1ID a humans i a ratolins NOD, aixi com les seves
conseqliencies funcionals.
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C3. 1.Preséncia de cel-lules reguladores al péncrees

huma: cél-lules INKT 1 Tregs infiltrants al péncreas d’un

pacient amb T1D.

Es va estudiar la preséncia de cel-lules T amb capacitat per regular la funcid de les
cél-lules T autoreactives a I'0Organ diana de I'autoimmunitat a la T1D, aixi com les
cél-lules iNKT i les cel-lules Treg. Per aix0, es va analitzar una mostra de pancrees d’un
pacient que va morir al debut de la T1D (Cas 1), I'Ginic cas en el que s’ha pogut estudiar
amb detall la immunohistopatologia del debut de la T1D [142]. Es va poder estudiar
una mostra de teixit pancreatic total (TT), una mostra d’illots pancreatic purificats (ILL)
i una mostra de melsa (M) del mateix pacient. Com a control es va poder analitzar una
mostra d’illots pancreatics purificats d’un control sa (ILL) (control 7) 143]. Per estudiar
les cel-lules T reguladores, el primer que es va fer és determinar la quantitat de
cel-lules T infiltrants al teixit, a partir de I'expressié de CD3y per gqPCR. El resultat,
segons I'expressio relativa calculant el ratio CD3y/GAPDH, va indicar uns nivells similars
de cel-lules T infiltrats a la fraccid d’illots pancreatics del Cas 1 i a la mostra control, tal
i com ja havia estat descrit previament [142] (Fig. 1). Tal i com s’esperava, I'expressid
de CD3y a la melsa (M), va ser superior a la de la fraccio d’illots pancreatics purificats
(ILL) i teixit total (TT) del mateix pacient, aixi com també superior als nivells observats a
la mostra control. No es van trobar diferencies significatives en el nivell d’infiltracié de
cél-lules T a TT i ILL al pancrees del pacient, indicant I'existéncia de cel-lules T, tant al
teixit endocri com a I’exocri. Més sorprenent va ser, que els nivells de cél-lules TCD3" a
TT i ILL del pacient van ser comparables als dels ILL de la mostra control, indicant la
presencia de cel-lules T infiltrants també al pancrees de controls sans i més
concretament als illots pancreatics.
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Figura 1. Determinacié de la quantitat de
cél-lules T a una mostra d’un pacient amb
T1D al debut (Cas 1). Analisi per Real Time
104 T PCR (gPCR) calculant el ratio CD3y/GAPDH
per a determinar la quantitat de cel-lules T
totals a l'infiltrat de mostres pancreatiques
d’un pacient amb T1D al debut (Cas 1) i a
una mostra control d’illots pancreatics d’un
0.1 individu sa, (Control 7). M, melsa; TT, teixit

' T pancreatic total; ILL, illots pancreatics aillats
i purificats.
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Quan es va analitzar la infiltracio de les cel-lules iNKT a les mateixes mostres, el
resultat va ser diferent. La preséncia de cél-lules iNKT, es va determinar a partir de
I'expressié del mRNA de la cadena a del TCR invariant, Va24Jal18, normalitzada amb
I’expressid de CD3Yy. Els resultats van mostrar que hi havia cel-lules iNKT al pancrees del
pacient amb T1D, tant al teixit total com a la fraccid d’illots purificats. Aquestes
cél-lules eren més abundants al pancrees que a la melsa del mateix pacient. Si tenim
en compte l'alta freqliencia de cél-lules T a la melsa del pacient amb T1D (Fig. 1),
aquest resultat indicaria que una proporcid molt important de cél-lules T infiltrants del
pancrees corresponen a cel-lules iNKT. A més, era destacable I'expressiéd del TCR
Va24Jal8 als illots del pacient amb T1D mentre que era gairebé indetectable als illots
de la mostra control. El resultat més significatiu va ser que la freqiiencia de cel-lules
iNKT era més alta a la mostra de teixit total que a la resta de mostres del mateix
pacient (Fig. 2). De fet, la quantitat de cel-lules iNKT al teixit total va ser unes 20
vegades més alta que als ILL del mateix pacient, indicant una major preséncia de
cél-lules iNKT al teixit exocri. Tot i que no va ser possible la comparaciéo amb la mostra
de teixit total del pancrees control per falta de material, és important tenir en compte
que l'expressio del TCR Va24Jal8 en els illots del pancrees control era 200 vegades

més baixa que la del teixit total del pacient (Fig. 2).
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Aquest resultats van indicar que les cel-lules amb un fenotip de cel-lula iINKT sén
presents en el pancrees al debut clinic de la malaltia i degut a la seva major freqiiencia a
la mostra de teixit total, estan preferentment localitzades fora dels illots pancreatics, al
teixit exocri (TT).

També vam estudiar la presencia de cel-lules Treg a les mateixes mostres. L’analisi de la
Fig. 3 mostra que: (a) aquesta poblacié de cél-lules immunomoduladores es trobava al
pancrees del pacient amb T1D al debut, tant al teixit total com a la fraccié d’illots
purificats; (b) I'expressid de Foxp3 va ser més alta als illots pancreatics del pacients amb
T1D que a la resta de mostres analitzades; (c) I'abundancia relativa de Foxp3 als illots
pancreatics del pacient amb T1D va ser 5 vegades més alta que al teixit total, indicant
que les cel-lules Treg estaven concentrades preferentment al teixit endocri; (d) la
presencia relativa de cel-lules Treg a la melsa del pacient amb T1D va ser entre 66-100
vegades més baixa que al pancrees; i (e) les cél-lules Treg també eren presents als illots
del pancrees control, encara que amb una expressio relativa menor que als illots del
pacient, suggerint que les cél-lules Treg podrien ser residents del teixit pancreatic a

controls sans.
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Figura 3. Quantificacié de cél-lules Treg a
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Aquestes dades, mostren la presencia de cel-lules iNKT i cel-lules Treg al pancrees del
pacient amb T1D al debut de la malaltia. Aixo podria ser el resultat del seu reclutament
o de la expansid in situ d’aquestes poblacions cel-lulars a I’organ diana de la resposta
autoimmunitaria.

Per a confirmar la preséncia de les cel-lules iNKT i Tregs al pancrees huma, es va fer un
analisi d'immunofluorescencia sobre seccions de teixit pancreatic huma de pacients
amb T1D. Es va analitzar I’expressio d’insulina per poder localitzar els illots pancreatics,
aixi com de Foxp3 i TCRVa24Jal8 per a detectar cél-lules Treg i cél-lules iNKT
respectivament.

A la Fig. 4a s’observa el patré de tincié obtingut pel TCR Va24Jal8 especific de les
cel-lules iNKT. Tal i com s’observa, la tincié del TCR és una tinci6 de membrana on es
veu marcatge al voltant de la cél-lula. En canvi, a la Fig. 4b s’observa la tincid per
Foxp3. Com el Foxp3 és un factor de transcripcié, aguest es troba majoritariament al
nucli i per tant, el patroé de tincié que s’observa és un patro de tincié nuclear.
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a) Patro de tincid: Cel-lules iNKT

b) Patro de tincid: Cél-lules Treg

e —)
50 pm

Figura 4. (a) Patro de tincié del TCR de les cél-lules iNKT a humans. La tincié pel TCR Va24Jal8
és una tincié6 de membrana on el marcatge s’observa al voltant de la cél-lula. (b) Patré de
tincié de Foxp3 a humans. La tincié del factor de transcripcié Foxp3 és una tincié nuclear. Les
imatges mostren dos exemples de cada tipus de tincié i una ampliacié del patré de marcatge
en cada cas (dreta). TCRVa24Jal8 i/o Foxp3 (Verd); Dapi (Blau).
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Tal i com es pot observar a la Fig. 5, I'analisi d’immunofluorescencia de diferents
seccions de teixit pancreatic huma en diferents fases del desenvolupament de la T1D;
(Controls (PanH#6098; 17 anys d’edat), Debut (PanH#6113; 1 setmana d’evolucid) i
T1D de llarga durada (PanH#6046 8 anys d’evolucid) va mostrar uns nivells d’infiltracio
cel-lular molt baixos en totes les etapes analitzades comparats als descrits previament
a ratolins NOD [27]. D’una banda, la tincid a mostres de seccions pancreatiques a
controls, va mostrar que els illots estaven intactes i els nivells d’infiltracié eren
escassos (Fig. 5a). Només es van poder detectar alguna cél-lula iNKT i/o Treg fdra dels
illots pancreatics.

A I'etapa del debut (Fig. 5b) la majoria dels illots pancreatics encara estaven intactes
pero la frequencia de cel-lules iINKT va augmentar. L'augment de la freqliencia va ser
debil i les cel-lules continuaven estan localitzades féra dels illots pancreatics. Respecte
les cel-lules Tregs, aquestes també van augmentar en freqiiencia i va ser més elevada
comparada amb la de les cel-lules iINKT. A més a més, la seva distribucid a pancrees, va
canviar respecte als controls, ja que en aquest cas, les cel-lules Treg estaven
localitzades a la periféeria dels illots pancreatics i fins i tot al seu interior.

Finalment, a la mostra de pacients amb T1D de llarga durada (Fig. 5c), va ser dificil
trobar illots positius per la insulina, tot i que en algun cas si que en van trobar. En
aquest cas, els nivells d’infiltracié van ser variables entre seccions analitzades, ja que hi
havia seccions on els nivells d’infiltracié eren escassos i on es van trobar poques
cél-lules iNKT i Tregs distribuides al teixit, pero a d’altres seccions, en canvi, els nivells
d’infiltracié van ser més elevats.
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a) Control

Va24Jal8

b) Debut

_Vot24Ju18

Figura 5. Analisi de cél-lules iNKT i Tregs a pancrees huma en diferents etapes del
desenvolupament de la T1D. Les céllules iNKT i Treg van ser detectades per
immunofluorescéncia a seccions de pancrees huma a; Controls (nPOD#6098; 17 anys d’edat);
debut (nPOD#6113; 1 setmana d’evolucid) i T1D de llarga durada (nPOD#6046; 8 anys
d’evolucid) usant anticossos monoclonals especifics per cada poblacié cel-lular; TCRVa24Jal8
(Verd) per les cel-lules iNKT, Foxp3 (Verd) per les cel-lules Treg. En tots els casos es va usar la
insulina (Vermell) pel marcatge dels illots pancreatics i Dapi (Blau) per la tincié nuclear.
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C3. 2. Les cel-lules iINKT 1 Treg aillades del pancreas

d’una pacient amb T1D eren funcionals

Per confirmar que les cel-lules detectades al pancrees de pacient amb T1D eren
cél-lules iNKT i Treg i no cel-lules T efectores (Tef) que expressaven el TCR invariant o
Foxp3 degut al seu estat d’activacid, es van aillar i expandir cel-lules d’aquestes dues
poblacions a partir dels limfocits intrapancreatics (IPLs) del Cas 1 i es va analitzar la
seva funcionalitat. Per a I'obtencié de cél-lules iNKT, els IPLs van ser inicialment
expandits in vitro amb anti-CD3, seguit d’un cicle d’estimulacié amb aGalCer. L’analisi
del fenotip de les cel-lules resultants va demostrar [|'expansié de cel-lules
Va24Jal18'VB11°CD4" que representaven un 88,4 % de la poblacié total (Fig. 6a). Es va
comprovar que aquestes cél-lules eren iNKT, ja que el 90% de les cél-lules Va24'CD3"
unien especificament i per tant es marcaven, amb un tetramer de CD1d carregat amb
I'aGalCer, el lligand reconegut pel TCR invariant de les cel-lules iNKT (Fig. 6b). En canvi,
no es marcaven amb tetramers de CD1d sense carregar (sense aGalCer), usats com a

control negatiu.

L’expansio de cel-lules iNKT funcionals des dels IPLs va confirmar la preséencia
d’aquesta poblacié al pancrees del pacient amb T1D al debut (Cas 1), dades que
confirmaven els resultats obtinguts per gPCR i per immunofluorescéncia.
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Figura 6. Les cél-lules Va24Ja18 aillades del pancrees del Cas 1 sén cél-lules iNKT funcionals.
a) Fenotip de les cél-lules iNKT aillades a partir dels IPLs del pancreas del cas 1. Analisi per
citometria de flux b) Analisi de I'especificitat de les cel-lules iINKT amb tetramers de CD1d
carregats amb aGalCer. L'analisi per citometria de flux mostra la poblacid de cel-lules
CD3'Va24" tenyides amb tetramers de CD1d sense carregar (esquerra) o carregats amb
I’'analeg de I'aGalCer, PBS-57 (central i dreta).

A part de cél-lules iNKT i com a part de la tesi doctoral de Manuela Costa, un clon (.2i)
de cél-lules Treg (CD4" Foxp3¥) i un clon de cél-lules Tef (.29) (CD4" Foxp3’) van ser
aillats des dels IPLs del Cas 1. Per confirmar el fenotip de cada una de les poblacions
aillades, es va fer una tincié amb anticossos monoclonals especifics i es va analitzar per
citometria de flux, tal i com s’observa a la Figura 7a. Els resultats van mostrar que el
clon .2i tenia un fenotip regulador i el clon .29 presentava un fenotip de caracter
efector. Un cop comprovat el fenotip d’ambdds poblacions cel-lulars, es va testar la
seva capacitat supressora fent assajos de proliferacid i supressio in vitro utilitzant
diferents combinacions; (a) usant el clone .2i com a regulador i PBMCs al-logénics com
a cel-lules Tef (Fig. 7b). En aquest cas, els resultats van mostrar clarament que el clon
.2i suprimia la proliferacido dels PBMCs al-logenics. La supressid incrementava d’una
manera dosi depenent, quan el ratio Treg clon.2i vs PBMCs al-logénics incrementava,
arribant a una supressié aproximadament del 60% utilitzant un ratio 1:1 i arribant a
tenir nivells de proliferacié del 13,2% utilitzant un ratio 2:1. Les analisi estadistics
utilitzant una T-student van mostrar diferéncies estadisticament significatives tal i com
es pot observar a la Fig.7b (* p<0.05; ** p<0.005). (b) En un segon cas, el clon .29 es va
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usar com a regulador i els PBMCs al-logénics com a cel-lules Tef (Fig. 7c). En aquest cas,
el clon .29 tal i com va mostrar el seu fenotip (CD4'Foxp3’) no va mostrar capacitat
supressora, ja que no era capag¢ d’inhibir la proliferacié dels PBMCs al-logénics a cap
dels ratios .29:PBMCs utilitzats a I'assaig. Els resultats no van ser estadisticament
significatius i els nivells de proliferacié eren d’'un 60-70 % utilitzant ratios .29:PBMCs
1:1 i/o 2:1. (c) Finalment, també es va comprovar si el clon .2i podia suprimir la
proliferacié del clon .29 (Fig. 7c). El resultat va demostrar que el clon.2i podia suprimir
la proliferacio del .29 tot i que, els nivells de supressié van ser més baixos que quan es
van posar en cocultiu el clon .2i amb els PBMCs al-logénics. En aquest cas, utilitzant un
ratio 1:1 s’aconseguia una % de supressido aproximadament del 50%. Les analisis
estadistics fent una T-student van mostrar diferencies estadisticament significatives (*
p<0.05).

Aixi, aquestes dades, confirmen la presencia de cel-lules iNKT i de Tregs funcionals al
pancrees d’un pacient amb T1D al debut de la malaltia (Cas 1). Es important destacar,
gue tot i que a pancrees huma es troba poca infiltracid, les cel-lules iNKT i Tregs
aillades i expandides in vitro, van mantenir la seva capacitat funcional.
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Figura 7. Cel-lules Treg aillades d’IPLs del pacient del Cas 1 tenen capacitat supressora. (a)
Fenotip del clon de Treg .2i (CD4'Foxp3*) i del clon .29 (CD4*Foxp3’) analitzat per citometria de
flux. (b,c,d) La capacitat supressora dels clons de cél-lules T van ser testats en contra de la
proliferacié de PBMCs al-logenics i entre ells. En tots els casos, la proliferacié es va mesurar per
tincié amb CFSE usant diferents ratios Treg:Tef i analitzant els resultats per citometria de flux.
Els histogrames mostren un exemple dels 3 experiments realitzats. El grafic de barres (dreta)
mostra la mitjana del % de supressié de tots els experiments realitzats (n=3). (b) El clon .2i
suprimeix la proliferacié dels PBMCs al-logenics aconseguint un % de supressié del 60,3% usant
un ratio 1:1 de Treg:Tef. Les analisis estadistics usant una T-student va mostrar diferencies
estadisticament significatives; (c) el clon de Tef .29 no va suprimir la proliferacié dels PBMCs
al-:-Tef. L'analisi estadistica usant una T-student van mostrar diferencies significatives. (*
p<0.05; ** p<0.005). (Tesi Doctoral Manuela Costa).
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C3. 3. Dinamica de la infiltracié de cel-lules iINKT i
Tregs en el p‘ancrees huma durant la progressi(') de la
T1D

Despres de confirmar la preséncia de cél-lules iNKT i Tregs funcionals al pancrees de
pacients amb T1D al debut de la malaltia, es va voler estudiar si aquesta presencia es
mantenia durant les diferents etapes del desenvolupament de la T1D i amb quina
fregliencia. Per duu a terme aquest estudi, es va analitzar I'mRNA extret de seccions
de teixit pancreatic total d’un control (Cas nPOD#6098, 17 anys d’edat), un pacient
amb T1D al debut (Cas nPOD#6113, 1 setmana d’evolucid) i un pacient amb T1D de
llarga-evolucié (Cas nPOD#6046, 8 anys d’evolucié) per PCR convencional. Per a
confirmar I'estat de cadascuna de les mostres, es va analitzar I'expressid de gens
especifics de cel-lules endocrines del pancrees (INS-insulina i PPY- Polipeptid
pancreatic) i de la cél-lules exocrines (PNLIP, lipasa pancreatica) i es va usar I'expressio
d’hipoxantina-guanina fosforibosil transferasa 1 (HPRT1) com a gen d’expressid
constitutiva (housekeeping) per a la normalitzacié de les dades.

Els resultats van mostrar, tal i com s’esperava, una disminucid progressiva en
I’expressié d’insulina des del pancrees control al debut de la T1D i sobretot al pancrees
del pacient amb T1D de llarga evolucid, seguint probablement a la disminucio de la
freqgliencia de cél-lules B productores d’insulina que té lloc durant el desenvolupament
de la diabetis (Fig. 8a). Les analisis estadistiques usant una T-student van mostrar
diferencies estadisticament significatives entre la quantitat d’insulina a controls vs
debut, p=0,0476; controls vs T1D de llarga durada, p=0,0040 i debut vs T1D de llarga
durada, p=0,0159. En canvi, I'expressié de PPY era menor a les mostres dels pacients
(debut i T1D) pero sense canvis a mesura que augmentava el temps d’evolucid. Aquest
resultat confirmava que la resposta autoimmunitaria al pancrees és majoritariament
especifica de cel-lules B i el dany a la resta de cel-lules pancreatiques no augmenta una
vegada s’estableix la malaltia (Fig. 8b). En qualsevol cas, les diferéncies en I'expressid
de PPY entre les mostres no van ser estadisticament significatives. Finalment,
I'expressié de PNLIP també va ser menor en les mostres de T1D comparat amb la
mostra control, el que indica una perdua generalitzada de teixit pancreatic, endocri i
exocri, en el pancrees huma després del debut de la T1D (Fig. 8c). Les analisis
estadistiques usant una T-student van mostrar diferencies estadisticament
significatives en I'expressié d’aquest gen entre control i pacients (control vs debut,
p=0,0500; control vs T1D, p=0,0500).
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Tot seguit, es va analitzar la freqiiéncia de cél-lules iNKT i Tregs al pancrees d’aquests
pacients i control per PCR convencional basant-nos en I'expressié del TCRVa24Jal8 i
de Foxp3 per a cel-lules iNKT i Treg respectivament. Els resultats van mostrar que els
nivells de cel-lules iNKTs, mesurats com |’expressio relativa de TCRVa24Jal18 respecte
de CD3y, van augmentar a la mostra de debut de la malaltia respecte del control, pero
van disminuir significativament a la mostra de T1D de llarga evolucid. En aquesta
mostra la freqiiencia de cel-lules iNKTs va ser fins i tot més baixa que a la mostra
control (Fig. 9a). La preséncia de cel-lules Treg a les mateixes mostres va seguir un
patré similar al de les cel-lules iINKT, pero diferent a nivell de frequencia. La freqiiencia
de cel-lules Tregs va ser similar a la mostra control i de debut de T1D, pero gairebé
indetectables a la mostra de T1D de llarga evolucio (Fig. 9b). Les dades obtingudes a les
mostres de T1D al debut concorden amb els resultats obtinguts al Cas 1 (Fig. 1 — 3), on
es veu que ambdues poblacions de cel-lules reguladores estan augmentades a les
primeres etapes del desenvolupament de la malaltia. Es especialment interesant que a
les etapes més tardanes de la malaltia (pacient amb 8 anys d’evolucid), aquests dos
principals components cel-lulars del compartiment de regulacid, les cel-lules iNKT i
Tregs, tendeixen a desapareixer del pancrees.
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Figura 8. Comprovacié de l'estat i de I'etapa de desenvolupament de la T1D. Analisi de
I'expressié de a) insulina (INS); b) polipéptid pancreatic (PPY) i c) lipasa pancreatica (PNLIP)
analitzada per PCR convencional i quantificacid per densitometria de les bandes obtingudes.
MRNA extret de seccions de teixit pancreatic de mostres de pacients al debut (nPOD#6113, 1
setmana d’evolucid) i T1D de llarga evolucié (nPOD#6046, 8 anys d’evolucid), aixi com també
d’una mostra control (nPOD#6098, 17 anys d’edat). Les dades van ser normalitzades amb
I'expressié de HPRT. L'expressio relativa de cada gen analitzat va ser expressat com INS/HPRT,
PPY/HPRT i PNLIP/HPRT. Els grafics representen la mitjana dels tres experiments realitzats. Les
analisis van confirmar diferéncies estadisticament significatives (T-student= * p<0.05; ** p<0.005).
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Figura 9. Analisi de la freqliéncia de cél-lules iNKT i Tregs al pancrees a diferents etapes del
desenvolupament de la T1D. a) Quantificacid de les cél-lules iINKT basada en I'expressid
relativa de la cadena a del TCR invariant (TCR Va24Ja18). b) Deteccio de cel-lules Tregs basada
en l'expressio relativa del factor de transcripcié Foxp3. Totes les dades es van normalitzar
utilitzant el ratio CD3y/GAPDH. Els experiments van ser realitzats per PCR convencional en
mostres de teixit pancreatic de mostres de pacients al debut (nPOD#6113, 1 setmana
d’evolucid) i T1D de llarga d’evolucié (nPOD#6046, 8 anys d’evolucid), aixi com també a una
mostra control (nPOD#6098, 17 anys d’edat). Les dades mostren la mitjana de tres
experiments realitzats. Les dades no van ser estadisticament significatives.

C3. 4. Dinamica de la infiltracio de cel-lules iNKT 1
Tregs durant el desenvolupament de la T1D a ratolins
NOD

L’analisi de la distribucio i freqliiéncia de cel-lules iINKT i Treg a les mostres de pancrees
huma (Fig. 2, 3, 5 9) suggerien un dinamisme dels infiltrats de cel-lules reguladores
durant les diferents etapes del desenvolupament de la T1D. L’ observacidé que al debut
de la T1D, les cél-lules iNKTs es concentraven principalment féra dels illots pancreatics,
mentre que les cel-lules Tregs estaven preferentment associades a aquests, van fer
hipotetitzar, que aquesta distribucio diferencial podria estar associada a la progressio
de la malaltia durant les diferents etapes. Per poder contestar a aquesta pregunta, es
va estudiar la localitzacid de les dues poblacions cel-lulars a diferents etapes del
desenvolupament de la malaltia. La dificultat en I'accés a un nombre suficient de
mostres aixi com el limitat grau d’infiltracié de les mostres de pancrees huma
comparat amb el del ratoli, van portar a realitzar aquesta part de I'estudi en mostres
pancreatiques procedents del model de ratoli NOD. Aixi, es va estudiar la distribucio in
situ de les cellules INKT i Treg a ratolins NOD en diferents estadis del
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desenvolupament de la T1D; a I'estat de pre-diabétic (9 setmanes); al debut de la
malaltia (14 setmanes) i a ratolins NOD diabetics (20 setmanes). L'estudi per
immunofluorescencia de seccions de teixit pancreatic d’aquests ratolins, va mostrar
una gran diversitat en el grau d’infiltracié dels illots (Fig. 10), on es van poder observar
illots intactes sense cap tipus o amb minima infiltracié (Fig. 10a), illots amb una
lleugera/moderada infiltracié (Fig. 10b), d’altres amb una massiva i gran infiltracio (Fig.
10c) i fins i tot, illots on només quedaven restes d’insulina o minima quantitat de
cél-lules positives per la insulina (Fig. 10d). A més a més, a les mostres de ratolins NOD
pre-diabetics, debut i diabétics, es van trobar nuclis d’infiltracié no associats a cél-lules
positives per la insulina. Aquests nuclis d’infiltracié els vam considerar com nuclis
d’infiltracié no associats a illots, els quals estaven distribuits entre les cel-lules de
I’exocri del pancrees (Fig. 11). La importancia dels nuclis d’infiltracid no associats a
illots és de gran interés per a I'estudi de la localitzacié de les cél-lules iNKT i/o Treg
infiltrants al pancrees. Que unes o les altres estiguin localitzades a la periféria, dins i/o
fora dels illots pancreatics o als nuclis d’infiltracié no associats a illots durant les
diferents etapes del desenvolupament de la T1D ens pots ajudar a entendre millor la
funcioé de cada tipus cel-lular dins el pancrees durant la resposta autoimmunitaria. Per
aquest motiu, a part d’estudiar la localitzacié d’aquestes cél-lules als illots pancreatics,
també es van estudiar les cel-lules iNKT i Tregs que podrien estar associades els
diferents nuclis d’infiltracié6 no associats a illots a cada una de les etapes del
desenvolupament de la T1D. Aixi als nuclis d’infiltracid a pre-diabétics (Fig. 11a), la
freqUencia de cel-lules Treg va ser més alta que la de cel-lules iNKT, al debut (Fig. 11b),
la freqiencia de cel-lules iNKT va augmentar, mentre que la de les cel-lules Tregs va
disminuir i a ratolins diabétics (Fig. 11c) la frequencia de cél-lules iNKT continuava sent
elevada en comparacié amb la de les cel-lules Treg. Quan es va estudiar el patro de
tincidé de cada tipus cel-lular, es va observar que era similar que al d’humans. La tincid
de les cel-lules iNKT que en aquest cas van ser céel-lules dobles positives per
TCRaB'NK1.1" va ser una tincié superficial i la tincié del factor de transcripcié Foxp3
per a la deteccid de les cél-lules Treg va ser una tincio nuclear (Fig. 11d).
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Figura 10. Diferent grau d’infiltracio trobats als illots pancreatics durant el desenvolupament
de la Ti1D. Les imatges mostren illots pancreatics amb (a) poca o gens infiltracié; (b)
lleugerament/moderadament infiltrats; (c) infiltrats; (c) molt infiltrats, on en alguns dels casos
fins i tot no es detecta tincid positiva per la insulina.
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Figura 11. Nuclis d’infiltracio no associats a illots pancreatics en les diferents fases del
desenvolupament de la T1D a ratolins NOD. En tots els casos s’analitzen les cel-lules Treg i
cél-lules iNKT en els nuclis d’infiltracié a; (a) Ratolins NOD pre-diabétics, (b) Debut i (c)
diabétics. d) Patré de tincid de les cel-lules Treg (dreta) i les cel-lules iINKT (esquerra).
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Les analisis d'immunofluorescencia als illots pancreatics de ratolins NOD pre-diabetic,
es van observar molts illots pancreatics que estaven intactes amb només un baix grau
d’infiltracié de cel-lules T localitzades al voltat dels illots, produint peri-insulitis, on hi
havia entre altres, cél-lules iINKT (NK1.1" TCRaB") i cél-lules Treg (Foxp3® TCRap"). En
aquesta etapa, els nivells d’infiltracié o el grau d’infiltracio als illots pancreatics per
cél-lules T era baix, pero les poques cel-lules trobades, aixi com les cel-lules Treg,
estaven localitzades dins i al voltant dels illots pancreatics igual que les cel-lules iNKT
(Fig. 12a).

Pel que fa a les mostres de ratolins NOD al debut de la malaltia (14 setmanes), molts
dels illots estaven afectats per peri-insulitis i fins i tot, molts d’ells mostraven insulitis.
A més, es va observar un increment de ceél-lules als nuclis d’infiltracié no associats a
illots. Aixi, com al debut de la malaltia a humans, a ratolins NOD al debut, es va
observar que les cél-lules Treg estaven concentrades majoritariament dins dels illots
pancreatics i al seu voltant i les cel-lules iNKT eren més freqlients féra dels illots (Fig.
12b).

Finalment, a les mostres de ratolins NOD diabétics (20 setmanes), el nombre de
cel-lules positives per insulina era molt baix. A més, la majoria dels illots pancreatics
presentaven insulitis. Els illots on encara es podia detectar minimament I'expressio
d’insulina, presentaven un alt grau de peri-insulitis amb una massiva infiltracié de
cél-lules T i un augment de cel-lules als nuclis d’infiltracié no associats a illots. En
aquesta etapa, les cel-lules Treg i les iNKTs mostraven el mateix patré de distribucid
com a |'etapa del debut de la malaltia, tot i que amb diferencies quantitatives, ja que
en aquest cas el nimero de cel-lules infiltrants estava incrementat respecte al debut
(Fig. 12c).
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Figura 12. Localitzacié de cel-lules iNKT i Tregs al pancrees de ratolins NOD en diferents
etapes del desenvolupament de la T1D. Analisi d'immunofluorescencia usant anticossos
monoclonals especifics, sobre seccions de teixit: a) pre-T1D (9 setmanes), b) debut (14
setmanes), c) Diabetic (20 setmanes). Les imatges mostren la distribucié de les cel-lules iNKT
(TCRaB'NK1.1'DAPI) i de les Tregs (TCRaB'Foxp3'DAPI). La figura mostra tres exemples de cada
una de les etapes de la T1D.

Per poder interpretar més acuradament les dades d’immunofluorescéncia, es van
guantificar les cél-lules positives d’aguestes imatges. Es van quantificar un total de 20
illots i 6 nuclis d’infiltracié de dos ratolins NOD en cada una de les etapes de la malaltia
(Pre- T1D, Debut i Diabeétic). Els resultats van confirmar, que la freqiéencia i distribucié
de les cel-lules iNKT canviava durant la progressié de la T1D (Fig. 13a). Aixi, a ratolins
NOD pre-diabétics, el nUmero de cél-lules iNKT va ser similar als illots pancreatics i als
nuclis d’infiltracié no associats a illots. Aquesta distribucid canviava significativament al
debut de la malaltia, on augmentava la presencia de cel-lules iNKT als nuclis
d’infiltracié no associats a illots mentre disminuia als illots pancreatics. Aquesta
diferencia es va mantenir a ratolins NOD diabétics on s’observava un augment general
de la freqliencia de cél-lules iNKT. L'augment global de la freqgiiencia de cél-lules iNKT
des de prediabetic a ratolins NOD diabetics eren estadisticament significatives
(T-student on * p=0,050). També es va poder constatar que la freqiiéncia de cel-lules
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Treg a les mostres de pancrees era més alta que la de ceél-lules iNKT (Fig. 13 b). En
aquest cas, a ratolins NOD pre-diabétics la freqliéncia de cel-lules Tregs era similar a
illots i nuclis d’infiltracid, tal i com s’havia observat en el cas de les cél-lules iNKT. En
contrast amb els resultats de les cel-lules iNKT, la freqiiencia de cel-lules Treg va
incrementar als illots pancreatics pero es va mantenir estable als nuclis d’infiltracio
durant el progrés de la T1D. Aquest increment als illots pancreatics no va ser
estadisticament significatiu perod va demostrar la tendencia de les cél-lules Tregs a
mantenir un patrd de distribucié oposat al de les cel-lules iNKT.

a) b)
*
I 1
0.125+ * 0.6+ | n.s. |
0.5
0.1004
*
Q @ 0.44
o) IS
5 0.0754 a4
e g 0.3
—
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pre-DT1 Debut TiD pre-DT1 Debut TiD

Figura 13. Quantificacié de la immunofluorescéncia. Es va quantificar el nimero de cél-lules
iNKT (a) i el nimero de cél-lules Treg (b) tant als illots pancreatics (n=10) com els nuclis
d’infiltracié no associats a illots (n=6). Les analisis estadistics usant una T-student van donar
resultats estadisticament significatius en la freqléncia de cel-lules iNKT entre illots i nuclis
d’infiltracid, durant les diferents etapes del desenvolupament de la T1D (* p=0,050).

Per tant, aquestes dades suggerien una expansio de cel-lules iNKT i Treg al pancrees
paral-lel al progrés de la diabetis. L'expansid de cel-lules Treg era evident a l'interior i al
voltant dels illots pancreatics en comparacio a la poblacié estable localitzada a I'exocri
(nuclis d’infiltracié). Al mateix temps, hi havia una expansié important de cel-lules iINKT
als nuclis d’infiltracié no associats a illots teixit exocri i que era menor a l'interior i al
voltant dels illots pancreatics.

Prenent I'escenari d’inici o del debut de la malaltia, que és I'Unic que podem comparar
amb les dades de distribucid obtingudes a pancrees huma, podem concloure que el
patrod invers de distribucid d'aquests dos tipus de cél-lules reguladores descrit en els
ratolins NOD (Fig. 13) coincideix amb el descrit en el pancrees huma al debut de la
malaltia (Fig. 1). Per tant, les dades obtingudes de ratolins NOD van confirmar el patré
descrit al pancrees huma, indicant que tot i que ambdues poblacions es troben als
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illots pancreatics, les cel-lules iINKT es concentren majoritariament als nuclis
d’infiltracié no associats a illots, mentre que les cél-lules Tregs ho fan dins o al voltant
dels illots pancreatics. Per tant, la comunicacié entre aquests dos tipus de cél-lules T
reguladores podria ser important en el control del desenvolupament de la T1D.
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La majoria de processos relacionats amb el desenvolupament de la T1D han estat ben
documentats en models animals, pero actualment encara hi ha poques dades sobre el
desenvolupament de la T1D a humans. La rad de que hi hagi poca informacié al
respecte, és degut principalment a la poca disponibilitat de mostres pancreatiques de
controls i pacients. Per aix0, I'analisi del pancrees d’un pacient amb T1D és una
possibilitat Unica d’estudiar els determinants de la progressio de la malaltia i més quan
aquesta mostra prové d’un pacient 5 dies després del diagnostic clinic de la T1D (Cas
1). A més, s’ha pogut fer una comparacié amb teixit procedent de pacients de curta i
llarga evolucid obtinguts a partir del Network for Pancreatic Organ Donors with
Diabetes de la Juvenile Diabetes Research Foundation .

La infiltracié de cél-lules T autoreactives als illots pancreatics és distintiu de la T1D [48,
142] Aquestes cel-lules, tant cél-lules T CD8* com sobretot T CD4*, es consideren
responsables de la destruccio de les cél-lules B pancreatiques productores d’insulina.
Per mantenir I'homeostasi del teixit, la seva funcié és controlada per diferents
poblacions de cel-lules reguladores i mediadors cel-lulars d'immunomodulacié. Aquest
delicat equilibri pot ser alterat per defectes en algun d’aquests mecanismes in situ. En
els capitols anteriors s’ha descrit I'estudi del paper de les cél-lules iNKT i Tregs en el
control de l'autoreactivitat, pero a nivell de limfocits de sang periféerica de pacients
amb T1D al debut clinic de la malaltia. Si aquestes cel-lules reguladores han de
controlar I'autoreactivitat a I’organ diana de la resposta, llavors han de ser funcionals
in situ. Per tant, aquest treball s’ha centrat en I’analisi de la funcid de les cel-lules iNKT
i Tregs a I'organ diana de la resposta autoimmunitaria.

Els resultats obtinguts en aquest estudi, han demostrat la preséncia d’ambdods tipus
cel-lulars al pancrees i el que és més interessant encara, no només en el pancrees dels
pacients amb T1D siné també als pancrees de les mostres dels controls sans. De fet,
I’estudi ha demostrat la preséncia de cel-lules T al pancrees tant de pacients amb T1D
com de controls. Aquesta infiltracié de limfocits a pancrees de controls s’havia suggerit
anteriorment que podia ser deguda a una pancreatitis resultant del procés d’extraccio
de I'0rgan. De tota manera, estudis més recents, han descrit la presencia de cel-lules T
residents al teixit. En alguns casos d’infeccid virica, s’ha proposat que processos
inflamatoris locals, ja era suficient per poder atreure cél-lules T al teixit, on aquestes
podien acabant sent cel-lules T memoria residents de teixit i persistir indefinidament
[142,219,220]. Aquestes cel-lules T podrien també podrien ser cel-lules iINKT o cél-lules
Treg, les quals podrien estar implicades a la regulacié de la homeostasi del pancrees.
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De fet, tant les cel-lules Treg com les cél-lules iINKT , com hem vist als capitols anteriors,
poden contribuir al manteniment de la homeostasi dels teixits, a través de la seva
funcié reguladora [221,222]. Aixi, en condicions patologiques com ara la T1D, s’espera
que totes dues poblacions cel-lulars puguin participar en la regulacié de la resposta
autoreactiva. Els nostres resultats van mostrar que la freqliencia a sang periférica de
cél-lules iNKT a controls i pacients amb T1D al debut era similar. Contrariament als
nostres resultats, estudis previs, van demostrar una elevada freqiiéncia de cel-lules
iNKT a pacients amb T1D al debut [223], dades conflictives i contradictories amb
resultats previs on van descriure una baixa freqtiéncia de cel-lules iINKT a PBMCs de
pacients amb T1D [95,224]. Estudis més recents, van publicar un significant baix
percentatge en nombres absoluts de cél-lules iINKT a pacients amb T1D comparat amb
controls [225]. Diferents autors suggerien que les discrepancies observades en els
diferents estudis, respecte la freqliencia de cel-lules iNKT a sang periférica d’individus
sans i pacients amb T1D, possiblement era deguda a una diferéncia en I'edat del debut
de la T1D en cada un dels pacients, aixi com la durada de la malaltia.

Pel que respecta a la freqliéncia de cel-lules Treg, els nostres resultats no van mostrar
diferéncies en freqiiéncia a sang periférica entre individus sans i pacients amb T1D al
debut de la malaltia. Tot i aixi, diversos estudis han relacionat les cél-lules Treg amb
autoimmunitat, on s’ha suggerit alteracions a nivell de freqiencia i funcié de les
cél-lules Treg de PBMCs de pacients amb malalties autoimmunitaries [226,227].
Diversos treballs en relacié amb la T1D han trobat resultats no concloents que van des
de la reduccié de la frequiéncia i funcié de cel-lules Treg a d’altres on no s’han trobat
diferencies comparant el nimero de cél-lules Treg de pacients i controls a sang
periferica [117,199,228,].

Quan es va analitzar la presencia de cel-lules iNKT i Tregs a pancrees del pacient al
debut clinic de la malaltia al teixit total (TT) (Cas 1), es va observar que les cél-lules
iNKT i Treg eren presents tant al pancrees del pacient amb T1D com a la mostra de
pancrees de l'individu control, tot i que la freqliencia d’aquestes va ser més elevada al
pancrees del pacient amb T1D. Tot i aixi, al TT va ser molt més elevada la freqlieéncia de
cél-lules iINKT comparada amb la de les Tregs. Aquestes dades es va confirmar en
experiments de PCR convencional on es va analitzar la distribucid d’ambdues
poblacions cel-lulars en diferents etapes del desenvolupament de la T1D i on es va
observar que al debut de la malaltia al TT la freqliiéncia de cel-lules iINKT era més
elevada que la de Tregs.
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L’estudi de cel-lules Treg, va mostrar, que al debut de la malaltia es produia un
increment significatiu de la proporcid de cel-lules Foxp3* als illots pancreatics dels
pacients amb T1D al debut (Cas 1). Aquest augment era més evident quan es
comparava amb els valors obtinguts a les mostres de TT de pancrees (Cas PanH#6113,
1 setmana d’evolucié, nPOD, JDRF) on la diferéncia entre control i T1D al debut era
minima, indicant que I'augment en el nombre de cél-lules Foxp3+ es donava en els
illots pancreatics. L’analisi per immunofluorescencia de seccions de pancrees
d’aquestes mateixes mostres, no fou massa clarificador, primer perqué es detectaven
nombres molt baixos de cél-lules infiltrants, perd a més a més, era molt dificil veure
cel-lules Foxp3*. Aquests resultats contrastaven amb els descrits en un estudi previ on
es caracteritzava la composicié de l'infiltrat cel-lular a pancrees de pacients amb T1D al
debut de la malaltia mitjangant estudis d’immunohistoquimica [1]. Aquest estudi va
demostrar la preséncia de cel-lules Foxp3* al pancrees d’un pacient amb T1D, el qual
havia mort pocs mesos després del debut de la malaltia, tot i que en un nombre

minim.

Donat que les cél-lules Tef activades poden expressar nivells alts de CD25 i Foxp3 i la
seva especificitat antigénica és similar a la de les cel-lules Treg, ja que ambdues estan
restringides per molécules de MHC Il, es va voler estudiar si els nivells de cel-lules Treg
detectades al pancrees del Cas 1, podrien correspondre a un fenotip de cél-lules Treg.
Ja que no s’ha pogut estudiar la metil-lacié del promotor de factor de transcripcid
Foxp3 que és el que determina la classificacié definitiva de les cel-lules Treg, el que
s’ha fet és aillar aquestes cel-lules amb fenotip regulador a partir de TT del pancrees
del Cas 1 i comprovar que eren realment cél-lules amb funcié reguladora a partir
d’assajos de supressio in vitro usant diferents ratios Treg:Tef. Els resultats van mostrar,
que les cél-lules aillades eren cel-lules reguladores ja que suprimien PBMCs al-logenics i
també un clon de céllules Tef autoleg. Per tant, tot i que les dades
d’'immunofluorescencia obtingudes a seccions pancreatiques humanes també han
mostrat un baix nimero de cél-lules Treg a pacients al debut de la T1D, les dades de
gPCR obtingudes i I'aillament de clons de cel-lules amb fenotip CD4*CD25*Foxp3* amb
capacitat supressora, demostraven clarament, la preséncia de cel-lules Treg a nivell
pancreatic durant el debut de la malaltia.

Les cél-lules iNKT, caracteritzades a nivell fenotipic per la seva expressié del TCR
invariant Va24Jal8, també es van observar al pancrees de pacients amb T1D al debut
(cas 1). De fet, un estudi previ on es va analitzar el repertori del TCR de les cél-lules T
infiltrants al pancrees del Cas 1 [229] havia indicat que hi havia una expansid clonal de
cél-lules amb una cadena VB11 del TCR a la fraccid d’illots pancreatics purificats. A
més, tot i que menys abundant, també s’havia mostrat una expansioé clonal de cel-lules
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amb la cadena Va24 del TCR (E.Scholz et al. Treball de Recerca, Master d’Immunologia
Avang¢ada 2008/2009). Aquest resultats suggerien, que la poblacid de cél-lules amb un
TCR VB11* expandida dins dels illots pancreatics del pacient amb T1D podrien
pertanyer a cel-lules iNKT. Per confirmar els nostres resultats obtinguts per gqPCR i
veure que realment es tractava de cel-lules iNKT, es van aillar cél-lules amb el TCR
invariant a partir dels limfocits intrapancreatics (IPLs) del Cas 1 i es va comprovar que
aquestes cél-lules eren cel-lules iNKTs amb I'analisi per citometria de flux del marcatge
amb tetramers de CD1d carregats amb aGalCer. Estudis recents, han analitzat la
localitzacio anatomica de diferents subpoblacions de cel-lules iNKT al timus de ratoli
usant tetramers de CD1d carregats amb aGalCer conjugats amb fluorocroms per tenyir
seccions de teixit [230]. Aquesta, és una aproximacié molt interessant perquée permet
identificar cél-lules amb aquesta especificitat antigenica i no dependre només de la
preséncia d’un TCR determinat. No obstant aix0, a causa de |'escassetat de material
huma fresc, no s’ha pogut posar a punt aquesta técnica que sens dubte, hauria estat la
confirmacié més clara de la seva capacitat funcional in situ. En qualsevol cas, una part
essencial de la caracteritzacié de les cél-lules iINKT pancreatiques seria coneixer la seva
especificitat antigenica. L'aGalCer no pot ser la diana antigénica de les cel-lules iNKT
autoreactives perqué aquest és un antigen lipidic obtingut a partir d’'un extracte de
I'alga marina “Agelas mauritianus” descobert al 1997 durant estudis en ratolins
intentant buscant mecanismes de resposta antitumoral [231]. Inicialment, es pensava
que l'origen d’aquest glicoesfingolipid era I'esponja mateixa, pero estudis posteriors
han suggerit que realment |'aGalCer provenia probablement d’un bacteri que
colonitzava I'esponja. En tot cas, les cel-lules iNKT que formen part dels IPLs haurien de
ser especifics per un antigen d’origen pancreatic. Al laboratori s’esta fent un estudi per
identificar els antigens propis de les cel-lules pancreatiques que podrien estar
reconeixent les cél-lules iNKT. L’estudi s’ha fixat inicialment, en la familia dels
glicoesfingolipids perquée d’una banda és a la qual pertany I’aGalCer i de I'altre, perque
estudis recents han proposat que compostos amb configuracions alternatives
(configuracié beta) d’aquesta familia eren reconeguts per cél-lules iNKT humanes.
Estudis recents, han descrit una gran quantitat d’antigens propis amb configuracio B a
humans, aixi com el compost B-glucosilceramida (B-GluCer) el qual produia I'activacié
de les cel-lules iNKT [62]. Diversos estudis indicaven que la BGluCer era el lipid actiu
endogen que activava les cél-lules iNKT. Contrariament, d’altres estudis realitzats, van
arribar a concloure que I'activacié de les cel-lules iINKT no era directament deguda a la
BGluCer, siné que la seva digestié podia incloure a-glicolipids responsables de
I"activacié de les cél-lules iNKT, ja que moltes vegades els compostos amb configuracié
B no van aconseguir activar les cel-lules iINKT. Més recentment s’han identificat
contaminants amb la conformacio alpha a les mostres de BGluCer i per tant, van ser
considerats els que realment activavem les cél-lules iNKT [232, 233].
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Tot i aixi, vist que I'estres cel-lular indueix alteracions en el metabolisme d’aquests
glicoesfingolipids a les cel-lules B pancreatiques i que per tant, es poden generar
neoantigens reconeguts per les cél-lules iNKT, s’ha analitzat si canvis en els nivells de
glucosa, que es produeixen en pacients amb T1D, generen antigens que puguin ser
reconeguts per cel-lules iNKT al pancrees (Sdnchez Cano et al. dades no publicades). En
aquests estudis es va sotmetre la linia de cel-lules B HP62 a estrés cel-lular induit per
canvis en els nivells de glucosa i es van extreure els glicoesfingolipids pel seu estudi. Els
estudis preliminars van indicar que les cél-lules iNKT de pacients amb T1D reconeixien
els extractes de glicoesfingolipids de cél-lules B i que I'activacid, era més gran amb
extractes de cél-lules B sotmeses a estrés cel-lular. Aquesta activacid correlacionava
amb un increment de la concentraciéd de glicoesfingolipids en aquests extractes.
Aquest és un resultat molt interessant i s’esta treballant per identificar quin o quins
glicoesfingolipids endogens activen les cel-lules iNKT.

Per tant, la presencia de cél-lules iNKT al teixit pancreatic del pacient amb T1D, aixi
com la demostracié de que les cel-lules iNKT poden reconeixer extractes lipidics
procedents d’una linia de cel-lules B pancreatiques i que I'activacié de cél-lules iINKT
correlaciona amb un increment de la concentracié de glicoesfingolipids en aquests
extractes, suggereix que possiblement, la resposta autoimmunitaria durant la T1D no
es doni als limfonodes, siné que es doni a in situ al pancrees. Aixo voldria dir, que si les
cél-lules iNKT son al pancrees durant la resposta immunitaria, han d’estar reconeixent
algun tipus d’antigen lipidic, que possiblement, hagi estat generat durant el procés
inflamatori i 'estres de les cel-lules B. El descobriment d’aquests neoantigens obriria
una nova expectativa a I'estudi de diferents tipus d'immunoterapia dirigint la resposta
immunitaria contra un antigen determinat.

L'analisi també ha demostrat que la localitzacié d’aquests dos tipus cel-lulars al
pancrees és diferent. L'analisi del Cas 1 va demostrar que les cel-lules Treg eren més
abundants als illots pancreatics, mentre que les cel-lules iNKT es concentraven
sobretot al teixit exocri, ja que eren més abundants a les mostres pancreatiques de TT.
Aquesta distribucio es trobava al pancrees d’un pacient al debut clinic de la malaltia. El
fet de trobar les cél-lules iNKT i les Tregs al pancrees, perd amb una localitzacié
diferent I'una de I'altre, podria estar relacionat amb una funcié distintiva entre
ambdues poblacions cel-lulars a nivell pancreatic durant la resposta autoimmunitaria.
Diversos estudis, han suggerit la presencia d’alts nivells d’infiltracié al compartiment
exocri del pancrees, aixi com DCs, cél-lules T CD4*i T CD8* [234] indicant un alt nivell
d’activacié al compartiment exocri. Nikolic et al. [235] van proposar que la presencia
de DCs a I'exocri era essencial per poder retenir als limfocits a lesions pancreatiques
primerenques, fins i tot abans del debut de la T1D. Calderon et al. [236] van mostrar
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que les DCs presents als illots pancreatics mostraven alts nivells d’expressio del
complex MHC, aix0 en part, correlacionava amb els alts nivells de cel-lules Treg
observats a l'interior dels illots pancreatics.

Per altra banda, diversos estudis [237] van descriure un augment de I'expressié de
MHC | a nivell de I'exocri, el que podria explicar en part, la gran quantitat de cel-lules T
CD8* observades en aquest compartiment. Els nostres resultats van mostrar, que les
cél-lules iNKT estaven principalment localitzades féra dels illots pancreatics, suggerint
la seva importancia a nivell de I'exocri, per poder controlar i retenir els limfocits T
autoreactius abans de que arribin al illots pancreatics. Aixi, les cel-lules iNKT
controlarien la progressié de la resposta autoimmunitaria contra les cel-lules B dels
illots pancreatics.

Si les dues poblacions de cél-lules reguladores predominaven en zones diferents del
pancrees al debut, aquesta distribucié era propia d’'un moment concret del procés i
tenia per tant a veure amb la progressié de la malaltia?. Quan es va analitzar la
preséncia d’aquestes dues poblacions a diferents etapes del desenvolupament de la
malaltia (control, Debut i Diabétics de llarga evolucid) es va observar que en general, la
infiltracié del pancrees era lleu ja que només afectava alguns dels illots pancreatics.
Aquesta minima infiltracié era caracteristica no només del debut de la T1D sin6 també
de pacients amb T1D de llarga evolucié de la malaltia i correlacionava amb estudis
publicats anteriorment [27,44,45,46,142,237]. Fou més sorprenent la identificacié de
nuclis d’infiltracié no associats a illots, on les cél-lules T s’acumulaven formant petits
clusters, els quals es trobaven distribuits per entre les cél-lules acinars del teixit exocri.
No és estrany doncs, que a estudis d’expressié genica, es demostrés que mentre al
teixit total de pancrees de pacients amb T1D al debut hi havia un augment en
I'expressid de gens del sistema immunitari comparat amb pancrees controls, als illots
pancreatics predominava una reduccidé en I'expressié de gens amb funcié endocrina i
neurologica sense canvis significatius en els gens del sistema immunitari. Els estudis
d’expressié génica van confirmar una disminucié dels nivells de transcrits especifics de
cel-lules B als illots pancreatics com era d’esperar, pero tot i aixi, també van mostrar
una reduccié dels transcrits especifics de I'exocri donant suport a la idea de que la
resposta durant la diabetis no és exclusiva dels illots pancreatics, sind que també es
produeix una certa resposta autoimmunitaria al compartiment exocri [143,238].

Els estudis també van demostrar que la freqliencia i localitzacié de cél-lules iNKT i
cél-lules Treg al pancrees durant el progrés de la T1D era molt dinamic, ja que
ambdues poblacions cel-lulars canviaven en numero i distribucid6 a mesura que
avancava la malaltia. Aquest dinamisme, suggeria un paper especific d’aquestes
cél-lules al pancrees durant la progressio de la T1D, on les cél-lules iNKT localitzades

preferentment fdora dels illots pancreatics estarien regulant la resposta
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autoimmunitaria a nivell de I'exocri on estarien reconeixent algun neoantigen, generat
en etapes previes durant la inflamacid del pancrees, evitant d’aquesta manera, la
migracié de cel-lules Tef autoreactives als illots pancreatics o fins i tot, podrien estar
regulant la propia resposta immune contra components de I'exocri. Per altra banda, les
cel-lules Treg que eren principalment localitzades a l'interior dels illots pancreatic,
estarien controlant la resposta autoimmunitaria contra la destruccié dels illots
pancreatics a partir de la secrecié de citocines i d’altres mecanismes de supressioé de la
proliferacié cel-lular.

Degut als baixos nivells d’infiltracié al pancrees huma, fins i tot en condicions
patologiques, es van corroborar els resultats obtinguts amb I'analisi de pancrees de
ratolins NOD d’edats diferents i per tant representatives de diferents estadis del
desenvolupament de la T1D. En aquest model de diabetis espontania, on els nivells
d’infiltracié son molt més elevats, es van confirmar les dades obtingudes a la diabetis
humana [35]. Es va corroborar que al debut de la T1D, les cél-lules iNKT estaven
concentrades féra dels illots pancreatics, distribucié similar a I’observada en pancrees
huma durant la mateixa etapa. Amb la progressié de la malaltia als ratolins NOD
continuava I'expansid de la poblacié de cél-lules iINKT sobretot al teixit exocri. Aquesta
dada contrastava amb |'obtinguda en el pancrees de pacient amb T1D de llarga
evolucié (8 anys) on les cél-lules iNKT eren gairebé indetectables. Es dificil comparar el
curs clinic de la malaltia entre humans i ratolins NOD, pero és possible que la T1D
humana estigui molt més avancada 8 anys després del diagnostic que no a ratolins
NOD diabétics de 20 setmanes. Les cel-lules Treg, en canvi, semblaven seguir un curs
diferent al que s’havia vist al pancrees huma. Al pancrees de ratolins NOD al debut es
concentraven preferentment dins dels illots pancreatics o al seu voltant, com si la seva
funcio principal estigués relacionada amb la regulacio in situ del dany a les cél-lules B.
A més, la freqiiéncia d’aquestes cel-lules seguia augmentant a ratolins NOD diabétics
(20 setmanes) mentre que es trobaven en baix nombre a les mostres del pacient amb
T1D de llarga evolucié. Aquesta baixa freqliencia correlacionava amb una clara
disminucio de la massa de cél-lules B que es podia deduir per la reduccié drastica de
I'expressié d’insulina en aquesta mostra pancreatiques. Aquestes dades suggerien
doncs, que en el cas d’humans després de 8 anys d’evolucié de la T1D s’havia perdut
tota la capacitat de regulacié in situ i es podia especular que degut a la desaparicié
d’autoantigen al pancrees, desapareixien també les cél-lules encarregades de regular la
resposta T efectora autoreactiva.
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Tot i aixi, dades d’expressié genica van demostrar que encara es detectava transcrits
especifics d’illots pancreatics a pacients amb T1D de 8-10 d’evolucio, suggerint que la
destruccié de les cél-lules B durant el desenvolupament de la T1D és un procés en curs
molt lent [143].

Aquest estudi també confirmava la preséncia de nuclis d’infiltracid distribuits entre les
cél-lules acinars del teixit exocri, que s’havien observat a les mostres de pancrees
huma. Aquests nuclis contenien cél-lules Treg pero sobretot cel-lules iNKTs. Una
possible explicacié de I'existencia d’aquests nuclis, podria ser que es tractés de zones
del teixit, on previament hi havia cél-lules 3 productores d’insulina que havien estat
destruides per les cel-lules Tef autoreactives. D’aquesta manera s’explicaria la
presencia d’aquestes cel-lules reguladores a mostres de pacients amb T1D de llarga
evolucié i a ratolins NOD diabétics, on la majoria dels illots pancreatics estan destruits.
Perd també es van trobar nuclis d’infiltracié a mostres de pancrees de controls sans,
debut i de ratolins NOD pre-diabétics, on la majoria dels illots pancreatics encara eren
intactes i per tant, mantenien la seva estructura funcional. En aquest cas, es podria
tractar de grups de cel-lules que es dirigirien cap als illots pancreatics, ja que en molts
dels casos aquests nuclis d’infiltracié estaven connectats a ductes [239,240].
Alternativament, aquestes cel-lules podrien estar regulant i controlant la inflamacié al
teixit exocri. Diferents estudis van descriure que la fins ara inapreciada preséncia de
cel-lules T CD8* al compartiment exocri podria significar la seva implicacié amb l'inici i
la propagacié de la T1D [241]. Aquests estudis, també suggerien que aquestes cel-lules
T, podrien romandre al pancrees exocri després de la pérdua total de les cél-lules B
productores d’insulina, com a cel-lules T memoria residents. D’altres estudis, van
mostrar alts nivells d’infiltraciéd a pancrees exocri de pacients amb T1D comparats amb
individus controls [244]. Fins i tot, es va descriure una alta frequiéncia de DCs a I'exocri
de pacients amb T1D. Aquestes dades suggerien una potencial presentacié antigénica i
activaciéo de cel-lules T durant l'inici de la malaltia a nivell de I'exocri. Con s’ha
esmentat anteriorment la freqiiéncia de cél-lules iNKT era més elevada a I'exocri que a
I'interior dels illots pancreatics, per tant, es podria pensar que les DCs estan presentant
neoantigens a les cel-lules iNKT a nivell de I'exocri, intentant d’alguna forma controlar
la resposta autoimmunitaria contra el pancrees a l'inici de la malaltia. Aquests estudis,
van mostrar una correlacié entre la freqiiéncia de DCs i la preséncia de cél-lules T CD4*
al pancrees exocri, aixi com una major freqiéncia de cel-lules CD4* a pancrees exocri
de pacients amb T1D que al d’individus control [245]. Per tant, la presencia de cel-lules
iNKT a I’exocri podria contribuir a la regulacio de les cel-lules T autoreactives infiltrants,
les qual contribueixen i perpetuen la destruccié de les cél-lules B pancreatiques als
pacients amb T1D.
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Per tant, veien aquest resultat i veien els resultats obtinguts al capitol 1 on les cél-lules
iNKT de PBMCs de pacients amb T1D no tenien capacitat supressora de la proliferacid
de les cel-lules Tef, és molt important i imprescindible analitzar si les cél-lules iNKT
aillades dels IPLs, les quals sén reconegudes pel tetramer carregats amb aGalCer,
tenen capacitat reguladora o efectora. El fenotip de les cel-lules aillades de IPLs, va ser
preferentment iNKT-CD4*, el qual esta associat a un fenotip regulador [244] aixi,
possiblement, aquestes cél-lules no tinguin una funcié efectora a nivell pancreatic
durant la resposta autoimmunitaria a la T1D siné una funcié reguladora de la
inflamacid, la qual s’estaria donant a nivell de I'exocri, on les DCs podrien estar
presentant diversos neoantigens, controlant d’alguna manera l'onada d’infiltracié
cel-lular produida durant la T1D. En qualsevol cas, és possible que I'’entorn inflamatori
del pancrees moduli la funcionalitat de les cél-lules reguladores.

Aixi, ja que les dades presentades al capitol 2 han mostrat la capacitat de les cél-lules
iNKT de contribuir positivament a la capacitat reguladora de les cel-lules Treg a
donants sans, és possible, que hi hagi una certa comunicacié entre aquest dos grups de
cél-lules T reguladores que podrien afavorir el control de la malaltia, ja que totes dues
son presents in situ a I’organ diana de al resposta autoimmunitaria. Aquesta interaccio,
podria afavorir el disseny de noves formes d’immunoterapia usant la combinacié
conjunta de cel-lules Treg i iNKTs, amb la finalitat d’augmentar la funcié supressora i
d’aquesta manera reprimir la destruccio de les cél-lules B pancreatiques, disminuint la
incidencia de la T1D.
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Els processos moleculars pels quals el sistema immunitari acaba destruint les cel-lules
B pancreatiques productores d’insulina encara no estan del tot clars. A totes les
malalties autoimmunitaries, la resposta contra antigens propis comenga molt abans
del debut clinic de la malaltia. L’accés al teixit pancreatic patologic a la T1D, és
complicat perque I'alt contingut d'enzims digestius el fa propens a una rapida autolisi.
Per tant, aconseguir biopsies pancreatiques suposa un alt risc de patir pancreatitis i no
es fan de forma habitual. La falta de material huma ha fet que molts dels estudis
s’hagin fet en models animals, en el cas de la T1D, el model escollit principalment és el
model de ratoli NOD que desenvolupa espontaniament la diabetis.

Les estratégies d'immunoterapia usant iNKT dissenyades fins ara, tenen com a objectiu
restaurar la seva freqliencia. Un dels métodes usats per intentar augmentar-ne la
freqliéncia va ser injectar DCs carregades amb aGalCer. Aquesta estratégia va
augmentar la freqtiencia de cel-lules iNKT aixi com la seva secrecié de citocines. Aquest
meétode també ha mostrat efectes beneficiosos en la proteccié contra el cancer, aixi
com la injeccié directa de I'aGalCer mostrant limitacions relacionades amb la via
d’administracid del glicoesfingolipid [245,246,247].

Les dades presentades en aquesta tesi doctoral demostren que les cel-lules iNKT
d’individus sans tenen capacitat supressora que depén basicament de la secrecié d’IL-
13. Les cél-lules iNKT de pacients amb T1D perden aquesta capacitat reguladora alhora

gue disminueix la secrecié d’IL-13.

La secrecidé de citocines per les cél-lules iNKT ve determinada entre d’altres factors,
per I'estructura de I'antigen lipidic que determina I’afinitat de la interaccié del complex
CD1d-Ag-TCR. L'aGalCer, el lligand més potent per a |'activacié de les cél-lules iNKT
descrit fins ara, és un glicoesfingolipid (GSL) format per una galactosa unida a una
ceramida (acid gras + esfingosina) [231]. L'aGalCer activa les cel-lules iNKT induint la
secrecié de citocines tant de tipus Thl com de tipus Th2. S’han fet diferents
aproximacions usant analegs de I'aGalCer per alterar aquest patré de secrecidé de
citocines i per tant, modular la funcié de les cél-lules iNKT. Una de les aproximacions
ha estat escurcar les cadenes lipidiques dels glicoesfingolipids, sigui I’esfingosina (OCH)
o l'acid gras (C26:0, C16:0; C12:0, entre d’altres) [248,249,250]. Amb aquest canvi,
disminuia I'estabilitat del complex CD1d-GSL-TCR afavorint la secrecid de citocines de
tipus Th2. En canvi, I'analeg a-C-GalCer, que augmentava l'estabilitat del complex
CD1d-a-C-GalCer-TCR donava lloc a una resposta de tipus Th1. Canvis en la saturacio
de les cadenes lipidiques també modifiquen el tipus de resposta de les cel-lules iINKT
[166,167]. La presencia d’insaturacions canvia la rigidesa de les cadenes lipidiques

174



disminuint I'estabilitat i alterant la orientacié del complex CD1-GSL i per tant, poden
modificar el perfil de citocines. Algunes d’aquestes alteracions lipidiques es podrien
donar de manera natural durant els processos inflamatoris que es produeixen durant
el desenvolupament de la T1D. La generacid d’estrés causat per alteracions en els
nivells de glucosa, pot generar nous antigens lipidics, que podrien activar les cel-lules
iNKT.

En aquest treball, en canvi, s’han estudiat analegs amb modificacions de la part polar
de I'aGalCer que milloren la seva resisténcia a les glicosilases, de manera que sén més
estables i per tant, sén més idonis per a usos terapéutics.

Els resultats van mostrar, que les cel-lules iNKT tant de controls com de pacients amb
T1D podien respondre a diferents analegs de I'aGalCer. Alguns d’aquests analegs feien
que les cel.lules iINKT de pacients amb T1D secretessin més IL-13 que en resposta a
I’aGalCer. S’obria aixi, la possibilitat d’usar-los per a immunoterapia per a la T1D.

Es important tenir en compte, que I'aGalCer no pot ser el lligand endogen que activa
les cel-lules iNKT, per diferents raons. Primer, que es va aillar d’'un extracte lipidic de
I’esponja marina Agelas mauritianus [231, 252]. Segon, I'abséncia d’una via de sintesi
fisiologica de glicoesfingolipids a-anomerics a mamifers i I'existencia d’'una via de
sintesi de compostos amb conformacié . Linterés es va centrar doncs, en la recerca
d’antigens propis amb aquesta darrera conformacié. Un d’aquests lipids és la B-
GlucosilCeramida (BGluCer) [62] tot i que es va demostrar que activava les cel-lules
iNKT amb poca eficiencia. Més tard, es va comprovar que el que realment activava les
cel-lules iINKT eren compostos a-anomerics producte de la digestio enzimatica
d’aquest GSL o bé, contaminants presents a les preparacions comercials de BGluCer
[232,253].No s’ha d’excloure la possibilitat que a-glicoesfingolipids procedents de
microorganismes que formen part de la microbiota gastrointestinal siguin
responsables de I'activacié de les cel-lules iNKT i per tant del fenotip de memoria que
caracteritza aquestes cél-lules a humans [59,254,255]. Calen estudis per identificar el/s
antigen/s endogens i analitzar els possibles canvis de concentracié i estructura que es
produeixen durant la resposta autoimmunitaria per a poder manipular la resposta de
les cel-lules iNKT.

Aixi, aprofitant les caracterisitiques i funcions immunoreguladores de les cel-lules iNKT,
es pot proposar una immunoterapia que es basi en I'expansio de ceél-lules iNKT amb
glicoesfingolipids modificats que potenciin la secrecio de nivells més alts d’IL-13 que la
produida en resposta a 'aGalCer.
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També s’han dissenyat terapies basades en I'Gs de cél-lules Treg. Les estratégies que
s’han proposat fins ara també tenen com a objectiu recuperar freqiiéncies normals de
cél-lules Treg. La transferencia adoptiva de cél-lules Treg autdlogues o derivades de
donants sans ha estat considerada una bona estrategia d'immunoterapia ja que s’ha
demostrat que la infusié de cel-lules Treg aconseguia retardar el debut de la T1D en
nens perqué preservaven la funcié de les cél-lules B pancreatiques [256]. Un avantatge
d’aquest sistema és que es poden expandir cél-lules Treg autoantigen especifiques.
L'estimulacioé ex vivo amb anti-CD3/CD28 en presencia de rh-IL2, expandeix cel-lules
Treg policlonals que no sén especifiques d’antigen [257], perd es poden expandir en
presencia d’APCs carregades amb un determinant antigen peptidic i aconseguir aixi,
Tregs més potents [235 [258]. Un altre avantatge d’aquest sistema és la possibilitat de
poder controlar la dosi cel-lular administrada, perd la manca de marcadors de
membrana especifics d’aquest llinatge cel-lular han impedit una seleccié acurada de les
cél-lules Treg transferides. Finalment, una estratégia alternativa seria la conversio de
cél-lules T naive a cel-lules Treg induides [136] El problema d’aquest sistema, es que
s’ha vist que amb el temps, les cél-lules Treg poden perdre I'expressié de Foxp3,
adquirint un fenotip de cel-lula T efectora que fins i tot poden arribar a ser
patogéniques [139].

Arrel dels resultats presentats en aquesta tesi, es pot proposar un metode
d’'immunoterapia usant conjuntament cél-lules iNKT i Tregs. Demostrada la capacitat
de les cel-lules iINKT de potenciar la funcié de les cél-lules Treg, s’ha pensat en la
possibilitat d’usar-lo com a estratégia terapéutica.

Aguesta podria ser una bona estratégia d'immunoterapia, ja que el fet que les cél-lules
iNKT estiguin restringides per molécules de CD1, que no sén polimorfiques, evita en
part, els problemes d’histocompatibilitat interindividuals que han limitat les terapies
amb cél-lules Treg. Aquest sistema, ddéna |'avantatge de seleccionar un subgrup
determinat de cel-lules iNKT (CD4*, CD8* i DN) amb caracteristiques fenotipiques i
funcionals determinades, augmentant la puresa de la poblacié i com a conseqiiéncia el
seu efecte adjuvant.

Aixi, es pot proposar I'us d’una immunoterapia, combinant la capacitat requladora de
cél-lules iNKT i Tregs per controlar el desenvolupament de la T1D.
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Partint de la base que les cel-lules iINKT tenen capacitat supressora i que col-laboren
amb les Tregs augmentant la regulacié de la resposta, seria idoni que la interaccio
d’ambdds tipus cel-lulars tingués lloc in situ. Aixo és possible perqué s’ha demostrat la
presencia de cel-lules iINKT i Tregs funcionals al pancrees, I'0rgan diana de la resposta a
la T1D.

Per tant, amb aquests estudis, es proposen dos possibles mecanismes d’immunoterapia
usant cel-lules iNKT i/o la combinacié d’aquestes amb les Tregs amb la finalitat de
retardar i/o evitar, els diferents processos autoimmunitaris desencadenants del
desenvolupament de la T1D a pancrees.
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C. Conclusions

1. Les cel-lules iNKT tenen capacitat reguladora perque suprimeixen la proliferacio de les
cél-lules T efectores limitant la seva secrecié d’IL-2.

2. La supressio per cel-lules iNKT és mediada per la secrecié d’IL-13 i el bloqueig de la
funcié de la IL-13 amb un anticos neutralitzant inhibeix aquesta supressié.

3. Les cel-lules iNKT de pacients amb T1D al debut de la malaltia no tenen capacitat
supressora. Aquesta deficiencia funcional correlaciona amb una disminucié de la
secrecio d’IL-13 per aquestes cél-lules.

4. Les cel-lules T efectores dels pacients amb T1D i de controls sans expressen patrons
diferents del receptor de la IL-13 i aix0 explica que responguin de manera diferent a
aguesta citocina.

5. Es possible modular la secrecié d’IL-13 per les cél-lules iINKT amb analegs de I'aGalCer.
Aquest efecte és més evident a les cel-lules iINKT de pacients amb T1D que a les
d’individus sans.

6. Les cel-lules iNKT tenen un efecte adjuvant a la supressié per les cel-lules Treg.
L’addicio de cel-lules iNKT als cocultius de cel-lules Treg:Tefs augmenta la supressié de
la proliferacié cel-lular.

7. Lefecte adjuvant de les cél-lules iNKT també depén de la secrecié d’IL-13.

8. Al pancrees de pacients amb T1D hi ha cél-lules iNKT i Treg funcionals, reconeixen

I"aGalCer i suprimeixen les T autoreactives, respectivament.

9. La frequiencia d’aquestes cél-lules augmenta al debut de la malaltia respecte dels
controls, sobretot les cél-lules iNKT, i sén practicament indetectables a pacients amb
T1D de llarga evolucié.

10. La localitzacié anatomica al pancrees d’aquests dos tipus cel-lulars és diferent. Al
debut de la malaltia les cél-lules iINKT es mantenen preferentment al teixit exocri del
pancrees mentre que les cél-lules Treg son reclutades a l'interior dels illots pancreatics.
Aguesta distribucié és similar a I'observada a ratolins NOD a la mateixa etapa de la T1D.
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C. Conclusions

1. iNKT cells have regulatory capacity to suppress the proliferation of T effector cells
limiting the secretion of IL-2.

2. Cell suppression by iNKT cells is mediated by IL-13 secretion and blocking IL-13 with a
neutralizing antibody inhibits the supression.

3. iNKT cells from T1D patients at disease onset have lost the supressor function. This
functional impairment correlates with a decrease in IL-13 secretion by these cells.

4. T effector cells from T1D patients and healthy controls express different patterns of
IL-13 receptor and this explains that respond differently to this cytokine.

5. Is it possible to modulate the secretion of IL-13 by iNKT cells with aGalCer analogs.
This effect is most evident in iNKT cells from T1D patients than from healthy individuals.

6. iNKT cells act as adjuvants of the suppression by Treg cells. The addition of iNKT cells
to the cocultures of Treg and T efector cells increases the suppression of cell

proliferation.

7. The adjuvant effect of iNKT cells also depends on the secretion of IL-13.

8. INKT and Treg cells are found in the pancreas of T1D patients and they are functional

as they suppress autoreactive T cells and recognize aGalCer, respectively.

9. The frequency of iNKT and Treg cells increase at disease onset compared to healthy
controls, especially that of iNKT cells, and are virtually undetectable in long-term T1D

patients.

10. The pancreatic anatomical location of these two cell types is different. At the disease
onset iNKT cells remain preferably in the exocrine tissue while Treg cells are recruited
within the pancreatic islets. This distribution is similar to that observed in NOD mice at
the same stage of T1D.
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Annex I:

Estudi de la preséncia de cél-lules iNKT a pacients amb la

forma relapsing-remitting d’esclerosi multiple (RRMS)11
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Al. 1. Introduccio

Lesclerosi multiple (MS) és una malaltia inflamatoria del sistema nervids central (CNS)
caracteritzada per lesions multifocals a la matéria blanca del cervell amb un infiltrat
inflamatori prominent que s’associa a zones de desmielinitzacid, dany axonal i formacié
de cicatrius glials [1]. No es coneix del tot la seva etiologia pero hi ha evidéncies que
suggereixen que la forma recaiguda-remissié MS (RR-MS) i la forma cronica progressiva
MS(SP-MS), considerades patogenicament idéentiques i que evolucionen l'una a partir
de l'altra (SP-MS evolucionaria de RR-MS) (Fig. 1), es desenvoluparien en individus
predisposats geneticament com a conseqiéncia de |'efecte de factors ambientals
[1,2,3].

Figura . Esquema de l'evolucié clinica
de MS. Representacié de l'escala clinica
de la malaltia (linia vermella), carrega de
lesions (T2, linia blava), freqiéncia
TRl d’esdeveniments inflamatoris (T1) i
ALRIGIERR atrofia cerebral (linia verda). La part

3 blava (esquerra) mostra el tipus més
freqlient d’Esclerosi Multiple trobada en
un 85-90% dels pacients, I'anomenada
Relapsing-Remitting (RR)-MS. La majoria
d’aquests pacients passen a
desenvolupar (SP)-MS, esclerosis
multiple secundaria progressiva (part
verda). (Mireia Sospedra and Roland
Martin. Annu. Rev. Immunol. 2005; 23:683—
747).

Preclinical | Relapsing-Remitting MS | Secondary Progressive MS

EQSE

Lesion
boad T2
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Therapies Myelin/neural repair

S’ha descrit, que la MS comenga amb l'activacié de cél-lules T CD4" autoreactives i la
seva diferenciacié a Thl i possiblement a Th17. Tot i aixi, altres components del sistema
immunitari estan implicats en el danys tissular del Sistema Nervids Central (SNC), com
anticossos especifics, el sistema del complement, cél-lules T CD8" i factors
produits/secretats per cél-lules de la immunitat innata.
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Es creu que alteracions en els mecanismes de regulacié, aixi com cél-lules de tipus Th2,
cél-lules T reguladores (Treg) o cel-lules NKT, poden ser responsables, en part, de les
fases de recaiguda-remissié (RRMS) durant la qual les cel-lules T immunoreguladores
podrien controlar la resposta immunitaria produida per les cél-lules de tipus Th1 [4].

Les caracteristiques neuropatologiques de I’'MS es poden reproduir en el model animal
d’encefalomielitis autoimmunitaria experimental (EAE) immunitzant amb proteines de
la mielina, aixi com la proteina basica de la mielina (MBP), la proteina proteolipidica
(PLP) o la glicoproteina de la mielina dels oligodendrécits (MOG) [1] que es consideren
els autoantigens diana de la resposta autoimmunitaria. A MS, com a d’altres malalties
autoimmunitaries, es déna una resposta tant de tipus cel-lular com de tipus humoral
contra diversos lipids, els quals constitueixen fins el 70% de la beina de mielina [5,6,7,
8,9,10,11].

Les cél-lules NKT sén cél-lules T CD3" que expressen marcadors de cél-lules NK com
CD56, CD161 (NK1.1), NKG2D, CD94 entre altres. Tenen fenotip de cél-lula T activada i
poden reconeixer antigens lipidics en el context de CD1 [12]. Dins les cél-lules NKT
distingim les que estan restringides per CD1a, b, c o d que expressen un TCR divers, i les
cél-lules iNKT que estan restringides per CD1d i que expressen una cadena alfa del TCR
invariant Va24Jal8 associada preferentment a VB11 en el cas d’humans [13]. S’ha
demostrat que les cél-lules NKT reconeixen antigens lipidics derivats de la mielina: com
gangliosids [9], sulfatida [14], esfingomielina [15] i altres lipids endogens [16].

S’ha descrit que la molécula de CD1d, es troba expressada a nivell del SNC. La seva
expressié s’ha detectat a la microglia i astrocits reactius a les vores de les plaques
desmielinitzants on I'expressié esta incrementada [17,18]. Les cél-lules B que envolten
els capil-lars sanguinis en aquest mateix teixit també expressen CD1d.

A pacients amb MS, es produeix un increment de limfocits T circulants especifics per
diferents antigues procedents de la mielina i glicolipids neutres que poden ser
presentats per molécules de CD1d i per tant, reconeguts per cel-lules iNKT. A més, la
freqliencia i patrd de sintesi de citocines de les cél-lules iINKT canvia a les diferents
etapes de la malaltia a pacients amb Relapsing-Remitting Multiple Sclerosis (RRMS)
[19]. De fet, es produeixen augments transitoris en el nombre de cél-lules iNKT al liquid
cefaloraquidi (CSF), i de manera ocasional a PBMCs, sobretot a la fase de recaiguda de
la malaltia [19,20].
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El grup de la Dra. Sospedra (Departament de Neurologia, Hospital Universitari de

Zurich) va tenir accés a una mostra de cervell d’una pacient que va morir degut a una

forma molt agressiva de MS. Els estudis d’espectratyping realitzats amb aquesta mostra

van descriure I'expressié de les cadenes Va24 i VB11 del TCR al liquid cefaloraquidi

(CSF) i a les lesions cerebrals actives d’aquest teixit. Les dades obtingudes van suggerir

la preséncia de cel-lules iNKT al teixit diana de la resposta autoimmunitaria (Fig. 2).

v v
active brain lesions
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Figura 2. Estudi del repertori de la cadena a del TCR Va24 a CSF i a lesions cerebrals de la
pacient amb RRMS: A la imatge s’observa l'analisi per espectratyping corresponent a

I'amplificacié de Va24 a CSF i a dues lesions cerebrals de la pacient amb RRMS.
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Al. 2. Objectiu

LUobjectiu general d’aquest treball va ser estudiar la presencia de cél-lules iNKT a
pacients amb la forma relapsing-remitting d’esclerosi multiple (RRMS) i determinar si
és possible, el seu paper, ja sigui patogenic o regulador. Per tant, com a objectius
concrets:

1) Determinar la presencia de cél-lules iNKT a CSF i lesions cerebrals d’una
pacient amb RRMS i comparar-la amb la freqiéncia a PBMCs del mateix
pacient i d’altres amb la mateixa forma de la malaltia.

2) Determinar l'expressié de CD1d a lesions cerebrals i zones de no lesions
d’una pacient amb RRMS.

3) Caracteritzar i comparar les diferents subpoblacions de cél-lules iINKT (CD4,
CD8B" i DN) a PBMCs de pacients amb RRMS i controls sans.
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Al. 3. Material i metodes

3.1 Mostres

Es va estudiar la presencia de cél-lules iNKT a liquid cefaloraquidi (CSF) (n=1) i lesions
cerebrals (L3, L4 i L9) (n=3) d’una pacient amb RRMS, una dona de 36 anys que va
morir a l'any 2008 com a conseqiéncia d’'una forma molt agressiva de MS a la
University Medical Center Hamburg-Eppendorf. També es van analitzar mostres de
PBMCs de pacients amb RRMS (n=29) i de controls sans (n=26) (Taula. 1).

Tot el material estudiat es va obtenir amb el consentiment informat i amb I"aprovacié
del comité d’ética local de la Arztekammer of the City of Hamburg (No. 2758).

Taula 1. Dades dels pacients amb RRMS. Nombre de pacients, edat, sexe i EDSS.

Pacients Malaltia Edat Sexe EDSS
F M ND 0-2 2,5-4 >4
26 RRMS 20-70 14 12 9 11 5 1

3.2 Cultius cel‘lulars

La quantitat de cel-lules obtingudes a partir de la mostra de CSF va ser relativament
baixa, per tant, es van expandir in vitro. Es van posar en cultiu les cel-lules del CSF
obtingudes amb medi IMDM (Iscove's Modified Dulbecco's Medium), suplementat amb
un 10% de Serum Huma, Penicilina (100 U/ml), Streptomicina (100ug/ml) i L-Glutamina
(2 mM). A aquests cultius es van afegir PBMCs autolegs irradiats (30Gy) i com a estimul,
es va afegir PHA-L (1pug/ml). A les 24 hores de cultiu es va afegir rh-IL2 (20U/ml) i
durant dos setmanes es va anar reemplacant medi fresc, el qual contenia rh-IL2
(20U/ml). Seguidament, les cél-lules es van fenotipar, usant anticossos monoclonals
especifics i van ser criopreservades fins al seu Us.

3.3 Extraccio de RNA 1 Retrotranscripci(): Sintesi de cDNA

A partir de la mostra de CSF (n=1) i les mostres de lesions cerebrals (n=3) d’una pacient
amb RRMS, es va fer I'extraccid de RNA seguint el protocol d’extraccié del kit “RNeasy
Plus Mini” de QUIAGEN (material i metodes) i el RNA obtingut es va quantificar usant
el Nanodrop 1000 (Thermo Scientific).
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Per passar el RNA de les diferents mostres a DNA complementari (cDNA) es va dur a
terme la retrotranscripcid seguint el protocol corresponent (veure material i metodes).
El programa del termociclador per a la retrotranscripcio va ser el seglient: un primer
pas de pre-shock a 652C durant 5 minuts seguit d’'una incubacio en gel de 5 min. Un
segon pas d’incubacio d’1h a 552C, seguit de 15 minuts a 702C i 2 minuts a 42C.

3.4 Reaccio en cadena de la Polimerasa ( PCR)

3.4.1 Analisi delTCR invariantVa24Ja18 de les cel-lules iNKT

Per a determinar la preséncia de cél-lules iNKT a CSF i a les lesions cerebrals del pacient
amb RRMS, es va duu a terme una PCR convencional basada en I'expressié de la cadena
alpha del TCR invariant especific (Va24Ja18) de les cel-lules iNKT. Primerament, es va
analitzar l'expressi6 de V024/Ca fent servir primers especifics per Va24 (5'
CTGGATGCAGAACAAAGCAGAGC 3' de Sigma Aldrich Home) i per la cadena constant del
TCR, Ca (5' GTTGCTAGGCCGCGGCACTGTT 3' de Sigma Aldrich Home). El programa
d’amplificacié a seguir va ser el seglient: desnaturalitzacié a 952C durant 2 min, seguit
de 35 cicles d’1 min a 952C, 1 min a 652C i 1 min a 722C, seguit d’un cicle d’elongacio
final a 729C durant 10 min. El producte de I'amplificacié es va correr en un gel al 2%
d’agarosa, es va tallar la banda corresponent al fragment de Va24Ca i es va purificar
seguint el protocol corresponent al kit “Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System” de
(Promega). El producte obtingut es va reamplificar utilitzant primers especifics per
Va24 i la cadena alpha del segment J del TCR, Jail8 (5'
AGGCCAGACAGTCAACTGAGTTCC 3' de Sigma Aldrich Home). El programa
d’amplificacié en aquest cas va ser el seglient: Un cicle de desnaturalitzacido a 952C
durant 2 min, seguit de 35 cicles de desnaturalitzacié a 952C durant 30 segons, una fase
d’annealing a 612C durant 30 segons i un pas d’extensio de 722C durant 30 segons,
seguit d’un ultim pas d’elongacio final a 729C durant 5 min.

3.4.2 Analisi de l’expressi() de CD1

Per a determinar I'expressio de CD1d a les mostres de CSF, lesions cerebrals i zones de
no lesié (NL), es va fer una PCR convencional utilitzant primers especifics per CD1d
(Taula 2). L'expressiéo de CD1a, CD1b i CD1c a les mateixes mostres es va determinar
utilitzant primers especifics per cada un d’ells (Taula. 2). El programa d’amplificacié en
tots els casos va ser el seglient: Un cicle de desnaturalitzacié a 959C durant 2 min,
seguit de 35 cicles de PCR que consistien en una desnaturalitzacié a 952C durant 30
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segons, una fase d’annealing a 602C durant 30 segons i un pas d’extensio de 722C
durant 30 segons, seguit d’un Ultim pas d’elongacié final a 722C durant 5 min.

Primer Seqiiéncia T2 Fusion T2 annealing Tamany
.o R 0

(Dla Fw: 5- TGTTAGCTGTTCTCCCAGGTGA-3 65,9 2C 60 oc 81 pb
Rv: 5- AGGATGCGATCCAGATGACAT-3 65,7 2C
Fw: 5- CCATTTCAACTGTTAGCTGTTCTCTT-3 64,4 °C

CD1b - 60 °C 73 pb

Rv: 5- GAAAGGAGGTCGGCCCC-3 67,0 2C P

: 5. - 0

CD1c Fw: 5- TGGTGACAATGCAGACGCA-3 68,1 9C 602C 71pb
Rv: 5- GGTTGACAAATGAGAAGATCTGGA-3 65,2 °C
.5 - 0

cD1d Fw: 5- AGCGCTGAAGTCCCGCA-3 68,7 2C 60 9C 64 pb
Rv: 5- TATTGGCGAAGGACGAGATCTG-3 67,3 C

Taula. 2 Seqiiéncia d’oligonucleotids especifics per I'amplificacié de CD1. La taula mostra la
seqiencia de cada primer especific per cada molecules de CD1 (a, b, c i d), la T2 de fusid i
d’annealing de cada un dels primers i el parells de bases (pb) de 'amplimer resultant.

3.5 Analisi del producte de PCR en gel d’agarosa

Els productes obtinguts, resultant de les PCR realitzades (Va24Jal8, CD1a, b, ci d) es
van analitzar en un gel d’agarosa al 2% en un volum final de 50 UL de TAE al 1x. Es va
retallar la banda corresponent al tamany de cada un dels amplimers i es van purificar
seguint el protocol corresponent al kit “Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System” de
Promega.

3.6 Seqﬁenciacié

El producte purificat va ser seqlienciat directament al servei de seqlienciacié rapida
“Microsynth AG” (Zurich, Suissa). Cada una de les seqiéncies s’obtingué per duplicat
partint de cadascun dels dos primers (Forward i Revers). S'estudia els cromatogrames
obtinguts amb el software Chromas, es comprova que totes les seqliencies no tenien
aparentment cap error i s‘alinearen mitjangant I'Us del programa online Clustal W.
Finalment, fent un Blast es va comprovar a que gen corresponia el producte
seqlienciat. En el cas dels estudis dels TCRs, a part de I'analisi esmentat, es va usar
I’eina online IMGT/V-QUEST per veure a quina cadena a i B corresponia cada un del
segments obtinguts.

3.7 Clonacio 1 Transformacio

El material obtingut, purificat i sequenciat de I'amplificacié corresponent a CD1a, b, ci
d es van clonar utilitzant el pGEM-T Easy Vector de Promega. Per duu a terme la
transformacio, és van barrejar 2 pl de lligacié amb cel-lules competents i es va incubar a
372C durant 1h amb agitacié constant. Seguidament, les cel-lules es van sembrar en
plagues de petri amb medi selectiu diferencial (LB + Agar + Ampicilina + IPTG i X-Gal) i
es van deixar o/n a 379C. A 'endema, es van picar les colonies blanques (que sén les
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gue tenien linsert) és van fer les minipreps corresponents utilitzant el kit
“Plasmid Miniprep Kit I” d’Invitrogen i el producte obtingut va ser sequenciat tal i com
s’ha esmentat anteriorment a I'apartat 3.6.

3.8 Protocols de tincio

3.8.1 Tincid superficial: Subpoblacions de cel'lules INKT

La caracteritzacié de les diferents subpoblacions de cel-lules iNKT a PBMCs de pacients
amb RRMS (n=26) i PBMCs de controls sans (n=29), es va determinar per citometria de
flux usant el BD FACSCanto™ i analitzant les dades amb el software BD FACSDiva™. Per
a la caracteritzacio de les diferents poblacions, es van usar una combinacié d’anticossos
monoclonals especifics contra la cadena a del TCR invariant Va24Jal8 PE, VB11 FITC,
CD3 PE-Cy7, CD4 APC i CD8B PE-Cy5 (Taula. 3).

Ceél-lules en suspensio
Cél-lules iNKT

Especificitat AcMo Isotip Procedeéncia
TCRVa24)a18 6B11 IgG1 Milteny Biotec
TCRVB11 c21 IgG2a Beckman Coulter
CD3 UCTH1 IgG1 Biolegend
CDh4 RPA-T4 IgG1 eBiosciences
CD8af 2ST8.5H7 IgG2a eBiosciences

Figura 3. Panell d’anticossos monoclonals usats per a la determinacié dels diferents subgrups
de cél-lules iNKT. Al quadre s’observa els anticossos utilitzats, per a la determinacié dels
diferents subgrups de cél-lules iNKT, aixi com el clon, I'isotip i la procedéncia corresponent a
cada un d’ells.
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Al. 4. Resultats

4.1 Presencia de cel'lules iNKT al CSF pero no a les lesions
cerebrals de la pacient amb RRMS

Per a determinar la presencia de cél-lules iNKT a CSF i lesions cerebrals d’una pacient
amb RRMS, es va analitzar I'expressiéd del TCR invariant Va24Jal8 especific de les
cel-lules iNKT per PCR convencional en aquestes mostres. Els resultats van mostrar la
presencia de cél-lules iNKT a la mostra de CSF, pero no es va detectar la seva presencia
a les lesions cerebrals de la mateixa pacient (Fig. 3). Com a control positiu de
I"amplificacié es van usar PBMCs d’individus sans.

Figura 3. Amplificacio per PCR de la cadena a del TCR invariant Va24Jal8 a CSF i lesions
cerebrals de la pacient amb RRMS: A la imatge s'observa I'expressié de la cadena a del TCR
invariant Va24Ja18 de les cel-lules iNKT, a CSF i lesions cerebrals (L3, L4 i L9) de la pacient amb
RRMS. PBMCs de donants sans es van usar com a control positiu de 'amplificacié.

4.2 Expressi() de CD1d a les lesions cerebrals de la pacient amb
RRMS

Per a determinar I'expressié de les diferents molécules de CD1 a les lesions cerebrals i
zones de no lesié de la pacient amb RRMS, es va fer una PCR convencional utilitzant
primers especifics per cada una de les molécules de CD1. Els resultats van mostrar la
deteccid I'expressié de CD1d només a una de les dos lesions cerebrals analitzades (L4).
Tot i aixi, no es va detectar I'expressid de CD1d a les zones no lesionades de la mateixa
mostra (NL1, NL2). Cap de les altres molécules de CD1, ni CD1a, b ni c, es va detectar ni
a les lesions cerebrals ni a les zones de no lesié de la pacient amb RRMS (Fig. 4).
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Per a confirmar aquestes dades, de cada una de les mostres analitzades, es va tallar i
purificar la banda de la zona corresponent a la mida de I'amplimer de cada CD1
amplificat, es va clonar i es va tornar a seqlienciar. Les dades obtingudes a partir de la
clonacié tampoc van poder determinar I'expressido de CD1a, b ni c a les zones de lesio
L3 i L4 ni a les zones no lesionades NL1 i NL2, ni tampoc I'expressié de CD1d a L3, NL1 i

NL2.
500 pb
300 pb
100 pb
Espressio de

09k CD1d a L4 del
300 pb L pacient amb
100 pb RRMS

C+ NL1 NL2 13 L4 C+ NL1 NL2 13 14

C1R C1R

Figura 4. Amplificacié de les molécules de CD1 per PCR convencional: La imatge mostra
I'expressié de CD1a, b, c i d a lesions cerebrals (L3 i L4) i zones de no lesié (NL1 i NL2) d’'una
mostra d’una pacient amb RRMS. Només s’observa expressio de CD1d a una de les lesions
cerebrals analitzades (L4) pero no es detecta expressid de cap dels altres CD1s analitzats.

4.3 Defectes en la determinacio de cel-lules iNKT a mostres de
CSF d’una pacient amb RRMS

L'analisi per citometria de flux de la presencia de cél-lules iNKT a PBMCs i a CSF de la
pacient amb RRMS, va donar un resultat negatiu (Fig. 5), ja que no es van detectar
cél-lules Va24Ja18'VB11". Aquest resultat, possiblement, va ser degut a que aquestes
mostres havien estat previament expandides in vitro amb un estimul policlonal, el qual
afavoreix principalment la proliferacié de limfocits T CD4" d’'una manera no especifica,
desafavorint la proliferacio de les cel-lules iNKT. L'estimulaciéo amb un mitogen, fa que la
baixa frequéncia de cel-lules iNKT (0.1-0.3% del total de cél-lules T a humans), acabi
desapareixent amb aquest tipus d’estimulacid, i per tant, arribin a ser indetectables.
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Figura 5. Freqiiéncia de ceél-lules iNKT
a CSF de pacients amb RRMS

3 3 oo 093:- vataes /7 estimulats amb PHA-L: Als dotblots
) m’*ﬂ; s'observa la freqliiéncia de ceél-lules
%Eq iNKT a CSF de la pacient amb RRMS

ga estimulats amb PHA-L, analitzades per

5 citometria de flux.

4.4 Baixa freqiiencia de cel'lules iNKT a pacients amb RRMS

Els resultats obtinguts per citometria de flux respecte a la caracteritzacié i comparacid
de les diferents subpoblacions de cel-lules iINKT a mostres de controls i de pacients amb
RRMS, van mostrar que la freqiiéncia de cel-lules iNKT a pacients amb RRMS era més
baixa que a individus controls (Fig. 6), tal i com ja ha estat descrit previament [19].

Figura 6. Freqliéncia de cél-lules iNKT a
0.2+ controls sans (HD) i pacients amb RRMS:
. A A la grafica s'observa la comparacié entre
% . el percentatge de cel-lules iINKT a HD
@ . A (n=25) i pacients amb RRMS (n= 26).
= ] gy A
é 0.1 o N
= .
L )|
Aad
. l... tkAAAA
Sgal 4aAl,
0.0 vt L
HD RRMS

Quan es van caracteritzar les diferents poblacions de cel-lules iNKT en aquestes
mateixes mostres, els resultats van mostrar una disminucié de cél-lules iINKT-CD4" i
iNKT-DN a pacients amb RRMS comparada amb la freqiéncia a individus sans. La
diferéncia entre la freqiiéncia de cél-lules iNKT-CD4" a controls (HD) i a pacients amb
RRMS va ser estadisticament significativa (p=0,0391). Contrariament, la diferéncia en la
poblacio de cel-lules iINKT-DN no va ser estadisticament significativa, tot i que es va
observar una certa tendéencia a estar disminuides a pacients amb RRMS. Pel que fa a la
poblacié de cél-lules NKT-CD8B" no es van trobar deferéncies entre HD i pacients (Fig.
7).
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Figura 7. Analisi de la freqiiencia dels
diferents subgrups de cél-lules iNKT a controls
i pacients amb RRMS. A la grafica es compara
el percentatge de cél-lules iNKT-CD4", iNKT-
CD8B" i iNKT-DN a PBMCs, entre controls (HD)
i pacients amb RRMS. Usant una T-student, les
diferencies van ser estadisticament
significatives entre el % de cél-lules iINKTCD4"
HD vs iINKTCD4* RRMS (p=0,0391).

Donat que la mitjana d’edat dels controls
sans era inferior a la de pacients amb
RRMS es va voler comprovar si els canvis
de freqliencia observats entre els
diferents subgrups de cel-lules iNKT, podia
ser resultat d’aquesta diferéncia, ja que en
previs estudis s’havia descrit que a PBMCs
de controls sans la freqténcia de cél-lules
iNKT disminuia amb l'edat [21]. En el
nostre cas, els resultats van mostrar que,
contrariament al que s’havia descrit
previament a controls sans, la menor
iNKT no es

correlacionava amb I'edat dels pacients i

freqliencia de cél-lules
per tant, era atribuible directament al
procés autoimmunitari (Fig. 8). Tot i aixi,
es va observar una certa tendéncia de les
iNKTs-CD4" a disminuir amb I'edat als

pacients amb RRMS pero les dades no van ser estadisticament significatives en cap

dels casos
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Figura 8. Correlacié entre I’edat i la freqiiéncia de cél-lules iNKT a controls i a pacients amb
RRMS: Les grafiqgues mostren la correlacié entre la freqiiéncia dels diferents subgrups de
cél-lules iNKT (CD4%,CD8" i DN) amb I'edat, tant a les mostres de HD (dalt) com a la dels
pacients amb RRMS (baix).

A més a més, es va analitzar si el percentatge de cada subgrup de cel-lules iNKT
correlacionava amb la severitat de la malaltia mesurada en funcié de I'EDSS o també
anomenat “Expanded Disability Status Scale” [22]. Les dades van mostrar una certa
correlacié entre la poblacié de cél-lules iNKT-CD4" i el EDSS. Aixi, el % de cél-lules iNKT-
CD4" va disminuir quan més elevat era I'EDSS. Contrariament, no es van detectar
diferéncies en la poblacié de cél-lules iNKTs-CD8B" ni les iNKTs-DN (Fig. 9).
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Figura 9. Correlacié entre ’'EDSS i el % de les diferents subpoblacions de cel-lules iNKT: Les
grafiques mostren la correlacié entre les diferents subpoblacions de cél-lules iNKT i I'EDSS
“Expanded Disability Status Scale” dels pacients amb RRMS.
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Al. 6. Discussio

En aquest treball s’ha analitzat la presencia de cel-lules iNKT a una mostra de liquid
cefaloraquidi (CSF) i mostres de lesions cerebrals d’una pacient amb RRMS i ho hem
intentat comparar amb la freqiéncia de cel-lules iINKT trobades a PBMCs de la mateixa
pacient i d’altres pacients amb RRMS. A més, es va analitzar I'expressié de CD1d a les
lesions cerebrals i zones de no lesions de la pacient amb RRMS. Per ultim, es van
caracteritzar i comparar les diferents subpoblacions de cél-lules iNKT (CD4*, CD8B" i
DN) a PBMCs de pacients amb RRMS i de controls sans.

Per una part, les nostres dades, van confirmar I'expressié de CD1d a una de les lesions
cerebrals (L4) de les dues analitzades d’'una pacient amb RRMS, pero no es va detectar
I'expressié ni de CD1a, b ni ¢ a cap d’elles ni a les zones de no lesid de la mateixa
pacient (NL1 i NL2). Aquestes dades sdn concordants amb estudis previs, on es va
demostrar I'expressié de CD1d a nivell del SNC. L'expressié de CD1d a nivell del SNC, fa
qgue la disrupcido de la mielina i la fagocitosis produida per la microglia local i els
macrofags dels productes obtinguts (derivats de la mielina), siguin presentats a cel-lules
T, per molecules de CD1d localitzades als llocs d’inflamacié del SNC [23]. Concordant
amb aixo, d’altres estudis, van mostrar un increment en el nimero de cél-lules T
circulants que podien reconeixer diferents antigens lipidics propis, aixi com la sulfatida,
antigen derivat de la mielina, entre d’altres, els quals podien ser presentats per
molecules de CD1d al SNC [24,25,26]. Estudis més recents, van mostrar I'expressio de
CD1d a les voreres de les plaques desmielitzants del SNC [22] i fins i tot a les cel-lules
de Schwann del SNP [27].

Tot i que en als nostres estudis I'expressié de CD1a, b i c no es va detectar a les lesions
cerebrals analitzades, estudis previs si que van descriure I'expressid de la molécula
CD1b a lesions de pacients amb Esclerosis multiple cronica activa, perd no a zones de
no lesions o lesions silencioses, tal i com també s’ha pogut observat en els nostres
estudis [28]. El fet de trobar I'expressié de CD1d a una de les lesions cerebrals podria
suggerir la presencia de cel-lules iNKT en aquella lesid. Contrariament al que es podria
pensar, quan es va analitzar a la mateixa mostra de lesié cerebral, I'expressié del TCR
invariant especific de les cél-lules iINKT Va24Jal18, aquest no es va detectar, tot i que, si
es va detectar a CSF de la mateixa pacient amb RRMS. Aquestes dades estarien d’acord
amb dades previes, on es va reportar que a lesions cerebrals de pacients amb RRMS,
els quals van presentar baixa freqiiéncia de cél-lules iINKT a PBMCs i CSF, rarament es
va detectar I'expressio del TCRVa24Ja18 [29].
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Degut a la poca quantitat de cel-lules obtingudes des del CSF de pacients amb RRMS,
les cel-lules es van haver d’expandir in vitro amb PHA-L amb la finalitat d’obtenir més
qguantitat de cel-lules iNKT per poder treballar. Les analisis per citometria de flux no
van detectar cél-lules positives per Vo24Jal8'VB11*, possiblement, degut a
I'estimulacio in vitro usant un estimul policlonal, el qual no és especific de cel-lules INKT
i afavoreix la proliferacié de limfocits T CD4" perd desafavoreix la proliferacié d’un grup
molt reduit de cel-lules, com sén les cel-lules iNKT. Per tant, com amb aquestes mostres
expandides amb PHA-L, les possibles cel-lules iNKT ja s’havien perdut, es va voler
comparar la freqliencia de cada un dels subgrups de cel-lules iNKT de PBMCs entre
individus sans (HD) i pacients amb RRMS, evitant expandir les cél-lules in vitro. Els
resultats van mostrar que la freqliencia de cél-lules iINKT era més baixa a pacients amb
RRMS que a individus sans. Aquestes dades concorden amb estudis previs on es va
reportar que les cel-lules iINKT Va24JaQ estaven reduides a pacients amb MS, no
nomeés en numero, sind també en la seva capacitat de produccid de citocines. La baixa
freglieéncia de cel-lules iNKT en aquests estudis es va demostrar per |’Us d’anticossos
anti-Va24/anti-VB11 i usant tincions amb tetramers de CD1d carregats amb aGalCer
[19,30,31,32,33]. Contrariament als nostres resultats, previs articles van descriure que
el niumero de cel-lules iINKT a la MS humana era normal i que el problema no era la
fregliéncia, sind els canvis de fenotip en els diferents subgrups de cel-lules iINKT [34]. A
més a més, diferents estudis usant ratolins amb EAE els quals eren deficients en
cél-lules iNKT, van indicar que possiblement les cel-lules iINKT podrien no estar
implicades en la regulacié de la malaltia, ja que ratolins knock-out per CD1d”" i per
Ja18” i per tant, absents de cél-lules iNKT, van patir el curs de la malaltia, d’'una
manera similar a com ho feien els ratolins “wild type” [35].

Ja que en estudis previs s’havia descrit que a PBMCs de controls sans la freqliencia de
cél-lules iNKT disminuia amb I'edat [36], es va voler comparar si la disminucio de la
frequencia de cel-lules iINKT observada a RRMS era consequeéncia de I'edat, ja que la
majoria del donants sans analitzats eren més joves que els pacients amb RRMS. Els
nostres resultats van mostrar que, contrariament al que s’havia descrit, la menor
freqiencia de cel-lules iINKT no es correlacionava amb |'edat dels pacients i per tant, es
podria suggerir que era atribuible directament al procés autoimmunitari.

Quan es van analitzar les diferencies entre subgrups de cel-lules iNKT entre individus
sans i pacients amb RRMS, els resultats van mostrar que la freqiiencia de celules iNKT-
CD4" i cél-lules iNKT-DN tendien a disminuir a pacients amb RRMS respecte d’individus
sans, perd en canvi, no es van trobar diferéncies a nivell de les cél-lules iINKT-CD8B". Si
considerem el fet que la RRMS es una malaltia que té fases de relapsing-remiting i ho
relacionem amb el fet de que els diferents subgrups de cel-lules iINKT produeixen un
patré diferent de citocines, podria ser que depenent la fase de la malaltia predomini
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un subgrup de cel-lules iNKT o un altre. Aixi, aquestes dades estarien d’acord en part,
amb dades publicades previament, on es va mostrar que les cél-lules iNKT-DN, pero no
les iNKT-CD4" estaven significativament reduides durant la fase de remissié de la
malaltia [19,31]. D’altres estudis, van descriure una correlacié entre la freqliencia de
cél-lules iNKT de tipus Th2 i per tant, cel-lules que secreten citocines reguladores, amb
la fase de remissio de la malaltia, suggerint que aquestes cel-lules iNKT durant aquesta
fase podrien potenciar la regulacié de la malaltia [19].

Considerant que les mostres dels pacients amb RRMS tenien diferent EDSS, es va
analitzar si la freqliéncia de cada un dels subgrups de cél-lules iNKT correlacionava amb
la severitat de la malaltia (EDSS). Els resultats van mostrar, que la frequéncia de
cél-lules iINKT-CD4" perd no les cél-lules iNKT-CD8B" i iNKT-DN tendien a disminuir en
funcié de l'augment de I'EDSS, tot i que les dades no van ser estadisticament
significatives.

La freqiéncia dels diferents subgrups de cél-lules iNKT a la RRMS podria estar
relacionada amb la homeostasi de cada un dels diferents subgrups, ja que la
homeostasi és diferent si es tracta de cél-lules iNKT-CD4" o iNKT-CD4 (iNKT-CD8B" i les
iNKT-DN). El timus huma amb I’edat, pateix un procés anomenat “involucié timica”, on
aquest s’acaba omplint de teixit adipds i acaba perdent la seva funcionalitat.
Curiosament, s’ha vist que a pacients amb RRMS l'involucié timica és dona abans que
en controls sans. El nimero de iNKT-CD4" és principalment mantingut per 'anomenat
“thymic output” i la seva supervivencia a periféria és mantinguda principalment pel
numero de divisions cel-lulars. Pel contrari, el nimero de cél-lules iINKT-CD8" o0 iNKT-DN
depen principalment de la seva expansido a periferica [37]. Totes aquestes dades,
podrien estar relacionades amb el fet que trobem que la freqliencia de cel-lules iNKT-
CD4" a PBMCs de pacients amb RRMS tinguin tendéncia a disminuir a sang periférica
comparat amb els controls sans, fet no observable en la freqliencia de cél-lules iNKT-
CD8B". La homedstasi de les cél-lules iNKT és depenent en part, de les citocines IL-15 i
IL-7 i aixd pot influenciar al seu desenvolupament [38,39,40]. Les cél-lules iNKT-CD4",
les quals depenent més del thymic output expressen alts nivells de IL7R i per tant,
responen millor a IL-7 que les iNKTs-CD4™ que expressen més IL15R i responen millor a
IL-15 [41]. Per tant, els requeriments a nivell de citocines i I'involucié timica precog¢ que
es déna en els pacients amb RRMS, podria determinar la disminucid de la freqiieéncia
de cél-lules iINKT-CD4" amb I’edat als pacients amb RRMS.
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Aixi, en resum, els estudis aqui mostrats mostren que a pacients amb RRMS la
freqiiéncia de cél-lules iNKT-CD4" i iNKT-DN esta alterada respecte la d’individus sans.
Aquest fet, es podria relacionar amb la fase de la malaltia (relapsing o remitting) o bé
amb els diferents requeriments homeostatic de cada un dels subgrups de cél-lules iNKT.
Per tant, per continuar amb aquest treball, a part d’augmentar el nimero de mostres
d’individus sans i de pacients amb RRMS per analitzar, també s’ha proposat I'analisi
dels TRECs (T-cell receptor excision circles) de cél-lules iNKT-CD4" i iNKT-DN per a
determinar l'efecte del timus en I'homeostasi d’aquestes dues subpoblacions, a
pacients amb RRMS.

A més a més, s’ha iniciat I'estudi de I'expressio del receptors IL7R i IL15R a les diferents
subpoblacions de cel-lules iINKT de pacients amb RRMS i de donants sans, per veure
I'efecte de les citocines sobre la homeostasi dels diferents subgrups de cel-lules iNKT. A
part de tot aix0, també s’analitzaran les diferents citocines secretades per cada subgrup
cel-lulars per a determinar possibles diferéncies entre pacients i controls.
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Al.7. Conclusions

1- Les dades obtingudes per PCR suggereixen la presencia de cel-lules iNKT a CSF de
pacients amb RRMS, pero no a les lesions cerebrals del mateix pacient. L'expressio de
CD1d va ser detectada a una de les lesions cerebrals de la pacient amb RRMS pero no
es va detectar expressio de CD1a, CD1b ni CD1c a cap de les mostres analitzades.

2- Tal i com ja havia estat descrit previament, la freqiiencia de cél-lules iNKT a PBMCs
de pacients amb RRMS va ser més baixa que a donants sans (HD).

3- La freqiiéncia de cél-lules iNKT-CD4" i iNKT-DN va ser més baixa a pacients amb
RRMS que a controls sans, mostrant diferencies estadisticament significatives (p=0,039)
a nivell de la poblacié de iNKT-CD4". No es van observar diferéncies en la freqiiéncia de
cél-lules iINKT-CD8B" entre controls i pacients.

4- La disminucié en la freqiiéncia de cél-lules iNKT-CD4" va correlacionar amb I'edat
dels pacients amb RRMS, a més edat menys quantitat de cél-lules iNKT-CD4". Aquesta
correlacié no s’observa a controls sans.

5- La freqiiéncia de cél-lules iNKT-CD4" va tendir a disminuir en els pacients amb RRMS

en funcié de la severitat de la malaltia (EDSS). Contrariament, les cél-lules iNKT-CD8B" i
iNKT-DN no es van veure afectades.
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