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CDR  Regió determinant de la complementarietat 

cTEC  Cèl.lules epitelials corticals tímiques 

CTLA-4.  Antígen-4 associat al limfòcit T citotòxic 

D / TRBD  Fragments gènics de la zona diversitat de la cadena beta del TCR 

DC  Cèl.lules dendrítiques 

DN                 Cèl.lules doble negatives 

DNA   Sigles a l'anglesa de l’àcid desoxiribonucleic 

DP   Cèl.lules doble positives 

DT1  Diabetis tipus I  

EAE                Encefalitis alèrgica experimental 

FOXP3           Forkhead box P3 

GAD65           Isoforma 65 de la descarboxilasa del àcid glutàmic  

HLA  Antígens leucocitaris humans 

IA-2                Antigen 2 associat a insulinoma 

IAA  Autoanticòs contra insulina 



•ABREVIATURES• 

2 
 

ICA  Anticòs contra les cèl.lules d'illots 

IDDM  Diabetis mellitus insulina-dependent 

IFN  Interferó 

Ig                    Immunoglobulina 

IGRP   Glucosa-6-fosfatasa específica d’illot 

IL  Interleucina 

ITAM   Motiu d'activació de l'immunoreceptor basat en tirosina 

J / TRAJ  Fragments gènics de la zona d'unió de la cadena alfa del TCR 

J / TRBV Fragments gènics de la zona d'unió de la cadena beta del TCR 

LCL                Línia cel.lular limfoblastoide 

LTC  Limfòcits T citotòxics  

MHC  Molècules del Complex Principal d’Histocompatibilitat 

MLN  Limfonodes mesentèrics 

mTEC  Cèl.lules epitelials medul.lars tímiques 

NDN              Part central del CDR3 que inclou TRBD i aa d’inserció o delecció 

NKT             Cèl.lules T citocides naturals  

NL                  Nòdul limfàtic 

NOD   Ratolí diabètic no-obès  

o/n                Overnight 

PBMCs Cel.lules mononuclears de sang  perifèrica 

PLN   Nòduls limfàtics pancreàtics 

pMHC Combinació d’antigen unit a MHC (complex pèptid-MHC)  

PP  Cèl.lules pancreàtiques productores de polipèptid 

PTC                Premature termination codon 

RAG  Gens activadors de la recombinació 

RSS  Seqüències senyal de recombinació  

SCF                 Stem cell factor 

S-MZ              Zona marginal esplènica. 

SI                     Sistema immunitari. 

SP   Cèl.lules single positive 

TCR  Receptor de la cèl.lula T 



•ABREVIATURES• 
 

3 

 

TRA  Locus germinal de la cadena alfa del TCR  
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 RESUM 

Els limfòcits T autorreactius, responsables de la destrucció de les cèl.lules beta 

pancreàtiques en la DT1, presenten un repertori TCR esbiaixat segons s’ha 

demostrat al model experimental del ratolí NOD. Per a definir el repertori TCR 

autorreactiu en la diabetis humana, hem estudiat les poblacions i expansions 

monoclonals intra-illot d’un pàncrees de debut i les hem comparat amb les de   

la sang perifèrica i a la melsa del mateix individu.   

 

L’estudi de les cèl.lules T intra-pancreàtiques ha mostrat un repertori divers 

però amb cinc expansions monoclonals per a les famílies gèniques Vβ1, Vβ7, 

Vβ11, Vβ17, i Vβ22. Mitjançant el -CDR3, s’ha identificant la mateixa expansió 

monoclonal Vβ22 als  illots i a la melsa, i també se n’ha detectat  la seqüència en 

PBMCs.  Per a valorar el biaix als TCR, s’ha analitzat 139 seqüències CDR3 de 

cadena beta de diferents clons infiltrants i s’ha observat una prevalença 

d’alguns aminoàcids a l’ NDN, que indica una restricció allunyada de l’atzar. 

Les seqüències CDR3 de les cinc expansions monoclonals pancreàtiques 

(incloent la comú a la melsa) s’ajusten a la restricció en NDN definida a partir 

dels limfòcits del pàncrees. El sub-clonatge i la expansió in–vitro  (amb extracte 

d’illots i anti-CD3) de l’infiltrat pancreàtic, ha mostrat una alteració del 

repertori original però ha permès aïllar un clon present a l’infiltrat que expressa 

un doble TCR i que manté també els paràmetres de restricció definits a l’infiltrat 

original.  

 

El clon V22 s’ajusta a la restricció de -CDR3 establerta a l’infiltrat, i representa 

la única expansió monoclonal del pàncrees observada a la sang perifèrica i la 

melsa de l’individu.  Aquest clon,  es podria haver expandit o acumulat in situ 

per la presència d'un autoantigen comú en ambdós òrgans i d’aquesta manera 

es postula que la melsa de l’individu podria contribuir a la perpetuació de la 

malaltia per expansió o retenció d’alguns clons T autorreactius. 
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 INTRODUCCIÓ 

 

La funció del sistema immunitari (SI) és la defensa de l’organisme contra una 

gran varietat de patògens (bacteris, fongs i paràsits) desenvolupant una 

resposta adaptada a cada tipus. En cas d’una infecció es posen en marxa  els 

mecanismes de la immunitat innata i si no són suficients per eliminar el 

patogen, s’activa la resposta adaptativa o específica. Un cop eliminat l’agent 

infecciós es torna a un estat de repòs per tal de mantenir l’homeòstasi del SI. La 

tolerància vers estructures pròpies es dóna gràcies al mecanisme de la tolerància 

central als òrgans limfoides primaris, on  s’eliminen els limfòcits autorreactius. 

Les cèl.lules T pateixen un procés de maduració al timus, però  l’eliminació de 

cèl.lules T autorreactives no és completa i un cop emigren queden sotmeses als 

mecanismes de tolerància perifèrica. El trencament de la tolerància es dóna 

quan es reconeixen estructures pròpies com a antígens estranys, donant lloc a 

una resposta auto-reactiva que condueix a l’autoimmunitat. L’etiopatogènia de 

les malalties autoimmunitàries és encara desconeguda, però els mecanismes 

efectors són, en molts casos, limfòcits T CD4+ i CD8+. La Diabetis tipus I (DT1) 

es un exemple de malaltia autoimmunitària òrgan-específica en la que es 

produeix la destrucció de les cèl.lules  pancreàtiques, productores d’insulina, 

per part de cèl.lules T autoreactives.  
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1. LIMFÒCITS  T 

 

1.1. Característiques i subpoblacions de limfòcits T. 

 

Els limfòcits (Figura 1) són les cèl.lules del SI 

encarregades de dur a terme la resposta 

immunitària adaptativa, recirculen per la sang i la 

limfa i són capaços de migrar als òrgans limfoides i 

teixits. Els limfòcits es poden dividir en dues grans 

poblacions: els limfòcits B encarregats de dirigir la 

resposta humoral, on el mecanisme efector són els 

anticossos que neutralitzen toxines i opsonitzen 

patògens, i els limfòcits T, responsables de la 

immunitat cel.lular mediada per cèl.lules T 

efectores i macròfags activats. 

  

Els limfòcits T maduren al timus des d’on surten a circulació com a cèl.lules T 

madures o pre-immunes. Les cèl.lules T  reconeixen antigen a través d’un 

receptor especialitzat denominat receptor de cèl.lula T (TCR) que interacciona 

amb les molècules del Complex Principal d’Histocompatibilitat (MHC) 

encarregades de presentar pèptids procedents d’antígens processats. El TCR 

està constituït per dues cadenes polipeptídiques i s’ha descrit dos tipus de 

poblacions de limfòcits T depenent del tipus de cadenes que el formen: els 

limfòcits T alfa-beta (de TCR format per una cadena alfa i una beta, i els 

gamma-delta (, de TCR format per una cadena gamma i una delta. Els 

limfòcits T són majoritaris en circulació (90-99% de les cèl.lules T madures 

perifèriques en humans) [1] i els millor estudiats en quant a la seva funció i la 

seva implicació en autoimmunitat. Els limfòcits T  són més desconeguts i 

diferents als  tant en la distribució, principalment en mucoses, funció 

implicada en la defensa en aquestes localitzacions tant exposades a patògens,  i 

gran restricció del seu TCR.  

Figura 1.  

Limfòcit en Microscopia 

Electrònica de Scanning.  

De: artnscience 

(http://s297.photobucket.com/albu

ms/mm236/artnscience/). 
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Els limfòcits T  es divideixen en diferents subpoblacions segons la seva 

funció en la resposta: 

 

  Els Limfòcits T col.laboradors (o helper):  Expressen el co-receptor CD4 i el 

seu mecanisme efector és la síntesi de citocines. S’han definit diferents 

subpoblacions de limfòcits T CD4+ amb funcions efectores diferents depenent 

del patró de citocines que produeixen, com són: 

 

› Les cèl.lules Th1 productores d’ IFNTNF i IL-2 estan implicades en la 

resposta cel.lular activant la funció bactericida dels macròfags, provocant la 

proliferació de cèl.lules T citotòxiques entre altres accions. La seva inducció 

està relacionada amb el factor de transcripció de llinatge cel.lular T-Bet. 

 

› Les cèl.lules Th2 productores d’ IL-4, IL-5, IL-9 i IL-13. IL-4 i IL-5 estan 

relacionades amb el canvi d’isotip a IgE. La resposta Th2 és important 

enfront a paràsits , en que sensibilitza els mastòcits i els activa provocant la 

contracció muscular i la inflamació, i en al.lèrgies. La seva inducció està 

relacionada amb el factor de transcripció de llinatge cel.lular GATA3.  

 

› Les cèl.lules Th17 sintetitzen IL-17, una citocina pro-inflamatòria que 

activa, en fibroblasts i cèl.lules epitelials, la síntesi de CXCL8, una quimiocina 

que indueix la quimiotaxis de neutròfils contribuint al manteniment del 

focus inflamatori. La seva inducció està relacionada amb el factor de 

transcripció de llinatge cel.lular RORt. 

 

ls Limfòcits T citotòxics (LTC): Expressen a la seva membrana el co-

receptor CD8. La funció citotòxica resulta de la inducció d’apoptosi a les 

cèl.lules diana pel mecanisme del Fas-Fas-L o per lliurament de mediadors 

anomenats perforines i granzimes.  
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 Les Cèl.lules T reguladores:  Actuen inhibint la proliferació de les cèl.lules T 

efectores. Tot i que és desconegut el mecanisme supressor, són molt importants 

en el manteniment de l’homeòstasi del SI ja que l’absència d’aquestes 

poblacions cel.lulars s’associa a fenòmens d’autoimmunitat generalitzada.  

 

› Les nTregs (T reguladores naturals) són cèl.lules CD4+ que es caracteritzen 

per presentar, des de que surten del timus, alts nivells d’expressió de la 

molècula CD25 (cadena alfa del receptor de la IL-2) i la capacitat reguladora. 

La seva inducció està relacionada amb el factor de transcripció de llinatge 

cel.lular FOXP3 i produeixen les citocines reguladores IL-10 i TGF- 

 

› Les cèl.lules T reguladores induïdes inclouen les iTregs que s’indueixen 

en perifèria durant la resposta immune quan en la seva activació expressen el 

factor FOXP3 i adquireixen un fenotip regulador de manera transitòria. 

Altres cèl.lules reguladores induïdes en perifèria són les Tr1 i les Th3, que 

produeixen elevades quantitats de IL-10 o TGFrespectivamentambdues de 

funció immunomoduladora. 

 

 Les Cèl.lules NKT: Representen un percentatge molt baix dels limfòcits 

circulants i es caracteritzen per secretar elevades quantitats de citocines quan 

s’activen. Les cèl.lules NKT invariants (iNKT) expressen un TCR molt 

restringit, que en humans està format per una cadena alfa amb els segments 

gènics V24-J18 i un repertori restringit de cadenes V. Reconeixen CD1d com 

a molècula presentadora i glicolípids com a antígens, pel que s’implica aquestes 

cèl·lules en la immunitat innata. S’han descrit altres cèl.lules NKT  que 

reconeixen les altres isoformes del CD1 (a, b i c). 
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1.2. TCR (T cell receptor)  

 

El receptor d’antigen de la cèl.lula T (TCR), és un heterodímer ancorat a la 

membrana, format per dues cadenes polipeptídiques unides entre sí per un 

pont disulfur. Aquestes cadenes tenen una part transmembrana i una intra-

citoplasmàtica molt curta, de manera que el TCR va sempre acompanyat d’un 

complex molecular multicatenari anomenat CD3, necessari per l’expressió i 

transducció de senyals del TCR [2]. El receptor (TCR)    és el majoritari entre 

els limfòcits T madurs i reconeix els pèptids presentats al context de 

glicoproteïnes de MHC (HLA en humans) classe I o II, depenent de la ruta en 

que les proteïnes són processades[1, 3, 4].  

 

Cadascuna de les cadenes del TCR està formada per un domini variable (V), 

que es genera per reordenament de segments gènics, i un domini constant (C) 

els quals es pleguen donant lloc a dues làmines beta antiparal.leles unides per 

un pont disulfur, una 

característica estructural de la 

superfamília de les 

immunoglobulines (Figura 2). 

Dins el domini V hi ha tres regions 

d’hipervariabilitat, emmarcades 

per regions de seqüència més 

conservada (framework regions). 

Aquestes regions s’anomenen 

CDR (regions determinants de 

complementarietat), ja que formen 

una superfície complementària a 

la superfície d’interacció amb 

pMHC i és on es concentra la 

major variabilitat entre els 

diferents TCRs [5-7].  

 

Figura 2. Esquema del TCR . 

 De: Kuby Immunology. W.H. Freeman, 6th ed. 2007. 
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1.2.1. Reordenament del TCR: Generació de diversitat. 
 
 
Per tal d’enfrontar-se a  l’enorme diversitat d’antígens ambientals, l’organisme 

processa un vast repertori de cèl.lules T que, a nivell combinatorial arriba a 

l’ordre de 1016 i, després de superar les seleccions positiva i negativa, donen un 

nombre de TCRs diferents aproximadament de 107 en humans (i 106 en ratolí). 

Aquesta gran diversitat de TCRs es genera per reordenament dels dominis 

variables del TCR i reflexa la possibilitat de reconèixer infinites combinacions 

d’antigen unit a MHC (complex pèptid-MHC). [8, 9] 

 
El genoma humà inclou quatre loci germinals del TCR: TRA (14q11.2), TRB 

(7q34), TRG (7p14), i TRD (14q11.2), estant aquest últim inclòs dins el locus TRA. 

Aquests loci contenen quatre grups de segments gènics diferents: V (variable), D 

(diversity, només en TRB i TRD), J (junction) i C (constant). Els quatre tipus de 

gens estan compostos per subgrups o famílies gèniques que comparteixen 

almenys un 75% d’identitat a nivell de nucleòtids [1, 10]. La recombinació en el 

DNA germinal d’un segment V, un D (només per les cadenes  i ) i un J 

constitueix un gen VDJ o VJ que codificarà pel domini variable de la cadena 

polipeptídica,  al que li seguirà un gen C que codificarà per la part constant [1] 

(Figura 3).   

 

Dels tres loops hipervariables de les cadenes del TCR, CDR1 i 2  són codificats al 

segment gènic V. CDR3, en canvi, es dona en la unió entre els segments gènics 

V i J (i els segments D en les cadenes TRB).  La diversitat de CDR3 és 

significativament incrementada per l’adició i deleció de nucleòtids en dos 

passos de la unió entre segments gènics. Els nucleòtids afegits s’anomenen N-  

(non template encoded). La diversitat N-, resulta de la deleció de nucleòtids als 

extrems dels segments gènics codificants V, D i J,  per acció d’una 

endonucleasa, i a l’adició a l’atzar de nucleòtids per part de l’enzim TdT 

(terminal deoxynucleotidyl transferase), [1, 11] (Figura 3).   
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1.2.1.1. Cadena alfa (TRA). 
 

El grup de gens V de la cadena alfa està format per 54 gens (TRAV segons la 

nomenclatura actual) dels quals 43-45 gens són funcionals i es troben agrupats 

en 32-34 subgrups o famílies (en l’ultima actualització a Juliol de 2011, www. 

IMGT.org). Els gens J estan constituïts per un total de 61 TRAJ dels quals 50 són 

funcionals i la part constant de la cadena alfa està codificada per un únic gen 

(TRAC) (segons www. IMGT.org a Juny de 2011) [12-14]. Per a la síntesi de la 

cadena alfa del TCR, es donarà primerament la unió d’un dels gens V amb un 

dels J, delecionant-se el DNA que els separa. El DNA reordenat VJ és reconegut 

per la polimerasa que comença a transcriure en un transcrit immadur, que 

inclou des de VJ fins al gen C, i  madura a un mRNA que conté només la part 

codificant VJC i serà traduït en una cadena alfa (veure Figura 4). [15] 

 

 
 

Figura 3. Esquema del 

reordenament dels gens , 

mostrant els exons que 

codifiquen els diferents 

dominis del receptor i la 

posicio aproximada dels 

CDR. La regió hipervariable 

CDR3 inclou l’extrem final 

del segment V, D sencer i el 

principi de J, incloent els 

nucleòtids N entre V-D i D-J. 

De: Kuby Immunology. W.H. 

Freeman, 6th ed. 2007. 
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Figura 4. Esquema del reordenament i expressió en humans de les cadenes alfa i beta del TCR.  

De: Kuby Immunology. W.H. Freeman, 6th ed. 2007. 

 

1.2.1.2. Cadena beta (TRB). 

 

El locus de la cadena beta conté en 64-67 gens TRBV (40-48 funcionals) agrupats 

en 30 famílies (21-23 famílies funcionals) (en la ultima actualització a  Juliol de 

2011, www. IMGT.org); dos gens TRBD, 14 TRBJ i dos gens TRBC (segons www. 

IMGT.org a Juny de 2011). La disposició d’aquests gens és diferent ja que els 

gens V estan seguits d’un cluster duplicat D-J-C (Figura 4): el primer format per 

un gen TRD1 seguit per sis TRBJ i el TRBC1; i el segon per TRBD2, vuit TRBJ i el 

gen TRBC2. [16-18]. Per la síntesi de la cadena beta són necessaris dos 

reordenaments successius: el primer uneix un dels gens D amb un dels J i  el 

segon un gen V amb el DJ. De la mateixa manera que les cadenes  el gen VDJ 

es transcriu finalment en un mRNA madur que conté el reordenament seguit 

del gen C (Figura 4). [1, 19] 
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1.2.1.3.  Mecanisme del reordenament del TCR: Recombinació amb exclusió al.lèlica. 

 

 

 Recombinació 

 

Els mecanismes del reordenament del DNA germinal del TCR són similars als 

descrits pel BCR (B cell receptor). L’enzim recombinassa reconeix les senyals de 

recombinació (RSS), formades per un heptàmer i nonàmer conservats, que es 

troben flanquejant cada gen V, D i J germinal (a 3’ dels fragments gènics V, 5’ 

dels J i a 5’i 3’ dels D). Les seqüències heptàmer i nonàmer estan separades per 

12±1 o 23±1 nucleòtids i la recombinació és efectiva entre senyals separats per 

un espaiador de 12±1 i un de 23±1 parells de bases (regla del 12/23), impedint-

se reordenaments entre dos gens V o dos J.  Pel contrari, els fragments  gènics 

TRBD (i TRDD) tenen un espaiador de 12pb en 5’ i un de 23pb en 3’, de manera 

que possibilita reordenaments V-D-D-J (rars per al locus TRB però bastant 

freqüents en TRD) [20]. [1, 11] 

 

En la majoria casos per  al loci del TCR,  els segments gènics  a unir V i J  o D-J) 

estan en la mateixa orientació de transcripció al DNA i el reordenament es dona  

per unió delecional. Si es troben en orientació transcripcional oposada, es 

forma una nansa d’inversió i el DNA intermitg queda retingut al cromosoma 

en orientació invertida. Aquest darrer cas s’exemplifica  per als reordenaments 

de TRBV31 murina i TRBV30 humana (localitzades més enllà del segment 

TRDC2). [1, 11, 21]  

 

En la recombinació, les seqüències RSS s’uneixen mitjançant interaccions entre 

proteïnes que reconeixen específicament la mida de l’espaiador, llavors la 

molècula de DNA es trenca i es relliga amb una configuració diferent. La 

recombinació es dóna als extrems de les seqüències heptàmer en RSSs, creant la 

unió senyal i alliberant el DNA intermitg quant els segments a unir estan en 

direcció directa, seguidament la unió dels segments gènics que queden al 

cromosoma  crea la unió codificant.[11] 
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El complex enzimàtic que porta a terme la recombinació s’anomena 

recombinasa V(D)J. Els components limfoid-específics de la recombinasa 

s’anomenen RAG-1 i RAG-2 i són codificats per dos gens activadors de la 

recombinació (RAG-1 i RAG-2) que s’expressen en timòcits només al moment de 

reordenar el seu TCR, [22]. Les altres proteïnes del complex recombinassa són 

principalment proteïnes modificadores de DNA ubiqües, involucrades en la 

reparació dels trencaments de DNA de doble cadena i la modificació dels 

extrems de cadenes de DNA trencades. Són: l’ heterodímer Ku, que forma un 

anell al voltant del DNA i s’associa amb una subunitat catalítica ptotein kinasa, 

DNA-PKcs, per a constituir la protein kinasa DNA-dependent (DNA-PK);  la 

proteïna Artemis, que té activitat nucleasa;  i l’enzim DNA lligasa IV que 

forma un complex amb la proteïna de reparació de DNA XRCC4. [11] 

 

Inicialment, dos complexes proteics RAG (constituïts per RAG-1 i RAG-2) 

reconeixen i alineen ambdues RSSs que acoten la reacció de tall, s’estableix la 

regla 12/23, l’activitat endonucleasa dels complexos proteics RAG, produeix 

dos trencaments de cadena simple al DNA en 5’ de cada RSS unida, deixant un 

grup 3’-OH lliure al final de cada segment codificant. El grup 3’-OH crea un 

“hairpin” a l’extrem de la regió codificant del segment gènic i produeix un 

trencament de doble cadena als extrems de les seqüències dels dos heptàmers. 

Els extrems 5’ del DNA es mantenen units per Ku i són lligats per un complex 

de DNA lligasa IV i XRCC4 per formar la unió senyal. [11, 22] 

 

La formació de la unió codificant  és mes complexa però es dóna més ràpid que 

la unió senyal. Els extrems del DNA amb harpins segueixen units  per Ku, que 

recluta la subunitat DNA-PKcs. Artemis és reclutada per al complex, és 

activada per fosforilació amb DNA-PK i llavors obre  els harpins fent un nick de 

cadena simple al DNA. Aquest nick es pot donar en diferents punts del harpin, 

fet que dona variabilitat de seqüència en la unió final.  Els enzims de reparació 

de DNA en el complex, modifiquen els harpins oberts eliminant nucleòtids, 

mentre que al mateix temps l’enzim TdT (terminal deoxynucleotidyl 
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transferase), que és també part del complex recombinassa, afegeix nucleòtids a 

l’atzar als extrems de cadena simple (nucleòtids N- del CDR3). L’addició i 

deleció de nucleòtids pot ocórrer en qualsevol ordre. Finalment la DNA lligasa 

IV uneix els extrems processats, reconstituint el cromosoma que inclou el gen 

reordenat. Aquest procés de reparació crea diversitat en la unió  entre segments 

gènics. [11, 22]  

 

Degut a que el nombre total de nucleòtids afegits en la recombinació és a l’atzar, 

aquest fet amb freqüència altera la pauta de lectura de la seqüència codificant a 

partir del punt d’unió. Aquestes alteracions impliquen la pèrdua de la proteïna 

funcional i per tant són reordenaments no-productius. Dos de cada tres 

reordenaments ho són.  

 

 

 Exclusió al.lèlica. 

 

El procés de recombinació somàtica i síntesis de les cadenes del TCR es 

produeix al timus durant la maduració i diferenciació del limfòcit, i es dóna en 

un ordre determinat. En el cas dels limfòcits , el primer locus que es reordena 

és el de la cadena , si el reordenament de la cadena és productiu, el 

reordenament de l’al.lel  de l’altre cromosoma queda inhibit. Aquest fenomen 

es coneix amb el nom d’exclusió al.lèlica i té com a conseqüència que la majoria 

de cèl.lules T expressen un únic TCR. Seguidament, es dona el mateix procés de 

reordenament per a la cadena . Tot i així, s’han descrit exemples, sobretot per 

la cadena , on hi ha reordenament dels dos al.lels. S’ha identificat que fins un 

terç dels limfòcits T madurs expressen dues cadenes  i per tant dos TCR  

diferents en membrana [23] i una petita (sobre un 1%) de les cel T humanes 

perifèriques s’ha trobat que expressin dos Vs diferents [24, 25].  
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1.3. Reconeixement d’antigen:  Funció dels limfòcits T 

 

 

1.3.1. Complex TCR-pMHC. 

 

La resposta funcional dels limfòcits T 

s’inicia amb  el reconeixement específic 

pel TCR de complexos p-MHC 

expressats a la superfície de les APC 

(Figura 5), que genera senyals 

bioquímiques al nucli de la cèl.lula T per 

a la seva activació, proliferació i 

diferenciació en cèl.lula efectora [9]. Un 

sol p-MHC a la superfície d’una cèl.lula 

presentadora d’antigen (APC) pot, 

seqüencialment, provar fins 200 TCR’s 

 [26] gràcies a les baixes afinitats i les 

ràpides taxes de dissociació que s’ha 

mesurat per les unions TCR-pMHC, i al 

fet de l’existència potencial d’infinits 

TCRs. [27, 28] 

 

 

 MHC: 

 

L’MHC (Major Histocompatibility 

Complex) consisteix en un complex gènic 

codificat al cromosoma 6 en humans 

(cromosoma 12 en ratolí) on es localitzen 

gens de proteïnes implicades en la 

presentació i el processament d’antigen.  

Figura 5. Interacció TCR-pMHC classe I. 

Diagrama del complex ternari de TCR unit a 

MHC i pèptid (verd). CDR1 i 2 de la cadena alfa 

s’indiquen de color rosat, CDR1 i 2 de la cadena 

beta s’indiquen en blau i CDR3 d’ambdues 

cadenes en verd. De: Kuby Immunology. W.H. 

Freeman, 6th ed. 2007.  
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Les molècules de MHC clàssiques són de dos tipus, de classe I (MHC-I) i de 

classe II (MHC-II), i la seva funció és la de presentar pèptid a la superfície de les 

cèl.lules que les expressen. Les molècules del MHC necessiten unir en la seva 

estructura pèptids de certa mida procedents de la degradació proteica cel.lular, 

per adquirir estabilitat, plegar-se correctament i expressar-se a la membrana. 

[15].  

 

En les molècules d’MHC classe I, la zona d’unió a pèptid està formada pels 

dominis 1 i  de la cadena pesada , la qual s’ ancora la membrana amb el 

domini 3 i s’associa a una subunitat de cadena lleugera addicional, la 2-

microglobulina (2m), (Figura 5).Les molècules de classe II estan formades per 

dues cadenes pesades ancorades a la membrana,i ,  que mitjançant els 

dominis i formen el lloc d’unió a pèptid. En ambdues classes d’MHC, 

l’estructura del lloc d’unió a pèptid és la mateixa, on  una làmina beta de set 

segments representa la base del solc d’unió i els laterals estan formats per dues 

hèlix- . Residus polimòrfics es situen dins i al voltant de la ranura d'unió, amb 

la finalitat de proporcionar la diversitat requerida, en propietats químiques i 

forma, que proporciona els motius d'unió específics de cada al.lel d’MHC. [11, 

29] 

 

Les molècules d’MHC classe I, uneixen pèptids de 8-10 residus  

(majoritàriament nonàmers), incloent els extrems i els residus d’anclatge  en 

solcs (pockets) que varien entre al.lels i que permeten la unió de repertoris de 

pèptids diferents, [30, 31]. Els pèptids més llargs poden unir-se per extensió a C-

terminal o, a causa de la fixació dels seus extrems, sobresortir de la ranura 

d'unió i proporcionar una superfície addicional per al reconeixement  del TCR, 

[32-34]. En l’MHC de classe II, la ranura és oberta per ambos laterals i els 

extrems del pèptid no es fixen, de manera que els pèptids solen ser molt més 

llargs que en l’MHC de classe I (15-20aa), i queden units en conformació extesa 

amb els extrems sobresortint a cada banda. [29, 32]  
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1.3.2. Co-receptors i molècules accessòries. 

 

A part del TCR,  en la cèl.lula T hi ha altres molècules que intervenen en el 

reconeixement d’antigen i són necessàries per dur a terme la seva activació 

complerta: els co-receptors i les molècules accessòries. 

 

La primera senyal d’activació de la cèl.lula T està constituïda per la interacció 

del TCR-pMHC i el co-receptor CD4 o CD8. Les cadenes  del TCR no 

posseeixen dominis de senyalització intracel.lular, però estan unides al CD3, 

complex multicatenari format per 4 cadenes diferents , ,  i que interactuen 

en forma de dímers (,  i Les regions intra-citoplasmàtiques de les 

cadenes CD3 contenen motius ITAM (immunoreceptor tyrosin-based activation 

motif) implicats directament en la transducció de la senyal d’unió a antigen 

enviada pel TCR [15]. La primera senyal es completa amb la senyalització del 

coreceptor, que interacciona amb regions conservades de les molècules de MHC 

de classe II i classe I, respectivament. [15] Figura 6. 

 

Per altra banda, la interacció de la cèl.lula T necessita de les molècules 

accessòries com CD2 , LFA-1 , CD28 i CD45R, que interaccionen amb lligands 

expressats a les APC o la cèl.lula diana. La interacció entre CD28 i el seus 

lligands CD80 i CD86 constitueix el que s’anomena segona senyal, necessària 

per la completa activació de la cèl.lula T. [15] Figura 6. 
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Figura 6. Esquema de les molècules principals del complex de sinapsi immunològica. 

Correceptors. Diagrama esquemàtic de les interaccions entre TCR i p-MHC i de vàries molècules 

accessòries amb els seus lligands, en la cèl.lula presentadora d’antígen (esquerra) i cèl.lula diana 

(dreta). De: Kuby Immunology. W.H. Freeman, 6th ed. 2007. 

 

 

 

1.3.3. Interacció TCR-pMHC:  Importància de les regions CDR3 del TCR. 

 

Quinze anys després de que es descriguessin les primeres estructures 

cristal.logràfiques  del receptor  TCR  unit a p-MHC classe I [3, 4], la interacció 

TCR-pMHC encara representa una incògnita, principalment perquè la zona 

d’unió es divideix funcional i estructuralment en varis components que formen 

col.lectivament  superfícies  compostes. La zona del TCR d’unió a p-MHC inclou 

els components variables  pre-codificats genèticament, CDR1 i CDR2,  a més dels 

components generats en la recombinació somàtica, CDR3. Per altra banda,  la 

part del MHC visible per al TCR consisteix en una zona de plegament helicoïdal 

bastant conservada però que inclou una altra part molt variable donada per la 

diversitat dels pèptids presentats [29, 35, 36],   Figures 5 i 7. 
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Els contactes de cada loop CDR amb el complex pMHC són diversos i encara no 

hi ha conclusions definitives sobre la seva contribució en la unió TCR-pMHC. 

Des de 1996, s’ha desenvolupat una base de dades amb multitud de cristalls de 

complexos TCR-pMHC (actualment 66 TCR-pMHC-I i 14 TCR-pMHC-II) (veure 

www.IMGT.org o www.pdb.org). Els estudis de cristal.lografia de rajos X, 

plantegen un escenari en que el TCR s’aproximaria a pMHC en diagonal, 

impulsat per forces electrostàtiques de llarg abast o per mitjà d'un 

esdeveniment d'unió de baixa afinitat, i finalment utilitzaria la plasticitat 

inherent dels loops CDR per a maximitzar l’adaptació i contactar pMHC, 

determinant així el resultat final de l’acoblament [29]. S’ha mostrat que 

l’heterodímer TCR s’orienta aproximadament en diagonal respecte a l'eix llarg 

del solc d'unió de pMHC, i els loops CDR3, que són les regions més variables del 

TCR, es posicionen sobre el centre de la interfase d’unió on contacten 

directament amb el pèptid antigènic unit dins la cavitat de la molècula MHC, 

mentre que els elements més conservats del TCR (CDR1 i CDR2) i les hèlixs del 

MHC s’acoblen en contactes que envolten  aquesta unió central CDR3-pèptid [3, 

37-39], Figura 8. 

 

 

 

 

 

Figura 7. Orientació relativa dels loops CDR 

(BM3.3 anclat en VSV8-H-2Kb) 

De: Reiser et. al. CDR3 loop flexibility contributes to 

the degeneracy of TCR recognition. Nature 

Immunology (2003). 
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L’ elevada variabilitat en seqüència i longitud dels loops CDR3 de la cadena  i 

, permeten la valoració de l’extensió i les característiques de la diversitat 

clonal entre repertoris T antigen–específics [7]. L’anàlisi de la seqüència de les 

regions CDR3- o CDR3- es pot utilitzar per a determinar les característiques 

clonals d’una resposta T particular donat que, quant un clon s’expandeix, això 

queda reflectit amb l’augment d’un determinat CDR3 en relació a la resta de 

seqüències. Tot i el paper significatiu del segments gènics TRV, la major 

diversitat i per tant determinació de la especificitat d’antigen en la interacció 

TCR-pMHC, depèn principalment d’aquestes regions CDR3, amb una 

importància relativament major de la -CDR3, [3, 37, 40]. 

 

 

Figura 8. Orientació de binding del 

TCR 2C amb lligand pròpi. Les 

cadenes  i del TCR 2C (en rosat i 

blau-cian) contacten amb p-MHC  

pròpi Kb-dEV8 en marró (groc el 

pèptid). Només es mostra la regió 

Fv del TCR i els dominis 1 i 2 de 

l’MHC. A la imatge inferior es 

mostra l’empremta dels loops CDR 

aïllats sobre la superfície del lligand. 

La supefície de contacte del 2C sobre 

el complex pMHC es remarca en 

vermell (V) i blau (V). 

De: L. A. Colf et al., How a single T cell 

receptor recognizes both self and foreign 

MHC. Cell (2007) 
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1.4. Mecanisme de la tolerància:  Prevenció natural de l’autoimmunitat. 
 

L’organisme compta amb els mecanismes de tolerància central i de tolerància 

perifèrica que seleccionen i controlen les poblacions de cèl.lules T  (i B) que 

circulen en perifèria ja que un inconvenient de la generació de diversitat és la 

possibilitat de reconèixer estructures pròpies i desencadenar un fenomen 

d’autoimmunitat. Tot i la eficàcia del procés de la tolerància central, escapen a 

circulació perifèrica un petit percentatge de cèl.lules T  amb TCRs autorreactius  

i es per això que els mecanismes de tolerància perifèrica, de regulació, 

s’encarreguen de mantenir-les inhibides. Una alteració en la selecció tímica o 

dels mecanismes de tolerància perifèrics poden conduir a l’activació de cèl.lules 

T autorreactives que poden desencadenar el trencament de la tolerància, un fet 

que és també influït per factors genètics, ambientals i infecciosos. [11, 41]. 

 

 

1.4.1 Maduració dels limfòcits i tolerància central: La selecció tímica. 

 

La selecció tímica és el primer nivell de regulació per generar un repertori  de 

limfòcits T efectiu per reconèixer antígens externs però tolerant en front a 

estructures pròpies (tolerància central). L’eliminació per apoptòsi de limfòcits 

al timus és molt elevada, ja que la majoria dels timòcits corticals no sobreviuen 

a la selecció i només del 1–3% aconsegueixen sobreviure i sortir del timus. [11, 

42-44] 

 

Els precursors accedeixen al timus per les vènules post capil.lars, que es situen a 

la zona córtico-medular i per quimiotaxi migren a la zona subcapsular on 

comencen a proliferar en resposta a les citocines com la IL-7, produïdes per les 

cèl.lules epitelials de l’estroma subcapsular. Els timòcits passen per varies fases 

de desenvolupament, que son marcades per canvis en l’estatus dels gens i en la 

expressió del seu receptor TCR, alhora que per canvis en l’expressió de 

proteïnes de la superfície cel.lular com el complex CD3 i els co-receptors CD4 i 
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CD8.  Quan els progenitors accedeixen al timus, des del moll de l’os, carèixen 

de la majoria de molècules de membrana i el seu TCR encara resta sense 

reordenar, les interaccions amb l’estroma tímic desencadenen una primera fase 

de diferenciació en el llinatge de les cèl.lules T seguit de proliferació i expressió 

de les primeres molècules de superfície com per exemple CD2. Al final 

d’aquesta fase, la qual dura aproximadament una setmana, els timòcits 

presenten marcadors distintius del llinatge T però no encara cap dels marcadors 

de cèl.lules T madures, com son el complex CD3 i els co-receptors CD4 i CD8, 

així que aquestes cèl.lules s’anomenen doble negatives (DN). [11, 42-44] 

 

Aquesta fase DN es subdivideix en quatre estadis segons la expressió de la 

molècula d’adhesió CD44, CD25 ( la cadena alfa del receptor d’ IL-2)  i Kit (el 

receptor per SCF).  Al principi, els timòcits DN expressen Kit i CD44 però no 

CD25; s’anomenen DN1. En l’estadi DN1, les cèl.lules T encara presenten els 

gens codificants d’ambdues cadenes del TCR en configuració nativa (sense 

reordenar).  A mida que els timòcits maduren, comencen a expressar CD25 a la 

superfície i passen a ser anomenats DN2; el reordenament del locus de la cadena 

beta del TCR comença en l’estadi DN2 amb D a J i continua en l’estadi DN3 

amb el reordenament V a DJ. Quan la expressió de CD44 i Kit es redueix, 

s’anomenen DN3. Les cèl.lules que no aconsegueixen reordenar la cadena beta 

es mantenen en DN3 (CD44baix CD25+) i moren; les que en canvi 

aconsegueixen expressar la cadena beta, perden la expressió de CD25 i passen a 

l’estadi DN4, en la qual proliferen, Figura 9. [11]  

 

En l’estadi pre-T DN3, reordenen el segment V-D-J al locus de la cadena  del 

TCR,  que s’associa a una cadena pre-TCR  invariant, l’anomenat pre-TLa 

interacció a través del pre-T  inhibeix el reordenament de l’altre al.lel de la 

cadena  (fenomen de l’exclusió al.lèlica, veure apartat 1.2.1.3) i indueix 

l’expressió de CD4 i CD8 i la seva proliferació, [42-44]. El pre-TCR s’expressa a 

la superfície cel.lular en complex amb les molècules CD3. La unió de CD3 i pre-

TCR provoca proliferació cel.lular, inhibició de qualsevol altre reordenament 
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beta i l’expressió dels coreceptors CD4 i CD8, entrant en l’estadi de doble-

positives, [11]. En l’estadi de doble-positives (DP,  CD4+ i CD8+) es recombina 

V-J del locus  i es sintetitza la cadena polipeptídica  expressant ja una petita 

quantitat de TCR a la superfície cel.lular, formant-se el complex TCR-CD3.  La 

estructura del locus alfa  permet varis intents successius de reordenament, de 

manera que reordena correctament en la majoria dels timòcits. [11] 

 

 

 

 

L’expressió del TCR permet al timòcit la possibilitat de contactar amb les 

cèl.lules que formen l’estroma tímic que expressen molècules d’MHC com són 

les cèl.lules epitelials corticals i medul.lars (cTEC i mTEC respectivament) i les 

cèl.lules dendrítiques (DC); i iniciar el procés de selecció que es divideix en 

dues etapes: la selecció positiva i la negativa.  

 

Figura 9. Esquema de la maduració dels limfòcits T al  timus.  

De: Murphy, K. et. al. Janeway’s Immunobiology. 7th ed. 2008. 
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La selecció positiva,  es produeix sobre les cèl.lules DP principalment a la zona 

cortical. Els timòcits DP expressen inicialment baixos nivells de TCR. La 

interacció del TCR amb molècules de l’MHC indueix una senyal de 

supervivència per continuar el procés maduratiu, i passen a expressar alts 

nivells de TCR, mentre que els timòcits que no contacten moren per 

“abandonament” (dead by neglect). Els timòcits seleccionats maduren a l’estat SP 

(deixen d’expressar un dels dos coreceptors i esdevenen CD4 o CD8) i migren 

cap a la zona cortico-medul.lar i medul.la on passen la selecció negativa, procés 

pel que els timòcits que interaccionen amb elevada afinitat per complexos 

MHC-pèptid-propi moren per apoptòsi. Al contrari, les cèl.lules que interactuen 

amb baixa afinitat amb estructures pròpies, i que seran poc autoreactives, 

sortiran a circulació, per a formar el repertori perifèric [11, 42-44]. 

 

 En ratolí, els timòcits tarden unes 3 setmanes entre la entrada dels progenitors 

al timus i la seva exportació en perifèria ja madures, [45]. Ha estat de gran 

rellevància per a comprendre com es selecciona el repertori en front a antígens 

restringits de teixit (TRA), el descobriment del factor de transcripció AIRE 

(autoimmune regulator) que  representa un paper crucial controlant la expressió 

ectòpica d’alguns antígens tissulars a les mTEC, per exemple de la insulina [45]. 
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1.4.2. Mecanismes de la tolerància perifèrica. 

 

La prevenció de l’autoimmunitat, no s’aconsegueix únicament mitjançant la 

tolerància central sinó que consisteix en un conjunt de mecanismes, cadascun 

parcialment efectiu, que actuen coordinadament per aportar a l’organisme una 

protecció eficient contra l’autoimmunitat però sense inhibir  la capacitat del 

sistema immunològic per a respondre efectivament als patògens.  Tot i ser 

imprescindible, el procés de selecció que es dóna al timus és incomplert ja que 

s’ha descrit la presència de cèl.lules autorreactives en individus sans, les quals  

es mantenen silents gràcies a l’acció dels  mecanismes de tolerància perifèrica.  

[11, 46]  

 

El manteniment de la tolerància perifèrica inclou varis mecanismes. Alguns són  

passius , com la ignorància clonal  en que els autoantígens són ignorats pel SI, al 

mantenir-se segrestats al teixit d’origen o bé mancar-hi un estímul prou fort que 

recluti les cèl.lules autorreactives. I altres inclouen una acció 

d’immunomodulació activa com  l’anèrgia perifèrica en que les cèl.lules 

autorreactives s’inactiven per falta d’un estímul prou fort i del co-estimul 

adequat,  la deleció clonal en que es dóna apoptosi de les cèl.lules post-activació, 

i sobretot la supressió per part de les cèl.lules reguladores sobre els clons 

autorreactius mitjançant certes citocines i senyals intercel.lulars, Figura 10. [11, 

46, 47]. Aquest últim inclou els mecanismes de supressió mediada per cèl.lules 

reguladores, veure apartat 1.1, incloses en la població CD4+ CD25+.  

 

Recentment, l’estudi de la tolerància s’ha centrat en aquesta població de cèl.lules, 

les Tregs, que podrien ser un nexe entre els processos de tolerància central i 

perifèrica. Aquesta, sembla ser una  població de cèl.lules T CD4+ que expressen 

CD25 de forma natural, es generen al timus on requereixen un mecanisme de 

selecció diferent a la resta de cèl.lules, donat que el seu TCR reconeix antígens 

amb elevada afinitat i la seva generació depèn del factor FOXP3. 
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Un cop a la perifèria tenen un paper molt rellevant en el manteniment de la 

tolerància ja que l’absència de FOXP3 indueix un síndrome d’autoimmunitat 

generalitzada tal i com s’ha descrit en la malaltia IPEX [48, 49] i en ratolí Scurffy 

[50]. Les cèl.lules T CD4+ CD25hi es detecten en la sang perifèrica humana i 

tenen la capacitat de suprimir in vitro la proliferació i la producció de citocines de 

les cèl.lules tant CD4+ com CD8+ mitjançant un sistema dependent de contacte, 

[51]. S’ha descrit el defecte  de la capacitat supressora d’aquesta subpoblació 

CD4+ CD25+  en malalts d’autoimmunitat com l’esclerosi múltiple [52], el 

síndrome poliglandular autoimmunitari tipus II [53] i la diabetis T1 [51].  

 

 

 
 

  

Figura 10. Diferents formes d’inducció de la tolerància  perifèrica dels limfòcits T.  A) Deleció en 

que es dona apoptosi induïda per estimulació repetitiva. B) Anèrgia o no-resposta per aparició de 

la molècula CTLA-4. C) Supressió per aparició de les cèl.lules T reguladores.  

Adaptació pròpia de: T. Kamradt et. al. Tolerance and Autoimmunity. N Engl J Med. 2001.   

 www.inmunologiaenlinea.es 

 

http://www.inmunologiaenlinea.es/
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2. DIABETIS  Tipus 1. Malaltia autoimmunitària òrgan específica. 
 
 
Les malalties autoimmunitàries es manifesten quan hi ha un trencament de la 

tolerància del SI a les estructures pròpies, encara que el mecanisme que les 

desencadena és desconegut. Es poden dividir en dos grups: les sistèmiques, que 

afecten a varis teixits ja que l’autoantigen és ubic, i les òrgan-específiques, on la 

resposta va dirigida contra un teixit o tipus cel.lular, com és el cas de la Diabetis 

de tipus 1 (DT1). 

 

La diabetis tipus 1 (DT1 o insulin-dependent diabetes mellitus, IDDM) és 

conseqüència de la destrucció de les cèl.lules beta productores d’insulina dels 

illots de Langerhans del pàncrees.  Aquesta pèrdua de cèl.lules beta,  segueix a 

la infiltració leucocitària dels illots (insulitis) dirigida pels limfòcits T i resulta 

principalment en deficiència d’insulina i hiperglucèmia. L’inici clínic de la 

malaltia es manifesta, després d’un període asimptomàtic, quan ha desaparegut 

el 90% de les cèl.lules beta [54-57]. Els pacients presenten hiperglucèmia, 

cetoacidosi, glucosúria, i complicacions cròniques com l’aterosclerosi arterial 

progressiva que pot acabar en necrosi isquèmica de les extremitats i els òrgans 

interns i obstrucció microvascular amb lesió de la retina, glomèruls renals i 

nervis perifèrics. La DT1 es diagnostica més freqüentment en infants i 

adolescents, i la seva incidència varia segons la situació geogràfica. A Europa la 

major incidència ha estat descrita als països nòrdics i a Sardenya, mentre que al 

Japó la incidència és baixa [58]. 

 

La DT1 es classifica com una malaltia autoimmunitària per la presència de: 

 

i) Autoanticossos contra els illots (ICA, islet cell autoantibody),  insulina (IAA, 

insulin autoantibodies), descarboxilasa de l’àcid glutàmic (GAD), insuloma 

associated protein 2 (IA-2), etc. [59-62]. No es té clar però, si aquests 

autoanticossos poden contribuir a causar la malaltia o ser conseqüència de la 

lesió del teixit causada pels limfòcits T i l’alliberació anòmala d’antígens. [61]  
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ii) Insulitis. S’observen infiltrats leucocitaris dins i al voltant dels illots de 

Langerhans. [61, 63, 64]. La distribució espacial dels leucòcits en la insulitis 

associada amb la destrucció de les cèl.lules beta és intrigant ja que els illots de 

Langerhans tenen dues fronteres que els limfòcits no solen creuar normalment: 

L’endoteli que delimita la vasculatura de les glàndules endocrines i el teixit 

connectiu laxe que forma la barrera entre els components endocrins i exocrins 

del pàncrees. Alguns leucòcits es localitzen dins l’illot però la majoria es 

concentren a la perifèria, estenent-se entre els espais tissulars entre les 

glàndules exocrines. Aquest continu d’infiltració limfocítica a la diabetis tipus 1 

dins i al voltant de l’illot i entre els acinis, suggereix que les barreres normals 

contra la migració leucocitària entre els illots i els teixits exocrins es trenquen 

durant el procés de patogènesi.[65] 

 

iii) Limfòcits autorreactius.  En models animals es pot transferir la malaltia a 

receptors sans mitjançant la transferència de cèl.lules T autoreactives [64, 66]. 

L’especificitat dels limfòcits T autorreactius descrita és, principalment, contra 

epítops de la insulina, GAD i IA2 [67, 68]. En humans, el grup de Kent et al. [63] 

ha descrit  cèl.lules T anti-insulina a partir de sang perifèrica d’un pacient 

diabètic i ha mostrat que la insulina és reconeguda per cèl.lules T presents als 

nòduls limfàtics propers a l’òrgan diana. A més, va analitzar els TCR i detectà 

restricció de cadenes  i , cosa que suggereix expansió oligoclonal en els 

malalts.  
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2.1. Causes: Predisposició per HLA i influència ambiental. 

 

L’etiopatogènia de la diabetis T1 és encara desconeguda, tot i que es coneix que 

es una malaltia multi-factorial en que influeixen factors genètics de 

susceptibilitat i multitud de factors ambientals [62, 69], els quals inclouen 

principalment  l’historial d’infeccions del pacient [70-72] i el contacte amb 

agents tòxics [73],  però també la dieta [74, 75], la higiene i la salut [72, 76]  i 

inclús la influencia de factors psicosocials [77] i estocàstics [11]. 

 

Tot i que la DT1 és una malaltia poligènica (a novembre de 2011 s’han descrit 

més de  40  loci “IDDM” de susceptibilitat a la DT1 en humans i 27 loci “idd” en 

ratolí segons  la base de dades de referència www.t1dbase.org),  els gens que 

principalment contribueixen a la susceptibilitat de desenvolupar la malaltia 

corresponen a locus HLA de classe II  [62, 78]. Depenent de la edat del debut, 

del 30% fins a un 50% dels pacients amb DT1 són heterozigots per a 

HLADQA1*0501 DQB1*0201 (DQ2) i  DQA1*0301 DQB1*0302 (DQ8) associats 

als al.lels DR3 i DR4. La molècula HLA-DQA1*0102 DQB1*0602 (DQ6)  

associada a DR2 és relaciona en canvi amb protecció dominant respecte a la 

malaltia [79]. El paper proposat dels gens HLA en l’autoimmunitat, es basa en 

la especificitat d’unió d’aquests al.lels a certs pèptids procedents de la 

degradació dels autoantígens que dirigeixen la resposta autoimmune (com la 

insulina, GAD 65 o IA-2) [62, 69] . 

 

Sobre aquesta predisposició genètica, es postula que actuen els factors 

ambientals que  poden desequilibrar la balança de l’homeòstasi immunitària 

cap al desenvolupament d’un procés d’autoimmunitat. Els factors ambientals, 

com per exemple algunes infeccions víriques (com el coxsackie virus [80-82], 

citomegalovirus [70] o el virus de la rubèola [71]), es postula que poden afectar 

aquest equilibri alliberant a l’organisme neo-autoantígens derivats d’estrès 

metabòlic o processos inflamatoris [83], molècules pro-inflamatòries [80] o 



• INTRODUCCIÓ• 

36 
 

inclús mimòtops [82, 84, 85]. Aquests processos, augmenten el risc d’activar 

poblacions més o menys minoritàries de cèl.lules autorreactives prèviament 

circulants fins a un punt en que els mecanismes de regulació ja no ho poden 

compensar (sobretot si presenten alguna disfunció) i es desencadena el procés 

d’autoimmunitat, el qual sembla que esdevé retro-alimentat pel fenomen de 

l’epitope-spreading [8, 62, 69]. 
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2.2. Òrgan diana: El pàncrees. 

 

El pàncrees és un òrgan retroperitoneal  que té forma cònica amb un procés 

unciforme medial i inferior, un cap, un coll, un cos i una cua. El cap es localitza 

en la concavitat del duodè o nansa duodenal formada per la primera, segona i 

tercera porcions del duodè i la cua puja obliquament cap a l'esquerra, on queda 

juxtaposada amb la melsa. Figura 11. 

 

El pàncrees és una glàndula que té dues funcions, una funció endocrina i una 

altra exocrina. La funció endocrina consisteix en produir i segregar dues 

hormones importants, entre altres, la insulina i el glucagó, a partir de les 

estructures anomenades illots de Langerhans. La funció exocrina consisteix en 

la producció del suc pancreàtic que es bolca a la segona porció del duodè. El suc 

pancreàtic està format per aigua, bicarbonat, i nombrosos enzims digestius.  

 

 

 Illots de Langerhans: Composició i distribució cel.lular  

 

Els illots de Langerhans són estructures petites situades en el 

pàncrees  que són crucials per a la homeòstasi de la glucosa. Als illots es troben 

quatre tipus de cèl.lules endocrines secretores d’hormones, com són,  

les cèl.lules alfa productores de glucagó, que eleva el nivell de glucosa a la sang, 

les cèl.lules beta productores d’insulina, que disminueix els nivells de glucosa 

sanguínia, les delta productores de somatostatina, que té com a funció inhibir la 

secreció d'insulina i glucagó,  les cèl.lules PP pancreàtiques productores de 

polipèptid (pancreatic polypeptide producing cells) i les cèl.lules secretores de 

ghrelina. Estudis quantitatius indiquen que la composició dels illots consisteix 

en un 70% de cèl.lules beta, un 20% de cèl.lules alfa, <10% de cèl.lules delta i 

<5% de cèl.lules PP. [86, 87]  
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Als illots de rosegadors, les cèl.lules beta, que són predominants, s'agrupen al 

centre de l’illot, generalment rodó, amb la resta de cèl.lules, alfa, delta i PP, 

formant un mantell que les envolta. Així, en rosegadors 

hi ha una clara separació de diferents tipus cel.lulars en diferents regions 

de l'illot, la qual cosa suggereix que hi ha subdivisions anatòmiques. En illots 

humans però la descripció canvia ja que la distribució cel.lular és molt més 

dispersa. [86] Als illots humans la majoria de les cèl.lules beta, alfa i delta es 

troben alineades al llarg dels vasos sanguinis sense cap ordre o disposició en 

particular.[87] Figura 12. 

 

 

Figura 11. Detall anatòmic del pàncrees i els illots de Langerhans. 
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Figura 12. Seccions de pàncrees amb tinció 

immunohistoquímica d’illots de Langerhans 

d’humà (A), i de ratolí (B). Micrografies de confocal 

(seccions òptiques 1-m). Les cèl.lules productores 

d’insulina (vermell), de glucagó (verd), i de 

somatostatina (blau), es troven distribuides a l'atzar 

en els illots humans. Per contra en ratolí, les 

cèl.lules d’ insulina es localitzen a la part central i 

les productores de glucagó i somatostatina a la 

perifèria de l’illot.  

 

Adaptat de: Cabrera, O. The unique cytoarchitecture of 

human pancreatic islets has implications for islet cell 

function. Proc Natl Acad Sci U S A. (2006) 
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2.3. Característiques dels limfòcits T intrapancreàtics en la DT1 

 

El procés autoimmunitari lligat a la diabetis T1 cursa amb un procés 

d’infiltració immunitària dels illots de Langerhans pancreàtics per part de 

limfòcits dels llinatges B, T i macròfags [65, 88]  en que es dóna la destrucció 

selectiva de les cèl.lules beta mediada principalment per cèl·lules T 

autorreactives. Aquesta afirmació es sustenta en evidències com que les cèl.lules 

T són presenta a la insulitis,  que la progressió de la malaltia es retrasa 

mitjançant immunosupressors dirigits contra cèl.lules T i que les cèl.lules T 

autoreactives poden ser detectades a la circulació sanguina de pacients amb 

DT1.[62, 65, 89, 90]. 

 

 

 Limfòcits CD4+ o CD8+? 

 

Els leucòcits infiltrants inclouen limfòcits T CD4+ i CD8+  i també limfòcits B, 

però s’ha demostrat que els limfòcits T citotòxics (CTLs) CD8+ són un 

component essencial per al desenvolupament de la diabetis, tal com s’ha deduït 

de la expressió incrementada de MHC classe I a les cèl.lules dels illots infiltrats, 

i de la identificació de varis epítops T1D reconeguts per CTL i detectats en 

pacients diabètics T1 de recent debut i també de llarga evolució. [61, 65, 91-94]  

 

Per altra banda, el paper dels limfòcits T CD4+ en la patogènesi de la DT1 és 

acceptat àmpliament degut a les evidencies en el model de ratolí NOD de la 

dependència de CD4+ per al desenvolupament de la malaltia i la forta 

associació entre alguns al.lels humans d’HLA classe II i el risc de diabetis T1. 

S’ha identificat també varis epítops de T1D que són reconeguts per les cèl.lules 

T CD4+. [95-97] 
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 Autoantígens: 

 

En el mecanisme de patogènesi de la diabetis T1, s’han implicat varis 

autoantígens potencials [98], però pel que fa a les cèl.lules T, se n’ha identificat 

d’específiques vers antígens com la insulina [99, 100], la tirosin fosfatasa ICA512 

(IA-2) [101], la fogrina (IA-2beta) [102], el polipèptid amiloide d’illots (IAPP) 

[103], la cromogranina A (Chg A)[104]  i en particular la descarboxilasa de l’àcid 

glutàmic (GAD) com a un dels més estudiats [55, 97, 99, 101, 105].  

 

En el model de ratolí  NOD, l’especificitat antigènica de les cèl.lules T intra-

pancreàtiques s’ha mostrat que es dóna amb un procés inicial de resposta contra 

insulina i posteriorment divergeix vers altres antígens [106-110]. El 

desenvolupament de la T1D en ratolí NOD sembla ser dependent d’un sol 

epítop de la cadena B de la Insulina [106], però els epítops en ratolí NOD poden 

no ser els mateixos que els reconeguts per les cèl.lules T patogèniques humanes 

[96]. 

 

En humà, les dianes dels limfòcits T només han pogut ser identificades per 

anàlisi de les cèl.lules T en perifèria, degut principalment al problema de 

disponibilitat de teixit pancreàtic. S’han pogut identificar in vitro cèl.lules T 

autoreactives per expansió enfront de insulina, GAD, I-A2 i IGRP [111-114] o ex 

vivo per tinció positiva amb tetràmers específics d’auto-pèptid (per GAD65, 

preproinsulina, proinsulina i la cadena B de la insulina) [115, 116]. També cal 

tenir en compte que en el procés autoimmunitari, la situació d’estrès que afecta 

el teixit diana exposa nous antígens i alguns d’ells poden inclús arribar a la 

perifèria i activar petites poblacions de cèl.lules T potencialment autoreactives 

que en condicions normals mai haurien estat estimulades, contribuint al que es 

coneix com efecte d’epitope spreading [96, 104].   
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 Repertori TCR  
 
 
En varietat de malalties autoimmunitàries com la encefalomielitis [117], l’artritis 

reumatoide [118], l’esclerosi múltiple [119], la psoriasis [120], la malaltia 

inflamatòria intestinal [121] o el mal de Kawasaki [122, 123], s’ha descrit la 

presència d’infiltrats anòmals de cèl.lules T a l’òrgan afectat que mostren en 

molts casos un esbiaixament del repertori de TCRs.  

 
Pel que fa a la DT1, el repertori TCR de les cèl.lules infiltrants s’ha estudiat 

extensament en el model NOD [66, 124-129]. S’ha observat que la resposta 

autoreactiva no és homogèniament distribuïda i cada illot pot ser infiltrat per 

un o varis clons T [130] però s’ha descrit també que les cèl.lules T, en estadis 

inicials de la infiltració, presenten al pàncrees poca diversitat a nivell de 

famílies en les cadenes del TCR i un biaix a les seves seqüències CDR3, 

indicadores de clonalitat,  fet que no es detecta als limfonodes pancreàtics 

(PLN) ni a la circulació sanguínia [126, 127, 131, 132]. 

 
 
Pel que fa a la T1D en humà, també s’han realitzat al llarg dels anys alguns 

estudis de restricció TCR de les cèl.lules infiltrants tot i les dificultats que 

implica aconseguir biòpsies de pàncrees i el fet que en necròpsies, la malaltia ja 

ha estat molt avançada. Quant apareixen els símptomes de la T1D, la majoria 

dels illots pancreàtics han estat destruïts. S’ha observat que la fase en la que es 

troba la patologia pot alterar molt els repertoris TCR presents i que el procés 

acaba en un infiltrat massiu policlonal, però hi ha dades de que en contrast, 

l’infiltrat inicial presentaria més o menys restricció [92, 133, 134], en 

coincidència amb les dades del model NOD [66, 126, 131, 135, 136]. 
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Principalment als anys 90, es van desenvolupar varis treballs que, tot i aquestes 

dificultats, identificaven al teixit diana, o bé en PBMCs, restriccions del 

repertori TCR dels pacients. Entre ells, Kontiainen et. al estudià el TCR en 

PBMCs de varis pacients i descrigué una resposta oligoclonal en 18 diabètics 

recent-diagnosticats però amb selecció de diferents elements del TCR en cada 

pacient [137]; Hanninen et. at. descrigué com les cèl.lules V8 eren 

sobrerepresentades, i també en menor grau les V5, V5.1, V6 i V12, en illots 

d’un diabètic [138]; Posteriorment, Conrad et. al observà la expansió selectiva 

de V7 (però no de cap V en concret) al TCR de les cèl.lules intra-illot de dos 

pacients en debut [133]; Santamaria et. al., va descriure restricció de repertori 

TCR amb l’increment de V3 i V14 en un cas i heterogeneïtat i V22 /V14 en 

un altre per a les seqüències d’al.loijerts de pàncrees en diabètics [134], i Luppi  

et. al.,  al 2000, observà alta freqüència de V7 en PBLs de diabètics [139].  

 

En resum, varis anàlisis del repertori TCR en la T1D humana han mostrat 

dominància d’algunes famílies TRBV (o TRAV), però amb gran heterogeneïtat 

entre individus, sent molt determinades segons l’HLA, i no limitades a una 

mida de reordenament concreta.  

 

 

. 
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2.3.1. Expansions monoclonals al pàncrees diabètic 
 
 
Als anys 90 ja es va plantejar i demostrar la hipòtesi de que, en la DT1 humana, 

determinats clons cel.lulars fossin expandits al teixit diana. Yamagata et. al., va 

estudiar PBLs i biòpsies pancreàtiques de 8 pacients de T1D de recent debut i 

observà trànscrits TRAV incrementats al pàncrees, corresponents a una o unes 

poques seqüències CDR3 en cada pacient estudiat, com foren les seqüències 

úniques V6-<MRE(oG)DGRGSTLGR>, V4-<LNTNAG(oD)> i V2-

<V(oG)TTGSARQ> i  les oligoclonals V6-<NSNQAGTA> en 3/5 i V6-

<MEDKGGSE> en 2/5, [140]. Per altra banda,  un estudi exhaustiu que 

comparava el repertori TRBV d’expansions T en al.loinjerts de pàncrees i 

PBMCs de dos pacients amb T1D recurrent [134], havia també mostrat certa 

oligoclonalitat als illots, amb la identificació  d’algunes seqüències dominants 

com V14-<CVARLMFG> en 17/42clons, V3.1-<CASSLTYSGRETQYF> en 

6/26,  V22- <CALRNYGGSQGNLIFG> en 14/33 i V13-

<CASTNTGGPEAFF> en 11/33. Resultats similars es van obtenir en les cèl.lules 

T expandides a partir de limfonodes pancreàtics (PLN) [63], i en aquest darrer 

estudi, l’aïllament d’un clon T insulina-específic V29-

<CS/VEATRA/DTQYFG> i V8.3-<CA/VGALA/GTASKLTFG>  expandit del 

lloc de drenatge autoinflamatori del pàncrees, indicava a més la insulina com a 

antigen diana en la diabetis. No hi ha encara descripció d’expansions T 

monoclonals als illots humans, però aquestes dades  són un clar indici de la 

presència de clonotips dominants en l’infiltrat.   
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2.4. Perifèria: La melsa 

 

2.4.1 Estructura de la melsa. 

 

La melsa és un òrgan limfoide secundari situat a l’ hipocondri esquerre, darrere 

de l'estómac i prop del diafragma. La seva superfície externa consisteix en una 

càpsula fibrosa amb algunes fibres musculars llises que penetra profundament 

en el parènquima de l'òrgan. En la melsa es distingeix la polpa vermella que és 

principalment un reservori de cèl.lules hematopoiètiques com eritròcits i 

plaquetes, de destrucció d’eritròcits i reciclatge del ferro i la polpa blanca que 

conté el teixit limfoide. Figura 13. [11, 15, 41, 141]. La polpa blanca, és molt rica 

en limfòcits T, que es disposen més propers i al voltant de les arterioles que 

travessen la melsa formant el PALS (periarteriolar lymphoid sheath), mentre que 

els limfòcits B es disposen més exteriors, localitzats en regions anomenades 

centres germinals. Al centre germinal dels fol.licles limfoides, també s’hi troba 

cèl.lules reticulars dendrítiques i macròfags, així com en la zona marginal 

d’aquests (àrea que envolta els fol.licles limfoides) hi ha macròfags 

especialitzats que, al costat de les cèl.lules fol.liculars dendrítiques dels fol.licles 

primaris (fol.licles no estimulats sense centre germinal clar), s'ocupen de la 

presentació d’antigen als limfòcits B. [11, 15, 41, 141]. 

 

La melsa, funciona com un important filtre sanguini, en que la majoria de 

limfòcits recirculen i s’intercanvien constantment entre la circulació i els teixits, 

i és també el principal lloc de resposta immunitària contra els antígens 

procedents de la sang. [15, 41, 141].  
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2.4.2. Les cèl.lules B de la zona marginal: Memòria i multi-reactivitat?. 

 

La zona marginal esplènica (S-MZ), està especialment preparada per a una 

ràpida resposta humoral i és única en la seva capacitat per iniciar una resposta 

immune als bacteris encapsulats (antígens independents de cèl.lules T tipus 2 

(TI-2)). Les infeccions per bacteris transmeses per la sang signifiquen un alt risc 

de sèpsia i un sistema de  defensa ràpida de primera línia, capaç de produir 

grans quantitats d'anticossos neutralitzats en un curt període de temps, és 

necessari per prevenir la bacterièmia. Aquest sistema, ha de ser capaç de 

reaccionar amb àmplia especificitat, fins i tot si això implica reaccionar amb 

baixa afinitat / avidesa, [142]. La zona marginal esplènica (S-MZ) és 

especialment adequada per a aquesta funció. La S-MZ, conté principalment 

cèl.lules B pre-activades, amb la màxima densitat de receptor de complement 2 

 

Figura 12. Detall anatòmic de la melsa i una secció on s’observa la càpsula, la polpa vermella 

i la polpa blanca. 
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(CD21) i IgM en superfície [143], i la seva estructura resulta en una gran 

reducció del flux sanguini, que hi permet un contacte acurat entre els antígens i 

les cèl.lules efectores [142, 144, 145]. 

 

Un bon nombre d’estudis en rata i humà, han demostrat que la zona marginal 

de la melsa conté gran quantitat de cèl.lules B memòria, [146-149]. En concret 

en la melsa d’humà, la majoria de cèl.lules B  de la S-MZ (més del 85%)  són 

mutades somàticament, [150, 151]. Aquesta abundància de cèl.lules memòria i 

una sèrie de característiques úniques, com són un microambient del flux 

sanguini baix, el baix llindar d'activació, l'alta expressió de receptor de 

complement 2 i multi-reactivitat [142], indica la capacitat d’aquestes poblacions 

de respondre directament a una infecció per antígens procedents de la sang  i 

donar lloc a una eficient i ràpida producció d’anticossos. [152]. Les cèl.lules B S-

MZ són capaces de respondre ràpida i eficientment a tot tipus d'antígens de 

transmissió sanguínia, fins i tot en l’absència de receptors de cèl.lula B amb 

gaire alta especificitat  [146, 153] ni del contacte específic amb les cèl.lules T, 

[142, 149, 152, 154].  

 

 A la zona marginal de la melsa però,  no hi ha només cèl.lules B. Constitueix 

una àrea interessant en què es combinen varietat de tipus cel.lulars. Diversos 

d'aquests tipus de cèl.lules semblen tenir una posició fixa a la zona marginal, 

com els macròfags de la zona marginal, i, en menor mesura, les cèl.lules B de 

zona marginal. Però per altres com els limfòcits T, cèl.lules B petites, i les 

cèl.lules dendrítiques, la zona marginal és només una residència temporal. És 

aquesta combinació de les poblacions de cèl.lules relativament residents i 

l'afluència contínua de cèl.lules immunocompetents provinents de la sang , el 

que transforma la zona marginal en una àrea dinàmica, particularment apte per 

al processament d'antígens i el reconeixement que no es troba en cap altre òrgan 

limfoide. [145] 
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2.4.3. Melsa i autoreactivitat. 

 

 Zona marginal, multireactivitat i  autoreactivitat?  

 

Durant els anys 90 es va estudiar amb profunditat les cèl.lules B de la zona 

marginal, determinant la seva capacitat multireactiva i inclús autoreactiva.  

En un model de ratolí transgènic, es va demostrar que només un nombre limitat 

de clons de cèl.lules B colonitza la S-MZ i que aquesta selecció depèn de 

l'expressió de CD19 [152], un coreceptor dels limfòcits B que disminueix el 

llindar de l'estimulació del receptor depenent d'antigen [155]. Dammers et al. 

[146], van analitzar els gens Vh de cèl.lules B  de la S-MZ en ratolins adults no 

vacunats, i van mostrar que la població de cèl.lules B naïve de la S-MZ tenien 

una regió CDR3 de 2-3 aminoàcids de mitja més curtes en comparació amb 

l'observat en les cèl.lules B fol.liculars. Hi ha diversos exemples que mostren 

que els mAbs polireactius tendeixen a tenir regions  H-CDR3  més curtes [156-

159], suggerint que les cèl.lules B S-MZ són més multi-reactives, [146].  Chen et 

al. [153], ja va demostrar al 1997 que un repertori de cèl.lules B autoreactives de 

baixa afinitat poden poblar la S-MZ. Van utilitzar ratolins transgènics que 

expressaven un transgèn  de la cadena pesada μ de línia germinal reordenat, 

Vh81X, que es coneix que condueix a la generació d'anticossos IgM 

multireactius. Les cèl.lules B que expressaven aquesta cadena es localitzaven 

principalment a la S-MZ. En el model murí de lupus eritematós, es coneix la 

implicació de la zona marginal de la melsa en la autoreactivitat  [160], les 

cèl.lules B autoreactives dsDNA específiques es troben principalment en el 

compartiment MZ de la melsa [161].  
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 En la diabetis T1: Cèl.lules T. 

 

En la diabetis tipus 1, tal com s’ha demostrat al ratolí NOD, l’activació de 

cèl.lules T autoreactives succeeix al PLN, des d’on les cèl.lules T efectores 

migren al torrent sanguini i acaben arribant al pàncrees [162]. En aquest model, 

la melsa pot acollir cèl.lules T autoreactives, ja que els esplenòcits d’un animal 

diabètic poden transferir la malaltia a receptors sans, tal com va mostrar Wicker 

et. al. en un experiment de transferència adoptiva d’esplenòcits, que induïa 

ratolins a convertir-se en diabètics amb una major freqüència i a una edat més 

jove que els seus companys de ventrada no tractats [163], a més,  la circulació de 

limfòcits T diabetogènics en la melsa sembla que pot tenir lloc inclús 

anteriorment a la seva arribada al teixit diana,[163-165]. Haskins et. al. al 1988, 

[164]  ja van descriure el clon T BDC-2.5 de limfòcits T CD4 +, que va ser 

generat a partir de cèl.lules de LN i melsa d’un ratolí NOD enfront d’extracte  

d illots in vitro, i van observar que presentava especificitat i proliferava amb 

l’antígen  de cèl.lules dels illots in vitro i in vivo, atacant els illots pancreàtics. 

Lennon et. al. [165], van generar ratolins retrogènics per TCR, que expressaven 

dues poblacions diferents de cèl.lules T, diabetogèniques i no-diabetogèniques, 

demostrant que les cèl.lules T bystander no es podien acumular en els illots 

pancreàtics i, per tant, l'entrada als illots i l'acumulació sembla ser fortament 

relacionada amb l'especificitat d'antigen dels illots. El 67% dels TCRs clonats de 

cèl.lules T CD4+, eren capaços de mediar infiltració als illots i desencadenar 

diabetis, demostrant que els limfòcits accedeixen a l’òrgan diana si reconeixen 

l’antígen in situ. No obstant, aqueta dada no contradiu que a la melsa 

s’acumulin i mantinguin cèl.lules T de memòria. Els estudis que indicaven 

l’emmagatzematge de cèl.lules T de la memòria  central i la contribució en la 

expansió de cèl.lules T de memòria efectora en la infecció secundària, podrien 

explicar la major presència de cèl.lules T autorreactives a la melsa un cop 

iniciada la resposta auto-reactiva, [166]. De moment, en humans no hi ha dades 

que confirmin l’expansió de cèl.lules T autoreactives a la melsa. 
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 Kent et al., van aïllar un clon T insulina-específic de PLN humà, però l’anàlisi 

del repertori  deTCR de la melsa autòloga del donant no va permetre identificar 

el clon, suggerint que no hi havia expansió o retenció de cèl.lules T insulina–

específiques a  la melsa [63].  

 

La melsa és un òrgan intercalat a la circulació sanguínia i no rep de forma 

directe el drenatge limfàtic de cap òrgan. En aquest context, la cèl.lula B com a 

cèl.lula presentadora d’antígen, a més de la CD, pren rellevància. Cèl.lules B 

autorreactives de l’infiltrat de pàncrees diabètics s’han identificat a la melsa de 

ratolí NOD i al torrent sanguini de pacients diabètics humans respectivament 

[167, 168]. Les cèl.lules B, s’han mostrat com a eficients presentadores 

d’autoantígens al PLN i la melsa del ratolí NOD, amb alt nivell d’expressió de 

molècules co-estimulatòries [169, 170], així que limfòcits B de la melsa 

autorreactius i presentadors d’autoantigen podrien potencialment activar i 

expandir clons autorreactius T in situ en el cas del NOD.  
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 HIPÒTESI 

 

A la T1D, la destrucció de les cèl.lules productores d'insulina està mediada per 

cèl.lules T autoreactives. Aquest fet està associat a la presència d’ infiltrats leucocitaris a 

l'òrgan diana entre els quals es troben les cèl.lules T efectores que participen en l'inici 

i/o en la progressió de la malaltia. En el model animal del NOD, s’ha descrit que el 

trencament de la tolerància es produeix vers un nombre reduït d’autoantígens, 

principalment la insulina, i que la resposta es diversifica posteriorment degut al 

fenomen de l’”epitope spreading”. En la TD1 humana es desconeix la diversitat de 

l'infiltrat tant en el moment del debut com durant l'evolució de la malaltia. El motiu 

principal és la dificultat per aconseguir mostres de donants diabètics. L’estudi del 

repertori TCR de les cèl.lules intra-pancreàtiques en el moment del debut és una 

aproximació indirecta per a determinar l’existència de clons de cèl.lules T més expandits 

que la resta i per tant dominants en la resposta auto-reactiva. En l’establiment d’aquest 

procés autoimmunitari, es desconeix si la melsa com a òrgan de la perifèria té un paper 

en el desenvolupament o cronicitat de la malaltia. A partir de l’anàlisi del TCR es pot 

establir i comparar el repertori TRAV i TRBV expressat a l’òrgan diana i a la perifèria, 

melsa i sang perifèrica,  usant com a biomarcador la seqüència CDR3, la qual és única 

per a cada clon de cèl.lula T. 
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 OBJECTIUS 

 

 

GENERAL 

 

Caracteritzar la diversitat del repertori dels TCRs expressats per les cèl.lules 

T de l’infiltrat intra-illot i relacionar-ho amb la perifèria utilitzant el CDR3 

com a biomarcador. 

 

 

ESPECÍFICS 

 

I. Optimitzar la metodologia experimental per l’estudi del TCR,  

mitjançant el disseny d’una RT-PCR multiplex per a l'anàlisi del 

repertori TRAV i TRBV. 

 

II. Analitzar el repertori de famílies gèniques TRBV i la presència 

d’expansions monoclonals en el digerit total i en els illots purificats del 

pàncrees d’un donant diabètic tipus 1.  

 

III. Identificar  a  la perifèria les expansions clonals de l’infiltrat intra-illot. 

 

IV. Determinar l’existència d’un biaix en la diversitat del TCR de les 

cèl.lules infiltrants del pàncrees, a partir de la identificació d’elements 

de restricció en les regions CDR3 de la cadena beta del TCR. 

 

V. Comparar el TCR de línies i clons generats in vitro a partir de l’infiltrat 

d’illots amb les dades de les expansions in vivo del pàncrees diabètic. 
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1.  MOSTRES. 
 

 

1.1. Mostres control per al calibratge de la tècnica. 

 

• E-PBMCS > PBMCs (Peripheral Blood Mononuclear Cells) estimulats en 

cultiu: Cèl.lules mononuclears de sang perifèrica, recollida en heparina al 

1%, aïllades mitjançant gradient de densitat amb (Ficoll-Hypaque. 

LYMPHOPREP) i estimulades en cultiu durant 3 dies amb PHA-L (leuco-

PHA. SIGMA) 1ug/ml i IL-2 20U/ml en medi RPMI suplementat amb un 

10% de serum fetal boví  (FCS). 

 

 

1.2. Mostres control experimentals. 

 

•   C-PB1,  C-PB2 i C-PB3 > PBMCs (Peripheral Blood Mononuclear Cells)  no 

estimulats:  Cèl.lules mononuclears de sang perifèrica obtingudes de tres 

donants sans en heparina al 1 %, aïllades mitjançant gradient de densitat 

(Ficoll-Hypaque. LYMPHOPREP). 

 

•   C-S > Melsa: Bloc teixit de melsa d’aproximadament uns 30mg de pès 

procedent d’un donant sa. Aquesta mostra va ser seleccionada per 

coincidència amb la mostra del donant diabètic T1 “Case 1” en edat, sexe 

tipatge d’ HLA. 

 

•   C-ISL i C-TD > Pàncrees:  Dues mostres de pàncrees de donants d’organs. 

C-ILS és una mostra d’illots de Langerhans aïllats amb una puresa 90% i C-

TD és una mostra de teixit total de pàncrees. Aquestes mostres varen ser 

cedides per la Dra. M. Vives-Pi. 
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1.3. Mostres problema (donant diabètic T1 “Case 1”). 

 

S’utilitsà per a aquest estudi les mostres conservades en nitrogen líquid 

procedents d’un donant diabètic tipus 1 (T1D), dona de 19 anys d’edat que va 

morir als 5 dies del debut de la malaltia. El donant va ser caracteritzat 

prèviament en Somoza et. al. [61], estudi en que aquest pàncrees està referit 

com a Case 1. El  tipatge d’HLA classe II és DR4, DRw13, (DRw6), DRw52/53, 

DQ1, DQ3 (DQ8). La pacient fou positiu per anticossos ICA i IAA. 

 

• DM-ISL i DM-TD > Pàncrees: DM-ISL són illots de Langerhans recolectats 

manualment amb una puresa >90% per microscopia estereoscòpica i cedits 

per la Dra. M. Vives-Pi com a mRNA amb index RIN d’integritat de 7. DM-

TD és una mostra de digerit total corresponent al teixit criopreservat 

obtingut despés de la digestió amb col.lagenasa i DNAsa [61]. 

 

• DM-PB > PBMCS: Cèl.lules mononuclears de sang perifèrica obtingudes 

per gradient de densitat (Ficoll-Hypaque. LYMPHOPREP) i criopreservades. 

 

• DM-S1, DM-S2 i DM-S3 > Melsa: Cadascuna d’aquestes mostres correspon 

a un bloc de teixit de melsa, d’aproximadament 30mg de pes, 

criopreservats.  

 

• PB100.X > Línies in vitro de cèl.lules T del pàncrees diabètic: Línies 

oligoclonals de cèl·lules T generades a partir de l’infiltrat limfocitari del 

pàncrees Case 1. La nomenclatura d’aquestes línies és PB100 seguit d’una 

numeració específica. El protocol d’expansió de l’infiltrat es descriu 

breument a continuació: 
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› Protocol d’expansió de les línies “PB100.X”: 

 

El sobrenedant del cultiu over night d’illots purificats del digerit del pàncrees 

diabètic es va centrifugar, i els limfòcits obtinguts es van expandir amb IL-2 i 

cèl.lules autòlogues de melsa irradiades (8.000 Rad) com a feeders durant una 

setmana. El cultiu es va dividir en dues línies que es van restimular amb dos 

protocols diferents: la línia PB100.L1 expandida amb anti-CD3 soluble (OKT3) i 

la línia PB100.L2 expandida amb extracte cru d’illots purificats de pàncrees de 

donants sans a 10ug/ml final. A més de l’estímul respectiu, ambdós cultius es 

van fer créixer en presència de 20U/ml de rIL-2 (cedida per Hoffman-Laroche) i 

una barreja de cèl.lules feeder irradiades a 8000 Rad i formada per una línia 

limfoblastoide del propi donant generada a partir de la infecció de cèl.lules de 

la melsa amb virus d’Epstein-Barr i melsa autòloga en una relació de 1 a 10, 

respectivament. El medi de cultiu usat era Iscove’s Modified Dulbecco’s 

Medium suplementat amb antibiòtics, i 10% de sèrum A humà 

descomplementat. 

 

Després d’una setmana en cultiu, les línies es van clonar per dilució límit. Es 

van sembrar plaques amb les següents dilucions: 100, 30, 10, 3, 1 i 0,3 c/w per al 

clonatge amb anti-CD3; i  300, 100, 30, 10, 3 i 1 c/w per al clonatge amb extracte 

d’illots. Les línies oligoclonals resultants es van expandir en presència de IL-2 i 

cèl.lules feeder irradiades (línia limfoblastoide autòloga i buffy-coat de donants 

en una proporció 1:10) i anti-CD3 o extracte d’illots, en les mateixes condicions 

que les línies parentals L1 i L2. 

 

Pellets secs de al voltant d’uns 5 milions de cèl.lules T dels cultius de les línies  

“PB100.X”, es van rentar dues vegades en PBS i centrifugar finalment en tubs 

eppendorf, 10’ al màxim de velocitat a la microfuga. Un cop rentades, es tragué el 

sobrenedant i s’emmagatzemaren en nitrogen líquid fins al seu ús.  

 



•MATERIALS I MÈTODES• 

60 
 

2. PROTOCOLS. 

 

2.1. Extracció de mRNA:  Digestió cel·lular i obtenció  del RNA missatger total.  

 

La extracció d’mRNA  de les mostres de teixits i PBMCS es va fer segons el cas 

mitjançant el kit “RNeasy Micro” o “RNeasy Plus Mini” (QIAGEN), seguint les 

instruccions indicades per la casa comercial, homogeneïtzant la mostra amb una 

xeringa i agulla de 20G.  

 

Per a l’extracció d’mRNA de les línies T “PB100”, es va utilitzar entre 3 i 5 

milions de cèl.lules en “pellet sec” i s’aplicà el producte TRIZOL.  

Seguint les instruccions del fabricant, es va afegir a la mostra 500ul de TRIZOL-

Reagent (INVITROGEN) i es deixà reposar 5min a TA. S’hi afegí 100l de 

cloroform i, després de vortejar 15 segons, es deixà reposar 3min a TA i es 

centrifugà a 12000g 15min a 4ºC. Per tal de precipitar el RNA, es va a recuperar 

la fase aquosa superior, que conté el RNA, i s’hi afegí un volum 1:1 

d’isopropanol. Es barrejà per inversió del tub 3 cops i es deixà reposar a TA 

10min, es centrifugà a 12000g 15min a 4ºC. Amb cura per a no distorsionar el 

pellet, es va retirar el sobrenedant i, aquest, es va rentar dues vegades amb 

etanol al 70% per tal de reduir les restes de fenol, centrifugant a 7500g 5min. 

Tenint sempre cura de no distorsionar el pellet de RNA, s’abocà el sobrenedant 

i, amb l’ajuda de la pipeta, es van  eliminar bé les restes d’etanol que poguessin 

quedar adherides a les parets del tub. Finalment es va deixar evaporar les restes 

d’etanol durant  uns 20min a TA a la campana de fums. El pellet de RNA, es va 

resuspendre en 20l d’aigua DEPC. 

 

Les mostres d’mRNA es va emmagatzemar a -80ºC fins al moment del seu ús. 

La valoració de la puresa i la concentració es va realitzar abans de la utilització 

de la mostra amb l’espectrofotòmetre (EPPENDORF BioPhotometer) a partir dels 

valors d’absorbància a  260 i 280nm.Per a totes les mostres s’aconseguí una 

puresa (A260/280) superior a 1,8. 
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2.2. Retrotranscripció: Síntesi  de cDNA. 

 

Per a la retrotranscripció d’1g de motlle mRNA, es va fer un “Mix” 2X de 10l 

dels reactius de retrotranscripció que, posteriorment, es barrejà amb un volum 

igual de la mostra mRNA. El “Mix” 2X de reactius (10l) contenia en tots els 

casos 500ng d’ Oligo dT, DTT (dithiothreitol) a 0’01M, dNTPs a 1mM cadascun, 

20U d’RNASEOUT Recombinant Ribonuclease Inhibitor (INVITROGEN) i l’enzim 

Reverse Transcriptase adequat segons el cas, amb el buffer corresponent. S’afegí, a 

aquest Mix, l’RNA (diluït en volum de 10l) i es realitza la reacció segons les 

instruccions del fabricant. 

 

Per a les extraccions de mostres de teixits i PBMCS control, s’aplicà la 

retrotrancriptassa 100U de M-MMLV Reverse transcriptase (INVITROGEN), per a 

la extracció de la mostra DM-PB s’utilitzà 200U SuperScript III  (INVITROGEN), 

molt més sensible per a menors concentracions d’mRNA,  i per als clons 

“PB100.X”, 100U de M-MLV Reverse Transcriptase (USB) . 

 

El cDNA obtingut, a una concentració aproximada de 40ng/l (considerant un 

80% d’efectivitat en la reacció) es va emmagatzemar a -20ºC. 
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2.3. PCR GAPDH: Comprovació de la qualitat del cDNA.  

 

S’amplificà per PCR el cDNA d’un gen d’expressió ubiqua (house keeping gene) 

com és el de la GAPDH (Gliceraldehid-3-Fosfo-Deshidrogenassa). La detecció 

de GAPDH es va realitzar en totes les mostres i com a control positiu de la 

qualitat i integritat del mRNA i cDNA sintetitzat. 

 

Es van incubar 20ng de cDNA (0’5l) amb una barreja formada per:  Reaction 

Buffer with 2mM MgCl2 (BIOTOOLS) a 1X final, 0’2mM de cada dNTP, ambdós 

primers (sense   5’CTTCTTTTGCGTCGCCAG3’ i antisense 5’AGCCCCAGCCTTCTCCA3’) 

a concentració final de 0’3 mM i 0’6U de Taq polimerasa  (BIOTOOLS), ajustant 

a un volum final de reacció de 15l. 

 

El programa d’amplificació usat fou: 3min de desnaturalització, 28 cicles de 30s 

a 95ºC, 30s 65ºC i 30s a 72ºC; i, finalment, 7min a 72ºC en un termociclador 

PERKIN ELMER Geneamp 2400. L’ amplificat es va avaluar per electroforesi en 

gel d’agarosa al 2% corregut 45min a 90V. 

 

 

2.4. PCR CD3: Comprovació de la qualitat del cDNA i presència de limfòcits T . 

 

S’amplificà per PCR el cDNA d’un gen d’expressió constant en limfòcits T  com 

és el de la cadena gamma de CD3. La detecció de CD3 es va realitzar en totes 

les mostres com a control de la qualitat i integritat del mRNA i cDNA sintetitzat 

i de la abundància de limfòcits T en les mostres processades. 

 

Es van incubar 40ng de cDNA (1l) amb una barreja constituïda per:  Reaction 

Buffer with 2mM MgCl2 (BIOTOOLS) a 1X final, 0’2mM de cada dNTP, ambdós 

primers (sense  5’CTGTCCTCATCCTGGCTAT3’ i antisense 5’GGGTCCTTGGCATTACTT3’) 
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a concentració final de 0’3 mM i 0’6U de Taq polimerasa  (BIOTOOLS), ajustant 

a un volum final de reacció de 15l. El programa d’amplificació usat fou: 2min 

de desnaturalització a 95ºC, 35 cicles de 30s a 95ºC, 30s 58ºC i 30s a 72ºC; i, 

finalment, 5min a 72ºC en un termociclador PERKIN ELMER Geneamp 2400. 

L’amplifica’t es va avaluar per electroforesi en gel d’agarosa al 2% corregut 

45min a 90V. 

 

  

2.5. PCR de gradient de temperatura: Determinació de la temperatura  d’annealing 

límit que permet cada primer V



Per a fer aquest tipus de PCR, s’utilitzà el termociclador MyCycler (BIORAD), 

que permet aquesta opció de gradient en la temperatura, la qual aporta a cada 

pouet una temperatura diferent seguint un gradient establert dins d’un rang de 

temperatura acotat. 

 

Aquesta PCR es realitzà en 10 tubs per a cada primer V a estudiar; 8 d’igual 

“Mix”de reactius, però que rebrien diferent temperatura d’annealing durant els 

cicles d’amplificació, i 2 tubs control negatiu (sense el cDNA mostra) que 

amplificarien a màxima i mínima temperatura d’annealing. 

 

La  “Mix” constava per tub, a volum final total de 15l, de: 

0’2g de cDNA de PBL, 1X de “Reaction Buffer with 2mM MgCl2 (BIOTOOLS)”, 

dNTPs a 0,25mM cadascun; cada primer a 0’5 mM i 0.2U de Taq polimerasa  

(BIOTOOLS). El control negatiu usat fou cDNA d’una línia cel.lular 

limfoblastoide (LCL).  

 

El programa d’amplificació amb el termociclador fou de 5min de 

desnaturalització a 80ºC ; 35 cicles de 30s a 95ºC, 30s a temperatura gradient 

dins el rang de  58 a 72ºC,  30s a 72ºC; i finalment 5min a 72ºC. 
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2.6. PCR multiplex V: Detecció de les famílies gèniques TRAV. 

 

Per a aquesta PCR, s’utilitzà els primers descrits per  Genevée et al. [10], que 

apareixen llistats a la Taula 1; La nomenclatura dels primers ha estat revisada 

amb l’eina online FASTA i les bases de dades de seqüències d’EMBL-EBI 

(European Bioinformatics Institute) i IMGT/LIGM-DB (Université Montpellier 2, 

Montpellier, France), [1]. En aquest treball s’ha mantingut l’ús de la 

nomenclatura original tal com apareix a l’article de referència  de Genevee et. al, 

[10]. 

 

Els primers corresponents a 29 famílies gèniques TRAV es van agrupar segons 

paràmetres de temperatura d’annealing semblant i diferent mida d’amplímer. El 

disseny dels 12 grups de primers anomenats “MIX A” I a XII i detallats a la 

Taula 2, es descriu amb més detall a l’apartat de resultats. 

 

Primer es va fer la barreja dels reactius comuns als 12 tubs per a un volum final 

a repartir de 17l/tub. La barreja de reactius contindria: 20ng de cDNA 

mostra/tub, 2l de “Reaction Buffer with 2mM MgCL2 (BIOTOOLS)” a 10X, 2l de 

dNTPs a 2’5mM cadascun, 2l del primer “constant Reverse” (C) a 5M i 0.6l 

de Taq polimerasa 1U/l (BIOTOOLS). El volum final a repartir per tub fou de 

17l. A cada tubet, es va afegir 3l del “MIX" de primers corresponent, que 

contenia cada primer a concentració entre 1,22M i 3,3M tal com s’indica a la 

Taula 2. S’obtingué d’aquesta manera un volum final d’amplificació de 

20l/tub (17 de barreja i 3l del MIXA corresponent). 

 

Les condicions d’amplificació aplicades, foren un programa consens per poder 

amplificar tots els MIXA alhora: 3min a 97ºC de desnaturalització inicial, 30 

cicles de 1min a 94ºC de desnaturalització, 1min a 60ºC d’annealing i 1min a 

72ºC d’elongació. Finalment 5min a 72ºC d’extensió final. El termociclador usat 

fou PERKIN ELMER Geneamp 2400. 
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Taula 1.  

Llistat de primers V 

utilitzats. S’indica la 

correlació entre la 

nomenclatura utilitzada 

segons Genevee et.al. Eur 

J Immunol. 1992. i 

l’actual segons la base 

de dades internacional 

IMGT. Les bases que 

apareixen subratllades 

indiquen missmatches 

induíts a la seqüència 

per tal de reduir la 

hibridació creuada 

entre famílies. 

 

 

 

 

› Electroforesi Ven gel d’agarosa: 

 

Per a la visualització dels productes amplificats, es va fer un gel d’agarosa 

especial d’alta resolució AG-5 (ECOGEN) al 2%, en tampó TAE a 1X, que es 

deixà polimeritzar prèviament 20min a 4ºC. Es carregà 6l de cada amplificat 

amb 1l de tampó de càrrega estàndard (20% de glicerol, 1% d’SDS, 0.1M 

d’EDTA i 0.25% de Blau de Bromofenol) per pou. El marcador de pes 

mol.lecular usat fou  GC-015-004 100bp (GENECRAFT) i es feu córrer a 60V (uns 

55mA) durant 2h. 



•MATERIALS I MÈTODES• 

66 
 

 

 

 

2.7. PCR multiplex V:  Detecció de les famílies gèniques TRBV. 

 

Per l’amplificació de famílies V, es va utilitzar els primers i els grups d’aquests 

(MIX B descrits per Chitnis i Pahwa [171] amb alguna modificació. 

 

Els primers i els grups MIXB estan descrits a les Taules 3 i 4 respectivament. 

Com en el cas anterior, la nomenclatura fou revisada amb l’eina online FASTA i 

les bases de dades de seqüències d’EMBL-EBI (European Bioinformatics Institute) i 

IMGT/LIGM-DB (Université Montpellier 2, Montpellier, France) [1]. 

 

Taula 2. .Mescles de primers MIXAs I-XII aplicades en aquest treball.  

S’indica les combinacions de primers utilitzades i la concentració de cadascun en M. 

* Volums adaptats per a compensar diferencies d’amplificació segons la “força” del primer 

(afinitat per la cadena motlle i competència entre ells pels reactius d’amplificació).  
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Taula 3. Llistat 

dels primers V 

utilitzats.  

S’indica la 

correlació entre la 

nomenclatura 

utilitzada de Chitnis 

et. al. Manual of 

clinical laboratory 

immunology. 2002. i 

l’actual segons la 

base de dades 

internacional IMGT 

(www.IMGT.org)  

 

 

 

El protocol aplicat és semblant al de la “PCR multiplex V” descrita a l’apartat 

anterior, amb les següents variacions: 

 

La barreja de PCR comú per a cadascun dels tubs es realitzà en aquest cas amb 

40ng de cDNA; 0’75l de primer “V constant reverse” (C-R) 5M  i la resta de 

reactius en la mateixa proporció que per a la PCR multiplex V però amb els 

volums ajustats per a un volum final de 15l (13’8l de barreja + 1’2l de 

primers). Els diferents grups d’amplificació s’han anomenat MIXB. S’afegí 

finalment 1’2l de cada “MIXB” (on quedaria cada primer entre 0,1 i 0,25mM. El 

programa d’amplificació fou: pre-desnaturalització 3min a 97ºC. 35 cicles de 30s 

a 94ºC, 30s a 55ºC i 1min a 72ºC; i extensió final de 10min a 72ºC al 

termociclador PERKIN ELMER Geneamp 2400.  
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Per a cada PCR multiplex V i Ves realitzava  un control negatiu per a tots els 

tubs B en paral.lel i partir de la mateixa barreja de reactius de PCR que per a les 

mostres problema. Per descartar possibles contaminacions, s’aplicava 

recurrentment com a control positiu cDNA de PBMC diluït a 1/10 i com a 

negatiu el cDNA d’una LCL (Línia de cèl.lules B transformada).) 

 

 

› Electroforesi Ven gel d’agarosa. 

 

La visualització de l’amplifica’t es va fer en un gel d’agarosa d’alta resolució, 

concentrat al 2,5% ja que les bandes resultants eren de menor mida (200-300pb) 

que per a les V. El marcador de pes molecular escollit fou X174 DNA Hae III 

DIGEST (SIGMA). Les condicions d’electroforesi foren 55V (~40mA) durant 2h.  

 

 

 

 

 

 

Taula 4. Mescles de primers MIXBs A-L aplicades en aquest treball.  

S’indica les combinacions de primers utilitzades i la concentració de cadascun en uM.  

Les concentracions estan ajustades per facilitar les co-amplificacions. 
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2.8. Spectratyping (Genotipatge):  Determinació de clonalitat per anàlisi del perfil 

CDR3  de cada família TRBV amplificada.  

 

› Per al genotipatge de les bandes V amplificades per cada mostra de línies 

cel.lulars PB100.X, es va fer una RT-PCR convencional seguint el mateix 

protocol que s’ha explicat anteriorment, però amb el corresponent primer reverse 

de la regió constant “CB-R” marcat amb el fluorocrom FAM. 

 

› Per al genotipatge de les mostres de pàncrees, melsa i PBMCS  (del pacient 

diabètic i controls corresponents), es va realitzar una reacció de marcatge (Run-

off) a partir del producte amplificat en les PCR multiplex V. S’utilitzà la mateixa 

mescla de reactius que per a la “PCR multiplex V" anterior però substituint el 

motlle per 2ul de l’amplificat diluït a 1/4 i afegint com a primers només el reverse 

de la regió constant “CB-R” marcat amb el fluorocrom FAM. 

 

Per ambdós protocols, un cop obtinguts els amplímers marcats, el genotipatge 

es va realitzar Servei de Genòmica i Seqüenciació (Institut de Biotecnologia i 

Biomedicina, Unitat de recerca B, UAB). Es van analitzar en l’aparell 

seqüenciador ABI 3100 (ABI PRISM) i ABI 3130XL (Applied Biosystems) 

respectivament, mitjançant l’electroforesi amb matriu de polímer P.O.P en 

capil.lars de 50cm; l’anàlisi preliminar de les dades es realitzà mitjançant el 

software GeneScan (ABI PRISM) o Peak Scanner (Applied Biosystems) en cada cas. 

 

Per a la interpretació de les dades i permetre la comparació dels nivells 

d’expansió clonal entre mostres, es va normalitzar els valors de fluorescència  

amb els del marcador intern GS400HD (la mitja dels valors dels pics del 

marcador entre 200 i 260pb) i es va calcular l’índex relatiu (RI) [172, 173], que 

permet detectar expansions clonals segons la rellevància de l’àrea d’una mida 

de reordenament CDR3 concreta sobre la resta de mides d’una mateixa família 

V .  
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La formula aplicada fou: 

RI= (àrea del pic problema/ àrea total dels pics de la família V) x 100. 

RI >50% indica presència d’una expansió clonal per sobrerepresentació d’una 

mida de reordenament concreta. 

 

 

2.9. Seqüenciació: Identificació de seqüències -CDR3 

 

 Per a les mostres clonals PB100.X la seqüenciació fou directa:  

 

S’amplificà per RT-PCR amb el protocol de la PCR multiplex V, sobre les 

mostres PB100.29 i PB100.22i, però utilitzant sols els primers FW V11 i V13.1 

en combinació amb el RV comú. El DNA obtingut es purificà amb una columna 

NucleoSpin Extract II (MN) i es va seqüenciar directament al Servei de Genòmica i 

Seqüenciació (Institut de Biotecnologia i Biomedicina, Unitat de recerca B, UAB), 

mitjançant el kit de marcatge BigDye (APPLIED BIOSYSTEMS) i el seqüenciador 

ABI 3100 (ABI PRISM). Cada seqüència s’obtingué per duplicat partint de 

cadascun dels dos primers. S’estudià els cromatogrames obtinguts amb el 

software Chromas i s’alinearen online les seqüències obtingudes mitjançant 

l’eina CLUSTAL W, comprovant la fiabilitat de cadascuna. Es comprovà que 

totes les seqüències no tenien aparentment cap error i es passà a analitzar les 

identitats. 

 

 En les mostres policlonals, s’aplicà la tècnica de clonatge prèviament a la 

seqüenciació per tal d’aïllar les seqüències individuals CDR3 en la barreja que 

constitueix l’amplímer per cada família TRBV. Es detalla el protocol de clonatge 

a continuació. 
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2.10. Clonatge. 

 

2.10.1. Vector PBE. 

 

Per a aquest clonatge s’utilitzà el vector  PBE, variant del pBSKII amb omissió 

del polilinker per tal de reduir al màxim la mida i facilitar els processos de 

lligació i transformació posteriors. 

 

 

 

8ug del vector PBE van ser digerits utilitzant la diana de clonatge ECORV. Per 

tal d’aconseguir gran concentració del vector digerit, s’afegí PBE a 1ug/ul amb 

el buffer B corresponent a ECORV a concentració final 1X i 20U de l’enzim, 

afegint aigua PCR (miliQ autoclavada 2X) fins a un volum final de 20ul. La 

barreja es mesclà amb cura mitjançant la pipeta i es deixà 2h 30’ a 37ºC per 

assegurar la reacció. 

 

Posteriorment es va aïllar el digerit per electroforesi en gel d’agarosa al 0.8% 

corregut 45min a 70V (uns 65mA) tallant la banda i passant-la pel kit Perfectprep 

Gel Cleanup (EPPENDORF) seguint les instruccions del fabricant. 

 

Figura 13. Esquema 

del vector pBE, 

plàsmid utilitsat per 

al clonatge dels 

fragments TRBV co-

amplificats en la 

PCR multiplex. 

Cedit amablement 

pel Dr. J. Piñol.  
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2.10.2. Preparació de l’insert.  

 

L’amplificat obtingut en la PCR multiplex V va ser necessàriament 

reamplificat per tal d’obtenir aïllats els productes obtinguts per amplificació 

amb un determinat primer V i generar-hi extrems roms que permetrien la 

lligació. S’incubaren 0.5ul de l’amplímer obtingut per un MIXB concret després 

de diluir 1/5, amb una barreja de reactius conformada per 4ul del tampó 

Reaction Buffer HF 5X (NEW ENGLAND BIOLABS), 0.4ul de dNTPs a 2.5mM 

cadascun, 2ul de cada primer a 5uM (el sense corresponent a la família V que es 

busca i l’antisense comú CB-R) i 1U de la polimerasa Phusion (FINNZYMES), es 

va completar fins al volum final de 20ul amb aigua per a PCR Ultrapure 

(BIOTOOLS). El programa d’amplificació fou: pre-desnaturalització 30s a 98ºC, 

35 cicles de 7s a 98ºC, 20s a XºC i 10s a 72ºC; i extensió final de 7min a 72ºC. La 

temperatura d’annealing fou ajustada en cada cas amb l’eina predictiva TM-

CALCULATOR de www.finnzymes.com, tal com indica el fabricant. Per a cada 

PCR un control negatiu per a tots els tubs va ser realitzat en paral.lel a partir de 

la mateixa mescla de reactius que per a les mostres problema. El producte fou 

purificat per electroforesi en gel d’agarosa al 2% corregut 30min a 80V( Uns 60 

mA), tallant la banda amb cura i netejant l’amplímer amb el kit Perfectprep Gel 

Cleanup (EPPENDORF) seguint les instruccions del fabricant. 

 

 

2.10.3. Generació de les cèl.lules competents. 

 

Per al procés de preparació de la soca usada per al clonatge, s’utilitzà una 

alíquota de la soca E.Coli DH i es sembrà en una placa d’LB O/N. L’endemà 

es va seleccionar una colònia d’entre 2-3mm de diàmetre que es va sembrar en 

medi SOB en un flascó de 250ml i s’incubà a 37ºC unes 6-8 hores. Seguidament 

es dividí l’inocul en 3 erlenmeyers amb 125ml de SOB amb 10ml, 5ml i 2ml de 

l’inocul respectivament que s’incubaren a 18-22ºC o/n amb moderada agitació a 

250rpm. 
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Al dia següent, es valorà la OD600 dels cultius cada 45min fins que s’aconseguí 

el valor 0,55 en algun dels 3. Aquest cultiu es reposà  10min en gel i s’eliminà el 

medi per centrifugació a 2500g (3300rpm amb el rotor Sorvall GSA) durant 

15min a 4ºC i decantació. Seguidament es feu un rentat amb 40ml del buffer de 

transformació INOUE i finalment es resuspengué cuidadosament amb 10ml 

d’INOUE fred, s’afegí 0,75ml de DMSO (Dimethyl Sulphoxide; SIGMA) barrejant 

amb cura i es reposà en gel durant 10min. 

 

Finalment es feu la congelació per submersió en  nitrogen líquid d’alíquotes de 

100ml  que es conservaren a -80ºC fins al moment del seu us. 

 

 

 Medi SOB: 

Per a 1L de medi SOB s’afegí Tiptona al 2%,  0,5% d’extracte de llevat, 10ml de 

KCl 250mM a pH7, s’enrasà amb aigua destil.lada i s’esterilitzà per autoclau. 

Abans d’utilitzar calgué afegir-hi 5ml de MgCl2 2M prèviament autoclavat. 

 

 Buffer de transformació INOUE: 

Per a 500ml de la solució, es dissolgué en aigua Milli-Q 1,1g de CaCl2.2H2O, 

9,3g de KCL, 10ml de solució PIPES, s’ajustà el pH a 6,7 i s’afegí finalment 

5,44g de MnCl2.4H2O. La solució s’esterilitzà per filtració a 0,45um, es dividí en 

alíquotes i es guardà a -20ºC. 

 

 Solució PIPES  (0,5M, pH 6,7): 

Per a 50ml de volum final s’afegí 7,55g de PIPES, s’ajustà el pH a 6,7 amb 5M 

KOH i s’enrasà amb aigua destil.lada; seguidament es va filtrar amb esterilitat a 

0,45um i es conservà la solució a -20ºC. 
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2.10.4. Lligació i Transformació. 

 

El producte VB amb extrems roms va ser clonat al vector PBE mitjançant la 

lligasa T4 (NEW ENGLAND BIOLABS) (4U) i el buffer associat a 1X, 50-75ng de 

vector i 300-500ng d’insert O/N a 16ºC. 

 

El producte lligat de vector + insert, es va transformar en cèl.lules competents E. 

Coli DH5 aplicant 50ul de bacteris amb 5ul de la lligació PBE+insert. La 

barreja es deixà reposar 30min  en gel i se li aplicà un xoc tèrmic de 45s a 42ºC i 

2 min en gel. Seguidament es permeté la recuperació de les cèl.lules  en medi LB 

durant una hora a 37ºC en agitació suau i es plaquejaren sobre agar amb 

ampicil.lina (com a agent selectiu de colònies transformades), IPTG(com a 

inductor del color) i X-gal (com a indicador colorimètric de la presència d’insert 

al vector). 

 

 

 Preparació del medi LB i les plaques AMP + IPTG + Xgal: 

Per a la preparació del medi líquid LB s’afegí Triptona al 1%,  extracte de llevat 

al 0.5% i NaCl2 al 1%; es dissolgué els components per agitació en aigua 

destil.lada MiliQ i s’ajustà el pH a 7,2. El medi s’esterilitzà per autoclau. 

Per a les plaques s’afegí 1,5% d’AGAR a la mescla abans d’esterilitzar. 

 

Després de l’esterilització, calgué agregar a l’LB-Agar els components IPTG 

(Isopropyl-B-D-Thiogalactoside; ROCHE) a 0,2mM, filtrat en esterilitat a 0.22um, 

X-Gal (5-Bromo-4chloro-3indolyl-B-D-Galactopyramoside) a 40ug/ml, 

prèviament diluït en Dimetilformamida, i Ampicil.lina a 100ug/ml. 

Posteriorment es va plaquejar la barreja amb cura i conservar les plaques en 

foscor a 4ºC fins al moment del seu us. 
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2.10.5. Selecció de colònies i extracció plasmídica. 

 

Les colònies positives se seleccionaren mitjançant el color (blanques) que 

adquirien a la placa, i es varen créixer o/n en medi LB amb Ampicil.lina. El 

plàsmid va ser purificat mitjançant el kit Wizard Plus SV Minipreps kit 

(PROMEGA), es va quantificar els eluïts amb l’espectrofotòmetre EPPENDORF 

“BioPhotometer” acceptant una concentració de almenys 100ng/ul i una puresa 

(A260/280) d’ 1.6 i es feu una digestió amb la diana plasmídica ScaI per tal 

d’identificar les mostres amb pes molecular adequat (entre 3100 i 3400pb).  

 

 

2.10.6. Seqüenciació i anàlisi del -CDR3. 

 

 Les construccions plasmídiques positives es van seqüenciar amb el primer pT7 

del vector amb el kit BigDye i l’analitzador ABI 3130XL (Applied Biosystems) al 

Servei de seqüenciació d’àcids nucleics de la UAB. 

 

Les dades de seqüenciació obtingudes es validaren amb el software Chromas i 

s’analitzaren les seqüències per alineació online mitjançant l’eina CLUSTAL W. 

Es comprovà que totes les seqüències no tenien aparentment cap error, 

s’obtingué la identificació de la zona CDR3 amb les eines online D’IMGT 

(IMGT/LIGM-DB (Université Montpellier 2, Montpellier, France)) per validació 

amb les bases de dades associades i es passà a analitzar les identitats entre 

seqüències trobades. 

 

Per als clons “PB100.X”, les seves característiques permeteren seqüenciar 

directament el producte de la PCR multiplex VB sense ser necessari el clonatge 

previ.  
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2.11. Anàlisi estadístic de les dades de seqüenciació: Definició de patrons  

d’aminoàcids al –CDR3 dels clons T intra-pancreàtics. 

 

Les preferències en aminoàcids al CDR3 es van analitzar per l’alineament de les 

seqüències CDR3 de la mateixa mida en 4 grups (11aa, 12aa, 13aa i 14aa) i la 

posterior comparació de freqüències amb l’esperat segons marca el proteoma 

humà.  

 

Es va aplicar un test estadístic Binomial per cada aminoàcid trobat en una 

posició concreta de la seqüència. La distribució acumulativa Binomial amb 

paràmetres n (nombre de seqüències en l'alineament) i p (probabilitat de 

l’aminoàcid X al proteoma), va ser avaluada per obtenir la probabilitat que X es 

trobi en la posició L en m - 1 o menys de les seqüències de n , P (X ≤ m - 1), sent 

m el nombre real de seqüències que mostren l’aminoàcid X en la posició L de 

l’alineament i assumint que les posicions en la seqüència són independents.  

 

Així, l’aminoàcid X  era considerat significativament sobrerepresentat a la 

posició L si 1 − P(X ≤ m − 1) < 0.05; que és, l’esperança de trobar aquest 

aminoàcid m vegades o més a la mateixa posició en n seqüències, donat que la 

seva probabilitat al proteoma sigui <5%.  

 

L’anàlisi final es va aplicar amb aquest test prenent dues aproximacions 

diferents: i) Considerant totes les seqüències identificades com a equiprobables, 

“Anàlisi qualitatiu” o, ii) Ponderant cada seqüència segons el nombre de 

vegades havia estat trobada experimentalment, “Anàlisi quantitatiu”.  

 

 L’anàlisi bioinformàtic va ser realitzat per Pau M. Muñoz,  del grup de Biologia 

Computacional i Proteòmica a l’ Institut de Biotecnologia i Biomedicina de la 

Universitat Autònoma de Barcelona . 
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2.12. Citometria de flux: Detecció de V11 i V13.1 

 

Es van utilitzar 200.000 cèl.lules de cada mostra. Després de dos rentats amb 

tampó PBS (PBS 1X, 0’5% FCS), centrifugant 6min a 300g (4ºC), es va fer el 

marcatge doble incubant amb els dos anticossos -TCRV11FITC i -

TCRV13.1PE (IMMUNOTECH, COULTER) seguint les instruccions del 

fabricant. Després d’incubar 30min a les fosques, les cèl.lules es van rentar dos 

cops, per retirar l’excés d’anticòs, i resuspendre en 0’5ml de PBS. La detecció i 

anàlisis es realitzà mitjançant el citòmetre FACSscan Cell Analyzer i el software 

Cell Quest de BD BIOSCIENCES. 

 

 

2.13. PCR Real-Time de CD3, GAPDH i FOXP3: PCR a “temps real”, 

quantificació absoluta dels gens de CD3, GAPDH  i FOXP3. 

 

Per a la tècnica de  PCR a “temps real” de la subunitat gamma de CD3, 

s’utilitzaren els primers FW: 5’CCCAATGACCAGCTCTACCA3’ i RV: 

5’GGAACTGAATAGGAGGAGAACAC3’ per a CD3, FW: 5’CTTCTTTTGCGTCGCCAG3’ 

i RV: 5’AGCCCCAGCCTTCTCCA3’ per GAPDH i FW: 5’TCAAGCACTGCCAGGCG3’ i 

RV: 5’CAGGAGCCCTTGTCGGAT3’ per FOXP3 [174] i els reactius del kit 

“Lightcycler - Fast Start DNA Master   SYBR Green I” (ROCHE). L’amplificació es 

realitzà en capil·lars “LightCycler capillaries” (ROCHE) en l’aparell termociclador  

“Lightcycler  2.0 (ROCHE)” i les dades s’obtingueren i analitzaren mitjançant el 

programari “Lightcycler Software 4.0 (ROCHE)”.  
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El protocol aplicat fou el següent: 

Es preparà una “MIX” dels reactius amb: Cada primer a 0,5M, 1X del Mix per 

Real-time subministrat amb el kit de ROCHE, que conté el tampó de reacció i 

l’agent intercalant “Syber-Green”, que emet durant l’amplificació la lluminositat 

que permet la detecció i quantificació, i MgCl2 a 2.5mM per a CD3 i 3mM per a 

GAPDH i FOXP3. Es va repartir un volum de 9’5l de barreja per mostra 

(capil·lar) i s’afegí el cDNA corresponent (20ng); es va tapar els capil·lars amb 

l’aplicador i se centrifugà en fred a poca velocitat abans de posar-los al 

termociclador “Lightcycler  2.0 (ROCHE)”; S’ajustà el canal de lectura a 530nm, 

corresponent a l’espectre d’emissió del SYBR-Green i es carregà a l’aparell els 

capil.lars de cada mostra i els corresponents 2 controls. El control positiu era un 

cDNA de PBMCs, diluït 1/10 (5ng/l), que es mantingué entre diferents 

experiments i el negatiu era la barreja sense mostra cDNA.  

 

El programa d’amplificació fou:  

Un primer pas de desnaturalització de la mostra a 95ºC 10min seguit de 40 

cicles, en format de quantificació, a 61ºC per CD3 / 63ºC per GAPDH /66ºc per 

FOXP3 de temperatura d’annealing i amb una extensió de 10seg per CD3  i 

FOXP3/ 15 seg. per GAPDH. Aquí es feu el pas de detecció de la corba de 

melting i, finalment, es va fer un últim pas de refredament de l’aparell a 4ºC. 

 

Les dades obtingudes, s’analitzaren segons la opció d’Absolute Quantification 

que permet traçar una recta de quantificació basada en els valors dels standards 

de concentració coneguda. L’anàlisi complementari Melting Curve Analysis –

Genotyping va permetre avaluar la presència de possibles inespecificitats en 

l’amplificació i l’electroforesi del producte en gel d’agarosa al 2% confirmà en 

cada cas la mida de l’amplímer obtingut. 
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OBJECTIU I. 

 

OPTIMITZAR LA METODOLOGIA EXPERIMENTAL 

PER L’ESTUDI DEL TCR,  MITJANÇANT EL DISENY 

D’UNA RT-PCR MULTIPLEX PER A L'ANÀLISI DEL 

REPERTORI TRAV I TRBV. 
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OBJECTIU I. 

OPTIMITZAR LA METODOLOGIA EXPERIMENTAL PER L’ESTUDI DEL 

TCR,  MITJANÇANT EL DISSENY D’UNA RT-PCR MULTIPLEX PER A 

L'ANÀLISI DEL REPERTORI TRAV I TRBV. 

 

 

 

 

L’estudi del repertori TCR es realitza en la majoria de treballs publicats  per RT-

PCR convencional, amplificant cadascuna de les famílies gèniques V (TRAV) i 

V (TRBV). En aquest abordatge, la possibilitat de coamplificar vàries famílies 

gèniques en una mateixa reacció i en un mateix tub significa un avantatge 

experimental que redueix els costos i la mostra necessària. Per a la realització 

d'aquest treball va ser necessari dissenyar el protocol experimental adequat, 

segons: 

 

1) La posada en marxa d'una PCR multiplex per TRAV i per TRBV amb l'objectiu 

de reduir el nombre de tubs usats en cada amplificació i disminuir la quantitat 

de mostra per assaig. 

 

2) L'anàlisi per genotipatge de les famílies gèniques amplificades en cada tub de 

PCR multiplex. 

 

 3) La identificació d’expansions clonals mitjançant el biomarcador CDR3 (regió 

determinant de complementarietat  3).  
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1.1. PCR multiplex per a l’amplificació de les famílies gèniques TRAV i 

TRBV  

 

1.1.1. Anàlisi de les famílies gèniques TRAV  

 

La identificació dels fragments gènics TRAV es realitza, en la majoria dels 

treballs publicats, a partir de la tècnica convencional de RT-PCR usant una 

bateria de cebadors per a les 29 famílies gèniques més freqüents [10]. 

L’amplificació de les 29 famílies es fa individualment (una per tub de reacció) i 

al mateix temps, usant un programa d’amplificació consens degut a que els 

cebadors utilitzats tenen característiques d’amplificació semblants. Finalment 

un gel d’agarosa permet visualitzar quines famílies V han estat amplificades i 

per tant s'expressen dins el repertori de cèl.lules T  de la mostra problema.  

 

La tècnica que es va utilitzar per l'estudi fou la RT-PCR multiplex basada en el 

mètode convencional però aplicant grups de cebadors que van permetre 

coamplificar dues o tres famílies per tub, reduint el nombre de tubs per assaig i 

la mida del gel i en conseqüència minimitzant el temps experimental i també la 

quantitat de DNA motlle (cDNA) necessaris. Aquesta aproximació ja estava 

descrita per a les famílies V [171], però no per a les V en el moment de iniciar 

l’estudi. 

 

Per posar a punt la tècnica, es va partir d’una bateria de cebadors 5’(sense) per a 

cadascuna de les famílies principals de gens TRAV (V1 a V29) i un sol 

cebador 3’ (antisense) de la regió constant (TRAC). V29 s’utilitzava com a 

control ja que correspon a un pseudogen.  
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Figura 14. PCRs de gradient de 

temperatura per a cadascun dels cebadors 

V. Sobre cada gel s’indica el cebador 

analitzat i el rang de temperatura aplicat en 

cada cas. Sobre la banda límit de cadascun, 

s’indica la màxima temperatura 

d’amplificació en les condicions comuns 

aplicades. Tots superaven els 66ºC menys 

V29 que no amplifica ja que correspon, 

segons s’indica a la l’article de referència 

(Genevée et. al. Eur J Immunol.(1992)) a una 

família V molt poc freqüent.  La 

temperatura màxima de cada primer va ser 

un dels paràmetres per a dissenyar MIXs de 

coamplificació. 

 

 

Inicialment, es va fer un assaig de PCR de gradient de temperatura (Figura 14), 

que va permetre determinar la temperatura límit i òptima per als cicles 

d’amplificació de cada cebador i dissenyar grups de cebadors de baixa 

competència en l'amplificació.  

 

 

A part de la temperatura límit d’amplificació, un factor decisiu per al disseny 

dels grups fou la mida d’amplímer, ja que les bandes amplificades en un mateix 

tub havien de ser diferenciables en un gel d’agarosa per a tots els cebadors. Es 

va fer una RT-PCR individual a la temperatura d’annealing comú de 60ºC 

seguint les condicions descrites a l’article publicat per Genevée et al. [10] i el 

producte d’amplificació es va visualitzar amb un gel d’agarosa  (Figura 15).   

V 11 (65-72ºC) V 21 (65-72ºC)

V 12 (65-72ºC) V 22 (65-72ºC)

V 13 (65-72ºC) V 23 (65-72ºC)

V 14 (58-72ºC) V 24 (65-72ºC)

V 15 (58-72ºC) V 25 (58-72ºC)

V 16 (58-72ºC) V 26 (65-72ºC)

V 17 (58-72ºC) V 27 (65-72ºC)

V 8 (65-72ºC) V 18 (65-72ºC) V 28 (65-72ºC)

V 9 (65-72ºC) V 19 (65-72ºC) V 29 (65-72ºC)

V 10 (65-72ºC) V 20 (65-72ºC)
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Figura 15. Amplificació individual del repertori TRAV. Els amplímers  van resultar ser de 

mides lleugerament diferents,  fet que va permetre l’agrupació en un  mateix tub de 

cebadors d’amplímer de mida diferent, tenint en compte els grups de temperatures  

establerts. 

 

 

 

 

Segons els paràmetres establerts de bandes en gel no solapades (Figura 15) i  

temperatura màxima d’amplificació (Figura 16A), els cebadors finalment es 

varen agrupar en 12 grups o MIX de  1, 2 o 3 cebadors: MIXA-I a MIXA-XII tal 

com mostra la Figura 16B i 16C,  cada MIX corresponent-se amb un tub en la 

reacció de PCR. Les concentracions  dels cebadors es van ajustar (Taula 2 de 

Materials i mètodes), en els casos en que l’amplificació d’un dels cebadors 

dominava respecte l’altre present a la barreja degut a l’ús d’una temperatura 

d’annealing consens. Finalment, tal i com es pot veure a la Figura 16C, es va 

obtenir una plantilla de referència a partir del control positiu E-PBMCs 

(Peripheral Blood Mononuclear Cells estimulats amb PHA-IL2) en la qual totes les 

famílies TRAV hi eren representades. Posteriorment, la PCR multiplex per les 

TRAV es va acabar d’ajustar en el treball de màster de Erika Scholz, aportant les 

modificacions especificades a l'Annex de materials i mètodes. La TRAV-

multiplex formada per 12 MIXs de cebadors (MIXA d'I a XII) es va aplicar en 

aquest estudi per a la descripció del repertori de les famílies gèniques TRAV en 

les mostres del donant diabètic. 
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Figura 17. PCR multiplex per a la detecció de les famílies TRBV.  

Producte de l’amplificació en la mostra E-PBMCs i visualitzat en 

gel d’agarosa d’alta resolució. Totes les TRBV coamplificaven 

correctament, donant bandes distingibles corresponents a cada 

família, indicada al costat de la banda amb el nombre 

corresponent. 

 

 

 

 

1.1.2. Anàlisi de les famílies gèniques TRBV  

 

Per a la identificació de les famílies TRBV  en grups de coamplificació es va 

adaptar la tècnica de multiplex descrita per Chitnis et al. [171]. Usant el mateix 

joc de cebadors per a 24 famílies TRBV, es van  optimitzar les MIXs (veure 

l’apartat de  Materials i mètodes) obtenint la plantilla de referència a partir de la 

mostra control E-PBMCs (Figura 17) .  

 
 
 

 

 

                  

 

          

 

                   

Figura 16. Grups d’amplificació dissenyats per 

a la PCR multiplex TRAV. A) Grups de 

cebadors de temperatures màximes semblants. 

B) Grups de cebadors proposats segons la 

mida de les bandes. C) Plantilla per a la 

detecció de les famílies TRAV. Producte de 

l’amplificació en la mostra E-PBMCs amb grups 

de cebadors optimitzats. Totes les famílies 

testades coamplificaven correctament i donaven 

bandes distingibles sobre aquest tipus de gel. 

La diferencia d’intensitat de les bandes era 

deguda a cada cebador. Es va obtenir la 

plantilla de referència sobre la que identificar 

les mostres de manera qualitativa. 
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Figura 18. Genotipatge indicatiu del 

reordenament, per la família V13.1, 

d’una mostra policlonal i d’un clon. 

A) Complexitat de la família V13.1 

amplificada d’una mostra de PBMCs, 

on cada pic representa reordenaments 

d’una determinada mida . Entre pics 

hi ha una diferencia de 3pb. 

B) Amplificació d’un clon de cèl.lula T 

(línia PB100.29) que expressa V13.1 

amb un únic reordenament. 

 

 

1.2. Genotipatge (spectrayping): Obtenció i valoració del perfil clonal de les 

mostres. 

 

Com s'ha descrit a la introducció, cada cèl.lula T expressa una regió CDR3 de 

seqüència única per cadascuna de les cadenes  i  que constitueixen el TCR.  

La tècnica del genotipatge permet descriure la distribució de mides de 

reordenament de totes les cèl.lules T que expressen una determinada família 

TRAV o TRBV.  Les diferents longituds de seqüència dels amplímers continguts 

a la banda de PCR d'una família amplificada identifica de forma indirecta el 

número de reordenaments presents en aquesta família. Una distribució on cap 

reordenament predomina sobre els altres és una distribució policlonal tal i com 

es representa a la Figura 18A, on es mostra el genotipatge de l’amplímer 

obtingut per a la família V13.1 d’una mostra de PBMCs.   

 

Es pot veure que la banda de PCR 

corresponent a l’amplímer V13.1 està 

formada per 12 mides de reordenament, 

distribuïdes segons l’abundància en forma 

de campana de Gauss. L’increment d’una 

d’aquestes longituds expressades en una 

família V,  tal i com mostra la Figura 18B, 

manifesta la dominància d'una determinada 

seqüència i és un indicatiu de l'expansió 

clonal de cèl.lules T que tenen aquesta mida 

de regió CDR3 a la mostra.  
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1.3. Identificació de les expansions clonals en les diferents mostres, usant 

com a biomarcador el CDR3. 

 

Les àrees del perfil de genotipatge per a cada família TRBV, es van normalitzar 

respecte a les del marcador intern, carregat conjuntament amb cada mostra, per 

tal de compensar la diferència inter-experimental i permetre la comparació de 

valors. A partir de les àrees normalitzades, es va calcular l'índex de 

fluorescència relativa (RI) de cada pic, valor que indica la contribució de cada 

mida de reordenament CDR3 a l’àrea total de la família gènica corresponent. Si 

aquest índex supera el 50% suggereix la presència d’una expansió clonal. Per 

assignar una numeració a cadascun dels pics de genotipatge (mides CDR3), es 

va analitzar la distribució gaussiana de cada família TRBV en dues mostres de 

PBMCs de donants control, designant com “p0 “el pic central d’àrea màxima en 

la mitja de les dues mostres, i assignant a la resta de pics del -5 al +5 segons la 

seva  posició en la distribució gaussiana  respecte  al pic central. 

 

En resum, per a cada mostra es va seguir el protocol experimental 

esquematitzat a la Figura 19 on es representen els resultats obtinguts en uns 

PBMCs control: 1) PCR multiplex de les famílies TRBV i genotipatge de 

cadascuna de les MIXs (Fig. 19A); 2) Normalització de les àrees de cada pic (Fig. 

19B); 3) Càlcul del valor RI de cada pic de genotipatge per cada família i 

obtenció de la matriu RI (Fig. 19C) i 4) Representació dels RI de cada TRBV, per 

tal de poder comparar la clonalitat de cada família entre diferents mostres. Com 

exemple la fig. 19D, mostra el gràfic de RI de la família de V1, la qual presenta 

una distribució en campana de Gauss on cap pic supera el 50% de contribució a 

l’àrea total. 
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Figura 19.  Esquema resum del protocol dissenyat per l’anàlisi de les mostres incloses a l’estudi del pàncrees 

diabètic. A) Les dades de genotipatge originals s’obtenen del marcatge de la PCR multiplex TRBV. B) Les dades 

es normalitzen amb el marcador intern. C) Es calcula l’índex d’àrea relativa RI per a tots els pics obtinguts i es 

genera una matriu de RI per a cada mostra. D) Exemple d’una distribució policlonal on cap pic supera un RI de 

50%.Aquest sistema d’anàlisi s’utilitzà per a valorar la presència d’expansions clonals a cadascuna de les 

mostres estudiades. 
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OBJECTIU II. 
 

ANÀLITZAR EL REPERTORI DE FAMÍLIES GÈNIQUES 

TRBV I LA PRESÈNCIA D’EXPANSIONS 

MONOCLONALS EN EL DIGERIT TOTAL I EN ELS 

ILLOTS PURIFICATS DEL PÀNCREES D’UN DONANT 

DIABÈTIC TIPUS 1. 
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OBJECTIU II. 

ANÀLITZAR EL REPERTORI DE FAMÍLIES GÈNIQUES TRBV I LA 

PRESÈNCIA D’EXPANSIONS MONOCLONALS EN EL DIGERIT TOTAL I 

EN ELS ILLOTS PURIFICATS DEL PÀNCREES D’UN DONANT DIABÈTIC 

TIPUS 1.  

 

 

 

 

El nostre grup va tenir la oportunitat d’accedir a les mostres del pàncrees, melsa 

i sang perifèrica d’un donant diabètic tipus 1 que va morir 5 dies després del 

debut. Tal i com es detalla a l’apartat de Material i mètodes, es va disposar de 

les mostres criopreservades del digerit total i dels illots purificats del pàncrees, 

alhora que blocs congelats de la melsa i PBMCs criopreservats Aquesta mostra 

correspon al “Case 1” descrit inicialment al treball de Somoza et al. [61] 

 

La nomenclatura usada per a identificar les mostres del pàncrees i les mostres 

control es detalla a continuació: 

 

 DM-TD, mostra de digerit total del pàncrees del donant diabètic. 

 DM-ISL, mostra dels illots purificats del pàncrees del donant diabètic. 

 C-TD, mostra de digerit total del pàncrees d’un donant control. 

 C-ISL, mostra dels illots purificats del pàncrees d’un donant control. 

 DM-S1, DM-S2 i DM-S3, mostres de tres fragments de melsa del donant 

diabètic. 

 C-S, melsa d’un donant control. 

 DM-PB, PBMCs del donant diabètic. 

 C-PB1 i C-PB2, PBMCs controls d'individus sans. 
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2.1. Anàlisi de la presència de cèl.lules T a l'infiltrat del pàncrees diabètic i 

als pàncrees control.  

 

En primer lloc es va determinar la presència de cèl.lules T a l'infiltrat de les 

mostres de pàncrees del donant diabètic i dels controls corresponents, per PCR 

quantitativa (qPCR), mesurant els nivells de CD3 normalitzats amb GAPDH 

com a gen control endogen.  

 

Els resultats obtinguts van indicar un nivell equiparable de cèl.lules T infiltrants 

a la mostra d'illots purificats (DM-ISL) i a la de digerit total (DM-TD) del 

pàncrees del pacient diabètic. En canvi, la presència de cèl.lules T infiltrants a la 

mostra de digerit total (C-TD) i als illots purificats (C-ISL) de pàncrees 

procedents de donants sans resultà ser menor, sobretot a la mostra del digerit 

total, en comparació amb les mostres corresponents del pàncrees diabètic 

(Figura 20).    

 

Com a control positiu 

es van incloure una 

mostra de melsa d'un 

donant control (C-S) i 

les tres mostres de 

melsa (DM-S1, DM-S2 i 

DM-S3) i els PBMCs 

(DM-PB) del donant 

diabètic (Figura 20). 

 

 

Figura 20. Determinació de l’expressió de CD3g per qPCR en 

les mostres incloses a l’estudi del pàncrees diabètic: el pàncrees 

total (DM-TD), la mostra d’illots aïllats (DM-ISL), les 3 mostres de 

teixit de melsa (DM-S1-3), la mostra de sang perifèrica (DM-PB) i 

els controls de pàncrees total (C-TD), illots ( C-ISL) i melsa (C-S). 

S’observà un nivell equiparable de CD3 a la mostra de pàncreas 

total (DM-TD) i illots purificats del diabètic T1.  
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2.2. Caracterització de la diversitat del repertori de les famílies gèniques 

TRBV a les mostres del donant diabètic. 

 
 
La diversitat de repertori TRBV de totes les mostres incloses en l’estudi es va 

analitzar per PCR multiplex tal com mostra la figura Figura 21. L’elevada 

diversitat de cèl.lules T al pàncrees del pacient diabètic s'observà en el fet que la 

majoria de les famílies TRBV analitzades eren presents tant al digerit total (DM-

TD) com als illots purificats (DM-ISL), fet que contrasta amb el reduït nombre 

de famílies amplificades al digerit total de pàncrees (C-TD) i als illots purificats 

(C-ISL) de donants no diabètics. 

 

En les mostres de melsa, totes les famílies TRBV es van amplificar als tres blocs 

independents de la melsa (DM-S1, S2 i S3) i els PBMCS (DM-PB) del pacient 

amb l'excepció de la família V20, amplificada individualment a la MIX K. 

Aquest resultat es valorà com a una característica intrínseca del donant ja que 

aquesta família s'amplificava a totes les mostres de sang perifèrica i melsa de 

donants control.  
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Figura 21.  Repertori TRBV per PCR multiplex de les mostres incloses a 

l’estudi del donant diabètic. A) Mostres de pàncrees total (DM-TD) i 

illots (DM-ISL) del pacient diabètic T1 i els corresponents controls de 

pàncrees total (C-TD) i illots ( C-ISL) d’individus no diabètics. B) Tres 

mostres independents (DM-S1-3) de melsa del diabètic T1 i mostra de la 

melsa control d’un individu jove sense patologia diagnosticada (C-S). C) 

PBMCS de l’individu diabètic (DM-PB) i d’un dels tres individus sans que 

s’utilitzà com a controls per a aquest estudi (C-PB1).Sobservà que 

gairebé tots els fragments gènics TCRBV analitsats apareixien a les 

mostres de pàncrees del diabètic T1 mentre, que als pàncrees control 

(tant total com illots), s’observà menys diversitat en el conjunt de 

famílies TRBV amplificades i molt menor intensitat en les bandes, el 

que era indicatiu del nivell d’infiltració a les mostres control. Les 

mostres de melsa i també els PBMC, tant del diabètic com del control, 

presentaven tal com s’esperava gran diversitat a nivell de TCRBV. 
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2.3. Anàlisi de la distribució de CDR3 en les famílies gèniques TRBV de les 

cèl.lules T intra-pancreàtiques.  

 

Per a determinar el grau de policlonalitat en les mostres de pàncrees del pacient 

diabètic, es va fer l'estudi per genotipatge de la distribució de les mides de 

reordenament per a cadascuna de les famílies TRBV amplificades, és a dir, la 

mida de les seqüències de CDR3 a cada amplímer. 

 

L'anàlisi de genotipatge de les famílies amplificades a les mostes del pacient 

diabètic, DM-TD i DM-ISL, va mostrar que no només el nivell d’infiltració T era 

major que als controls sinó que la distribució de reordenaments en algunes 

famílies TRBV no era policlonal, presentant alguns pics dominants i suggerint 

així la presència de possibles expansions clonals d'algunes cèl.lules T presents a 

l'infiltrat (Figura 22A).  

 

En canvi, tal i com es mostra a la Figura 22B, poques foren les famílies TRBV 

presents a l'infiltrat de les mostres de pàncrees control, tal com suggeria la 

imatge del gel de la PCR multiplex (Figura 21). A més, els pics de genotipatge a 

les famílies amplificades eren escassos i d’àrea baixa.   
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A) Pàncrees diabètic T1 

B) Pàncrees controls 

 

Figura 22.  Representació gràfica de les dades de genotipatge normalitzades amb el 

marcador intern de les mostres de pàncrees total i illots purificats. A) Pàcrees del pacient 

diabètic T1. B) Pàncrees control de donants d’òrgans. S’observà baixa presència de 

reordenaments a les mostres control i en canvi gran policlonalitat a les mostres del pàncrees 

diabètic, amb possibles expansions clonals en algunes famílies V. 
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2.4. Determinació de les expansions monoclonals presents a les famílies 

TRBV amplificades. 

 

 

Per tal d'establir la presència de possibles expansions clonals, per cadascuna de 

les mostres es va calcular el valor RI dels tots pics de genotipatge  (Figura 

suplementària 1). 

 

Tal com es representa a la Figura 23, els resultats van revelar l'existència de 

famílies TRBV que contenien un pic amb un RI superior al 50% de l'àrea total. 

Seguint aquest criteri, quatre expansions monoclonals van ser detectades a la 

mostra de l’infiltrat del pàncrees total, DM-TD, corresponents a les famílies V1 

(pic-2), V7 (p+1), V17 (p0) i V22 (p+2). L'anàlisi de l’amplímer TRBV de la 

mostra d’infiltrat intra-illot, DM-ISL, va revelar 6 expansions monoclonals entre 

les quals es trobaven les 4 del digerit total i dues expansions monoclonals més 

que semblaven ser exclusives de l'infiltrat intra-illot, V11 (p-1) i V18 (p-1). No 

obstant, ambdues d’aquestes expansions es detectaven a la mostra DM-TD tot i 

que amb un valor de RI inferior al 50%, suggerint la seva presència però  

diluïdes en el teixit total que conté la part exocrina i endocrina del pàncrees.  
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Figura 23.  Detecció d’expansions clonals als illots purificats i al pàncrees total del pacient 

diabètic tipus1. Representació gràfica dels valors d’índex relatiu (RI) per a cadascun dels 

pics de reordenament  a l’amplificat per a les famílies gèniques V1, V7, V11, V17, V18 i 

V22,  les quals presenten algun pic amb valor RI > 50%. S’identificà 6 expansions clonals T  

a la mostra d’illots, 4 de les quals també foren detectables al digerit total del pàncrees.  
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OBJECTIU III. 

 

IDENTIFICAR  A  LA PERIFÈRIA LES EXPANSIONS 

CLONALS DE L’INFILTRAT INTRA-ILLOT. 



•RESULTATS• 

102 
 



•RESULTATS• 

103 

 

 

OBJECTIU III 

IDENTIFICAR  A  LA PERIFÈRIA LES EXPANSIONS CLONALS DE 

L’INFILTRAT INTRA-ILLOT. 

 

 

 

 

En el model experimental de NOD, Höglund et al. [162] va demostrar que  

l'activació de les cèl.lules T específiques s'inicia als limfonodes pancreàtics 

proximals que drenen al pàncrees. Les cèl.lules T efectores resultants viatgen 

via limfàtica cap al torrent sanguini des d'on accedeixen al pàncrees. Un cop en 

sang perifèrica els limfòcits T circulants tenen accés a la melsa.  

 

En un estudi recent, s'ha suggerit que la melsa participa en el manteniment de 

cèl.lules T de memòria [166] però més enllà d’això és un òrgan poc estudiat a 

nivell d’autoimmunitat. En el model experimental NOD, la melsa s’ha utilitzat 

com a font de cèl.lules T per a la detecció i obtenció de clons autorreactius [164]. 

En canvi, en la T1D humana no hi ha cap estudi en el que s'hagi analitzat si 

existeix alguna relació funcional entre la melsa i el pàncrees, a part de ser un 

magatzem dels limfòcits circulants. 

 

La següent qüestió que ens varem plantejar fou determinar si la melsa tenia un 

paper en la T1D.  

 

Com era el repertori de la melsa autòloga de semblant amb el de l’òrgan diana?  
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3.1. Cerca de les expansions monoclonals intra-illot a la melsa.  

 

En primer lloc es va analitzar el repertori TRBV de la melsa amb l'objectiu de 

comparar el perfil de reordenaments en cadascuna de les famílies amplificades 

amb el de les obtingudes a l'òrgan diana.  

 

Es van processar tres blocs independents de teixit de la melsa (DM-S1, DM-S2, 

and DM-S3) del pacient diabètic. La Figura 24 mostra els reordenaments TRBV 

per una mostra de melsa d’un individu control (C-S) i les tres mostres de melsa 

de l’individu problema (DM-S1, -S2 i -S3). A les mostres de melsa del pacient 

diabètic, Figura 24A, el resultat va ser consistent en els tres casos (DM-S1, DM-

S2 i DM-S3) ja que s’observà  la presència de 2 (mostres DM-S2 i -S3) i de  3 pics 

(mostra DM-S1) de reordenaments que sobresortien als perfils policlonals 

corresponents a les famílies V1, V16 i V22. En el cas de l’individu control, 

totes les famílies TRBV es van amplificar i mostraren un perfil policlonal, 

Figura 24B.   

 

Els valors RI calculats per aquestes mostres (Figura suplementària 2) varen 

confirmar la presència de dues expansions clonals, V16(p0) i V22(p+2), als 

tres blocs de melsa. Aquest resultat suggereix que les expansions no estan 

restringides a una àrea anatòmica concreta de la melsa ja que  estan presents a 

tres blocs de teixit independents (Figura 25). En canvi l'expansió V1(p-1) 

només va aconseguir el criteri d'expansió monoclonal a la mostra DM-S1. 
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A) Melsa de l’individu diabètic T1 

 

 

B) Melsa control 

 

 

 

  

Figura 24.  Representació gràfica de les dades de genotipatge normalitzades amb el 

marcador intern. A) “DM-S1, DM-S2 i DM-S3” mostren el genotipatge per a cadascuna de les 

3 mostres de la melsa del pacient diabètic. B) “C-S” mostra el genotipatge per a la melsa d’un 

donant control. S’observa gran policlonalitat a la melsa control sense expansions aparents, 

mentre que a la melsa del diabètic hi ha dues expansions clonals, en  VB16 i VB22 

respectivament, que són consistents a les 3 mostres analitzades. 
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 L'expansió V22(p+2) coincidia amb la detectada a l’anàlisi de les expansions 

clonals al pàncrees diabètic. En canvi, la corresponent a V16(p0), tot i ser un 

pic dominant dins de la família, el seu valor de RI fou inferior al 50% tant en la 

mostra DM-TD com a la DM-ISL (Figura 26). 

 

Aquest resultat mostrava clarament que algunes expansions clonals del 

pàncrees es trobaven a la melsa del diabètic. El pas següent fou confirmar la 

seva identitat a partir de la seqüenciació del CDR3.  

 

 

 

Figura 25. 

Comparació de les 

famílies V1, V16 i 

V22 a les tres mostres 

de melsa (DM-S1, 

DM-S2 i DM-S3) del 

diabètic. Representació 

gràfica dels valors RI 

per a cadascun dels 

pics de reordenament. 

S’identificaren dues 

expansions clonals 

comuns als tres blocs 

de melsa del donant, 

per a les famílies V16 

i V22. 
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Figura 26.  Detecció d’expansions al pàncrees total (DM-TD) i Illots purificats 

(DM-ISL) del pacient diabètic tipus 1. Representació gràfica dels valors 

d’índex relatiu (RI) per a cadascun dels pics de reordenament en l’ amplificat 

per a les famílies gèniques V16 i V22.  Per a V16 el pic 0, que és expansió a 

melsa,  apareix com a pic dominant a les mostres de pàncrees tot i que amb 

RI<50%. Per a V22 el pic +2, que es detecta com a expansió clonal a les tres 

mostres de melsa, apareix també com a clara expansió al pàncrees. 
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3.2. Confirmació de les identitats clonals entre expansions T al pàncrees i  a la 

melsa.  

 

L’anàlisi per genotipatge de les mostres va revelar que hi havia famílies 

gèniques amb possibles expansions clonals a l’òrgan diana i que algunes d’elles 

estaven també presents a la melsa del donant diabètic. El següent pas fou 

demostrar que els pics contenien una seqüència dominant i identificar si era la 

mateixa en els dos òrgans. La regió CDR3 és única per cada clon de cèl.lula T i 

permet identificar la seva presència en una determinada mostra. 

 

 Amb aquest objectiu es van clonar i seqüenciar els amplímers de les famílies 

gèniques V1, V7, V11, V16, V17, V18 i V22 de les mostres DM-TD i 

DM-ISL i les famílies V1, V16 i V22 de les tres mostres de melsa (Figures 23, 

25 i 26). La Taula 2 mostra la seqüència en aminoàcids de les regions CDR3 

corresponent al pic de genotipatge amb criteri d’expansió monoclonal per a 

cadascuna de les famílies. Tal com s’observa a la Taula 5, la seqüenciació de la 

regió de CDR3 va confirmar la identitat clonal de les expansions V16(0) i 

V22(+2) entre la melsa i el pàncrees del donant diabètic. En la última columna 

de la taula, s'indica el percentatge que representen aquests reordenaments 

respecte a la resta de seqüències obtingudes del total de clons analitzats. En la 

majoria de les famílies, la seqüència de major freqüència, superior al 50%, 

coincidia amb la mida del pic expandit, excepte per l’expansió V18(-1) per a la 

que no es va trobar cap seqüència dominant. A les Taules suplementàries 1, 2 i 

3 per a DM-TD, DM-ISL i DM-S respectivament, estan representades totes les 

seqüències obtingudes en el clonatge d'aquestes famílies en cadascuna de les 

mostres. 
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Taula 5.  Seqüències CDR3 corresponents a les expansions clonals detectades al pàncrees i la melsa de l’individu diabètic.  Les dues primeres columnes 

indiquen: *) la família V corresponent en la nomenclatura de Chitnis et. al. (Chitnis et. al. Manual of clinical laboratory immunology. 2002.) usada en aquest 

treball, i  **) l’actualitzada segons la base de dades IMGT.  TRBJ correspon a la identificació del fragment J segons IMGT. L’última columna indica el % de 

representació de cada seqüència en el total de seqüències obtingudes, on ISL correspon a la mostra d’illots purificats (DM-ISL), TD correspon a la mostra de 

pàncrees total (DM-TD) i S correspon a la melsa (DM-S1, DM-S2 i DM-S3).  Amb aquests resultats es va demostrar la identitat entre expansions clonals 

V16 i V22 comuns  al pàncrees i la melsa del pacient diabètic. 
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3.3) Comparació del repertori de la melsa amb el de sang perifèrica (PBMCS) 

del  donant diabètic. 

 

Tot i que melsa i pàncrees són òrgans que es troben físicament  molt aprop, no 

tenen contacte excepte per la pròpia circulació sanguínia. La disponibilitat de 

PBMCs del donant diabètic va permetre  comparar el repertori TRBV expressat 

per les cèl.lules T de sang perifèrica i melsa, amb l’objectiu d’establir identitats 

clonals que demostressin el tràfic de cèl.lules T entre melsa i pàncrees. 

 

La Figura 27 mostra les dades de genotipatge obtingudes per a la mostra de  

PBMCs del donant diabètic (DM-PB) i d’una mostra control de sang perifèrica 

d’un individu sa (C-PB). Pel que fa a la mostra control s’observà, tal com 

s’esperava, completa policlonalitat a totes les famílies gèniques TRBV 

analitzades. De la mateixa manera,  la mostra del pacient diabètic presentava 

policlonalitat a la majoria de les famílies gèniques. De nou es va confirmar 

l’absència  de l’expressió de la família gènica V20 en el repertori de cèl·lules T 

del donant diabètic. 

 

Per tal  de caracteritzar la distribució dels reordenaments en les famílies TRBV 

es va generar la matriu de RI per a DM-PB i C-PB. Tal i com s’esperava amb la 

normalització dels espectres, cap família contenia un pic de genotipatge que 

s’acollís al criteri d’expansió monoclonal (Figura suplementària 3).  Tot i no 

haver-hi cap pic dominant, es va cercar a nivell de seqüència la presència en 

circulació dels clons corresponents a les expansions locals de la melsa i el 

pàncrees.  Es van escollir tres famílies segons la seva existència com a expansió 

només a un òrgan o a ambdós: V7(+1) a pàncrees, V16(0) a melsa i V22(+22) 

en ambdós. Tal com es representa a la Figura 28, només els perfils RI dels 

reordenaments de la família gènica V22, mostraven un increment al pic 

corresponent a la expansió clonal de pàncrees i melsa (pic+2) acompanyat 

també de l'augment en un segon pic (+1).  
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A) Individu diabètic. 

 

B) Individu control sa. 

 

 

 

El clonatge i seqüenciació de l’amplímer per a la família V22 a la mostra DM-

PB va identificar en  sang perifèrica el clon de cèl.lules T amb la seqüència de 

CDR3 de 14aa “CASSEAQQGYSGELF “, expansió al pàncrees i la melsa. 

Tanmateix, es va identificar el segon CDR3 de mida corresponent al pic 

V22(+1), “CASRTRRTGMNEQFF”, seqüenciat a la mostra DM-TD (Figura 

28B). En canvi, cap de les expansions del pàncrees i de  la melsa, no es van 

trobar entre les seqüències obtingudes per V7 i V16, respectivament. A la 

Taula 4  suplementària es detallen les seqüències CDR3 obtingudes per a tres 

famílies gèniques seleccionades de la mostra DM-PB. 

Figura 27.  Representació gràfica de les dades de genotipatge normalitzades amb el 

marcador intern. A) DM-PB, genotipatge per a la mostra de PBMCs procedent del pacient 

diabètic T1. B) C-PB, genotipatge per a PBMCs d’un individu control sa. S’observà gran 

policlonalitat a la sang perifèrica control sense expansions aparents mentre que als 

PBMCS del diabètic, gran part de les famílies TRBV mostraren distribucions alterades en 

quant a  mides de reordenament. 
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A) Distribució de mides CDR3 en sang perifèrica del diabètic vs control sa. 

 

B) Clons T del pàncrees diabètic en sang perifèrica. 

 

Figura 28. Comparació dels valors RI de les famílies V7, V16 i V22 entre les mostres DM-

PB i C-PB. A) Distribució RI, en PBMC del pacient (DM-PB) i control (C-PB), de les famílies 

gèniques Vβ7 (amplificat als illots), Vβ16 (a la melsa) i Vβ22 (a ambdós). Els valors RI del control 

(C-PB) representen aquí el promitg de dos donants. Els pics (indicats amb fletxes) en V22 

mostraven un augment en la mostra del pacient en comparació amb el control. B) Seqüències de 

CDR3 obtingudes després de la clonació de l’amplímer per Vβ22 en PBMCS del diabètic. 

Vβ22(+2) s’havia trobat expandida a la melsa del pacient i les mostres dels illots. Una segona 

amplificació, inclosa al pic +1, corresponia a una seqüència no dominant localitzada a l’extracte 

d’illots purificats del diabètic i que no es va trobar en la melsa. (Veure la Taula suplementària 4 

per totes les seqüències obtingudes de DM-PB). 
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OBJECTIU IV. 

 

DETERMINAR L’EXISTÈNCIA D’UN BIAIX EN LA 

DIVERSITAT DEL TCR DE LES CÈL.LULES 

INFILTRANTS DEL PÀNCREES, A PARTIR DE LA 

IDENTIFICACIÓ D’ELEMENTS DE RESTRICCIÓ EN 

LES REGIONS CDR3 DE LA CADENA  BETA DEL TCR. 
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OBJECTIU IV. 

DETERMINAR L’EXISTÈNCIA D’UN BIAIX EN LA DIVERSITAT DEL TCR 

DE LES CÈL.LULES INFILTRANTS DEL PÀNCREES, A PARTIR DE LA 

IDENTIFICACIÓ D’ELEMENTS DE RESTRICCIÓ EN LES REGIONS CDR3 

DE LA CADENA  BETA DEL TCR. 

 

 

 

 

L'última fase de l'estudi fou definir l’existència de restricció a les seqüències del 

CDR3 dels clons que formaven part de l'infiltrat intrapancreàtic. L’estudi de 

restricció al TCR de les cèl.lules infiltrants, partia de dues consideracions: i) que 

l’expansió d’un determinat TCR és conseqüència del reconeixement específic 

dels complexos pèptid-MHC (pMHC) presentats in situ i, ii) que la combinació 

d’aminoàcids a la regió CDR3 que reconeix amb més afinitat al pèptid és un 

dels factors afavoridors de l’expansió d’un determinat clon.  

 

Per poder realitzar un estudi estadístic de l’ús preferent d’alguns aminoàcids al 

CDR3 de les cèl.lules  T infiltrants, a més de les seqüències ja obtingudes per les 

famílies gèniques V1, V7, V11, V16, V17, V18 i V22, es van clonar  i 

seqüenciar quatre famílies més que contenien pics de genotipatge amb RI>35%, 

dels illots i del digerit total del pàncrees diabètic. En total es va obtenir  401 

seqüències CDR3, corresponents a les 139 recombinacions diferents que es 

llisten a la Taula 6 (les Taules suplementàries 1 i 2 mostren separades les 

seqüències que venen dels illots i del digerit total del pàncrees respectivament). 
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Taula 6. Total de seqüències -

CDR3 en aminoàcids, obtingudes 

del  clonatge  de les cèl.lules T 

infiltrants al pàncrees d’un malalt 

diabètic T1.  Es va clonar i 

seqüenciar el producte amplificat a 

les mostres de illots purificats (DM-

ISL) i del pàncrees total (endocrí i 

exocrí) (DM-TD) del donant 

diabètic T1, per a les families 

gèniques V1, V7, V16, V17, 

V11, V18 i V22 (que 

presentaven expansions clonals de 

RI>50%) i les famílies V4, V6, 

V8 i V9 (que presentaven 

possibles expansions amb RI>35%- 

Veure la taula de valors RI per 

aquestes mostres a la Figura 

Suplementària 1). La identificació 

de la zona CDR3 i  l’assignació 

d’aminoàcids es feu amb les eines 

online IMGT-International 

ImMunoGeneTics (www.imgt.org, 

Université Montpellier 2, Montpellier, 

France). 

* Assignació V segons la 

nomenclatura de Chitnis et al. en 

Man. of clin. Lab. Immunol. 2002. 

** Assignació de la nomenclatura 

TRBV and TRBJ segons IMGT.  

*** Nx indica el nombre de vegades 

que cada seqüència va ser clonada, 

i %, el percentatge que representa 

en la correspondent família gènica 

V.  
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Taula 6 (bis).  
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4.1 Anàlisi de la distribució de les mides de CDR3 i l’ús de segments TRBJ a 

l’infiltrat del pàncrees diabètic. 

 

En primer lloc es va avaluar la mida en 

aminoàcids i la selecció de fragments 

gènics TRBJ dels 139 CDR3 diferents 

seqüenciats. La mida en aminoàcids del 

CDR3 es va considerar tal i com 

s’atribueix en l’aplicatiu d’IMGT 

(www.imgt.org), des de la primera C a 

la última F de la seqüència CDR3, 

ambdues no incloses. Tal i com es 

mostra a la Figura 29, la distribució de 

les mides de les regions CDR3 de les 

cèl.lules T infiltrants seguia una 

distribució normal, sent majoritària la 

mida de 12 aa.  

 

Respecte a l’ús de segments TRBJ, els 

segments TRBJ2-5, TRBJ2-3, TRBJ2-7 i 

TRBJ2-1 foren els més representats, 

seguit de TRBJ1-2, TRBJ1-1 i TRBJ2-2. 

Aquestes dades concorden amb l’estudi 

publicat per  Freeman et. al. [175]  en 

que s’estudiava el reordenament de 

cadena beta de 35.000 clons de sang 

perifèrica d’individus sans. Segons 

aquest estudi de referència, les nostres 

seqüències tenien una distribució 

canònica per ambdós paràmetres. 

 

Figura 29.  Distribució de llargades i us de 

fragments TRBJ per a les seqüències 

CDR3 de les principals cèl.lules T 

infiltrants al pàncrees del diabètic T1.  

A) Es determinà la freqüència (%) de cada 

mida CDR3 en aminoàcids (desde C inicial 

a F final, no incloses). Les mides mostren 

una distribució normal essent la de 12aa la 

més abundant entre les 139 seqüències 

diferents obtingudes. B) estudi de l’us dels 

fragments TRBJ. Ambdos paràmetres eren 

similars als obtinguts amb l’anàlisi de 

donants sans de Freeman et. al. a Genome 

Res. 2009. 

 

A) 

B) 
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4.2 Valoració de les  propietats dels aminoàcids de la regió CDR3. 

 

Un cop determinats la mida i l'ús dels segments TRBJ, el següent pas fou 

estudiar la naturalesa dels aminoàcids que formen la regió hipervariable NDN. 

Les propietats estudiades es van basar en la classificació de l’IMGT 

(www.imgt.org/textes/IMGTeducation/Aide-memoire/_UK/aminoàcids/ 

IMGTclasses.html). Segons aquesta classificació, es va determinar en primer lloc 

el grau d'hidropatia dels CDR3 (ús de la nomenclatura d’aminoàcids amb codi 

d’una lletra):  hidrofòbics ( I, V, L, F, C, M, A, W), neutres (G, T, S, Y, P, H)  i 

hidrofílics (D, N, E, Q, K, R); i en segon lloc es va valorar les 7 propietats 

químiques: alifàtic (A, V, I, L, G, P), aromàtic (F ,W, Y), sulfurat (C, M), 

hidroxilat (S, T), bàsic (H, K, R), àcid (D, E) i amida (N, Q) (Figura 30). 

 

 Per determinar les propietats dels aminoàcids de cada posició del CDR3, es va 

distribuir les seqüències en quatre grups segons les quatre mides més 

abundants (11aa, 12aa, 13aa i 14aa) (Taula 7) i es va aplicar dues aproximacions 

diferents:  

 

 Qualitativa, que valorava equiprobablement cadascun dels diferents  

reordenaments identificats (clonotips). D'aquesta manera el nombre de 

seqüències incloses en cada grup varen ser: n=26 per 11aa, n=31 per 12aa, 

n=25 per 13aa i n=20 per 14aa . 

 

 Quantitativa,  que valorava la contribució de cada reordenament al total 

de seqüències, incloent-lo tantes vegades com havia aparegut clonat. En 

aquest cas el nombre de seqüències incloses en cada grup varen ser: n=82 

per 11aa, n=96 per 12aa, n=66 per 13aa i n=83 per 14aa.  
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A  l’estudi del caràcter hidropàtic de la regió del CDR3, es va observar un 

perfil semblant en cadascun dels 4 grups de seqüències  (11aa, 12aa, 13aa i 

14aa). La Figura 31 mostra els gràfics de l’estudi qualitatiu on es representa el 

recompte d’aminoàcids hidrofòbics, neutres o hidrofílics en cada posició al 

CDR3 de cada grup. S’observà que els aminoàcids dels extrems N i C terminal 

eren hidrofòbics, la part central era majoritàriament neutre, flanquejada per les 

posicions 4 a 6 on no hi havia predomini definit i les posicions 8 a 10 que 

mostraven un increment d’aminoàcids hidrofílics a més de neutres. L’estudi 

quantitatiu no va mostrar diferències rellevants (gràfic afegit com a annex en  la 

Figura suplementària 4). 

Figura 30. Assignació de propietats 

fisico-químiques a cadascun dels 

20 aminoàcids comuns, adaptada 

de l’article de Pommie et al. (Mol. 

Recognit.2004) i les 7 classes 

estandaritzades utilitzades en les 

bases de dades i eines online 

d’IMGT®, definides segons les 

propietats de les cadenes laterals.  
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Taula 7. Llistats de 

seqüències CDR3 de 

cadena beta del TCR 

incloses en cada 

alineament.  

 

A) Alineament per a les 

seqüències de mida 

11aa: 82 seqüències 

corresponents a 26 

clonotips diferents. 

 

B) Alineament per a les 

seqüències de mida 

12aa: 96 seqüències 

corresponents a 31 

clonotips diferents. 

 

A l’analisi quantitatiu 

s’aplicava cadascuna 

un sol cop, en el 

quantitatiu tantes 

vegades com s’indica 

en la última columna, 

segons el nombre de 

clons identificats de 

cada. 
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Taula 7 (bis).   

 

C) Alineament per a les 

seqüències de mida 

13aa: 66 seqüències 

corresponents a 25 

clonotips diferents 

 

D) Alineament per a les 

seqüències de mida 

14aa: 83 seqüències 

corresponents a 20 

clonotips diferents. 
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Valoració qualitativa d’hidropatia dels aminoàcids del -CDR3. 

 

 

 

Figura 31. Propietats d’hidropatia dels aminoàcids del -CDR3- en les cèl.lules T 

intra-pancreàtiques del donant diabètic, segons l’estudi qualitatiu per cada grup de 

seqüències. L’eix X indica la posició al CDR3 de N- a C- terminal,  desde la C inicial 

(anterior a 1) a la F final (posterior a la ultima posició numerada), C i la F són posicions 

incolses als gràfics però sense numeració. L’eix Y indica el nombre de seqüències. 
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A l’estudi de les 7 propietats químiques, en canvi, l’anàlisi va revelar certa 

restricció en la naturalesa dels aminoàcids que ocupaven determinades 

posicions de l'NDN (Figura 32). S'observà una marcada predominança dels 

aminoàcids alifàtics a la part central del loop de tots els grups (11aa, 12aa, 13aa i 

14aa), clarament degut al predomini de G i P codificades al segment gènic 

TRBD. No obstant, aquest predomini disminuïa en determinades posicions de 

cada grup, observant-s’hi cert increment en varietat d’altres propietats. Això es 

veu reflexat sobretot als grups de 13aa i 14aa al voltant de la posició 6 on 

s'observà una inflexió de la línia corresponent al caràcter alifàtic, característica 

també de la posició 5 del grup d'11aa. Aquesta tendència no es va observar al 

grup de 12aa. A la part C-ter del NDN la disminució de la naturalesa alifàtica 

coincidia amb  l'inici dels segments TRBJ. 

 

A l'anàlisi quantitatiu,  es van confirmar les tendències observades (Figura 33) i 

va permetre determinar quines propietats químiques eren seleccionades  en  les 

seqüències més expandides (veure Taula 7), incloses les expansions 

monoclonals identificades anteriorment (Taula 5): 

 

 Al grup de seqüències d’11aa,  les posicions 5, 6 i 7 eren preferentment 

ocupades per aminoàcids hidroxilats,  residus que té en aquestes 

posicions la seqüència expandida “V1- CASSVSTTDTQYF”  , la qual és 

la majoritària en el grup  ja que són 28 de 82 seqüències.  

 

 Al grup de seqüències de 12aa, les dues seqüències expandides contenien 

aminoàcids alifàtics en la part central i no modificaven la tendència 

observada a l'anàlisi qualitatiu. 

 

 Al grup de seqüències de 13aa, a les posicions 5 i 6 s’observava un 

increment, respecte a l’anàlisi qualitatiu, de residus bàsics i amida, que 

podrien ser deguts a R i Q presents a la seqüència majoritària en aquest 

grup “V16- CASSHRQMNYNEQFF”, ja que són 15 de 66 seqüències. 
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Valoració de propietats químiques dels aa al -CDR3 

segons l’estudi qualitatiu. 

 

 

 

 

Figura 32. Estudi qualitatiu en cada grup de seqüències , de les propietats químiques 

dels aminoàcids del-CDR3 en les cèl.lules T intra-pancreàtiques del donant diabètic. 

L’eix X indica la posició al CDR3 de -N a C- terminal,  desde la C inicial (anterior a 1) a la 

F final ( posterior a la ultima posició numerada), ambdues posicions són incolses als 

gràfics però sense numeració. L’eix Y indica el nombre de seqüències. 
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Valoració de propietats químiques dels aa al -CDR3 

segons l’estudi quantitatiu 

 

 Figura 33. Estudi quantitatiu en cada grup de seqüències , de les propietats químiques 

dels aminoàcids del -CDR3 en les cèl.lules T intra-pancreàtiques del donant 

diabètic. L’eix X indica la posició al CDR3 de -N a C- terminal,  desde la C inicial 

(anterior a 1) a la F final ( posterior a la ultima posició numerada), ambdues posicions 

són incolses als gràfics però sense numeració. L’eix Y indica el nombre de seqüències. 
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 Al grup de seqüències de 14aa, a les posicions 6 i 7 apareixia un 

increment d'aminoàcids amida que reflexaria la presència de l'expansió 

“V22-CASSEAQQGYSGELFF” que contribueix en 18 de les 83 

seqüències. L'altra expansió monoclonal d’aquest grup té en canvi 

residus alifàtics en aquestes posicions “V7-CASSQVAGAGTGELFF”. 

 

En resum, l'anàlisi de la naturalesa dels aminoàcids als CDR3 de les seqüències 

de l'infiltrat pancreàtic, va suggerir l'existència d'una major variabilitat al 

voltant de la posició 6 de la regió CDR3. Aquesta variabilitat no vindria 

determinada per la dominància de cap expansió als grups ja que, a l’anàlisi 

qualitatiu, cada clonotip era ponderat un sol cop. Amb el quantitatiu, es 

confirmava aquesta restricció i mostrava la naturalesa dels aminoàcids que 

ocupaven aquestes posicions en les seqüències expandides a l’infiltrat. 
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4.3. Definició de motius de restricció a les regions -CDR3 dels clons 

infiltrants al pàncrees del donant diabètic. 

 

En una segona fase de l'estudi de les seqüències de CDR3, es  va plantejar si als 

quatre  grups establerts (11aa, 12aa, 13aa i 14aa) existien motius de restricció 

que fossin estadísticament significatius. A partir d’aquests grups, que van ser 

tractats independentment per alineament (Taula 7), es va aplicar la distribució 

Binomial per tots 20 aminoàcids a cada posició del CDR3, considerant una 

restricció significativa si P > P definida segons el proteoma quant p<0.05.  

 

Aquest estudi estadístic, va ser aplicat en les dues aproximacions diferents: 

qualitativa, on es considerava cada reordenament equiprobable i quantitativa on 

es valorava la contribució de cada reordenament al total de l’infiltrat.  A la 

Figura 34  es representa el valor estadístic dels 20 aminoàcids en cadascuna de 

les posicions del CDR3. Aquest anàlisi va permetre deduir en cada mida de 

CDR3 una seqüència consens conformada amb els aminoàcids amb valor 

estadístic. Els aminoàcids marcats en gris són posicions codificades en la línia 

germinal (segment TRBV i segment TRBJ a cada extrem) i com era d’esperar 

van resultar estadísticament significatius, confirmant la validesa de l’anàlisi. Per 

altra banda, els aminoàcids corresponents a la regió hipervariable NDN es van 

marcar en negre. L’abundància de G en aquesta regió és un tret general en tots 

els patrons obtinguts ja que està codificada pel segment TRBD i confirmaria el 

predomini d'aminoàcids de caràcter alifàtic en aquest regió (Figura 31). 

Juntament amb la G, altres aminoàcids van resultar ser més freqüents de lo 

esperat després de corregir-los per la seva presència en el proteoma.    
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A) Grup de seqüències-CDR3 d’11 aminoàcids  

 

 

B)  Grup de seqüències -CDR3 de 12 aminoàcids 

Figura 34.  Anàlisi estadístic de la presència d’un aa en cadascuna de les posicions del CDR3 en els 

alineaments de: 11aa A) i 12aa B). A la columna esquerra es mostren les matrius del càlcul per a l’anàlisi 

qualitatiu on cada seqüència es considerava equipobable i a la columna dreta l’anàlisi quantitatiu on 

cada seqüència s’ha inclòs tantes vegades com s’ha identificat. Els aminoàcids que obtingueren  una 

P<0.05 en una determinada posició del CDR3, són remarcats en negre i  seleccionats per determinar els 

patrons que es mostra a la figura sota cada matriu. 
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C) Grup de seqüències -CDR3 de 13 aminoàcids. 

 

 

D) Grup de seqüències -CDR3 de 14 aminoàcids. 

 

 

 

 

 

 

Figura 34. Bis. Anàlisi de la repetició d’aminoàcids a les regions CDR3 per a les seqüències de 13aa C) i 

14aa D).  
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4.3.1. Anàlisi del patró de restricció dels CDR3 d’11aa 

 

› Anàlisi qualitatiu de les seqüències d'11aa. 

Per a l’agrupació de seqüències CDR3 més curtes, d’11aa (Taula 7A),  s’observà 

que en la regió NDN hi havia preferència en l'ús de la prolina (P) i la leucina (L) 

a la posició 4 i la treonina (T) a la posició 7.  Figura 34A. 

 

La comparació del patró de 

restricció obtingut amb l’expansió 

del pàncrees de la mateixa mida, 

V1(CASSVSTTDTQYF), (Figura 

35) confirmà la rellevància de la 

treonina (T, subratllada) en aquesta 

posició dins del biaix definit pels 

CDR3 d'aquesta mida. El fet que la 

T sigui significativament dominant 

en aquesta posició concordaria amb 

la predominànica d'aminoàcids 

hidroxilats observada a la Figura 

32A (línia blau clar). 

 

 

›  Anàlisi quantitatiu de les seqüències de 11 aa 

L'anàlisi quantitatiu considera totes les seqüències obtingudes i per tant el patró 

de la regió NDN està format pràcticament per la combinació dels residus de les 

seqüències més abundants del grup, entre les que es trobarien les expansions 

monoclonals que són les més representades. Així doncs, s'observà la restricció 

per valina (V) i arginina (R) en posició 4; serina (S) a la posició 5; treonina (T) a 

la posició 6; i fenilalanina (F) i treonina (T) a la posició 7. Tal i com era esperat, 

la seqüència corresponent a l'expansió clonal V1(CASSVSTTDTQYF) es va 

veure reflexada en el patró obtingut ja que és la més nombrosa.  

 

Figura 35.  Comparació del patró per 11aa 

obtingut de l’anàlisi qualitatiu amb la 

corresponent expansió clonal de la mateixa mida  

V1. En vermell quan l’aminoàcid coincideix en 

posició i en verd quan és en posició contigua. 
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No obstant, la presència d'altres seqüències repetides dins del grup afavoreix 

que altres aminoàcids siguin significativament predominants en el NDN (Taula 

7A i Figura 34A dreta).  

 

 

4.3.2 Anàlisi del patró de restricció dels CDR3 de 12aa 

 

› Anàlisi qualitatiu de les seqüències de 12aa. 

Per l’agrupació de seqüències de mida intermitja, (12 aminoàcids) (taula 7B) 

s’observà preferència en l’ús de Prolina (P) i Glutamina (Q) a l'extrem N-ter i 

Asparagina (N) i Treonina (T) a l'extrem C-ter de la regió NDN (Figura 34B 

esquerra).  A la zona central no es va determinar cap residu dominant excepte 

la preferència de G en cadascuna de les posicions. Aquestes dades afegeixen 

informació a les propietats dels aminoàcids observades a la Figura 32B, 

corroboren l'abundància del caràcter alifàtic del NDN i mostren els aminoàcids 

responsables dels caràcters amida i hidroxilat de les posicions 4 i 8. 

 

Les expansions 

V11(CASSDPGTQETQYF) i  

V17(CATSPLGMNNEQFF) 

d'aquesta mida (Figura 36) van 

coincidir amb la presència de la 

prolina (P) a ambdues, i de la 

Treonina (T) i Asparagina (N) en 

posicions exactes o contigües degut 

a que la regió de CDR3 és un loop 

que permet la plasticitat en el 

reconeixement del lligand.  

 

 

Figura 36.  Comparació del patró per 12aa 

obtingut de l’anàlisi qualitatiu amb les 

corresponents expansions clonals de la mateixa 

mida  Vb11(p-1) i Vb17(p0), es mostra en vermell 

quan l’aminoàcid coincideix en posició i en verd 

quan és en posició contigua a la del patró. 
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› Anàlisi quantitatiu de les seqüències de 12aa 

L'anàlisi segons la ponderació de cada seqüència obtinguda, va confirmar la 

prolina (P) a la part N-terminal de la regió NDN i la treonina (T) i asparagina 

(N) a la part C-ter, juntament amb altres aminoàcids que adquireixen valor 

significatiu degut a altres seqüències repetides dins del grup (Figura 34B dreta).  

 

 

4.3.3. Anàlisi del patró de restricció dels CDR3 de 13aa 

 

› Anàlisi qualitatiu de les seqüències de 13aa. 

A l’agrupació de seqüències de 13 aminoàcids (Taula 7C), s’observà restricció 

per l'aspàrtic (D) a les posicions 4 i 5 de l'NDN seguit per arginina (R) a les 

posicions 5 i 6 , mentre que a l'extrem C-terminal (posició 9) es va observar 

predomini per l'asparagina (N) i tirosina (Y) (Figura 34C esquerra). De nou a la 

part central, va mostrar dominància de glicina (G) acompanyada d'alanina (A) 

ambdós de naturalesa alifàtica. La disminució del caràcter alifàtic a la regió 

NDN observada a la Figura 32C es correlaciona amb les restriccions abans 

descrits de les posicions 5 i 6. 

 

L'única seqüència de 13aa 

caracteritzada com expansió clonal 

a la melsa i present al pàncrees, 

V16(CASSHRQMNYNEQFF), va 

mostrar concordança amb el patró 

en la dominància de l'arginina (R) a 

la posició 5 i asparagina (N) i 

tirosina (Y) a la posició 9 (Figura 

37). 

 

 

 

Figura 37.  Comparació del patró per 13aa 

obtingut de l’anàlisi qualitatiu amb la 

corresponent expansió clonal de la mateixa mida  

Vb16(p0). Es mostra en vermell quan l’aminoàcid 

coincideix en posició i en verd quan és en posició 

contigua a la del patró. 
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› Anàlisi quantitatiu de les seqüències de 13aa. 

L'anàlisi quantitatiu de les seqüències de 13aa va confirmar el patró observat a 

l'anàlisi qualitatiu donant rellevància a la presència de l'aspàrtic (D) i l’arginina 

(R) en la posició N-terminal i asparagina (N) i tirosina (Y) a la C-terminal 

(Figura 34C dreta).  

 

 

4.3.4 Anàlisi del patró de restricció dels CDR3 de 14aa. 

 

› Anàlisi qualitatiu de les seqüències de 14aa. 

Finalment, l’agrupació de seqüències de mida més llarga (14 aa) (Taula 7D), va 

mostrar un major predomini per la Glutamina (Q) a les posicions centrals 6 i 7 i 

la serina (S) i la treonina (T) a les posicions 9 i 10, respectivament (Figura 34D 

esquerra). 

 

L'expansió monoclonal que més 

s'assembla al patró definit per les 

seqüències del seu grup fou la 

corresponent a la família V22 

(CASSEAQQGYSGELFF) on els 

residus de Q coincideixen amb els 

mostrats en el patró de 14 aa i també 

per la S situada a la posició 10 

posterior a la observada en el patró. 

En canvi, l'expansió monoclonal 

V7(CASSQVAGAGTGELFF) 

acompleix el patró en les posicions 4 i 

10. (Figura 38) 

De nou, la posició on disminueix el caràcter alifàtic de l'NDN coincideix en les 

posicions on els aminoàcids amb valor significatiu són diferents a la G (Figura 

32D). 

 

Figura 38. Comparació del patró per 14aa 

obtingut de l’anàlisi qualitatiu amb les 

corresponents expansions clonal de la mateixa 

mida  Vb22(p+2) i Vb7(p+1). Es mostra en 

vermell quan l’aminoàcid coincideix en posició i 

en verd quan és en posició contigua a la del 

patró. 
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› Anàlisi quantitatiu de les seqüències de 14aa. 

El patró obtingut en l'anàlisi quantitatiu de les seqüències de 14aa, va confirmar 

la selecció dels aminoàcids definits a l’anàlisi anterior, glutamina (Q) en N-

terminal i serina (S)  i treonina (T) en C-terminal,  juntament amb els altres 

aminoàcids determinats per les seqüències més abundants dins del grup  

(Figura 34D dreta). 

 

 

4.4. Relació del biaix CDR3 a pàncrees amb les expansions a la melsa del 

pacient DT1. 

 

Una dada interessant obtinguda amb l'anàlisi dels CDR3 és que les cèl.lules T 

expandides a la melsa del malalt T1D, V16 (CASSHRQMNYNEQFF) i V22 

(CASSEAQQGYSGELFF), concordaven respectivament amb el patró definit per 

els CDR3 de 13 i 14aa de les cèl.lules T infiltrants al pàncrees, tal i com 

s’observava a les Figures 37 i 38 i es resumeix a la Figura 39. Aquesta dada 

suggeria que, tot i trobar-se a diferents òrgans, existiria una relació entre el 

lligand que es reconeix a la melsa i al pàncrees, fet que faria possible que, un 

cop aquestes cèl.lules T entressin al pàncrees o a la melsa des de la circulació, 

poguessin expandir-se perquè hi trobarien el mateix lligand o bé perquè 

presentarien un cert grau de promiscuïtat en el reconeixement dels complexos 

pMHC. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 39.  Comparació dels patrons 

qualitatius de 13 i 14aa per a les seqüències  

CDR3–beta de  les cèl.lules T intra-

pancreàtiques, amb les expansions clonals de 

la melsa del donant diabètic. Els aminoàcids 

que amb una P<0.05 en una determinada 

posició del CDR3 es mostren en cada patró, 

valorant en concret la zona central N-D-N que 

es senyala amb negreta. Les expansions de la 

melsa concordaren en varis aminoàcids de la 

zona N-D-N central amb el patró CDR3 del 

pàncrees corresponent per mida. 
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 Els resultats presentats fins aquí han estat recollits a la publicació, 

Codina-Busqueta et. al. “TCR bias of in vivo expanded T cells in 

pancreatic islets and spleen at the onset in human type 1 diabetes. J. 

Immunol. 2011, 186:3787-3797.” que s’adjuta a l’Annex d’aquest treball. 
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OBJECTIU V. 

 

COMPARAR EL TCR DE LÍNIES I CLONS 

GENERATS IN VITRO A PARTIR DE L’INFILTRAT 

D’ILLOTS AMB LES DADES DE LES 

EXPANSIONS IN VIVO DEL PÀNCREES 

DIABÈTIC. 
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OBJECTIU V. 

COMPARAR EL TCR DE LÍNIES I CLONS GENERATS IN VITRO A 

PARTIR DE L’INFILTRAT D’ILLOTS AMB LES DADES DE LES 

EXPANSIONS IN VIVO DEL PÀNCREES DIABÈTIC. 

 

 

 

 

A partir de treballs anteriors del nostre grup, disposàvem de línies i clons de 

cèl.lules T generades a partir de l’infiltrat total del pàncrees del diabètic T1. Es 

va determinar el repertori TCR de famílies gèniques TRAV i TRBV  expressat 

per aquestes i es va comparar amb l'anàlisi de l'infiltrat detectat in situ. 

 

Per a la generació d’aquestes línies, es va recollir el sobrenedant de l’ incubació 

overnight dels illots de Langerhans purificats (DM-ISL) (mostra anomenada Lot3 

en Somoza et al. [61]). Els limfòcits continguts en el sobrenedant es van 

anomenar de forma genèrica PB100 i es van expandir in vitro seguint dos 

protocols diferents generant d’aquesta manera dues línies parentals: PB100.L1 

(L1 d'aquí a endavant), estimulada amb l'anticòs monoclonal contra CD3 

soluble (OKT3), i PB100.L2 (L2 d'aquí a endavant), generada en presència 

d’extracte cru d’illots pancreàtics procedents de la digestió de teixit de pàncrees 

de donants sans. L'anticòs anti-CD3 s’usà com a mitògen policlonal esperant 

activar a totes les cèl.lules T simulant la via de senyalització pel TCR, mentre 

que l’ús d’extracte d’illots estava dirigit a l’expansió dels clons reactius a 

proteïnes, alguns d’ells possibles autoantígens. Ambdues línies es van créixer 

en presència d’interleucina 2 (IL-2). Per tant, amb aquestes dues aproximacions, 

es pretenia per una part mantenir l’especificitat de les cèl.lules expandides fent-

les créixer en presència d’illots i per l’altra, expandint amb anti-CD3, mantenir 

al màxim la informació en forma de repertori original present a l’infiltrat.   

 



•RESULTATS• 

140 
 

Finalment, seguint el mateix protocol d’expansió es va fer un semiclonatge de 

cadascuna de les línies i es van obtenir una sèrie de línies oligoclonals i clons. 

Les línies derivades de L1 es van anomenar amb un nombre (p.ex. PB100.29), 

mentre les derivades de la línia L2 la numeració estava acompanyada d’una “i” 

(p.ex. PB100.20i).  

 

Per l’anàlisi del repertori de TCR  s’escolliren, a més de les línies parentals L1 i 

L2, 9 línies oligoclonals expandides amb anti-CD3 i 12 expandides amb illots. 

Com a control de la retrotranscripció i per valorar la qualitat del cDNA de cada 

mostra es va fer l’amplificació de la GAPDH (glyceraldehyde – 3 - phosphate 

dehydrogenase; enzim catalític implicat en la glicòlisi i d’expressió ubiqua). 

Primer, es va determinar per PCR multiplex les famílies TRAV i TRBV 

expressades i posteriorment es va determinar per  genotipatge (spectratyping) la 

clonalitat de cada banda amplificada.  

 

 
5.1. Repertori TRAV i TRBV expressat per les línies parentals L1 i L2  

 

Aquest apartat descriu el repertori de TRAV i TRBV expressat per les línies 

parentals L1 i L2 que s'expandiren amb anti-CD3 o extracte cru d'illots, 

respectivament. Després de dues tandes inicials d'estimulació en presència de 

feeders autòlegs irradiats (esplenòcits i la línia LCL obtinguda de la 

transformació amb el virus d'Epstein-Barr dels esplenòcits del donant), van ser 

crescudes en presència de feeders al.logènics i LCL autòloga irradiats, i sempre 

amb el medi suplementat amb IL-2 a 20U/ml i el respectiu estímul (anti-CD3 o 

extracte d'illots). 

 

 



•RESULTATS• 

141 

 

 

5.1.1. Repertori de famílies TRAV i TRBV  i clonalitat de la línia parental L1.  

 

 L’anàlisi de les famílies TRAV i TRBV expressades per la línia L1 va mostrar 

que tal com s’esperava era una línia policlonal, tot i que no hi eren expressades 

totes les famílies de cada cadena (Figura 40).  

 

 

  TCR de la línia parental L1 

 

 

L’elevat nombre de famílies expressades per la línia L1 suggeria una gran 

variabilitat però no revelava si les bandes amplificades eren producte d’un únic 

CDR3 o, pel contrari, contenien més d’un reordenament. Per tal de determinar 

si les bandes d’amplificació obtingudes provenien o no d’expansions 

monoclonals, es va fer el genotipatge de cadascuna de les bandes de les famílies 

TRBV amplificades. La Figura 41 mostra el repertori de polimorfismes de mida 

de CDR3, corresponent a cadascuna de les famílies TRBV. El 67% (8 sobre 12) de 

les famílies TRBV amplificades (V11, V12, V13.1, V 13.2, V16, V18, V21 

i V22) expressades en la mostra L1 mostraven un patró indicatiu de possible 

monoclonalitat, mentre que de les 4 restants V3, V6 i V7 semblaren 

oligoclonals i V17 fou la família que es mostrà més policlonal.  

 

Figura 40. Repertoris TRAV i TRBV de l’expansió L1, amb anti-CD3, a partir dels limfòcits 

intra-pancreàtics obtinguts del cultiu o/n dels illots purificats. Amplímer de RT-PCR en gel 

d’agarosa d’alta resolució. Sobre cada banda s’indica la família V i V identificada en cada cas 

segons la nomenclatura de Chitnis et al. en Manual of Clinical Lab. Immunol. 2002. 
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El nombre de clons infiltrants detectats en l’expansió L1 es mostrà reduït a 

nivell de varietat clonal. A diferencia de lo esperat, l’activació via CD3 hauria 

afavorit el creixement dels clons més dominants i en conseqüència L1 mostraria 

un repertori limitat. Aquest resultat es va contrastar amb l’estudi realitzat en 

paral·lel del segon sistema d’expansió, L2 amb extracte d’illots (veure més 

endavant). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 41. Anàlisi del nivell de monoclonalitat de les 

famílies V presents a la línia L1. Representacions 

gràfiques del genotipatge de les 12 TRBV expressades per 

la mostra  L1, on s’observà que V11, V12, V13.1, 

V13.2, V16, V18, V21 i V22 presentaven un sol pic, 

indicant  monoclonalitat, mentre que V3, V6 i V7 eren 

oligoclonals i V17  policlonal. La numeració dels pics era 

establerta en comparació respecte al pic 0 central en dos 

PBMCS de donants sans. 
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5.1.2. Repertori de famílies TRAV i TRBV  i clonalitat de la línia parental L2.  

 

Seguint el mateix protocol, es van amplificar les famílies TRAV i TRBV 

expressades per la línia L2 (Figura 42). 

 

  TCR de la línia parental L2 

  

 

Al comparar els patrons de famílies 

expressat per L1 i L2, es va veure que en L2 

el repertori de famílies TRBV era més divers 

(Taula 8), suggerint que la presència 

d’extracte proteic en les re-estimulacions 

podria haver afavorit el manteniment 

d’especificitats no observades en el cultiu 

amb anti-CD3, com és el cas de les famílies 

V1, V2, V5.1, V5.2, V8, V14, V15, 

V20. Només, la família V16 no es 

detectava a L2 però sí a L1. 

 

 

Figura 42. Repertoris TRVA i TRVB de la expansió L2 amb extracte cru d’illots purificats de 

la digestió de donants sans. Repertori de les famílies amplificades per PCR- multiplex, en gel 

d’agarosa d’alta resolució. Sobre cada banda s’indica la família V i V identificada en cada cas, 

segons la nomenclatura de Chitnis et al. en Manual of Clinical Lab. Immunol. 2002. 

 

Taula 8. Resum de les famílies  V 

i V amplificades en les línies L1 i 

L2. 
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L’anàlisi del polimorfisme en longitud del CDR3 de les famílies amplificades va 

mostrar més policlonalitat que la observada per L1. Només 4 de les 19 famílies 

amplificades (V5.1, V6, V11 i V18) mostraven un únic pic de genotipatge, 

mentre que 4/19 (V2, V13.1,  V20, V21)  mostraven dos reordenaments i la 

resta (V1, V3, V5.2, V7, V8, V12, V13.2, V14, V15, V17 i V22) tres o 

més reordenaments per família (Figura 43). Aquests resultats van confirmar que 

el cultiu amb l’extracte d’illots havia mantingut un repertori més divers, que 

podria ser més representatiu de l’infiltrat intrapancreàtic original. 

 

 

-  

 

Figura 43. Genotipatge de la mostra PB100.L2 expandida 

amb extracte cru d’illots pancreàtics. 

Cada pic correspon a un amplímer de mida determinada en 

parells de bases, corresponent a la del mida CDR3.En negreta 

es numera els pics que podien relacionar-se amb expansions 

clonals. 
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5.2. Repertori TRAV i TRBV expressat per les línies oligoclonals i clons 

obtinguts a partir de les línies L1 i L2 . 

 

5.2.1. TCR i genotipatge de les línies oligoclonals obtingudes del clonatge a 

partir de la expansió parental L1. 

 

La línia L1 es va usar per fer un semiclonatge de 30, 10 5, i 1 c/w. Només es va 

obtenir creixement en pouets de les 3 primeres dilucions. Per fer l’estudi del 

repertori del TCR es van escollir 9 de les línies oligoclonals obtingudes, la seva 

corresponent identificació dels TCR es mostra a la Figura suplementària 5 i les 

dades es resumeixen a la Taula 9. 

 

Tot i que les línies provenien de semiclonatges, la majoria d’elles  expressen un 

nombre limitat de famílies TRAV i TRBV. Com s’observa a la Taula 9 (i la 

Figura suplementària 5), excepte les línies 100.2, i 100.32, les quals amplificaven 

4 famílies alfa i 4 beta, la resta estaven formades per una o dues famílies de cada 

cadena. Totes les línies expressaven famílies presents a la L1, excepte 100.11 i 

100.5 que expressaven les famílies V5.1 i V2 no detectables a L1. 

 

Seguint el mateix protocol experimental, es va realitzar el genotipatge de les 

línies oligoclonals per comparar el reordenament de les famílies amb el de la 

línia L1. 
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Expansió per sub-clonatge amb -CD3 de la línia parental L1. 

 

 

 

Taula 9. Recull de dades de la 

identificació TRAV, TRBV i mides 

de reordenament (genotipatge) per 

a les línies oligoclonals generades 

in vitro amb anti-CD3, a patrir de 

l’extracte original del pàncrees 

diabètic T1. La identificació de les 

famílies V i V realitzada per PCR 

multiplex, s’indica en nomenclatura 

de Chitnis et al. (Manual of Clinical 

Lab. Immunol, 2002). S’indica 

numèricament (de -5 a +5) la mida 

del pic de genotipatge per a cada 

família V. En gris es remarquen els 

valors corresponents a les 

expansions originals de la línia 

cel.lular paternal L1. La resta de 

dades corresponen a les diferents 

línies obtingudes de l’oligoclonatge 

d’L1. S’observà alguns valors 

especialment repetitius, com serien 

el pic +1 d’V11 i el +2 d’V13.1. A 

més, aquestes famílies estaven 

combinades amb V1 i V22. 
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Figura 44. Imatge dels pics ontinguts del genotipatge  de 

100.2, una línia procedent del clonatge d’L1. Cada pic 

correspon a una mida determinada de reordenament 

CDR3. Sobre els pics que poden ser considerats 

expansions clonals s’ha indicat la numeració en relació al 

pic 0 dels PBMCS control. Veiem que cadascuna de les 

famílies V presents, era constituïda per un sol clon, tal 

com s’esperava. Els pics corresponents a les famílies V11 

i V13.1 coincidien amb els de la línia parental L1. En 

canvi V13.2 i V22 no es trobaven a L1, suggerint un 

efecte dilució durant el seu creixement. 

  

Les línies oligoclonals tot i estar formades per dues, la majoria, fins a 4 famílies 

diferents representaven un repertori clonal molt restringit. Tal com mostra 

l’exemple de la Figura 44, cadascuna de les famílies expressades a la línia 

PB100.2 estaven constituïdes per un únic reordenament.   

 

A més, la majoria de pics descrits en les línies oligoclonals eren presents a la 

línia L1. Aquest resultat queda reflexat en el cas del 100.2 on els pics V11(+1), 

V13.1(+2) i V13.2(-2) es troben a la L1, mentre que V22(+3) hi és absent. 

Aquestes dades suggereixen un efecte de dilució de determinats clons a la línia 

L1 a conseqüència de les repetides restimulacions al clonar i que s'haurien  

conservat en les línies semiclonals. 
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5.2.2. TCR i genotipatge de les línies oligoclonals obtingudes del clonatge a 

partir de la expansió parental L2. 

 

La línia L2 es va usar per a fer un semiclonatge amb dilucions de 300, 100, 30 i 

10 c/w ja que el cultiu creixia amb menys eficiència en aquestes condicions 

d’estimulació. Per l’anàlisi del repertori es van escollir 12 línies que estan 

representades a la Taula 10 i la Figura suplementària 6. 

 

L’anàlisi de les 12 línies va mostrar que la majoria eren oligoclonals: 5/12 

expressaven 2 famílies alfa i dues beta, mentre que 5/12 expressaven 3 o més 

famílies per cada cadena. Només 100.3i i 100.48i semblaven ser un clon ja que 

expressaven un TCR format per V23-V14 i V17-V13.1 respectivament. 

(Taula 10 i Fig. suplementària 6). 

 

Com en l’estudi de l’expansió L1, també en L2 s’analitzà per genotipatge els 

diferents amplímers de les línies oligoclonals. Paral.lelament als resultats 

obtinguts amb la línia L1, s’observà que tot i haver-hi més famílies expressades, 

la majoria tenien 1 o 2 reordenaments i que aquestes estaven presents en les 

famílies amplificades a la línia parental L2. Tot i així, s’observaren també 

famílies amb pics de genotipatge absents a L2 que podrien ser deguts al factor 

dilució en la línia parental. 
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Expansió per sub-clonatge amb-CD3 de la línia parental  L2.  

 
 

Taula 10. Recull de dades de la 

identificació TRAV, TRBV i 

mides de reordenament 

(genotipatge) per a les línies 

oligoclonals generades in vitro 

amb extracte d’illots, a partir de 

l’extracte original del pàncrees 

diabètic T1. La identificació de les 

famílies V i V realitzada per 

PCR multiplex, s’indica en 

nomenclatura de Chitnis et al. 

(Manual of Clinical Lab. Immunol, 

2002). S’indica numèricament (de -

5 a +5) la mida del pic de 

genotipatge per a cada família V. 

En gris es remarquen els valors 

corresponents a les expansions 

originals de la línia cel.lular 

paternal L2. La resta de dades 

corresponen a les diferents línies 

obtingudes de l’oligoclonatge d’L2. 

S’observà alguns valors 

especialment repetitius, com 

serien el pic +1 d’V11 i el +2 

d’V13.1. A més, aquestes 

famílies estaven combinades amb 

V1 i V22. 
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Figura 45. Representació gràfica de la freqüència (%) d’aparició de cadascuna de les famílies V i 

V a les línies oligoclonals i clons obtinguts a partir d’L1 i L2. A) Repertoris TRAV i TRBV de les 

mostres procedents d’L1. B) Repertoris TRAV i TRBV de les mostres procedents d’L2. Es va observar 

major freqüència de les famílies V 1 i 22 i V 11 i 13.1 tant a les línies i clons obtinguts del 

protocol d’expansió amb anti-CD3 com del d’extracte d’illots. De L2 destaca també V23. 

 

5.3. Comparació de les línies oligoclonals obtingudes de L1 i L2 

 

A nivell de repertori TRAV/TRBV, la expansió amb extracte d’illots (L2) va ser 

considerada la millor opció ja que va mantenir més la  diversitat del cultiu 

inicial. A nivell de les línies oligoclonals expandides, aquesta particularitat es 

mantenia tant per V com per V,  com mostra la Figura 45. No obstant, quan 

es va analitzar la freqüència (en %) de les famílies expressades en el total de les 

línies oligoclonals procedents de L1 i L2 s'observà una predominança 

coincident de determinades famílies: V1 i V22 per la cadena alfa i  V11 i 

V13.1 per la cadena beta.     

 

A) Subclonatge de L1                      B) Subclonatge de L2 
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Taula 11. Coexpressió de famílies V identificades en les 

diferents línies oligoclonals d’L1 i L2. S’indica a l’eix de 

les ordenades i les abscises cadascuna de les famílies TRBV 

que han tingut representació en les diferents mostres 

analitzades, la graella mostra el nombre de vegades que 

apareix una V en companyia d’altra. S’observà clara 

correlació entre les famílies V11 i V13.1, les quals 

apareixien juntes més del doble de vegades que 

qualsevol de les altres.  

 

5.3.1. Anàlisi de la freqüència d’expressió V1, V22, V11, V13.1 

 

La predominança de les famílies V1, V22, V11, V13.1 a les línies 

oligoclonals generades tan amb un com altre protocol d’expansió, es va 

analitzar considerant la coexpressió de famílies gèniques TRBV, Taula 11. 

Sorprenentment,  l’associació més freqüent fou V11 i V13.1, es a dir, aquestes 

dues famílies es mostraven coexpressades en molt més alta freqüència (11 de 22 

línies oligoclonals) que qualsevol altra correlació.  

 

Una alta dada rellevant 

era que la mida del pic de 

genotipatge de cadascuna 

de les famílies TRBV era 

el mateix en totes les 

línies analitzades que 

s’expressaven V1, 

V22): +1 per V11 i +2 

per V13.1 (Taules 9 i 10).  

 

Aquesta coexpressió de 4 

famílies amb un únic 

reordenament plantejava 

dues hipòtesis:  
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a) Que les línies oligoclonals estiguessin formades per dos clons cadascun amb 

un reordenament únic per cada cadena, però, és molt improbable que en el 50% 

de les línies, dues cèl·lules T hagin clonat sempre juntes 

 

b) Que un únic clon que expressés a nivell de missatger, dos reordenaments per 

cada cadena alfa i beta. Aquesta hipòtesi podria explicar-se pel mecanisme 

d’exclusió al.lèlica: el reordenament improductiu d’una cadena hauria induït el 

de l’altra. Per tant, tot i haver-hi missatger per 4 cadenes (dues alfa i dues beta), 

només una de cada arribaria a sintetitzar-se com a proteïna. Per altra banda, si 

realment cap d’ells fos un reordenament aberrant, es podria plantejar la 

possibilitat d’un clon amb més d’un TCR expressat a la membrana.  

 

Un 30% de les cèl.lules en perifèria expressen un doble TCR en humans i 

ratolins, i aquesta freqüència s’incrementa amb l’edat. Varis treballs han 

involucrat aquest tipus de cèl.lules amb autoimmunitat (veure l’apartat 

introducció),  ja que la selecció tímica hauria permès la selecció de la cèl.lula per 

un dels TCRs expressats, mentre que l’altre podria ser autorreactiu i haver 

escapat de la selecció negativa. 

 

 

5.3.2. Seqüenciació V1, V22, V11, V13.1 

 

Per poder donar resposta a aquestes dues possibilitats, es va seqüenciar els 

amplímers obtinguts per RT-PCR de les 4 famílies gèniques en dues línies 

oligoclonals: 100.29 que procedia del sistema d’expansió amb anti-CD3 i que 

només amplificava aquestes 4 famílies i 100.20i que fou generat en presència 

d’extractes d’illots i que era més policlonal ja que amplificava altres famílies a 

més d’aquestes (veure Taules 9 i 10). La seqüenciació de la zona V a C per a les 

famílies V11, V13.1, V1 i V22, ens permetria establir la identitat clonal de 

les dues línies 100.29 i 100.20i i alhora avaluar la possibilitat de la coexpressió 

d’aquestes dues cadenes alfa i beta del TCR en una mateixa cèl.lula. 
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Es va confirmar que en tots els casos que la família amplificada coincidís amb la 

seqüència publicada en EMBL i es va comprovar l’organització i validesa dels 

reordenaments de cadascuna de les famílies gèniques. 

 

 

5.3.2.1. Seqüències V11 i V13.1 

 

L’anàlisi de la regió CDR3 dels amplímers V11 i V13.1 va mostrar que la unió 

de fragments V-D-J generava un reordenament “productiu” (segons les normes 

especificades per Lefranc et. al. [1] ), ja que les seqüències seguien una pauta de 

lectura correcta, sense generació de codons d’ STOP, ni aparent defecte en els 

splicings, ni la recombinació dels fragments, i per tant, suggerint que hi hauria 

expressió de la proteïna. A la Figura 46 es mostren les seqüències obtingudes 

per V11 i V.1 i el resultat de la identificació online de cadascuna. 

 

Per tant, l’anàlisi de la seqüència no mostrà cap evidència en contra de la 

possibilitat que les dues cadenes V es coexpressin i que, en combinació amb les 

cadenes V, hi pugui haver l’expressió de més d’un TCR en aquestes cèl.lules. 

 

 

5.3.2.2. Seqüències V1 i V22 

 

De la mateixa manera, es van seqüenciar les famílies V1 i V22 amplificades 

de les  mostres PB100.29 i PB100.20i. L’anàlisi de les seqüències obtingudes va 

corroborar que els gens V identificats corresponien a les famílies descrites a la 

RT-PCR. L’anàlisi de les unions en CDR3 (Figura 47C i 47E),  mostrà un 

reordenament normal i productiu en la seqüència de V1. Pel contrari, l’anàlisi 

de la seqüència de V22 va mostrar l’existència d’un corriment en la pauta de 

lectura a la zona del CDR3, que generava l’aparició d’un codó STOP que 

impediria la traducció d’aquesta cadena. 
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Figura 46. Seqüenciació de l’amplímer de V11 i V13.1. A) Seqüència obtinguda de 

l’amplímer V11 en les mostres 100.29 i 100.22i. (de seqüència idèntica). S’ha remarcat en 

negreta les parts corresponents a les zones V i J i en gris el CDR3 i la part corresponent a la 

regió constant.  B) Resultat de l’anàlisi amb l’eina online “V-Query” d’IMGT 

(http://imgt.cines.fr) dut a terme sobre la seqüència V11, que es va identificar com  TRBV25-1 

amb TRBVJ1-5 en la nomenclatura actual d’IMGT. C) Seqüència obtinguda de l’amplímer 

V13.1 en les mostres 100.29 i 100.22i. D) Resultat de l’anàlisi “V-Query” sobre la seqüència de 

V13.1, que es va identificar com TRBV6-5 i TRBJ1-5.  
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Figura 47.  Seqüenciació de l’amplímer V i V. A) Seqüència obtinguda de l’amplímer 

V en les mostres 100.29 i 100.22i. (de seqüència idèntica). S’ha remarcat en negreta les parts 

corresponents a les zones V i J i en gris el CDR3 i la part corresponent a la regió constant.  B) 

Resultat de l’anàlisi amb l’eina online “V-Query” d’IMGT (http://imgt.cines.fr) dut a terme sobre 

la seqüència V1, que es va identificar com TRAV8-6 amb TRAJ23 en la nomenclatura actual 

d’IMGT. C) Seqüència obtinguda de l’amplímer V en les mostres 100.29 i 100.22i. D) 

Resultat de l’anàlisi “V-Query” sobre la seqüència V,  que es va identificar com TRAV9-2 i 

TRAJ12. 
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Així, doncs, en el cas de la cadena alfa s’obtingueren dades que suggerien 

l’expressió d’una sola de les cadenes. En canvi, la seqüenciació no va aportar 

evidències clares sobre la possible traducció d’una o de les dues cadenes beta. 

Per tant, deixava oberta la possibilitat de l’expressió d’un únic receptor V1-

V11 o V1-V13.1 per cèl.lula o bé l’expressió dels dos TCRs en una mateixa 

cèl.lula. La següent aproximació que es va plantejar fou analitzar si aquestes 

línies expressaven la proteïna mesurant l’expressió de les cadenes V11 i V13.1 

per citometria de flux. 

 

 

5.3.3. Anàlisi per citometria de flux  

 

L’expressió de les famílies V11 i V13.1 es va determinar per citometria de flux  

a partir de la tinció doble amb anticossos específics. 

 

A més de les línies 100.20i i 100.29, es va escollir la línia 100.21i que expressava 

V11, però no V13.1, V1 ni V22 i que el pic representant en spectratyping era 

de mida diferent al de la V11 de les línies 100.29 i 100.20i, suggerint que 

provenia d’un reordenament diferent (Taula 10). 

 

Les dades obtingudes per citometria es mostren a la Figura 48, on s’observa que 

les línies 100.29 i 100.20i, tot i transcriure l’mRNA  de V11 i V13.1, només són 

positives per V13.1. Pel contrari, la línia PB100.21, que presentava una mida de 

reordenament per V11 diferent a la de 100.29 i 100.20i, resultà positiva per 

V11 (Figura 48). Aquests resultats suggereixen que el reordenament que 

comparteixen 100.29 i .20i  i no 100.21i, estaria associat amb l’absència de 

proteïna. La tinció intracitoplasmàtica amb els mateixos anticossos, 

permeabilitzant les cèl.lules amb saponina, no va mostrar que V11 s’acumulés 

en el citoplasma. Tot i així, no es podria excloure que  la cadena es sintetitzi i 

que per problemes de plegament, estabilitat, etc., s’acumuli al citoplasma amb 

una conformació diferent  i s’hagi perdut l’epítop. 
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Figura 48. Anàlisi de l’expressió de V11 i V13.1 per 

citometria de flux. L’eix X representa la tinció amb l’anticòs per 

V11 i l’eix Y la tinció amb l’anticòs per V13. A) Mostra de 

PBMCs d’un donant sa, on es detecten cèl.lules T V11+ i V13+. 

B) Línia oligoclonal 100.21i amb reordenament (-4) i (+1) per 

V11 però sense V13.1. C) Línia oligoclonal 100.20i amb 

reordenament per V11(+1) i V13.1(+2). No s’observa tinció 

específica per V11. D) Marcatge de la línia 100.29,  presenta els 

reordenaments V11(+1) i V13.1(+2) i s’observa el mateix 

resultat que amb la línia PB100.20i, absència de matcatge amb 

l’anticòs V11. 
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5.4. Comparació del clon de TCR dual aïllat in vitro amb la restricció de 

regions -CDR3 establerta  in vivo al pàncrees del diabètic T1. 

 

Els clons expandits in vitro de TCR V1, V11(+1)/V13.1(+2), que 

comparteixen les línies 100.29, 100.8, 100.9-2412, 100.56i, també s'identificaven 

en cultius més policlonals com 100.2, 100.32 i 100.20i on, tot i estar 

acompanyades d'altres V i V, s’hi trobava aquesta combinació incloent la 

cadena V22 la qual hem vist que no s'expressaria.  L'elevada freqüència 

d'aquest clon entre les cèl.lules expandides a partir de l'infiltrat suggeria que fos 

un clon originalment majoritari en el material de partida, tot i no ser una 

expansió monoclonal, o que hagués estat afavorit per la metodologia usada en 

l'expansió.  

 

Una dada important era que, la seqüència CDR3 V11(+1) 

<CASTPNKQGRGQPQHF> d’aquest clon amb TCR dual, es trobava també 

entre les seqüències in vivo obtingudes del digerit total del pàncrees diabètic 

(veure V11 en la Taula suplementària 2). I el fet que en canvi aquesta 

seqüència no aparegués a l’extracte dels  illots purificats (veure V11 en la taula 

suplementària 1) suggeria que el clon provingués originalment de l'infiltrat al 

voltant dels illots.  

 

Finalment, es va comparar la seqüència CDR3 de les cadenes V11 i V13.1  del 

clon in vitro, amb els patrons definits al Capítol IV pels residus estadísticament 

significatius en cadascuna de les posicions de l'NDN de l’infiltrat pancreàtic in 

vivo (veure les Figures 35-38)  i s’observà les següents coincidències: 
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› El CDR3 de la seqüència V11 del clon, de 14aa, mostrava coincidència amb el 

patró de mida corresponent deduït de l’anàlisi qualitatiu (veure la Figura 49A), 

ja que en la posició 7 conservava la Q tant característica de la restricció per a 

seqüències de 14aa i també mantinguda a la expansió natural in vivo V22 

detectada al pàncrees i la melsa del pacient diabètic T1 (Taula 5).  

 

› El CDR3 de la seqüència V13.1 del clon, de 15aa,  tot i no tenir un patró 

definit in vivo per aquesta mida, degut a la flexibilitat del loop CDR3  es va 

comparar amb el patró de 13 aminoàcids, amb el qual presentà certa similitud 

per la presència de R a l'inici N-ter i Y i N a la part final C-ter de l'NDN. (Figura 

49B). 

 

A) Semblança del  CDR3 V11 amb el patró de 14aa de l’infiltrat pancreàtic. 

 

 

B) Semblança del  CDR3 V13.1 amb el patró de 13aa de l’infiltrat pancreàtic. 

 

 

  

 

 
 
 

 

Figura 49. CDR3 de les cadenes beta V11 i V13.1 del clon dual aïllat per expansió in vitro. 

S’ha remarcat en vermell la coincidència exàcta d’un aminoàcid de la seqúència amb el patró 

corresponent per als CDR3 deduït del total de seqüències del pàncreas diabètic. En verd s’ha 

remarcat les coincidències en una posició propera a la del patró indicat.  A) Per al CDR3 V11 

de 14aa s’observa coincidència de Q amb el patró de 14aa. B) Per al CDR3 V13.1 de 15aa 

s’observa coincidència de R i A en  N-ter i Y i N en C-ter amb el patró de 13aa.  
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5.5. El clon amb TCR dual no expressa Foxp3. 

 

Les cèl.lules T reguladores són anèrgiques, necessiten de l'estimulació via TCR i 

de la presència d'IL-2 exògena ja que elles no en produeixen. Tots els clons amb 

aquest el TCR V1/V22 - V11(+1)/V13.1(+2), es mostraven molt 

dependents de la presència d'IL-2 en el cultiu per proliferar (Costa et. al. dades 

no publicades)  i per això es va determinar l'expressió de Foxp3 en els clons 

aïllats del pàncrees diabètic per determinar si aquesta dependència per la IL-2 

era degut a que eren clons amb fenotipus regulador.  

 

El gen Foxp3, és un gen membre de la família forkhead/winged-helix (FOX) de 

reguladors transcripcionals, implicat en la modulació de les respostes del 

sistema immunitari. Certament el mecanisme específic d’aquest gen no ha 

pogut encara ser descrit però sembla actuar com a principal regulador del 

desenvolupament i la funció de les cèl.lules T reguladores.   

 

La tècnica utilitzada fou PCR-quantitativa normalitzada segons la expressió de 

Gapdh. Els nivells de Foxp3 en els clons i línies oligoclonals del pàncrees 

diabètic es van comparar amb la seva expressió en les cèl.lules T reguladores de 

sang perifèrica CD4+CD25++ purificades a partir de sang perifèrica d'individus 

controls. De la mateixa manera, es va determinar Foxp3 a les fraccions 

CD4+CD25-  i  CD4+CD25+ purificades de les mateixes mostres, ja que eren un 

control de la diferent expressió d'aquest gen en cèl.lules T naïve i efectores, 

respectivament.  

 

Es van analitzar els clons i línies expandits amb anti-CD3 i amb illots que es 

detallen a la Figura 37. Cap dels clons amb el TCR dual, V11(+1) / V13.1(+2), 

expressava Foxp3, indicant que aquest és un clon efector més que regulador.  
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Les línies més policlonals que contenien aquest TCR acompanyat d’altres, 

expressaven nivells baixos de Foxp3degut a l'efecte dilució. Per exemple, la línia 

100.16i tot i ser policlonal expressava nivells entremitjos de Foxp3 (29,7 vegades 

més que Gapdh x1000), mentre que 100.20i, que contenia el TCR dual entre els 

clons que composaven la línia, mostrà un nivells baixos del factor de 

transcripció (5,23). Aquests resultats indicaren que, entre les línies expandides 

del pàncrees diabètic, hi ha cèl.lules T reguladores segons els nivells d'expressió 

de Foxp3, i també cèl.lules T efectores (Foxp3-) de les quals un dels clons 

majoritaris expressa un doble TCR.  

 

L’estudi de les línies cel.lulars va permetre detectar que les cèl.lules amb TCR 

dual no eren minoritàries dins del repertori de cèl.lules T del donant diabètic. 

Aquesta hipòtesi s’ha proposat com un dels possibles elements que 

contribuirien al trencament de la tolerància, degut a la implicació que té 

l'expressió de dos TCRs amb diferent especificitat durant la selecció tímica.  
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Figura 50. Valors Foxp3 (normalitzat amb Gapdh  X1000) dels clons generats 

en l’expansió de l’infiltrat pancreàtic amb -CD3 (blau) i extracte d’illots 

(taronja).  En gris es mostra els valors de referència en cèl.lules T CD4+ 

separades segons la expressió de CD25 (-, +, ++), de dos PBMCs control. Les 

línies en puntejat senyalen el valor Foxp3 mínim per a les CD25++ i màxim per a 

les CD25-. Les línies que contenien els reordenaments V11(+1)-V13.1(+2) estan 

indicades a la part central dels dos gràfics i cap d’aquestes expressà un valor 

Foxp3 superior al 10, màxim detectat en  les CD25+  (efectores activades). Altres  

línies oligoclonals (com 16i, 38i i 5-2412) mostraven nivells variables de Foxp3, 

suggerint la presència de reguladores entre les cèl.lules T expandides in vitro.  
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En aquest treball s’ha descrit el repertori TCR del limfòcits infiltrants al 

pàncrees d’un donant diabètic tipus 1 en el moment del debut, s’ha identificat 

els clonotips T mitjançant el CDR3 de la cadena  i s’ha estudiat la restricció del 

repertori present al pàncrees, fent un seguiment dels clons a la melsa i a la sang 

perifèrica. Per altra banda un dels clonotips V11 de l’infiltrat original, va ser 

aïllat in vitro per sub-clonatge i expansió, mostrant un TCR dual i una expressió 

de Foxp3 negativa, fet que suggereix una funció efectora més que reguladora 

d’aquest clon en el desenvolupament de la malaltia en aquest pacient. Les 

mostres en la que s’ha basat l’estudi (DM-TD, DM-ISL, DM-S i DM-PB), 

provenen del donant diabètic  “Case 1”, referit en les publicacions de Somoza et. 

al. i Planas et. al. [61, 94] i s’utilitzarà aquesta nomenclatura a la discussió. 

L’estudi del Case 1 ha estat especialment interessant ja que, tot i que aquests 

processos han estat ben documentats en models animals,  actualment hi ha 

dades molt limitades sobre la progressió de la diabetis tipus 1 en humà. Això 

reflecteix la poca disponibilitat de mostres de pàncrees d’individus [57, 65]. 

 

La metodologia aplicada per a l’estudi es va basar en l’ús de la tècnica de RT-

PCR multiplex per a la identificació de les famílies gèniques TRAV (V) i TRBV 

(V) del TCR. Aquesta tècnica ja era descrita per a la detecció de les famílies 

TRBV [171]. Donat l’alt nombre de grups TRBV existents (Més de 60 segments 

gènics TRBV identificats per seqüenciació i classificats segons el 75% de 

similitud de seqüència en 30 famílies, unes 23 de funcionals [16] (www. 

IMGT.org), el nombre de reaccions PCR necessàries per a detectar els gens BV 

era un factor limitant i la utilització de MIXs  en que combinaven 2 o més 

primers específics  en una reacció de PCR multiplex ja es proposava des dels 

anys 90 per tal de resoldre el problema, [176]. Basant-nos en aquesta 

aproximació, es va dissenyar la RT-PCR multiplex per a TRAV ja que, fins on ens 

vam poder documentar, no hi havia cap treball previ on s’utilitzessin grups de 

co-amplificació per a TRAV. 
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Les RT-PCR multiplex per a TRAV i TRBV presentaven molts avantatges 

permetent l’amplificació de totes les famílies en un número menor de tubs i la 

detecció en un gel d’agarosa de petites dimensions, resultant en la optimització 

de la mostra necessària, el temps i els costos experimentals. La posta a punt 

d’aquesta metodologia, va permetre l’estudi del repertori TCR en que es basa 

aquest treball. Aquest mètode s’ha utilitzat sovint, com en el nostre cas,  en 

combinació amb la tècnica d’spectratyping que permet obtenir informació del 

repertori de mides de reordenaments CDR3 [19, 176, 177]. La seqüenciació del 

CDR3, avalua per altra banda els elements genètics utilitzats en la construcció 

del TCR, definint les cèl.lules T involucrades en una resposta  immunitària. 

 

 

Repertori de les cèl.lules T infiltrants 

 

L’estudi del repertori TCR de les cèl.lules infiltrants permet valorar la 

variabilitat de les cèl.lules que es troben in situ en moltes malalties, en particular 

les autoimmunitàries òrgan-específiques com la DT1. L’estudi de  la DT1 en 

humans té moltes limitacions: es diagnostica temps després de que la resposta 

auto-reactiva s’hagi iniciat i no és fàcil aconseguir cèl.lules i, menys encara, 

teixit de pàncrees de pacients, de manera que n’hi ha poques dades i la majoria 

d’estudis d’aquesta malaltia es realitzen a partir de models animals, 

principalment el ratolí NOD, ja que la patogènesi s’assembla a la descrita en 

humans. En els primers estudis de repertori TCR en NOD,  s’havia observat que 

l’infiltrat era molt divers i no presentava cap restricció.E els animals usats en 

aquests casos tenien però més de 8 setmanes, moment comparable al debut de 

la malaltia en humans quan la simptomatologia ja ha començat i per tant la 

destrucció de les cèl.lules ha induït la resposta vers nous autoantígens i s’ha 

convertit en policlonal [178]. En estudis que comparaven el TCR d’insulitis de 

ratolins NOD de més de 12 setmanes amb ratolins de 5, s’observà que els 

primers mostraven un repertori divers i el dels ratolins més joves era en canvi 

restringit a poques famílies i amb CDR3 dominant, [135, 179, 180].  
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Aquestes dades indicarien que la DT1, l’activació específica inicial d’un número 

limitat de clons T induiria un biaix en el repertori de TCR produït per 

l’expansió d’aquestes cèl.lules. 

 

Les publicacions sobre el repertori de cèl.lules T aïllades de pacients diabètics 

són escasses i la majoria s’estudien clons aïllats i expandits a partir de mostres 

de sang perifèrica. Pel contrari, són molt pocs els treballs que descriuen el 

repertori de cèl.lules T presents a l’infiltrat humà, però els que hi ha 

suggereixen una certa restricció en les famílies expressades als infiltrats, [63, 66, 

133, 140]. En el nostre cas, la descripció del repertori TCR de les cèl.lules T 

infiltrants als illots pancreàtics del donant diabètic, va mostrar molta diversitat 

de TCRs però alhora la presència d’unes poques expansions monoclonals que 

podrien estar dominant la resposta T als illots del diabètic.  Alguns d’aquests 

clonotips van ser també detectats a la melsa i a la sang perifèrica del pacient 

gràcies a la identificació de la seva regió CDR3.  

 

La majoria de les famílies TRBV  estudiades eren ben representades a l’infiltrat 

pancreàtic del Case 1,  però, tal com van mostrar els experiments de genotipatge 

i seqüenciació del CDR3, cinc d’aquestes famílies, V1, V7, V11, V17  i V22,  

resultà que contenien expansions monoclonals. No és possible obtenir 

conclusions de la comparació de TCRs entre mostres humanes ja que cada 

repertori és generat a l’atzar en cada individu i condicionat per els particulars 

polimorfismes d’MHC. No obstant, en altres treballs com el de Luppi et al. 

[139], s’ha descrit un increment en relació a controls en la freqüència de cèl.lules 

T V1, V7 i V17 a PBMCs de pacients diabètics T1 recentment diagnosticats. 

Aquest increment en perifèria no va ser observat al nostre treball on el repertori 

de famílies TRBV no va mostrar especials alteracions, sent similar al dels 

PBMCs control (veure les Figures 27 i 28).  Per altra banda, un increment en la 

expressió de la V7 en PBMCs de diabètics T1 ha estat associada a la expansió T 

mediada per superantígen [133], però en el nostre cas es va desestimar quant les 

dades de seqüenciació CDR3 varen revelar un clonotip únic per a la família 
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V7.  Una altra dada interessant va ser la no–expansió de la família V20 en cap 

de les mostres del pacient diabètic.  En un estudi previ, l’absència d’aquesta 

família gènica s’havia relacionat amb l’existència de polimorfisme en el gen 

V20. Els autors van descriure tres genotips d’aquesta família i en un d’ells el 

canvi de C a T resultà en la generació d’un codó STOP que creava un al.lel nul 

[181]. 

 

 

Repertori de les cèl.lules T perifèriques. 

 

La presència de pics dominants amb possibles expansions clonals al pàncrees va 

fer que ens preguntéssim si aquestes es podrien determinar a la perifèria. 

Algunes de les expansions detectades intra-illot, varen poder ser identificades 

mitjançant l’anàlisi del repertori TRBV en mostres de melsa i la sang perifèrica 

ex vivo. Aquest és un punt molt important a tenir en compte ja que la expansió 

amb determinats autoantígens o l’anàlisi focalitzat en una determinada família 

TRBV pot establir un esbiaixament que emmascari els clons T infiltrants més 

importants. En aquest context, hi ha treballs que han mostrat el repertori humà 

de les cèl.lules T aïllades de PBMCs de pacients i expandides in vitro amb 

autoantígens coneguts però aquests no mostren la distribució i freqüència in 

vivo d’aquestes cèl.lules [111-114]. Un altre estudi descriu el repertori de 

cèl.lules T de limfonodes pancreàtics (PLN) de donants diabètics expandides in 

vitro amb insulina, però cap dels clons identificats és trobat a la melsa del 

mateix individu [63].  Els experiments ex vivo publicats per Li et al. [182], usant 

el model NOD van mostrar que els TCR de cèl.lules T intra-pancreàtiques 

separades per sorting mitjançant un tetràmer amb el mimòtop del clon 

diabetogènic BDC2.5 eren diversos entre els diferents ratolins analitzats. La 

mateixa seqüència del CDR3 del clon BDC2.5 no es va poder localitzar en la 

circulació sanguínia i la melsa en molts dels ratolins, o si hi era, estava molt poc 

representada.  
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En un estudi diferent també amb el model de ratolí NOD, els autors es van 

restringir a l’estudi de V6 i V8.2, que eren les dominants intra-illots, i en 

canvi a la melsa aparegueren com a policlonals [130]. En el nostre treball en 

canvi, s’ha analitzat el total del repertori de TRBV a la melsa i la sang perifèrica. 

A la melsa s’ha observat dues expansions monoclonals V16 i V22. Aquesta 

última, V22-<<CASSEAQQGYSGELFF>>, correspon a una de les cinc del 

pàncrees. La presència de determinades expansions clonals a la melsa es va 

confirmar en l’estudi realitzat per Erika Scholz, en el seu treball de Màster, de 

les famílies TRAV en el pàncrees i la melsa del mateix pacient diabètic [183], on 

es van caracteritzar sis expansions monoclonals a les cèl.lules T intra-illot (V6, 

V7, V12, V14, V20, i V27), i una d’elles V6-<<CAMRETSDKLIF>>, era 

present també a la melsa. L’únic clon expandit al pàncrees, que es va poder 

identificar en PBMCs, tot i que no com a expansió monoclonal, va ser V22-

<<CASSEAQQGYSGELFF>>. D’aquesta manera, els resultats demostraven la 

presència en baixa freqüència de cèl.lules T expandides als illots, en la circulació 

sanguínia del pacient, indicant que  en el nostra cas d’estudi el repertori 

perifèric no és representatiu del repertori instal.lat a l’òrgan diana. La detecció 

de cèl.lules T autorreactives en sang perifèrica ha resultat sempre esquiva, 

probablement degut a la seva baixa freqüència i la seva reduïda avidesa per els 

lligands pMHC, que en dificulta l’anàlisi amb tetràmers [184]. Tot i que només 

és un cas, l’anàlisi exhaustiu de la melsa  del diabètic Case 1 apuntaria cap a un 

possible paper actiu d’aquest òrgan en l’expansió d’alguns clons autorreactius, 

on sí es podrien detectar. 

 

La melsa és l’òrgan limfoide secundari intercalat a la circulació sanguínia, 

utilitzat en models animals per a la obtenció de cèl.lules T perifèriques. 

S’esperaria que el seu repertori correspongués amb la població de cèl.lules T 

circulants, no obstant, les dades del donant diabètic Case 1 suggerien que la 

melsa autòloga emmagatzemava alguns clons T del pàncrees o inclús que 

podria permetre la expansió d’alguns d’ells. La rellevància d’aquestes 

expansions en el progrés de la patologia és desconegut.  
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Autoantígens expressats als illots com la Periferina es coneix que també 

s’expressen a la melsa [185] i cèl.lules B anti-Periferina s’han aconseguit aïllar a 

partir de la melsa en el model NOD [186]. Una altra dada rellevant que 

involucra a la melsa és l’especificitat del clon BDC2.5, un dels més 

diabetogènics identificats en NOD. Aquest clon es va generar a partir de 

cèl.lules disgregades de la melsa i PLN en presència de extracte d’illots, i 

reconeix un pèptid de la Chromogranina A, una proteïna secretada per cèl.lules 

beta i per la melsa després d’estimulació nerviosa [104].  Per a aquest tipus 

d’autoantígens de caràcter més ubic, la melsa podria actuar com a amplificador 

de la resposta auto-reactiva per determinats clons, en un escenari en que a més 

de les cèl.lules dendrítiques, els limfòcits B serien bons candidats a APCs. 

 

Varis grups han descrit el paper dels limfòcits B en la progressió de la diabetis i 

es coneix que la deleció de les cèl.lules B protegeix el ratolí NOD de la malaltia 

[187, 188]. Les cèl.lules B, són presentadores eficients de pèptids derivats de 

l’antigen reconegut al BCR, tal com s’ha mostrat per GAD65 en  diabetis tipus 1 

de ratolí i humà [189, 190]. El grup de Kent et. al., han demostrat la presència de 

cèl.lules B en els PLN i melsa, secretores d’anticossos contra GAD i insulina i els 

isotips més abundants són IgM, IgG1 i IgG3 en els donants diabètics comparats 

amb controls i diabètics de llarga evolució (Torres et. al. dades presentades en 

nPOD 4th Annual meeting, Miami 2012). El grup de M. Vives-Pi, en un estudi 

recent del transcriptoma d’illots purificats del diabètic  Case 1, mostrava un alt 

nivell de trànscrits d’IgG que es correlacionava amb la presència de cèl.lules B 

infiltrants [94]. Algunes cèl.lules B autorreactives podrien presentar epítops 

d’autoantígens co-expressats al pàncrees i a la melsa i d’aquesta manera mediar 

la interrelació entre ambdós òrgans. Fins on coneixem, no hi ha cap altre estudi 

que el que aquí presentem on es descrigui el paper de la melsa en la diabetis T1 

humana.  
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Alineament de seqüències de la regió -CDR3 

 

En ratolí NOD, s’havia proposat ja un repertori restringit de cèl.lules T anti-illot 

als estadis inicials d’infiltració al pàncrees [131]. L’anàlisi per alineament de les 

seqüències de la regió CDR3 del TRB, va permetre valorar la presència  

d’esbiaixament i/o restricció al repertori dels limfòcits T infiltrants a partir del 

conjunt de 139 seqüències -CDR3 obtingudes de l’infiltrat del pàncrees 

diabètic Case 1. Primerament es va valorar la distribució de mides de 

reordenament del CDR3 i l’ús de fragments TRBJ. Les mides CDR3 més 

abundants de les cèl.lules T infiltrants (+10%) eren d’11 a 14 aa, sent 

predominant la de 12 aa (27%). Tot i que s’ha observat que els rangs de mida 

varien segons la família TRBV [191],  els nostres resultats coincidien amb 

l’extens estudi de Freeman et al. [175] on es descrivia la distribució de mides 

CDR3 i d’ús de fragments TRBJ de 30.366 clonotips de PBMCs d’individus sans. 

En ratolí NOD, s’ha observat que els reordenaments principals són de 8-9 aa i 

que la mida va augmentant en el temps (dels 10 als 22 dies de vida) 

probablement en relació amb l’evolució de la funció tímica, degut a l’activitat de 

la TdT que comença la primera setmana de vida, [131, 192]. Les diferències 

intrínseques en el desenvolupament de la malaltia d’ambdues espècies dificulta 

la comparació de dades de ratolí i d’humà en els estudis de TCR. 

 

L’alineament de seqüències CDR3 de cadena beta, es va realitzar al nostre 

treball agrupant les mides principals d’ 11aa, 12aa, 13aa i 14aa. De cada grup es 

va estudiar les propietats dels aminoàcids, mostrant en primer lloc prevalença 

del caràcter neutre i hidrofílic tal com s’esperava en un loop exposat a l’exterior 

per a la interacció amb pMHC. Respecte a les propietats químiques de les 

cadenes laterals dels aminoàcids, destacava la prevalença dels alifàtics a la zona 

central del CDR3, de la posició 4 a l’inici del fragment TRBJ (posició 8-11 segons 

el grup; veure Figura 32), que es corresponia amb l’abundància dels residus G i 

P codificats pel segment TRBD [191]. Aquestes dades concordaven amb l’estudi 
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de Naserke et. al. [193] en ratolí NOD i un dels pocs en que s’estudien les 

propietats dels aminoàcids del CDR3. Tot i així, una observació interessant fou 

l’existència d’un ”punt d’inflexió” en la prevalença  del caràcter alifàtic a la part 

central del loop, que senyalava una disminució d’aquesta tendència al voltant de 

les posicions 5-7, en 3 dels 4 alineaments realitzats, i suggerint possible 

restricció a nivell d’aminoàcids.  En l’ anàlisi quantitatiu (Figura 20) s’observà 

encara més marcada aquesta disminució del caràcter alifàtic a favor de 

l’augment d’altres propietats segons les seqüències expandies en cada grup. 

L’observació de restricció al voltant d’ una posició aproximada a les posicions 5-

7 del CDR3,  podria reflectir l’existència d’una restricció concreta, però mostrar 

l’adaptació de cada mida CDR3 a aquesta restricció segons la possibilitat de 

plasticitat que presenta el loop. Amstrong et. al. [194]  ja  plantejava que la 

característica de plasticitat dels loops CDR sigui un factor rellevant, que podria 

influir en l’especificitat i inclús en la cross-reactivitat dels TCR. 

 

Tenint en compte aquests resultats,  es va aplicar a nivell d’aminoàcids el test 

estadístic de la Binomial, obtenint quatre “patrons” (per a les mides CDR3 de 

11aa, 12aa, 13aa i 14aa) que mostraven  selecció d’alguns aminoàcids no alifàtics 

a la regió NDN (Figura 34) i que es corresponien amb els “punts d’inflexió” 

indicats en l’anàlisi de propietats.  L’ alineament, va  mostrar d’aquesta manera 

un biaix que podria deure’s a la immunodominància d’alguns epítops 

presentats a l’òrgan diana. S’ha estudiat en anteriors treballs l’existència de 

diferents tipus de biaix dels TCR  generats en una resposta [7, 195-202]. El biaix 

anomenant tipus 2 es dóna quan hi ha conservació de seqüències al loop CDR3 i 

es caracteritza per la presència de motius de seqüència,  el biaix és típus 3 en cas 

de que a més s’observi restricció cap a l’ús de certes TRAV i/o TRBV, [8, 201].  

 

La detecció de biaix als -CDR3 s’ha relacionat en altres treballs amb 

l’especificitat vers un determinat pMHC. Day et. al. [203], usaven ratolins 

retrogènics amb la cadena TRA (TRAV21-AJ53) de forma fixe, determinaven la 

variabilitat de TRB en la resposta vers un pèptid de l’influenza-virus A i 
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mostraven com existia restricció per la família TRBV29, una mida CDR3 

concreta i, tot i la diversitat de seqüències -CDR3, mostrava una selecció a la 

posició 108 (posició 4 al loop, corresponent a NDN) per un aminoàcid aromàtic 

no codificat a la línia germinal. L’anàlisi estructural indicava que la cadena 

lateral d’aquest aminoàcid contactava amb MHC-I mentre que a la resta del loop 

el backbone contactava específicament amb el pèptid PA224. En aquest cas 

semblava que el reconeixement no depenia tant d’una seqüència concreta com 

de les característiques estructurals adequades de la suferfície del TCR que 

contactava amb el pMHC-I.   

 

Un altre exemple de biaix, en aquest cas relacionat amb la funcionalitat dels 

clons, es va descriure al treball de Liu et. al. [204]. En el model experimental 

d’EAE, on la malaltia era induïda amb MOG(35-55), s’observava un biaix en el 

CDR3 associat més a la funció de les cèl.lules que al reconeixement del pèptid ja 

que la presència d’un residu àcid a les posicions 5-7 del CDR3 correlacionava 

amb cèl.lules T Foxp3 negatives, per tant amb un fenotip efector. Aquest residu 

era absent a les cèl.lules T Foxp3+ específiques pel pèptid, aïllades tant de melsa 

com de CNS (sistema nerviós central) [204]. Finalment, un estudi realitzat en 

humans va mostrar que hi havia un biaix en els clons de cèl.lules T que 

reconeixen un epítop del virus de la hepatitis C. Els CDR3 dels clons específics 

mostraven restricció no només en la regió CDR3 sinó també a les regions CDR1 

i CDR2. A més, entre els clonotips seqüenciats es van identificar TCRs públics, 

és a dir, seqüenciats en diferents individus, evidenciant que el repertori era 

entre individus més repetitiu de l’esperat, [205]. 

 

En resum, el biaix dels TCRs a nivell de l’aparellament preferent de determinats 

dominis variables alfa i beta, la seqüència de les regions CDR i en particular  la 

mida i seqüència de CDR3, ens informa dels motius estructurals involucrats en 

el reconeixement del la topografia molecular dels complexos pMHC que es 

presenten in situ. Aquest abordatge es especialment interessant en l’estudi de 

les malalties autoimmunitàries, on existeix un infiltrat limfocitari que 
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freqüentment apareix molt diluït a la perifèria. Per aquestes malalties la 

definició de les característiques moleculars rellevants per al reconeixement, 

podria usar-se en el disseny de noves teràpies immunològiques, sobretot quan 

aquests determinants s’associen  amb la funció de les cèl.lules T autorreactives. 

 

La importància del biaix del -CDR3 observat a l’infiltrat limfocitari del donant 

diabètic Case 1 es manifesta amb la coincidència entre els N-D-N de les 

expansions monoclonals i els diferents patrons definits per cada mida del 

CDR3. Aquesta dada suggereix que les posicions significatives dels patrons 

poden ser rellevants en el reconeixement dels complexos pMHC expressats in 

situ. Les preferències per certs aminoàcids podrien ser determinades per la 

interacció amb el pèptid i/o la molècula de MHC. Per altra part,  el fet que les 

dues expansions monoclonals de la melsa, V16-<<CASSHRQMNYNEQFF>> i 

V22-<<CASSEAQQGYSGELFF>>, es trobin a l’òrgan diana com clonotips 

dominants  i que s’adaptin al biaix del pàncrees, suggereix que a ambdós 

òrgans es troben els elements de restricció responsables de la seva expansió.  

 

A partir d’aquestes consideracions, postularíem el model que es descriu a la 

Figura 51 on, en el dany tissular inicial hi hauria migració de cèl.lules 

dendrítiques (DC) carregades de complexos pMHC cap als PLN proximals, on 

hi hauria reconeixement i activació de les cèl.lules T efectores. La melsa i la part 

de la “cua” del pàncrees drenen als limfonodes pancreatico-esplènics, els quals 

podrien afavorir la resposta T contra autoantígens comuns. A traves del 

drenatge limfàtic les cèl.lules T activades serien bolcades al ducte toràcic des 

d’on passarien a la circulació sanguínia i acabarien retornant al pàncrees a 

traves de l’endotel.li activat, on s’expandirien al trobar de nou l’antigen. La 

melsa està intercalada a la circulació sanguínia i algunes cèl.lules T hi arribarien 

també, de les quals, aquelles específiques per autoantígens co-expressats en 

pàncrees i melsa s’hi podrien expandir. Les nostres dades han demostrat la 

presència d’expansions clonals a la melsa que també es trobaven al pàncrees 

però no viceversa.  
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Per tant, tot i que la resposta 

immunològica contra epítops T específics 

de teixit és principalment sostinguda a 

l’òrgan diana i als PLN, la melsa podria 

emmagatzemar, i/o també expandir 

alguns clons T, participant en la inflamació 

crònica de la T1D. 

 

 

Expansió “in vitro”  de l’infiltrat del diabètic 

Case 1. 

 

L’anàlisi del Case 1 es complementa amb 

l’estudi de clons i línies oligoclonals aïllats 

de l’infiltrat original per expansió in vitro 

amb anti-CD3 o extracte d’illots 

pancreàtics de donants sans. 

 

A partir del sobrenedant dels cultius en 

monocapa dels illots pancreàtics 

purificats, s’havia obtingut els limfòcits 

més interns i pròxims als illots. De 

l’infiltrat limfocitari, es van generar dues 

línies cel.lulars amb dos protocols 

d’expansió, per tal de no perdre cap 

informació del cultiu de partida: L1, 

expandida amb anticòs monoclonal anti-

CD3 i L2, amb extracte cru d’illots. El sub-

clonatge d’ambdues línies va permetre 

obtenir clons i línies oligoclonals que 

 

Figura 51.  Representació gràfica del 

model proposat sobre la relació entre la 

melsa i el pàncrees. 

 

1-Migració de dendrítiques DC amb 

complexos MHC-pep als LN pancreàtics 

proximals. 

2-Reconeixement i activació de les 

cèl.lules T efectores al LN. 

3-Arribada de les cèl.lules T acivades al 

ducte toràcic i pas a  circulació  sanguínia. 

4-Entrada de cèl.lules T efectores al 

pàncrees. Reconeixement d’Ag i expansió 

T específica. 

5-Entrada de les cèl.lules T circulants a  la 

melsa. Emmagatzament i expansió 

d’aquelles que interaccionin amb 

complexes pMHC específics. 

 

5-  
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permetrien la valoració més específica de la relació TRAV/TRBV dels receptors, 

de la possible funció reguladora/efectora a partir del grau d’expressió de 

factors de transcripció del llinatge específic i posteriors estudis d’especificitat i 

funció. En aquest treball es va determinar el repertori TRAV/TRBV de 

cadascuna i la possible funció reguladora a partir del nivell de FOXP3. 

 

Tot i observar diversitat en el repertori de famílies gèniques TRAV i TRBV, s’hi 

van identificar línies oligoclonals, i en algun cas inclús monoclonals. El 

manteniment de cèl.lules T en cultiu s’ha descrit com a possible causa de biaix 

del repertori TCR. La comparació de PBMC estimulats amb fitohemaglutinina 

(PHA) versus no estimulats, havia mostrat que en presència de mitogen s’induïa 

predominança de certes famílies respecte a la resta, però no implicava la 

desaparició de cap de les famílies analitzades [206].  En un estudi posterior 

[207], s’analitzava com afectava el cultiu in vitro a la clonalitat de la mostra, 

comparant el repertori de mostres de tumor ex vivo i els cultius de limfòcits 

infiltrants en presència de cèl.lules tumorals del propi individu. S’observava 

com després del cultiu, el repertori del limfòcits infiltrants variava en 

determinades famílies. Per altra banda, l’anàlisi de sang perifèrica del mateix 

pacient ex vivo versus cultivada en les mateixes condicions, no resultà en les 

mateixes modificacions del repertori, suggerint que la mostra de partida influïa 

en el resultat. En aquest cas, el cultiu en presència de cèl.lules tumorals podia 

afavorir l’expansió d’aquelles cèl.lules T específiques presents en l’infiltrat i 

absents en perifèria.  

 

Als cultius in vitro de l’infiltrat Case 1, el patró de monoclonalitat de les famílies 

TRBV analitzades, era més evident quant s’estimulava amb anti-CD3 (8/12 

famílies mostraven un únic reordenament) que quant es feia amb illots. 

L’estimulació amb anti-CD3 hauria afavorit el creixement de determinats 

reordenaments, però la majoria d’aquests s’observaven també en el cultiu amb 

illots, fet indicatiu de que es mantenien en presència d’antígens específics. Per 

tant, els mitògens com PHA o anti-CD3 podrien activar algunes cèl.lules 
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irrellevants presents en el cultiu i emmascarar els resultats, però no explicarien 

les coincidències observades en longitud de CDR3 d’algunes famílies TRBV, en 

la expansió amb anti-CD3 i la expansió amb extracte d’illots, a no ser que 

prèviament s’haguessin activat amb el mateix estímul. 

 

A la expansió in vitro de l’infiltrat del Case 1, s’observà la predominança de les 

famílies V1, V22, V11, V13.1 en les línies generades tan amb un com altre 

protocol d’expansió. En 11 de les 22 (52%) línies analitzades es co-expressaven 

les quatre cadenes i coincidien les mides de l’amplímer de cadascuna: 209pb per 

V11 i 239pb per V13.1, 225pb per V1 i 261pb per V22 (dades no 

mostrades). La seqüenciació de dues d’aquestes línies va confirmar la seva 

monoclonalitat, mostrar la seva identitat clonal i revelar la presència d’un codó 

Stop a la regió NDN de la cadena V22, suggerint un cas de TCR dual amb V1 

i V11/V13.1. Aquesta possibilitat no es va confirmar a nivell de proteïna ja 

que la citometria de flux va permetre detectar V13.1 però no V11.  L’absència 

de marcatge podria deure’s a la pèrdua de l’epítop reconegut per l’anticòs anti-

V11 usat o per la manca de disponibilitat d’altres anticossos comercials per 

V11. L’abscència de detecció semblava relacionada amb el reordenament, ja 

que la línia 100.21i, amb una mida d’amplímer diferent, sí que va ser detectada. 

 

Per altra part, els reordenaments no productius són molt freqüents als gens del 

TCR. Gran nombre de cèl.lules B i T funcionals de la perifèria d’individus sans 

contenen alhora gens correctes (in-frame) i incorrectes (contenen algun PTC- 

premature termination codon). Dos de cada 3 processos de reordenament canvien 

la pauta de lectura del gen, generant PTCs en VDJ o al principi de la zona C. Els 

reordenaments no-productius no poden codificar receptors funcionals però com 

que hi ha dues copies dels locus TCR en cada limfòcit, hi ha almenys dues 

oportunitats de generar un receptor reordenat funcional. L’mRNA d’un 

reordenament no funcional pot així coexistir amb el reordenament alternatiu 

que dóna una cadena funcional, [208]. Un 33% de cèl.lules T expressen dues 

cadenes  en humà, 2–15% en ratolí, i la freqüència de cèl.lules T amb dues 
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cadenes  s’ha estimat al voltant del 1% en humà i el 3% en ratolí, incrementant-

se amb l’edat, [23-25, 209]. 

 

L’acumulació d’aquests transcrits amb PTCs pot donar lloc a cadenes truncades 

o mal plegades que interfereixen amb l’assemblatge del receptor correcte o 

s’acumulen al citoplasma. Les cèl.lules han desenvolupat mecanismes de 

regulació d’aquests transcrits incorrectes com la via NMD (nonsense-mediated 

decay pathway) que es basa en el reconeixement dels PTCs i degrada els mRNAs 

primaris (els disminueix de 10 a 100 vegades). Per altra part, s’ha descrit 

l’augment d’splicing alternatiu, com a mecanisme per eliminar els PTCs, ja que 

podria escindir la zona que inclou l’Stop, que sovint és a l’exó VDJ [208, 210]. La 

seqüència V11 dels clons 100.29 i 100.22i, no mostrava cap PTC in-frame a la 

zona del CDR3, ni a l’extrem 5’ de la regió C inclosa al fragment amplificat 

(dades no mostrades). No obstant, no es pot excloure la presència de PTCs en 

algun altre punt del trànscrit, ja que no es disposa de la seqüència sencera de la 

cadena beta.  

 

Els resultats obtinguts, no permetien descartar la expressió d’aquesta cadena 

V11 en superfície i per tant no podem descartar la possibilitat d’un TCR dual. 

Varis treballs han involucrat aquest tipus de cèl.lules amb aloreactivitat i 

autoimmunitat, estudiant-les en models d’ artritis induïda per col.lagen,  EAE i 

diabetis entre altres [209, 211-214], ja que es seleccionarien al timus per un dels 

TCRs expressats, sense testar la capacitat auto-reactiva de l’altre combinació 

que evitaria d’aquesta manera la selecció negativa  [212, 215, 216]. Elliot et al. 

inclús correlacionaven la protecció del NOD amb l’eliminació dels TCRs duals 

[212], i els estudis de Ji. et. al. [209], han revelat recentment un mecanisme de 

trencament de la tolerància dependent de la expressió de TCRs duals, on 

cèl.lules T reconeixen i s’activen per un antigen viral mentre que porten associat 

un altre TCR que reconeix la myelin basic protein (MBP), descrivint un 

mecanisme en que una infecció viral ubiqua, podria desencadenar 

l’autoimmunitat en un subgrup d'individus infectats.  
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La seqüència V11(+1)-<<CASTPNKQGRGQPQHF>> del possible TCR dual, 

va ser la única seqüència -CDR3 que es va trobar les línies in vitro i a l’infiltrat 

intrapancreàtic original. Quan es va comparar la seqüència amb el patró de 14 

aa de l’infiltrat, es va observar que presentava la Q central característica 

d’aquest biaix. La seqüència corresponent a la V13.1(+2)-

<<CASRRAGHLYSNQPQHF>> de 15 aminoàcids,  tot i que és més llarga que 

els patrons identificats, comparteix alguna de les característiques en posicions 

adjacents amb el patró de 13 aa (veure Figures 37 i 49). Amb l’objectiu 

d’identificar aquesta seqüència de CDR3 dins de l’infiltrat, s’ha clonat la família 

V13.1 del digerit total del pàncrees diabètic, obtenint 10 clons, però 

malauradament no s’hi ha identificat fins ara (M. Costa, resultats no publicats). 

La possible presència d’aquest clon amb TCR dual a l’infiltrat, ens va portar a la 

determinació dels nivells de FOXP3, per a poder relacionar-lo amb un 

mecanisme efector o regulador. L’expressió de FOXP3 era molt baixa a les línies 

i clons que expressaven la combinació del TCR dual, suggerint que sigui un 

clon efector. La caracterització exhaustiva d’aquest clon s’està portant a terme al 

laboratori per M. Costa i els resultats indiquen que expressa el factor de 

transcripció GATA3, corresponent a cèl.lules CD4+, Th2. 
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  CONCLUSIONS PER OBJECTIUS  

 

 

Objectiu I- Optimitzar la metodologia experimental per l’estudi del TCR,  

mitjançant el disseny d’una RT-PCR multiplex per a l'anàlisi del repertori 

TRAV i TRBV: 

 

1. S’ha optimitzat les condicions de la PCR multiplex per a les cadenes 

TRAV i TRBV, i s’ha establert un mètode d’anàlisi que ens permet 

avaluar la presència d’expansions clonals a les mostres. 

 

 

Objectiu II- Analitzar el repertori de famílies gèniques TRBV i la presència 

d’expansions monoclonals en el digerit total i en els illots purificats del 

pàncrees d’un donant diabètic tipus 1: 

 

2. S’han definit cinc expansions monoclonals, en les famílies gèniques V1, 

V7, V11, V17 i V22, al repertori de les cèl.lules T infiltrants als illots 

pancreàtics d’un pacient de DT1 de debut.  

 

 

Objectiu III- Identificar a la perifèria les expansions clonals de l’infiltrat intra-

illot: 

 

3. S’han descrit dues expansions monoclonals a la melsa, de les quals V22-

<<CASSEAQQGYSGELFF>> és expansió clonal a la melsa i als illots del 

diabètic, i V16-<<CASSHRQMNYNEQFF>> no és expandida però sí 

abundant al pàncrees.  

 

4. L’expansió comú V22-<<CASSEAQQGYSGELFF>> també s’ha 

identificat diluïda en PBMCs del pacient.  
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Objectiu IV- Determinar l’existència d’un biaix en la diversitat del TCR de les 

cèl.lules infiltrants del pàncrees, a partir de la identificació d’elements de 

restricció en les regions CDR3 de la cadena beta del TCR: 

 

5. L’anàlisi de 139 seqüències -CDR3 de l’infiltrat, ha mostrat restricció a 

nivell de característiques químiques. En tots els grups de seqüències,11 a 

14 aa, el CDR3 mostra a la regió central, o N-D-N, un augment del caràcter 

alifàtic amb un punt d’inflexió en aquesta tendència entre les posicions 5 

a 7, suggerint la existència de restricció a nivell de selecció d’aminoàcids. 

 

6. S’han definit, aplicant el  test de la Binomial, quatre patrons de restricció 

per a les mides de 11 fins a 14 aa, que mostren la selecció preferent 

d’alguns aminoàcids a la regió NDN en posicions coincidents amb el 

punt d’inflexió definit en l’anàlisi de les propietats.  

 

 

Objectiu V- Comparar el TCR de línies i clons generats in vitro a partir de 

l’infiltrat d’illots amb les dades de les expansions in vivo del pàncrees diabètic: 

 

7.  L’expansió in vitro de l’infiltrat linfocitari mitjançant dos mètodes 

diferents, mostra que l’estimulació amb anti-CD3 ha afavorit el 

creixement dels clons més dominants, mentre que l’extracte d’illots ha 

mantingut més diversitat de cèl.lules T.  

 

8. La majoria dels polimorfismes de mida del CDR3 de les línies 

oligoclonals, estan presents a les línies parentals L1 i L2, mentre que la 

detecció d’algun reordenaments nou s’explicaria pel el factor dilució. 
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9. La combinació dels reordenaments V1, V22, V11 i  V13.1, és altament 

representada tant a les línies oligoclonals procedents de L1 com de L2. 

Aquestes línies provenen de l’expansió clonal d’una cèl.lula amb un únic 

TCR funcional format per V1V13.1, segons s’ha demostrat per 

seqüenciació i citometria de flux, de funció efectora més que reguladora 

donada la seva baixa expressió de Foxp3. Només la seqüència de V11-

<<CASTPNKQGRGQPQHF>> d’aquestes línies s’ha trobat però dins de 

l’infiltrat intra-illot analitzat ex vivo. 
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Figura Suplementària 1. Valors d’RI dels pics de genotipatge obtinguts a les famílies 

gèniques amplificades en les mostres de pàncrees total i illots aïllats per a les mostres 

control (C-TD i C-ISL  respectivament) i les corresponents al donant diabètic (DM-TD i 

DM-ISL).  A la columna de la dreta es mostra l’àrea total de la família, calculada a partir 

del sumatori de l’àrea dels pics normalitzada amb el marcador intern.  Només es van 

considerar aquelles famílies amb una àrea total superior a 10. En negreta es remarquen els 

valors d’RI  superiors al 50% i per tant indicatius de la presència d’expansions 

monoclonals. 
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Figura Suplementària 2. Valors d’RI per a tots els pics de genotipatge obtinguts a les 

famílies gèniques amplificades a les mostres de melsa control (C-S) i blocs de melsa 

independents del donant diabètic (DM-S1, S2 i S3 respectivament). A la columna de la 

dreta es mostra l’àrea total de la família, calculada a partir del sumatori de l’àrea dels pics 

normalitzada amb el marcador intern.  Només es van considerar aquelles famílies amb una 

àrea total superior a 10. En negreta es remarquen els valors d’RI  superiors al 50% i per tant 

indicatius de la presència d’expansions monoclonals. 
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Figura Suplementària 3. Valors d’RI per a tots els pics de genotipatge obtinguts a les 

famílies gèniques amplificades a les mostres de PBMCS d’un individu control (C-

PB1) i PBMCS del donant diabètic (DM-PB). No s’observa cap valor de RI superior a 50 

i per tant indicatiu d’una possible expansió clonal. 
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Valoració quantitativa d’hidropatia dels aminoàcids del -CDR3 
 

 
 

Figura suplementària 4. Propietats d’hidropatia dels aminoàcids del -CDR3 en les 

cèl.lules T intra-pancreàtiques del donant diabetic, segons l’estudi quantitatiu per 

cada grup de seqüències. L’eix X indica la posició al CDR3 de N- a C- terminal,  desde 

la C inicial (anterior a 1) a la F final (posterior a la ultima posició numerada), C i la F són 

posicions incolses als gràfics però sense numeració. L’eix Y indica el nombre de 

seqüències. 
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Figura supplementària 5. PCRs 

TRAV (V) i TRBV (V) de les 

mostres filles del clonatge de la 

expansió amb anti-CD3, L1. Al 

capçal de cada fotografia s’indica 

la nomenclatura corresponent al 

nom de la mostra i damunt de 

cada banda apareix el nombre 

corresponent a la família V i V 

que representa. Totes les 

electroforesis van ser fetes en gels 

d’agarosa d’alta resolució segons 

el protocol especificat a materials 

i mètodes.Observàvem, tal com 

s’esperava, oligoclonalitat en 

totes les línies. Les bandes tènues, 

com les que es veuen en el gel de 

V per les línies 100.5-2412 i 

100.9-2412 eren probàblement 

bandes residuals de les cèl.lules 

feeder (PBMCs irradiats) que 

s’afegien al cultiu en cada 

reestimulació (veure Materials i 

Mètodes). El nombre de bandes 

V coincidia amb el d’V en cada 

línia.  
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Figura supplementària 6. PCRs 

TRAV(V) i TRBV(V) de les 

mostres filles del clonatge de la 

expansió amb extracte d’illots, 

L2. Al capçal de cada fotografia 

s’indica la nomenclatura 

corresponent al nom de la mostra 

i damunt de cada banda apareix 

el nombre corresponent a la 

família V i V que 

representa.Totes les electroforesis 

van ser fetes en gels d’agarosa 

d’alta resolució segons el 

protocol especificat a materials i 

mètodes.Observàvem, tal com 

s’esperava, oligoclonalitat en 

totes les línies. Les bandes 

tènues, com les que es veuen en 

el gel de V per les línies 100.3i 

eren probàblement bandes 

residuals de les cèl.lules feeder 

(PBMCs irradiats) que s’afegien 

al cultiu en cada reestimulació 

(veure Materials i Mètodes). El 

nombre de bandes V coincidia 

amb el d’V en cada línia.  
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Seqüències -CDR3 dels limfòcits T intra-illot. 
 
 

 
 
 
 
 

 

Taula suplementària 1. Total de 

seqüències -CDR3 en aminoàcids, 

obtingudes del  clonatge de les cèl.lules 

T obtingudes dels illots pancreàtics 

purificats d’un malalt diabètic T1.  Es va 

clonar i seqüenciar el producte amplificat 

a les mostres de illots purificats del 

donant diabètic T1 (DM-ISL), per a les 

families gèniques V1, V6, V7, V8, 

V11, V16, V17, V18 i V22. La 

identificació de la zona CDR3 i 

l’assignació d’aminoàcids es feu amb les 

eines online de IMGT-International 

ImMunoGeneTics (www.imgt.org, 

Université Montpellier 2, Montpellier, 

France). 

 

* Assignació VB segons la nomenclatura 

de Chitnis et al. en Manual of clinical 

laboratory immunology.2002 

 

** Assignació de la nomenclatura TRBV 

and TRBJ segons IMGT.  

  

*** Nx indica el nombre de vegades que 

cada seqüència va ser clonada, i %, el 

percentatge que representa en la 

correspondent família gènica VB.  
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Seqüències CDR3 dels limfòcits T al teixit total del pàncrees diabètic. 
 

 

Taula suplementària 2. Total de 

seqüències -CDR3 en 

aminoàcids, obtingudes del 

digerit total del pàncrees 

(endocrí i exocrí) d’un malalt 

diabètic T1.  Es va clonar i 

seqüenciar el producte amplificat 

a la mostra del digerit total del 

donant diabètic T1 (DM-TD), per 

a les families gèniques per a les 

families gèniques V1, V4, V7, 

V8, V9, V11, V16, V17, 

V18 i V22. La identificació de la 

zona CDR3 i  l’assignació 

d’aminoàcids es feu amb les eines 

online IMGT-International 

ImMunoGeneTics (www.imgt.org, 

Université Montpellier 2, 

Montpellier, France).  S’indica 

remarcades en gris les seqüències 

corresponents a les expansions 

clonals dominants al teixit. 

 

* Assignació VB segons la 

nomenclatura de Chitnis et al. en 

Manual of clinical laboratory 

immunology.2002 

 

** Assignació de la nomenclatura 

TRBV and TRBJ segons IMGT.  

  

*** Nx indica el nombre de 

vegades que cada seqüència va 

ser clonada, i %, el percentatge 

que representa en la 

correspondent família gènica VB.  
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Seqüències -CDR3 dels limfòcits T en la melsa del diabètic T1. 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Taula suplementària 3. Total de seqüències -CDR3 en aminoàcids, obtingudes 

del  clonatge de  les cè.lules T en la melsa del donant diabètic T1.  Es va clonar i 

sequenciar el producte amplificat de tres blocs independents de la melsa, per a les 

families gèniques V1, V16 i V22 (que presenten pics de genotipatge >50%) La 

identificació de la zona CDR3 i l’assignació d’aminoàcids es feu amb les eines 

online IMGT-International ImMunoGeneTics (www.imgt.org, Université 

Montpellier 2, Montpellier, France).  S’indica remarcades en gris les seqüències 

d’identitats corresponents a les expansions clonals dominants al pàncrees. 

* Assignació VB segons la nomenclatura de Chitnis et al. en Manual of clinical 

laboratory immunology.2002. 

** Assignació de la nomenclatura TRBV and TRBJ segons IMGT.  

*** Nx indica el nombre de vegades que cada seqüència va ser clonada, i %, el 

percentatge que representa en la correspondent família gènica VB.  
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Seqüències -CDR3 dels limfòcits T als PBMCS del diabètic T1 
 
 

 
 
 
 

 

Taula Suplementària 4. Total de 

seqüències -CDR3 en aminoàcids, 

obtingudes del  clonatge de tres 

famílies gèniques per a les cèl.lules 

T de sang perifèrica (PBMCs) del 

donant diabètic T1.  Es va clonar i 

seqüenciar el producte amplificat a 

la mostra DM-PB del diabètic, per a 

les families gèniques V7(com a 

control), V16 i V22 (que 

mostraven expansions clonals a la 

melsa). La identificació de la zona 

CDR3 i  l’assignació d’aminoàcids es 

feu amb les eines online IMGT-

International ImMunoGeneTics 

(www.imgt.org, Université Montpellier 

2, Montpellier, France).  S’indica com 

a « freqüència » el nombre de 

vegades que cada seqüència va ser 

identificada al total de seqüències 

clonades.  
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 PCR Multiplex Vα: Descripció de les famílies Vα presents en cada mostra. 
Protocol optimitzat al treball de Màster d’Erika Scholz: 

 
1. Panell de primers utilitzats: 
Per a la realització de la PCR Multiplex es va utilitzar el panell de primers 
prèviament descrit per Genevée et al; conformat per un total de 29 
oligonucleòtids. La nomenclatura ha estat revisada amb l'eina online FASTA i les 
bases de dades de seqüències de EMBL-EBI (European Bioinformatics Institute). 
Es manté la nomenclatura original, tal i com es descriu en l'article de referència. 
 
2. Barreja de primers (MIXs): 
El punt de partida van ser els grups (MIXs) de primers del total de les 29 famílies 
Vα, que havien estat agrupats segons paràmetres compatibles de temperatura de 
annealing i mida del amplímer. D'aquesta forma es van obtenir 12 MIXs els quals 
es van nomenar seguint un ordre seqüencial, iniciant en el MIX I fins al MIX XII. 
A la Taula adjunta es resumeix el disseny final dels grups de MIXs, tal com es 
van utilitzar: 
 

 
Taula.Barreja de primers MIX I a MIX XII, aplicats. 
* Volums adaptats per compensar diferències d'amplificació segons l'afinitat per la cadena 
motlle i la competència entre ells pels reactius d'amplificació. És necessari per aconseguir que 
les mostres controls (PBMCs i melses) presentin totes les bandes; les mostres del donant T1D 
no presentaran inconvenients ja que en ser oligoclonals, els primers no competiran. 
 
 

La tècnica seguida per la PCR-Multiplex va ser la següent: 1 μL (30ng) de cDNA 
es va addicionar a una barreja conformada per: 1,5 μL de Reaction Buffer with 
2mm MgCl2 10X (Biotools ®); 1,5 μL de dNTP a 2,5 mM cadascun, 1,5 μL de 
primer constant (Cα) 5mm i 0,45 μL Taq Polimerasa (Biotools ®) 1U/μL, 
completada fins a un volum final de 11,75 μL amb aigua de PCR (Biotools ®). 
Seguidament, a cada tub es van afegir 2,25 μL de la barreja de primers (MIXs) de 
la regió variable corresponent (Taula adjunta), obtenint d'aquesta manera un 
volum final de reacció de 15 μL / tub (12,75 μL de la barreja de PCR i 2.25 μL de 
cada MIX de primers corresponent). Es va aplicar un programa consens per poder 
amplificar tots els primers de cada MIX (MIX I-XII) al mateix temps: 3 'a 97ºC de 
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desnaturalització inicial, seguit de 35 cicles de 1' a 94ºC de desnaturalització, 1 'a 
60 º C de annealing i 1' a 72 º C d'elongació. Finalment 5 'a 72 º C d'extensió final. 
Per poder controlar possibles contaminacions, es va realitzar en paral.lel un 
control negatiu, en qual es substituïa el cDNA per aigua de PCR (Biotools ®).  
 
3. Electroforesi en gel d'agarosa: Visualització de producte amplificat Vα `s. 
Es va preparar un gel d'agarosa d'Alta Resolució AG-5 (Ecogen®) al 2% en tampó 
TAE 1X, el qual es va deixar polimeritzar durant 20 'a 4ºC. Es van carregar en 
cada pou del gel j6 μL del producte amplificat en la PCR-Multiplex, amb 1 μL de 
tampó de càrrega estàndard (20% glicerol, 1% de SDS; 0,1 M d'EDTA i 0,25% de 
blau de bromofenol). El marcador de pes molecular utilitzat va ser GC-015-004 
100 bp (Genecraft ®), la migració electroforètica es va fer a 70 volts (45-65 mA) 
durant tres hores. Es va verificar la presència de bandes en els pous 
corresponents a la mostra i l'absència d'aquestes en l'àrea del control negatiu. 
 
 
4. Genotipatge (Spectratyping) 
Per al genotipatge es va realitzar una reacció de marcatge (Run-off) de tres cicles 
a partir del producte amplificat de la PCR-Multiplex però amb un primer de la 
regió constant (anti-sense 5'GTCACTGGATTTAGAGTCT3 ') més intern i marcat 
amb fluorocrom FAM, el protocol seguit va ser: 
Es va preparar una Master Mix a partir de: 1,5 μL de Reaction Buffer (Biotools ®) 
10X; 1,5 μL de dNTPs 2,5 mM cada un; 0,75 μL de primer constant (Cα) marcat 
amb FAM 5mM; 0,45 μL de Taq Polimerasa (Biotools ®) 1U / μL i aigua de PCR 
(Biotools ®) fins completar un volum final de 11,25 μL. Després de barrejar molt 
bé amb la pipeta s’afegí 3,75 μL del producte amplificat de la PCR-Multiplex a 
cada tub de reacció. El procés d’amplificació seguit van ser tres cicles de: 3 'a 
95ºC; 2' a 60ºC i 20' a 72ºC. El producte marcat va ser processat en 
l’Autoanalitzador ABI 3130XL (Applied Biosystems ®), per electroforesi en 
matriu POP 7 a capil·lars de 50 cm, (Servei de Àcids Nucleics de la UAB). 
L'anàlisi dels resultats es va realitzar amb el programari Peak ScannerTM. Per 
l'anàlisi i interpretació de les dades, es va definir com a criteri d'expansió clonal 
dels pics d'àrea superior a la suma de tres vegades l'àrea dels pics confrontants. 
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 AGRAÏMENTS 

Agraeixo la vostra ajuda, la vostra paciència i la vostra amabilitat a tots els que 
durant aquests anys d’aprenentatge i creixement personal heu estat mestres, 
companys i amics. Tots junts formeu el record d’una època de la meva vida que 
conservaré sempre.  
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