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< RESUM

Els limfocits T autorreactius, responsables de la destruccié de les cel.lules beta
pancreatiques en la DT1, presenten un repertori TCR esbiaixat segons s’ha
demostrat al model experimental del ratoli NOD. Per a definir el repertori TCR
autorreactiu en la diabetis humana, hem estudiat les poblacions i expansions
monoclonals intra-illot d’'un pancrees de debut i les hem comparat amb les de

la sang periférica i a la melsa del mateix individu.

L’estudi de les cel.lules T intra-pancreatiques ha mostrat un repertori divers
perd amb cinc expansions monoclonals per a les families geniques V1, Vp7,
VP11, VP17, i VB22. Mitjancant el B-CDR3, s’ha identificant la mateixa expansi6
monoclonal VP22 als illots i a la melsa, i també se n"ha detectat la seqiieéncia en
PBMCs. Per a valorar el biaix als TCR, s’ha analitzat 139 seqtiencies CDR3 de
cadena beta de diferents clons infiltrants i s’ha observat una prevalenca
d’alguns aminoacids a I’ NDN, que indica una restriccié allunyada de 1’atzar.
Les seqiiencies CDR3 de les cinc expansions monoclonals pancreatiques
(incloent la comu a la melsa) s’ajusten a la restricci6 en NDN definida a partir
dels limfocits del pancrees. El sub-clonatge i la expansi6 in-vitro (amb extracte
d’illots i anti-CD3) de linfiltrat pancreaticc ha mostrat una alteracié del
repertori original pero ha permes aillar un clon present a I'infiltrat que expressa
un doble TCR i que manté també els parametres de restricci6 definits a l'infiltrat

original.

El clon VP22 s’ajusta a la restriccié de B-CDR3 establerta a l'infiltrat, i representa
la tinica expansié monoclonal del pancrees observada a la sang periferica i la
melsa de I'individu. Aquest clon, es podria haver expandit o acumulat in situ
per la preséncia d'un autoantigen comt en ambdés organs i d’aquesta manera
es postula que la melsa de l'individu podria contribuir a la perpetuacié de la

malaltia per expansi6 o retencié d’alguns clons T autorreactius.
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< INTRODUCCIO

La funci6 del sistema immunitari (SI) és la defensa de 1'organisme contra una
gran varietat de patogens (bacteris, fongs i parasits) desenvolupant una
resposta adaptada a cada tipus. En cas d'una infeccié es posen en marxa els
mecanismes de la immunitat innata i si no sén suficients per eliminar el
patogen, s’activa la resposta adaptativa o especifica. Un cop eliminat 1’agent
infeccids es torna a un estat de repos per tal de mantenir 1’homeostasi del SI. La
tolerancia vers estructures propies es déna gracies al mecanisme de la tolerancia
central als organs limfoides primaris, on s’eliminen els limfocits autorreactius.
Les cel.lules T pateixen un procés de maduraci6 al timus, perd !'eliminaci6 de
cel.lules T autorreactives no és completa i un cop emigren queden sotmeses als
mecanismes de tolerancia periferica. El trencament de la tolerancia es déna
quan es reconeixen estructures propies com a antigens estranys, donant lloc a
una resposta auto-reactiva que condueix a 'autoimmunitat. L’etiopatogenia de
les malalties autoimmunitaries és encara desconeguda, pero els mecanismes
efectors s6n, en molts casos, limfocits T CD4+ i CD8+. La Diabetis tipus I (DT1)
es un exemple de malaltia autoimmunitaria organ-especifica en la que es
produeix la destruccié de les cel.lules f pancreatiques, productores d’insulina,

per part de cel.lules T autoreactives.



o INTRODUCCIO®
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1. LIMFOCITS T

1.1. Caracteristiques i subpoblacions de limfocits T.

Els limfocits (Figura 1) sén les cellules del SI
encarregades de dur a terme la resposta
immunitaria adaptativa, recirculen per la sang i la
limfa i son capacos de migrar als organs limfoides i
teixits. Els limfocits es poden dividir en dues grans
poblacions: els limfocits B encarregats de dirigir la

Figura 1.
resposta humoral, on el mecanisme efector sén els

Limfocit en  Microscopia
anticossos que neutralitzen toxines i opsonitzen Electronica de Scanning.
patogens, i els limfocits T, responsables de la De:artnscience

immunitat cellular mediada per cellules T (http/s297 photobucket.com/albu

. R ) ms/mm236/artnscience/).
efectores i macrofags activats.

Els limfocits T maduren al timus des d’on surten a circulacié com a cel.lules T
madures o pre-immunes. Les cellules T reconeixen antigen a través d'un
receptor especialitzat denominat receptor de cel.lula T (TCR) que interacciona
amb les molécules del Complex Principal d'Histocompatibilitat (MHC)
encarregades de presentar peptids procedents d’antigens processats. E1 TCR
esta constituit per dues cadenes polipeptidiques i s’ha descrit dos tipus de
poblacions de limfocits T depenent del tipus de cadenes que el formen: els
limfocits T alfa-beta (af), de TCR format per una cadena alfa i una beta, i els
gamma-delta (yd), de TCR format per una cadena gamma i una delta. Els
limfocits Tap son majoritaris en circulacié (90-99% de les cel.lules T madures
periferiques en humans) [1] i els millor estudiats en quant a la seva funci6 i la
seva implicaci6 en autoimmunitat. Els limfocits T yd sén més desconeguts i
diferents als off tant en la distribuci6, principalment en mucoses, funcié
implicada en la defensa en aquestes localitzacions tant exposades a patogens, i

gran restricci6 del seu TCR.
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Els limfocits T afy es divideixen en diferents subpoblacions segons la seva

funcié en la resposta:

e Els Limfocits T col.laboradors (o helper): Expressen el co-receptor CD4 i el
seu mecanisme efector és la sintesi de citocines. S’han definit diferents
subpoblacions de limfocits T CD4+ amb funcions efectores diferents depenent

del patré de citocines que produeixen, com son:

> Les cel.lules Thl productores d” IFNy, TNFa i IL-2 estan implicades en la
resposta cel.lular activant la funci¢ bactericida dels macrofags, provocant la
proliferacié de cel.lules T citotoxiques entre altres accions. La seva inducci6é

esta relacionada amb el factor de transcripcié de llinatge cel.lular T-Bet.

> Les cel.lules Th2 productores d” IL-4, IL-5, IL-9 i IL-13. IL-4 i IL-5 estan
relacionades amb el canvi disotip a IgE. La resposta Th2 és important
enfront a parasits , en que sensibilitza els mastocits i els activa provocant la
contracci6 muscular i la inflamacié, i en allergies. La seva inducci6 esta

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

> Les cel.lules Th17 sintetitzen IL-17, una citocina pro-inflamatoria que
activa, en fibroblasts i cel.lules epitelials, la sintesi de CXCLS, una quimiocina
que indueix la quimiotaxis de neutrofils contribuint al manteniment del
focus inflamatori. La seva induccié esta relacionada amb el factor de

transcripci6 de llinatge cel.lular RORyt.

e Els Limfocits T citotoxics (LTC): Expressen a la seva membrana el co-
receptor CD8. La funci6é citotoxica resulta de la induccié d’apoptosi a les
cellules diana pel mecanisme del Fas-Fas-L o per lliurament de mediadors

anomenats perforines i granzimes.
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e Les Cel.lules T reguladores: Actuen inhibint la proliferaci6 de les cel.lules T
efectores. Tot i que és desconegut el mecanisme supressor, sén molt importants
en el manteniment de 1'homeostasi del SI ja que l'absencia d’aquestes

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

» Les nTregs (T reguladores naturals) son cel.lules CD4+ que es caracteritzen
per presentar, des de que surten del timus, alts nivells d’expressi6 de la
molecula CD25 (cadena alfa del receptor de la IL-2) i la capacitat reguladora.
La seva inducci6 esta relacionada amb el factor de transcripcié de llinatge

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

> Les cél.lules T reguladores induides inclouen les iTregs que s’indueixen
en periferia durant la resposta immune quan en la seva activacié expressen el
factor FOXP3 i adquireixen un fenotip regulador de manera transitoria.
Altres cél.lules reguladores induides en periferia sén les Trl i les Th3, que
produeixen elevades quantitats de IL-10 o TGFp respectivament, ambdues de

funcié immunomoduladora.

o Les Cel.lules NKT: Representen un percentatge molt baix dels limfocits
circulants i es caracteritzen per secretar elevades quantitats de citocines quan
s'activen. Les cellules NKT invariants (iNKT) expressen un TCR molt
restringit, que en humans esta format per una cadena alfa amb els segments
genics Va24-Ja18 i un repertori restringit de cadenes V. Reconeixen CD1d com
a molécula presentadora i glicolipids com a antigens, pel que s'implica aquestes
cel lules en la immunitat innata. Shan descrit altres cellules NKT que

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

El receptor d’antigen de la cel.lula T (TCR), és un heterodimer ancorat a la
membrana, format per dues cadenes polipeptidiques unides entre si per un
pont disulfur. Aquestes cadenes tenen una part transmembrana i una intra-
citoplasmatica molt curta, de manera que el TCR va sempre acompanyat d'un
complex molecular multicatenari anomenat CD3, necessari per l'expressié i
transduccié de senyals del TCR [2]. El receptor (TCR) aff és el majoritari entre
els limfocits T madurs i reconeix els peptids presentats al context de
glicoproteines de MHC (HLA en humans) classe I o II, depenent de la ruta en

que les proteines s6n processades|1, 3, 4].

Cadascuna de les cadenes del TCR esta formada per un domini variable (V),
que es genera per reordenament de segments geénics, i un domini constant (C)

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

un pont disulfur, una
caracteristica estructural de la af T-cell receptor
superfamilia de les a-chain  B-chain

NH, NH,

immunoglobulines  (Figura 2).
Dins el domini V hi ha tres regions
d’hipervariabilitat, ~emmarcades

per regions de seqiiéncia més

conservada (framework regions). Connecting
Aquestes regions s’anomenen sequence =3
. : Transmembrane +

CDR (regions determinants de region (T,,) + +
complementarietat), ja que formen
una superficie complementaria a Cytoplasmic COOH

P P tail (CT) COOH. 2a2)
la superficie d’interacci6 amb (248)

pPMHC i és on es concentra la
Figura 2. Esquema del TCR af.

major  variabilitat  entre els De: Kuby Immunology. W.H. Freeman, 6th ed. 2007.

diferents TCRs [5-7].
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1.2.1. Reordenament del TCR: Generacié de diversitat.

Per tal d’enfrontar-se a 1’enorme diversitat d’antigens ambientals, 1’organisme
processa un vast repertori de cel.lules T que, a nivell combinatorial arriba a
I'ordre de 10 i, després de superar les seleccions positiva i negativa, donen un
nombre de TCRs diferents aproximadament de 107 en humans (i 10° en ratoli).
Aquesta gran diversitat de TCRs es genera per reordenament dels dominis
variables del TCR i reflexa la possibilitat de reconeixer infinites combinacions

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

El genoma huma inclou quatre loci germinals del TCR: TRA (14q11.2), TRB
(7q34), TRG (7p14), i TRD (14q11.2), estant aquest tltim inclos dins el locus TRA.
Aquests loci contenen quatre grups de segments genics diferents: V (variable), D
(diversity, només en TRB i TRD), ] (junction) i C (constant). Els quatre tipus de
gens estan compostos per subgrups o families geniques que comparteixen
almenys un 75% d’identitat a nivell de nucleotids [1, 10]. La recombinaci6 en el
DNA germinal d'un segment V, un D (només per les cadenes i 6) i un J
constitueix un gen VDJ o V] que codificara pel domini variable de la cadena
polipeptidica, al que li seguira un gen C que codificara per la part constant [1]

(Figura 3).

Dels tres loops hipervariables de les cadenes del TCR, CDR1i2 sén codificats al
segment genic V. CDR3, en canvi, es dona en la uni6 entre els segments genics
Vi]J (i els segments D en les cadenes TRB). La diversitat de CDR3 és
significativament incrementada per l'adicié i deleci6 de nucleotids en dos
passos de la uni6 entre segments genics. Els nucleotids afegits s’anomenen N-
(non template encoded). La diversitat N-, resulta de la delecié de nucleotids als
extrems dels segments genics codificants V, D i J, per acci6 d'una
endonucleasa, i a l'adici6 a l'atzar de nucleotids 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 esta format per 54 gens (TRAV segons la
nomenclatura actual) dels quals 43-45 gens s6n funcionals i es troben agrupats
en 32-34 subgrups o families (en l'ultima actualitzaci6é a Juliol de 2011, www.
IMGT.org). Els gens ] estan constituits per un total de 61 TRA] dels quals 50 sén
funcionals i la part constant de la cadena alfa esta codificada per un tnic gen
(TRAC) (segons www. IMGT.org a Juny de 2011) [12-14]. Per a la sintesi de la
cadena alfa del TCR, es donara primerament la unié d'un dels gens V amb un
dels J, delecionant-se el DNA que els separa. El DNA reordenat V] és reconegut
per la polimerasa que comenca a transcriure en un transcrit immadur, que
inclou des de V] fins al gen C, i madura a un mRNA que conté només la part

codificant VJC i sera traduit en una cadena alfa (veure Figura 4). [15]
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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 families (21-23 families funcionals) (en la ultima actualitzacié 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 disposicié6 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 sintesi de la cadena beta sén 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 a, el gen VD]

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

del gen C (Figura 4). [1, 19]

LV, LVyn LVl LVen DgID2 Ji1Js2 €  LVeS S 1.2 J0in €,

Germ-ine a-chain N 5’1 - HE—HE-- HE—HIHH-E—HBHH - £

L < J
Y-

LV, LV.2 LV, ) G,

Rearranged a-chain DNA 5’+.—|---- l-.:H]—D-B'
Vo

e

- cee

Protein product aff heterodimer

VDplaCy

1.
T
i

LVgl LVpDply €y D2 ——J Cg2 LVy14
Rearranged f-chain DNA -4l HET - - HHHHHHHE o HE-

lVQ LVp,n Dp -—Ja—— Cpl 092 Jp——— sz I.Va‘l‘
Germtinep-<hoin ONA 5+ HEH/-—HHHHHH-E - R -

Figura 4. Esquema del reordenament i expressié en humans de les cadenes alfa i beta del TCR.

De: Kuby Immunology. W.H. Freeman, 6th ed. 2007.
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1.2.1.3. Mecanisme del reordenament del TCR: Recombinacio amb exclusio al.lélica.

e Recombinacio

Els mecanismes del reordenament del DNA germinal del TCR s6n similars als
descrits pel BCR (B cell receptor). L'enzim recombinassa reconeix les senyals de
recombinacié (RSS), formades per un heptamer i nonamer conservats, que es
troben flanquejant cada gen V, D i ] germinal (a 3" dels fragments genics V, 5’
dels J i a 5’1 3’ dels D). Les seqiiencies heptamer i nonamer estan separades per
1241 o 23+1 nucleotids i la recombinacié 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 genics
TRBD (i TRDD) tenen un espaiador de 12pb en 5" i un de 23pb en 3’, de manera
que possibilita reordenaments V-D-D-] (rars per al locus TRB pero bastant

freqtients en TRD) [20]. [1, 11]

En la majoria casos per al loci del TCR, els segments génics a unir Vi] o D-J)
estan en la mateixa orientacié de transcripcié al DNA i el reordenament es dona
per unié delecional. Si es troben en orientacié transcripcional oposada, es
forma una nansa d’inversid i el DNA intermitg queda retingut al cromosoma
en orientaci6 invertida. Aquest darrer cas s’exemplifica per als reordenaments
de TRBV31 murina i TRBV30 humana (localitzades més enlla del segment
TRDC2). [1, 11, 21]

En la recombinacio, les seqtiéncies RSS s’uneixen mitjangant interaccions entre
proteines que reconeixen especificament la mida de l'espaiador, llavors la
molecula de DNA es trenca i es relliga amb una configuracié diferent. La
recombinaci6 es dona als extrems de les seqtiencies heptamer en RSSs, creant la
uni6é senyal i alliberant el DNA intermitg quant els segments a unir estan en
direcci6 directa, seguidament la uni6 dels segments geénics que queden al

cromosoma crea la unié codificant.[11]
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El complex enzimatic que porta a terme la recombinacié s’anomena
recombinasa V(D)J. Els components limfoid-especifics de la recombinasa
s’anomenen RAG-1 i RAG-2 i son codificats per dos gens activadors de la
recombinacié (RAG-1 i RAG-2) que s’expressen en timocits només al moment de
reordenar el seu TCR, [22]. Les altres proteines del complex recombinassa sén
principalment proteines modificadores de DNA ubiqiies, involucrades en la
reparacié dels trencaments de DNA de doble cadena i la modificaci6 dels
extrems de cadenes de DNA trencades. Son: I’ heterodimer Ku, que forma un
anell al voltant del DNA i s’associa amb una subunitat catalitica ptotein kinasa,
DNA-PKGcs, per a constituir la protein kinasa DNA-dependent (DNA-PK); la
proteina Artemis, que té activitat nucleasa; i 'enzim DNA lligasa IV que

forma un complex amb la proteina de reparaci6 de DNA XRCC4. [11]

Inicialment, dos complexes proteics RAG (constituits per RAG-1 i RAG-2)
reconeixen i alineen ambdues RSSs que acoten la reaccié 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 regi6é codificant del segment genic i produeix un
trencament de doble cadena als extrems de les seqtiéncies dels dos heptamers.
Els extrems 5" del DNA es mantenen units per Ku i son lligats per un complex

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

La formacié de la unié codificant és mes complexa pero es déna més rapid que
la uni6 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 fosforilaci6 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 seqiiencia en la uni6 final. Els enzims de reparaci6
de DNA en el complex, modifiquen els harpins oberts eliminant nucleotids,

mentre que al mateix temps l'enzim TdT (terminal deoxynucleotidyl
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transferase), que és també part del complex recombinassa, afegeix nucleotids a
I'atzar als extrems de cadena simple (nucleotids N- del CDR3). L’addici6 i
deleci6é de nucleotids pot ocorrer en qualsevol ordre. Finalment la DNA lligasa
IV uneix els extrems processats, reconstituint el cromosoma que inclou el gen
reordenat. Aquest procés de reparacié crea diversitat en la unié entre segments

genics. [11, 22]

Degut a que el nombre total de nucleotids afegits en la recombinaci¢ és a I'atzar,
aquest fet amb freqtiéncia altera la pauta de lectura de la seqtiéncia codificant a
partir del punt d'uni6. Aquestes alteracions impliquen la perdua de la proteina
funcional i per tant sén reordenaments no-productius. Dos de cada tres

reordenaments ho soén.

e Exclusio al.lelica.

El procés de recombinacié somatica i sintesis de les cadenes del TCR es
produeix al timus durant la maduracié i diferenciacié del limfocit, i es dona en
un ordre determinat. En el cas dels limfocits af, el primer locus que es reordena
és el de la cadena B, si el reordenament de la cadena és productiu, el
reordenament de 'al.lel § de I'altre cromosoma queda inhibit. Aquest fenomen
es coneix amb el nom d’exclusi6 al.lélica i té com a conseqiiencia que la majoria
de cel.lules T expressen un tnic TCR. Seguidament, es dona el mateix procés de
reordenament per a la cadena a. Tot i aixi, s’han descrit exemples, sobretot per
la cadena o, on hi ha reordenament dels dos al.lels. S'ha identificat que fins un
ter¢ dels limfocits T madurs expressen dues cadenes o i per tant dos TCR of
diferents en membrana [23] i una petita (sobre un 1%) de les cel T humanes

perifériques s’ha trobat que expressin dos Vs diferents [24, 25].
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1.3. Reconeixement d’antigen: Funci6 dels limfocits T

1.3.1. Complex TCR-pMHC.

La resposta funcional dels limfocits T

s’inicia amb el reconeixement especific

pel TCR de complexos p-MHC
expressats a la superficie de les APC
(Figura 5), que genera senyals

bioquimiques al nucli de la cel.lula T per

a la seva activaci6, proliferacié i
diferenciacié en cel.lula efectora [9]. Un
sol p-MHC a la superficie d"una cel.lula
presentadora d’antigen (APC) pot,
sequiencialment, provar fins 200 TCR’s
af [26] gracies a les baixes afinitats i les
rapides taxes de dissociacié que s’ha
mesurat per les unions TCR-pMHGC, i al
fet de l'existencia potencial d’infinits

TCRs. [27, 28]

e MHC:

L'MHC (Major Histocompatibility
Complex) consisteix en un complex genic
codificat al cromosoma 6 en humans
(cromosoma 12 en ratoli) on es localitzen
gens de proteines implicades en la

presentacio i el processament d’antigen.

Figura 5. Interacci6 TCR-pMHC classe I.
Diagrama del complex ternari de TCR unit a
MHC i péptid (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 molécules de MHC classiques son de dos tipus, de classe I (MHC-I) i de
classe II (MHC-II), i la seva funci6 és la de presentar peptid a la superficie de les
cellules que les expressen. Les molécules del MHC necessiten unir en la seva
estructura peptids de certa mida procedents de la degradacié proteica cel.lular,
per adquirir estabilitat, plegar-se correctament i expressar-se a la membrana.

[15].

En les molécules d'MHC classe I, la zona d’uni6 a peptid esta formada pels
dominis al i a2 de la cadena pesada «a, la qual s” ancora la membrana amb el
domini a3 i s’associa a una subunitat de cadena lleugera addicional, la B2-
microglobulina (f2m), (Figura 5).Les molécules de classe II estan formades per
dues cadenes pesades ancorades a la membrana, ai , que mitjancant els
dominis alipl formen el lloc d'unié a peptid. En ambdues classes d’'MHC,
I'estructura del lloc d'uni6 a peptid és la mateixa, on una lamina beta de set
segments representa la base del solc d’uni6 i els laterals estan formats per dues
helix- a. Residus polimorfics es situen dins i al voltant de la ranura d'uni6, amb
la finalitat de proporcionar la diversitat requerida, en propietats quimiques i

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

29]

Les molecules d'MHC classe I, uneixen peptids de 8-10 residus
(majoritariament nonamers), incloent els extrems i els residus d’anclatge en
solcs (pockets) que varien entre allels i que permeten la uni6é de repertoris de
peptids diferents, [30, 31]. Els peptids més llargs poden unir-se per extensié a C-
terminal o, a causa de la fixacié dels seus extrems, sobresortir de la ranura
d'unié i proporcionar una superficie addicional per al reconeixement del TCR,
[32-34]. En 'MHC de classe II, la ranura és oberta per ambos laterals i els
extrems del peptid no es fixen, de manera que els peptids solen ser molt més
llargs que en I'MHC de classe I (15-20aa), i queden units en conformaci6 extesa

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

A part del TCR, en la cellula T hi ha altres molécules que intervenen en el
reconeixement d’antigen i son necessaries per dur a terme la seva activacié

complerta: els co-receptors i les molécules accessories.

La primera senyal d’activaci6 de la cel.lula T esta constituida per la interaccié
del TCR-pMHC i el co-receptor CD4 o CDS8. Les cadenes off del TCR no
posseeixen dominis de senyalitzaci6 intracel.lular, pero estan unides al CD3,
complex multicatenari format per 4 cadenes diferents ¢, y, 8 i { que interactuen
en forma de dimers (gy, €6 i £ ). Les regions intra-citoplasmatiques de les
cadenes CD3 contenen motius ITAM (immunoreceptor tyrosin-based activation
motif) implicats directament en la transducci6 de la senyal d'unié a antigen
enviada pel TCR [15]. La primera senyal es completa amb la senyalitzaci6 del
coreceptor, que interacciona amb regions conservades de les molecules de MHC

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

Per altra banda, la interacci6 de la cellula T necessita de les moleécules
accessories com CD2 , LFA-1 , CD28 i CD45R, que interaccionen amb lligands
expressats a les APC o la cellula diana. La interacci6 entre CD28 i el seus
lligands CD80 i CD86 constitueix el que s’anomena segona senyal, necessaria

per la completa activaci6 de la cél.lula T. [15] Figura 6.
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Figura 6. Esquema de les molécules principals del complex de sinapsi immunologica.

.

Correceptors. Diagrama esquematic de les interaccions entre TCR i p-MHC i de varies molécules
accessoOries amb els seus lligands, en la cel.lula presentadora d’antigen (esquerra) i cel.lula diana

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

1.3.3. Interaccié6 TCR-pMHC: Importancia de les regions CDR3 del TCR.

Quinze anys després de que es descriguessin les primeres estructures
cristal.lografiques del receptor TCR aff unit a p-MHC classe I [3, 4], la interacci6
TCR-pMHC encara representa una incognita, principalment perquée la zona
d’unié es divideix funcional i estructuralment en varis components que formen
col.lectivament superficies compostes. La zona del TCR d’unié a p-MHC inclou
els components variables pre-codificats geneticament, CDR1 i CDR2, a més dels
components generats en la recombinacié somatica, CDR3. Per altra banda, la
part del MHC visible per al TCR consisteix en una zona de plegament helicoidal
bastant conservada perd que inclou una altra part molt variable donada per la

diversitat dels peptids presentats [29, 35, 36], Figures5i7.
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Els contactes de cada loop CDR amb el complex pMHC sén diversos i encara no
hi ha conclusions definitives sobre la seva contribucié en la uni6 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 electrostatiques de llarg abast o per mitja d'un
esdeveniment d'uni6 de baixa afinitat, i finalment utilitzaria la plasticitat
inherent dels loops CDR per a maximitzar 1'adaptacié i contactar pMHC,
determinant aixi el resultat final de l'acoblament [29]. Sha mostrat que
I'heterodimer TCR s’orienta aproximadament en diagonal respecte a 1'eix llarg
del solc d'unié de pMHC, i els loops CDR3, que son les regions més variables del
TCR, es posicionen sobre el centre de la interfase d'unié on contacten
directament amb el péptid antigenic unit dins la cavitat de la molécula MHC,
mentre que els elements més conservats del TCR (CDR1 i CDR2) i les helixs del
MHC s’acoblen en contactes que envolten aquesta unié central CDR3-peptid [3,

37-39], Figura 8.

Figura 7. Orientacié relativa dels loops CDR
(BM3.3 anclat en VSV8-H-2KP)

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 seqiiencia i longitud dels loops CDR3 de la cadena o i

B, permeten la valoracié6 de l'extensio i les caracteristiques de la diversitat

clonal entre repertoris T antigen-especifics [7]. L’analisi de la seqtiéncia de les

regions CDR3-B o CDR3-a es pot utilitzar per a determinar les caracteristiques

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

queda reflectit amb 'augment d’un determinat CDR3 en relaci6 a la resta de

seqliencies. Tot i el paper significatiu del segments genics TRV, la major

diversitat i per tant determinacié de la especificitat d’antigen en la interacci6

TCR-pMHC, depén principalment d’aquestes regions CDR3, amb wuna

importancia relativament major de la §-CDRS3, [3, 37, 40].
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Figura 8. Orientaci6é de binding del
TCR 2C amb lligand propi. Les
cadenes a i3 del TCR 2C (en rosat i
blau-cian) contacten amb p-MHC
propi Kb-dEV8 en marré (groc el
péptid). Només es mostra la regioé
Fv del TCR i els dominis al i o2 de
I'MHC. A la imatge inferior es
mostra 'empremta dels loops CDR
aillats sobre la superficie del lligand.
La supeficie de contacte del 2C sobre
el complex pMHC es remarca en
vermell (Vo) i blau (V).

De: L. A. Colf et al., How a single T cell
receptor recognizes both self and foreign

MHLC. Cell (2007)



1.4. Mecanisme de la tolerancia: Prevencid natural de I’autoimmunitat.

L’organisme compta amb els mecanismes de tolerancia central i de tolerancia
periférica que seleccionen i controlen les poblacions de cel.lules T (i B) que
circulen en periféria ja que un inconvenient de la generacié de diversitat és la
possibilitat de reconeixer estructures propies i desencadenar un fenomen
d’autoimmunitat. Tot i la eficacia del procés de la tolerancia central, escapen a
circulaci6 periférica un petit percentatge de cél.lules T amb TCRs autorreactius
i es per aix0 que els mecanismes de tolerancia periferica, de regulacio,
s’encarreguen de mantenir-les inhibides. Una alteraci6 en la seleccié timica o
dels mecanismes de tolerancia periferics poden conduir a I'activacié de ceél.lules
T autorreactives que poden desencadenar el trencament de la tolerancia, un fet

que és també influit per factors geneétics, ambientals i infecciosos. [11, 41].

1.4.1 Maduraci6 dels limfocits i tolerancia central: La selecci6 timica.

La selecci6 timica és el primer nivell de regulacié per generar un repertori de
limfocits T efectiu per reconeixer antigens externs pero tolerant en front a
estructures propies (tolerancia central). L’eliminacié per apoptosi de limfocits
al timus és molt elevada, ja que la majoria dels timocits corticals no sobreviuen
a la selecci6 i només del 1-3% aconsegueixen sobreviure i sortir del timus. [11,

42-44]

Els precursors accedeixen al timus per les vénules post capil.lars, que es situen a
la zona coértico-medular i per quimiotaxi migren a la zona subcapsular on
comencen a proliferar en resposta a les citocines com la IL-7, produides per les
cel.lules epitelials de I'estroma subcapsular. Els timocits passen per varies fases
de desenvolupament, que son marcades per canvis en 'estatus dels gens i en la
expressid del seu receptor TCR, alhora que per canvis en l'expressi6 de

proteines de la superficie 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 1'os, caréixen
de la majoria de molecules de membrana i el seu TCR encara resta sense
reordenar, les interaccions amb l'estroma timic desencadenen una primera fase
de diferenciaci6 en el llinatge de les cél.lules T seguit de proliferaci6 i expressio
de les primeres molecules de superficie com per exemple CD2. Al final
d’aquesta fase, la qual dura aproximadament una setmana, els timocits
presenten marcadors distintius del llinatge T pero no encara cap dels marcadors
de cél.lules T madures, com son el complex CD3 i els co-receptors CD4 i CDS8,

aixi que aquestes cel.lules s’"anomenen doble negatives (DN). [11, 42-44]

Aquesta fase DN es subdivideix en quatre estadis segons la expressié de la
molecula d’adhesié CD44, CD25 ( la cadena alfa del receptor d” IL-2) i Kit (el
receptor per SCF). Al principi, els timocits DN expressen Kit i CD44 pero no
CD25; s"anomenen DNI1. En l'estadi DN1, les cel.lules T encara presenten els
gens codificants d’ambdues cadenes del TCR en configuracié nativa (sense
reordenar). A mida que els timocits maduren, comencen a expressar CD25 a la
superficie i passen a ser anomenats DN2; el reordenament del locus de la cadena
beta del TCR comenca en 'estadi DN2 amb Df a JB i continua en 1'estadi DN3
amb el reordenament VP a DJB. Quan la expressié6 de CD44 i Kit es redueix,
s’anomenen DNB3. Les cél.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 expressié de CD25 i passen a

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

En l'estadi pre-T DNB3, reordenen el segment V-D-] al locus de la cadena B del
TCR, que s’associa a una cadena pre-TCR a invariant, I'anomenat pre-Ta. La
interacci6 a través del pre-Ta inhibeix el reordenament de l'altre al.lel de la
cadena B (fenomen de l’exclusié al.lélica, veure apartat 1.2.1.3) i indueix
I'expressié de CD4 i CD8 i la seva proliferacid, [42-44]. El pre-TCR s’expressa a
la superficie cel.lular en complex amb les molécules CD3. La unié de CD3 i pre-

TCR provoca proliferacié cel.lular, inhibicié de qualsevol altre reordenament
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beta i I'expressio 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 a i es sintetitza la cadena polipeptidica a expressant ja una petita
quantitat de TCR a la superficie 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 timocits. [11]
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Figura 9. Esquema de la maduracié dels limfocits T al timus.

De: Murphy, K. et. al. Janeway’s Immunobiology. 7th ed. 2008.

L’expressi6 del TCR permet al timocit la possibilitat de contactar amb les
cel.lules que formen l'estroma timic que expressen molecules d'MHC com sé6n
les cel.lules epitelials corticals i medul.lars (cTEC i mTEC respectivament) i les
cel.lules dendritiques (DC); i iniciar el procés de seleccié que es divideix en

dues etapes: la seleccid positiva i la negativa.
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La seleccid positiva, es produeix sobre les cel.lules DP principalment a la zona
cortical. Els timocits DP expressen inicialment baixos nivells de TCR. La
interacci6 del TCR amb molécules de 1'MHC indueix una senyal de
supervivencia per continuar el procés maduratiu, i passen a expressar alts
nivells de TCR, mentre que els timocits que no contacten moren per
“abandonament” (dead by neglect). Els timocits seleccionats maduren a 1'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 seleccié negativa, procés
pel que els timocits que interaccionen amb elevada afinitat per complexos
MHC-peptid-propi moren per apoptosi. Al contrari, les cel.lules que interactuen
amb baixa afinitat amb estructures propies, i que seran poc autoreactives,

sortiran a circulacid, per a formar el repertori periféeric [11, 42-44].

En ratoli, els timocits tarden unes 3 setmanes entre la entrada dels progenitors
al timus i la seva exportacié en periféria ja madures, [45]. Ha estat de gran
rellevancia per a comprendre com es selecciona el repertori en front a antigens
restringits de teixit (TRA), el descobriment del factor de transcripcié AIRE
(autoimmune regulator) que representa un paper crucial controlant la expressié

ectopica d’alguns antigens tissulars a les mTEC, per exemple de la insulina [45].
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1.4.2. Mecanismes de la tolerancia periferica.

La prevencié de l'autoimmunitat, no s’aconsegueix tnicament mitjancant la
tolerancia central sin6 que consisteix en un conjunt de mecanismes, cadascun
parcialment efectiu, que actuen coordinadament per aportar a I'organisme una
protecci6 eficient contra 1'autoimmunitat pero sense inhibir la capacitat del
sistema immunologic per a respondre efectivament als patogens. Tot i ser
imprescindible, el procés de selecci6 que es dona al timus és incomplert ja que
s’ha descrit la presencia de cel.lules autorreactives en individus sans, les quals
es mantenen silents gracies a I'accié dels mecanismes de tolerancia periférica.

[11, 46]

El manteniment de la tolerancia periférica inclou varis mecanismes. Alguns sén
passius , com la ignorancia clonal en que els autoantigens sén ignorats pel SI, al
mantenir-se segrestats al teixit d’origen o bé mancar-hi un estimul prou fort que
recluti les cellules autorreactives. 1 altres inclouen una acci6é
d’immunomodulacié activa com l’anérgia periférica en que les cél.lules
autorreactives s’'inactiven per falta d'un estimul prou fort i del co-estimul
adequat, la delecié clonal en que es déna apoptosi de les cél.lules post-activacio,
i sobretot la supressié per part de les céllules reguladores sobre els clons
autorreactius mitjangant certes citocines i senyals intercel.lulars, Figura 10. [11,
46, 47]. Aquest ultim inclou els mecanismes de supressié mediada per cel.lules

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

Recentment, 1'estudi de la tolerancia s’ha centrat en aquesta poblacié de cel.lules,
les Tregs, que podrien ser un nexe entre els processos de tolerancia central i
periferica. Aquesta, sembla ser una poblacié de cel.lules T CD4+ que expressen
CD25 de forma natural, es generen al timus on requereixen un mecanisme de
selecci6 diferent a la resta de cel.lules, donat que el seu TCR reconeix antigens

amb elevada afinitat i la seva generaci6 depen del factor FOXP3.
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Un cop a la periféria tenen un paper molt rellevant en el manteniment de la
tolerancia ja que 'abséncia de FOXP3 indueix un sindrome d’autoimmunitat
generalitzada tal i com s’ha descrit en la malaltia IPEX [48, 49] i en ratoli Scurffy
[50]. Les cellules T CD4+ CD25hi es detecten en la sang periférica humana i
tenen la capacitat de suprimir in vitro la proliferaci6 i la produccio de citocines de
les cel.lules tant CD4+ com CD8+ mitjangant un sistema dependent de contacte,
[51]. S’ha descrit el defecte de la capacitat supressora d’aquesta subpoblacié
CD4+ CD25+ en malalts d’autoimmunitat com I'esclerosi multiple [52], el

sindrome poliglandular autoimmunitari tipus II [53] i la diabetis T1 [51].
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Figura 10. Diferents formes d’induccié de la tolerancia periférica dels limfocits T. A) Deleci6 en
que es dona apoptosi induida per estimulaci6 repetitiva. B) Anérgia o no-resposta per aparici6 de
la molecula CTLA-4. C) Supressi6 per aparici6 de les cel.lules T reguladores.

Adaptaci6 propia de: T. Kamradt et. al. Tolerance and Autoimmunity. N Engl | Med. 2001.
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2. DIABETIS Tipus 1. Malaltia autoimmunitaria organ especifica.

Les malalties autoimmunitaries es manifesten quan hi ha un trencament de la
tolerancia del SI a les estructures propies, encara que el mecanisme que les
desencadena és desconegut. Es poden dividir en dos grups: les sistemiques, que
afecten a varis teixits ja que 1'autoantigen és ubic, i les organ-especifiques, 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
consequiencia de la destruccié de les céel.lules beta productores d’insulina dels
illots de Langerhans del pancrees. Aquesta pérdua de cél.lules beta, segueix a
la infiltraci6é leucocitaria dels illots (insulitis) dirigida pels limfocits T i resulta
principalment en deficiencia d’insulina i hiperglucéemia. L’inici clinic de la
malaltia es manifesta, després d’un periode asimptomatic, quan ha desaparegut
el 90% de les cel.lules beta [54-57]. Els pacients presenten hiperglucemia,
cetoacidosi, glucostria, i complicacions croniques com l’aterosclerosi arterial
progressiva que pot acabar en necrosi isquémica de les extremitats i els organs
interns i obstruccié microvascular amb lesi6 de la retina, glomeruls renals i
nervis periferics. La DTl es diagnostica més freqlientment en infants i
adolescents, i la seva incidéncia varia segons la situaci6 geografica. A Europa la
major incidéncia ha estat descrita als paisos nordics i a Sardenya, mentre que al

Japo la incidéncia és baixa [58].

La DT1 es classifica com una malaltia autoimmunitaria per la presencia de:

i) Autoanticossos contra els illots (ICA, islet cell autoantibody), insulina (IAA,
insulin autoantibodies), descarboxilasa de l'acid glutamic (GAD), insuloma
associated protein 2 (IA-2), etc. [59-62]. No es té clar pero, si aquests
autoanticossos poden contribuir a causar la malaltia o ser conseqtiéncia de la

lesi6 del teixit causada pels limfocits T i I'alliberacié anomala d’antigens. [61]
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ii) Insulitis. S'observen infiltrats leucocitaris dins i al voltant dels illots de
Langerhans. [61, 63, 64]. La distribucié espacial dels leucocits en la insulitis
associada amb la destrucci6 de les cel.lules beta és intrigant ja que els illots de
Langerhans tenen dues fronteres que els limfocits no solen creuar normalment:
L’endoteli que delimita la vasculatura de les glandules endocrines i el teixit
connectiu laxe que forma la barrera entre els components endocrins i exocrins
del pancrees. Alguns leucocits es localitzen dins I’illot pero la majoria es
concentren a la periféria, estenent-se entre els espais tissulars entre les
glandules exocrines. Aquest continu d’infiltracié limfocitica a la diabetis tipus 1
dins i al voltant de l'illot i entre els acinis, suggereix que les barreres normals
contra la migracié leucocitaria entre els illots i els teixits exocrins es trenquen

durant el procés de patogenesi.[65]

iii) Limfocits autorreactius. En models animals es pot transferir la malaltia a
receptors sans mitjancant la transferencia de cel.lules T autoreactives [64, 66].
L’especificitat dels limfocits T autorreactius descrita és, principalment, contra
epitops de la insulina, GAD i IA2 [67, 68]. En humans, el grup de Kent et al. [63]
ha descrit ceél.lules T anti-insulina a partir de sang periférica d’'un pacient
diabetic i ha mostrat que la insulina és reconeguda per cél.lules T presents als
noduls limfatics propers a I'd0rgan diana. A més, va analitzar els TCR i detecta
restricci6 de cadenes a i B, cosa que suggereix expansio oligoclonal en els

malalts.
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2.1. Causes: Predisposici6é per HLA i influéncia ambiental.

L’etiopatogenia de la diabetis T1 és encara desconeguda, tot i que es coneix que
es una malaltia multi-factorial en que influeixen factors genetics de
susceptibilitat i multitud de factors ambientals [62, 69], els quals inclouen
principalment I'historial d’infeccions del pacient [70-72] i el contacte amb
agents toxics [73], pero també la dieta [74, 75], la higiene i la salut [72, 76] i

inclas la influencia de factors psicosocials [77] i estocastics [11].

Tot i que la DT1 és una malaltia poligénica (a novembre de 2011 s’han descrit
més de 40 loci “IDDM” de susceptibilitat a la DT1 en humans i 27 loci “idd” en
ratoli segons la base de dades de referencia www.tldbase.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 sén heterozigots per a
HLADQA1*0501 DQB1*0201 (DQ2) i DQA1*0301 DQB1*0302 (DQ8) associats
als allels DR3 i DR4. La molécula HLA-DQA1*0102 DQB1*0602 (DQO6)
associada a DR2 és relaciona en canvi amb proteccié6 dominant respecte a la
malaltia [79]. El paper proposat dels gens HLA en I’autoimmunitat, es basa en
la especificitat d'unié d’aquests allels a certs peéeptids procedents de la
degradaci6 dels autoantigens que dirigeixen la resposta autoimmune (com la

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

Sobre aquesta predisposicié genetica, es postula que actuen els factors
ambientals que poden desequilibrar la balanca de 1"’homeostasi immunitaria
cap al desenvolupament d’un procés d’autoimmunitat. Els factors ambientals,
com per exemple algunes infeccions viriques (com el coxsackie virus [80-82],
citomegalovirus [70] o el virus de la rubeola [71]), es postula que poden afectar
aquest equilibri alliberant a 1'organisme neo-autoantigens derivats d’estres

metabolic o processos inflamatoris [83], molecules pro-inflamatories [80] o
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inclas mimotops [82, 84, 85]. Aquests processos, augmenten el risc d’activar
poblacions més o menys minoritaries de cel.lules autorreactives previament
circulants fins a un punt en que els mecanismes de regulacié ja no ho poden
compensar (sobretot si presenten alguna disfuncio) i es desencadena el procés
d’autoimmunitat, el qual sembla que esdevé retro-alimentat pel fenomen de

I'epitope-spreading [8, 62, 69].
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2.2. Organ diana: El pancrees.

El pancrees és un organ retroperitoneal que té forma conica amb un procés
unciforme medial i inferior, un cap, un coll, un cos i una cua. El cap es localitza
en la concavitat del duodé o nansa duodenal formada per la primera, segona i
tercera porcions del duodé i la cua puja obliquament cap a l'esquerra, on queda

juxtaposada amb la melsa. Figura 11.

El pancrees és una glandula que té dues funcions, una funcié endocrina i una
altra exocrina. La funci6 endocrina consisteix en produir i segregar dues
hormones importants, entre altres, la insulina i el glucagd, a partir de les
estructures anomenades illots de Langerhans. La funcié exocrina consisteix en
la produccié del suc pancreatic que es bolca a la segona porcié del duode. El suc

pancreatic esta format per aigua, bicarbonat, i nombrosos enzims digestius.

¢ Illots de Langerhans: Composici6 i distribucié cel.lular

Els illots de Langerhans sén estructures petites situades en el
pancrees que son crucials per a la homeostasi de la glucosa. Als illots es troben
quatre tipus de cellules endocrines secretores d’hormones, com soén,
les cel.lules alfa productores de glucago, que eleva el nivell de glucosa a la sang,
les cél.lules beta productores d’insulina, que disminueix els nivells de glucosa
sanguinia, les delta productores de somatostatina, que té com a funci6 inhibir la
secrecié d'insulina i glucagd, les cel.lules PP pancreatiques productores de
polipeptid (pancreatic polypeptide producing cells) i les cel.lules & secretores de
ghrelina. Estudis quantitatius indiquen que la composicié dels illots consisteix
en un 70% de cel.lules beta, un 20% de cel.lules alfa, <10% de cel.lules delta i

<5% de cel.lules PP. [86, 87]
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Figura 11. Detall anatomic del pancrees i els illots de Langerhans.

Als illots de rosegadors, les cel.lules beta, que sén predominants, s'agrupen al
centre de l'illot, generalment rodd, amb la resta de cél.lules, alfa, delta i PP,
formant un mantell que les envolta. Aixi, en rosegadors
hi ha una clara separaci6 de diferents tipus cel.lulars en diferents regions
de I'illot, la qual cosa suggereix que hi ha subdivisions anatomiques. En illots
humans pero la descripcié canvia ja que la distribucié cel.lular és molt més
dispersa. [86] Als illots humans la majoria de les cél.lules beta, alfa i delta es
troben alineades al llarg dels vasos sanguinis sense cap ordre o disposici6 en

particular.[87] Figura 12.
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Figura 12. Seccions de pancrees amb tinci6
immunohistoquimica d’illots de Langerhans
d’huma (A), i de ratoli (B). Micrografies de confocal
(seccions optiques 1-um). Les cel.lules productores
d'insulina (vermell), de glucagé (verd), i de
somatostatina (blau), es troven distribuides a l'atzar
en els illots humans. Per contra en ratoli, les
cellules d’ insulina es localitzen a la part central i
les productores de glucagd i somatostatina a la

periferia 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. Caracteristiques dels limfocits T intrapancreatics en la DT1

El procés autoimmunitari lligat a la diabetis T1 cursa amb un procés
d’infiltraci6 immunitaria dels illots de Langerhans pancreatics per part de
limfocits dels llinatges B, T i macrofags [65, 88] en que es déna la destruccioé
selectiva de les cellules beta mediada principalment per cellules T
autorreactives. Aquesta afirmacio es sustenta en evidencies com que les cel.lules
T son presenta a la insulitis, que la progressi6 de la malaltia es retrasa
mitjancant immunosupressors dirigits contra cel.lules T i que les céllules T
autoreactives poden ser detectades a la circulacié sanguina de pacients amb

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

o Limfocits CD4+ o0 CD8+?

Els leucocits infiltrants inclouen limfocits T CD4+ i CD8+ i també limfocits B,
perd s’ha demostrat que els limfocits T citotoxics (CTLs) CD8+ sén un
component essencial per al desenvolupament de la diabetis, tal com s’ha deduit
de la expressi6 incrementada de MHC classe I a les cel.lules dels illots infiltrats,
i de la identificacié de varis epitops T1D reconeguts per CTL i detectats en

pacients diabetics T1 de recent debut i també de llarga evolucié6. [61, 65, 91-94]

Per altra banda, el paper dels limfocits T CD4+ en la patogenesi de la DT1 és
acceptat ampliament degut a les evidencies en el model de ratoli NOD de la
dependéncia de CD4+ per al desenvolupament de la malaltia i la forta
associaci6 entre alguns al.lels humans d'"HLA classe II i el risc de diabetis T1.
S’ha identificat també varis epitops de T1D que sén reconeguts per les cel.lules

T CD4+. [95-97]
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o Autoantigens:

En el mecanisme de patogenesi de la diabetis T1, s’han implicat varis
autoantigens potencials [98], pero pel que fa a les cel.lules T, se n"ha identificat
d’especifiques vers antigens com la insulina [99, 100], la tirosin fosfatasa ICA512
(IA-2) [101], la fogrina (IA-2beta) [102], el polipeptid amiloide d’illots (LAPP)
[103], la cromogranina A (Chg A)[104] i en particular la descarboxilasa de 1’acid
glutamic (GAD) com a un dels més estudiats [55, 97, 99, 101, 105].

En el model de ratoli NOD, l'especificitat antigenica de les cel.lules T intra-
pancreatiques s’ha mostrat que es déna amb un procés inicial de resposta contra
insulina i posteriorment divergeix vers altres antigens [106-110]. El
desenvolupament de la T1D en ratoli NOD sembla ser dependent dun sol
epitop de la cadena B de la Insulina [106], pero els epitops en ratoli NOD poden
no ser els mateixos que els reconeguts per les cel.lules T patogeniques humanes

[96].

En huma, les dianes dels limfocits T només han pogut ser identificades per
analisi de les cellules T en periféria, degut principalment al problema de
disponibilitat de teixit pancreatic. Shan pogut identificar in vitro cel.lules T
autoreactives per expansi6 enfront de insulina, GAD, I-A2 i IGRP [111-114] o ex
vivo per tincié positiva amb tetramers especifics d’auto-peptid (per GADG65,
preproinsulina, proinsulina i la cadena B de la insulina) [115, 116]. També cal
tenir en compte que en el procés autoimmunitari, la situacié d’estrés que afecta
el teixit diana exposa nous antigens i alguns d’ells poden inclas arribar a la
periferia i activar petites poblacions de cel.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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e Repertori TCR

En varietat de malalties autoimmunitaries com la encefalomielitis [117], I’artritis
reumatoide [118], 1'esclerosi maltiple [119], la psoriasis [120], la malaltia
inflamatoria intestinal [121] o el mal de Kawasaki [122, 123], s’ha descrit la
presencia d’infiltrats anomals de cel.lules T a l'dorgan afectat que mostren en

molts casos un esbiaixament del repertori de TCRs.

Pel que fa a la DT1, el repertori TCR de les cel.lules infiltrants s’ha estudiat
extensament en el model NOD [66, 124-129]. S’ha observat que la resposta
autoreactiva no és homogeniament distribuida i cada illot pot ser infiltrat per
un o varis clons T [130] pero s’ha descrit també que les cel.lules T, en estadis
inicials de la infiltraci6, presenten al pancrees poca diversitat a nivell de
families en les cadenes del TCR i un biaix a les seves seqiiencies CDR3,
indicadores de clonalitat, fet que no es detecta als limfonodes pancreatics

(PLN) ni a la circulacié sanguinia [126, 127, 131, 132].

Pel que fa a la T1D en huma, també s’han realitzat al llarg dels anys alguns
estudis de restricci6 TCR de les cellules infiltrants tot i les dificultats que
implica aconseguir biopsies de pancrees i el fet que en necropsies, la malaltia ja
ha estat molt avancada. Quant apareixen els simptomes de la T1D, la majoria
dels illots pancreatics han estat destruits. 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, perd hi ha dades de que en contrast,
I'infiltrat inicial presentaria més o menys restriccié [92, 133, 134], en

coincidencia 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 estudia el TCR en
PBMCs de varis pacients i descrigué una resposta oligoclonal en 18 diabétics
recent-diagnosticats perd amb selecci6 de diferents elements del TCR en cada
pacient [137]; Hanninen et. at. descrigué com les céllules VB8 eren
sobrerepresentades, i també en menor grau les VB5, V5.1, VB6 i VP12, en illots
d’un diabetic [138]; Posteriorment, Conrad et. al observa la expansié selectiva
de VB7 (pero no de cap Va en concret) al TCR de les cel.lules intra-illot de dos
pacients en debut [133]; Santamaria et. al., va descriure restriccié de repertori
TCR amb l'increment de V3 i Val4 en un cas i heterogeneitat i Va22 /Val4 en
un altre per a les seqtiéncies d’al.loijerts de pancrees en diabetics [134], i Luppi

et. al., al 2000, observa alta freqiiencia de V7 en PBLs de diabetics [139].

En resum, varis analisis del repertori TCR en la T1D humana han mostrat
dominancia d’algunes families TRBV (o TRAV), peré amb gran heterogeneitat
entre individus, sent molt determinades segons I'HLA, i no limitades a una

mida de reordenament concreta.
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2.3.1. Expansions monoclonals al pancrees diabetic

Als anys 90 ja es va plantejar i demostrar la hipotesi de que, en la DT1 humana,
determinats clons cel.lulars fossin expandits al teixit diana. Yamagata et. al., va
estudiar PBLs i biopsies pancreatiques de 8 pacients de T1D de recent debut i
observa transcrits TRAV incrementats al pancrees, corresponents a una o unes
poques seqiiéncies CDR3 en cada pacient estudiat, com foren les seqiiencies
tniques  Va6-<MRE(0G)DGRGSTLGR>, Vo4-<LNTNAG(oD)> i Va2-
<V(0G)TTGSARQ> i les oligoclonals Va6-<NSNQAGTA> en 3/5 i Vab6-
<MEDKGGSE> en 2/5, [140]. Per altra banda, un estudi exhaustiu que
comparava el repertori TRBV d’expansions T en alloinjerts de pancrees i
PBMCs de dos pacients amb T1D recurrent [134], havia també mostrat certa
oligoclonalitat als illots, amb la identificacié6 d’algunes seqiiencies dominants
com Val4-<CVARLMFG> en 17/42clons, VP3.1-<CASSLTYSGRETQYF> en
6/26, Va22-  <CALRNYGGSQGNLIFG> en 14/33 i V13-
<CASTNTGGPEAFF> en 11/33. Resultats similars es van obtenir en les cel.lules
T expandides a partir de limfonodes pancreatics (PLN) [63], i en aquest darrer
estudi, I'aillament d’'un clon T insulina-especific VB29-
<CS/VEATRA/DTQYFG> i Va8.3-<CA/VGALA/GTASKLTFG> expandit del
lloc de drenatge autoinflamatori del pancrees, indicava a més la insulina com a
antigen diana en la diabetis. No hi ha encara descripcié6 d’expansions T
monoclonals als illots humans, perd aquestes dades sén un clar indici de la

presencia de clonotips dominants en l'infiltrat.
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2.4. Periféria: La melsa

2.4.1 Estructura de la melsa.

La melsa és un organ limfoide secundari situat a 1" hipocondri esquerre, darrere
de l'estomac i prop del diafragma. La seva superficie externa consisteix en una
capsula fibrosa amb algunes fibres musculars llises que penetra profundament
en el parenquima de l'6rgan. En la melsa es distingeix la polpa vermella que és
principalment un reservori de cel.lules hematopoietiques com eritrocits i
plaquetes, de destruccié d’eritrocits 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 limfocits 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 limfocits B es disposen més exteriors, localitzats en regions anomenades
centres germinals. Al centre germinal dels fol.licles limfoides, també s"hi troba
cellules reticulars dendritiques i macrofags, aixi com en la zona marginal
d’aquests (area que envolta els follicles limfoides) hi ha macrofags
especialitzats que, al costat de les cel.lules fol.liculars dendritiques dels fol.licles
primaris (follicles no estimulats sense centre germinal clar), s'ocupen de la

presentaci6 d’antigen als limfocits B. [11, 15, 41, 141].

La melsa, funciona com un important filtre sanguini, en que la majoria de
limfocits recirculen i s’intercanvien constantment entre la circulaci6 i els teixits,
i és també el principal lloc de resposta immunitaria contra els antigens

procedents de la sang. [15, 41, 141].
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Figura 12. Detall anatomic de la melsa i una seccié on s’observa la capsula, la polpa vermella

i la polpa blanca.

2.4.2. Les cel.lules B de la zona marginal: Memoria i multi-reactivitat?.

La zona marginal esplenica (S-MZ), esta especialment preparada per a una
rapida resposta humoral i és Ginica en la seva capacitat per iniciar una resposta
immune als bacteris encapsulats (antigens independents de cel.lules T tipus 2
(TI-2)). Les infeccions per bacteris transmeses per la sang signifiquen un alt risc
de sepsia i un sistema de defensa rapida de primera linia, capa¢ de produir
grans quantitats d'anticossos neutralitzats en un curt periode de temps, és
necessari per prevenir la bacteriemia. Aquest sistema, ha de ser capag de
reaccionar amb amplia especificitat, fins i tot si aix0 implica reaccionar amb
baixa afinitat / avidesa, [142]. La zona marginal esplenica (S-MZ) és
especialment adequada per a aquesta funci6é. La S-MZ, conté principalment

cel.lules B pre-activades, amb la maxima densitat de receptor de complement 2
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(CD21) i IgM en superficie [143], i la seva estructura resulta en una gran
reduccié del flux sanguini, que hi permet un contacte acurat entre els antigens i

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

Un bon nombre d’estudis en rata i huma, han demostrat que la zona marginal
de la melsa conté gran quantitat de cel.lules B memoria, [146-149]. En concret
en la melsa d’huma, la majoria de cellules B de la S-MZ (més del 85%) soén
mutades somaticament, [150, 151]. Aquesta abundancia de cel.lules memoria i
una serie de caracteristiques Uniques, com sén un microambient del flux
sanguini baix, el baix llindar d'activaci6, l'alta expressié6 de receptor de
complement 2 i multi-reactivitat [142], indica la capacitat d’aquestes poblacions
de respondre directament a una infecci6é per antigens procedents de la sang i
donar lloc a una eficient i rapida produccié d’anticossos. [152]. Les cél.lules B S-
MZ sén capaces de respondre rapida i eficientment a tot tipus d'antigens de
transmissié sanguinia, fins i tot en I'absencia de receptors de cel.lula B amb
gaire alta especificitat [146, 153] ni del contacte especific amb les cel.lules T,

[142, 149, 152, 154].

A la zona marginal de la melsa pero, no hi ha només ceél.lules B. Constitueix
una area interessant en que es combinen varietat de tipus cel.lulars. Diversos
d'aquests tipus de cel.lules semblen tenir una posici6 fixa a la zona marginal,
com els macrofags de la zona marginal, i, en menor mesura, les cel.lules B de
zona marginal. Pero per altres com els limfocits T, cel.lules B petites, i les
céllules dendritiques, la zona marginal és només una residéncia temporal. Es
aquesta combinaci6 de les poblacions de cellules relativament residents i
l'afluéncia continua de cel.lules immunocompetents provinents de la sang , el
que transforma la zona marginal en una area dinamica, particularment apte per

al processament d'antigens i el reconeixement que no es troba en cap altre 6rgan

limfoide. [145]
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2.4.3. Melsa i autoreactivitat.

e Zona marginal, multireactivitat i autoreactivitat?

Durant els anys 90 es va estudiar amb profunditat les cel.lules B de la zona
marginal, determinant la seva capacitat multireactiva i incltis autoreactiva.

En un model de ratoli transgenic, es va demostrar que només un nombre limitat
de clons de cel.lules B colonitza la S-MZ i que aquesta selecci6 depen de
l'expressio de CD19 [152], un coreceptor dels limfocits B que disminueix el
llindar de l'estimulacié del receptor depenent d'antigen [155]. Dammers et al.
[146], van analitzar els gens Vh de cél.lules B de la S-MZ en ratolins adults no
vacunats, i van mostrar que la poblacié de cel.lules B naive de la S-MZ tenien
una regié CDR3 de 2-3 aminoacids de mitja més curtes en comparacié amb
I'observat en les cel.lules B folliculars. Hi ha diversos exemples que mostren
que els mAbs polireactius tendeixen a tenir regions H-CDR3 més curtes [156-
159], suggerint que les cel.lules B S-MZ s6n més multi-reactives, [146]. Chen et
al. [153], ja va demostrar al 1997 que un repertori de cel.lules B autoreactives de
baixa afinitat poden poblar la S-MZ. Van utilitzar ratolins transgenics que
expressaven un transgen de la cadena pesada p de linia germinal reordenat,
Vh81X, que es coneix que condueix a la generaci6 d'anticossos IgM
multireactius. Les cél.lules B que expressaven aquesta cadena es localitzaven
principalment a la S-MZ. En el model muri de lupus eritematds, es coneix la
implicaci6 de la zona marginal de la melsa en la autoreactivitat [160], les
cel.lules B autoreactives dsDNA especifiques es troben principalment en el

compartiment MZ de la melsa [161].
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e FEnladiabetis T1: Cel.lules T.

En la diabetis tipus 1, tal com s’ha demostrat al ratoli NOD, l'activacié de
cellules T autoreactives succeeix al PLN, des d’on les cel.lules T efectores
migren al torrent sanguini i acaben arribant al pancrees [162]. En aquest model,
la melsa pot acollir cel.lules T autoreactives, ja que els esplenocits d'un animal
diabetic poden transferir la malaltia a receptors sans, tal com va mostrar Wicker
et. al. en un experiment de transferencia adoptiva d’esplenocits, que indufa
ratolins a convertir-se en diabetics amb una major freqtiéncia i a una edat més
jove que els seus companys de ventrada no tractats [163], a més, la circulacié de
limfocits T diabetogenics en la melsa sembla que pot tenir lloc inclas
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 limfocits T CD4 +, que va ser
generat a partir de cel.lules de LN i melsa d"un ratoli NOD enfront d’extracte

d illots in vitro, i van observar que presentava especificitat i proliferava amb
I'antigen de cel.lules dels illots in vitro i in vivo, atacant els illots pancreatics.
Lennon et. al. [165], van generar ratolins retrogenics per TCR, que expressaven
dues poblacions diferents de cel.lules T, diabetogeniques i no-diabetogeniques,
demostrant que les cellules T bystander no es podien acumular en els illots
pancreatics i, per tant, I'entrada als illots i I'acumulacié sembla ser fortament
relacionada amb l'especificitat d'antigen dels illots. El 67% dels TCRs clonats de
cellules T CD4+, eren capagos de mediar infiltracié als illots i desencadenar
diabetis, demostrant que els limfocits accedeixen a 1’d0rgan diana si reconeixen
I'antigen in situ. No obstant, aqueta dada no contradiu que a la melsa
s’acumulin i mantinguin cellules T de memoria. Els estudis que indicaven
I'emmagatzematge de cel.lules T de la memoria central i la contribucié en la
expansi6 de cel.lules T de memoria efectora en la infeccié secundaria, podrien
explicar la major presencia de cel.lules T autorreactives a la melsa un cop
iniciada la resposta auto-reactiva, [166]. De moment, en humans no hi ha dades

que confirmin I'expansié de cel.lules T autoreactives a la melsa.
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Kent et al., van aillar un clon T insulina-especific de PLN huma, pero I'analisi
del repertori deTCR de la melsa autologa del donant no va permetre identificar
el clon, suggerint que no hi havia expansi6 o retenci6é de cél.lules T insulina-

especifiques a la melsa [63].

La melsa és un organ intercalat a la circulacié sanguinia i no rep de forma
directe el drenatge limfatic de cap organ. En aquest context, la cel.lula B com a
cellula presentadora d’antigen, a més de la CD, pren rellevancia. Cel.lules B
autorreactives de l'infiltrat de pancrees diabetics s’han identificat a la melsa de
ratoli NOD i al torrent sanguini de pacients diabetics humans respectivament
[167, 168]. Les cellules B, s’han mostrat com a eficients presentadores
d’autoantigens al PLN i la melsa del ratoli NOD, amb alt nivell d’expressi6 de
molecules co-estimulatories [169, 170], aixi que limfocits 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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% HIPOTESI

A la TID, la destruccié de les cél.lules f productores d'insulina esta mediada per
cel.lules T autoreactives. Aquest fet esta associat a la preséncia d’ infiltrats leucocitaris a
I'organ diana entre els quals es troben les cel.lules T efectores que participen en l'inici
i/o en la progressio de la malaltia. En el model animal del NOD, s’ha descrit que el
trencament de la tolerancia es produeix vers un nombre reduit d'autoantigens,
principalment la insulina, i que la resposta es diversifica posteriorment degut al
fenomen de 1"”epitope spreading”. En la TD1 humana es desconeix la diversitat de
l'infiltrat tant en el moment del debut com durant I'evolucio de la malaltia. El motiu
principal és la dificultat per aconseguir mostres de donants diabetics. L'estudi del
repertori TCR de les cél.lules intra-pancredtiques en el moment del debut és una
aproximacio indirecta per a determinar l'existéncia de clons de cél.lules T més expandits
que la resta i per tant dominants en la resposta auto-reactiva. En I’establiment d’aquest
procés autoimmunitari, es desconeix si la melsa com a organ de la periferia té un paper
en el desenvolupament o cronicitat de la malaltia. A partir de I'analisi del TCR es pot
establir i comparar el repertori TRAV i TRBV expressat a l’organ diana i a la periferia,
melsa i sang periferica, usant com a biomarcador la seqiiéncia CDR3, la qual és tinica

per a cada clon de cel.lula T.
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< OBJECTIUS

GENERAL

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

T de l'infiltrat intra-illot i relacionar-ho amb la periféria utilitzant el CDR3

com a biomarcador.

ESPECIFICS

I.

II.

I1I.

IV.

Optimitzar la metodologia experimental per l'estudi del TCR,
mitjancant el disseny d’una RT-PCR multiplex per a l'analisi del

repertori TRAV i TRBV.

Analitzar el repertori de families geniques TRBV i la preséncia
d’expansions monoclonals en el digerit total i en els illots purificats del
pancrees d’un donant diabeétic tipus 1.

Identificar a la periferia les expansions clonals de l'infiltrat intra-illot.
Determinar l'existencia d’'un biaix en la diversitat del TCR de les
cel.lules infiltrants del pancrees, a partir de la identificacié6 d’elements

de restricci6 en les regions CDR3 de la cadena beta del TCR.

Comparar el TCR de linies i clons generats in vitro a partir de l'infiltrat

d’illots amb les dades de les expansions in vivo del pancrees diabetic.
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1. MOSTRES.

1.1.

1.2

Mostres control per al calibratge de la técnica.

E-PBMCS > PBMCs (Peripheral Blood Mononuclear Cells) estimulats en
cultiu: Cel.lules mononuclears de sang periferica, recollida en heparina al
1%, aillades mitjancant 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 bovi (FCS).

Mostres control experimentals.

C-PB1, C-PB2i C-PB3 > PBMCs (Peripheral Blood Mononuclear Cells) no
estimulats: Cél.lules mononuclears de sang periférica obtingudes de tres

donants sans en heparina al 1 %, aillades mitjancant gradient de densitat

(Ficoll-Hypaque. LYMPHOPREP).

C-S > Melsa: Bloc teixit de melsa d’aproximadament uns 30mg de pes
procedent d'un donant sa. Aquesta mostra va ser seleccionada per
coincidéncia amb la mostra del donant diabétic T1 “Case 1” en edat, sexe

tipatge d" HLA.

C-ISL i C-TD > Pancrees: Dues mostres de pancrees de donants d’organs.
C-ILS és una mostra d’illots de Langerhans aillats amb una puresa 90% i C-
TD és una mostra de teixit total de pancrees. Aquestes mostres varen ser

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

S'utilitsa per a aquest estudi les mostres conservades en nitrogen liquid

procedents d'un donant diabetic 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

preéviament en Somoza et. al. [61], estudi en que aquest pancrees esta 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 [AA.

58

DM-ISL i DM-TD > Pancrees: DM-ISL son illots de Langerhans recolectats
manualment amb una puresa >90% per microscopia estereoscopica 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 digesti6 amb col.lagenasa i DNAsa [61].

DM-PB > PBMCS: Cel.lules mononuclears de sang periférica 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 > Linies in vitro de céllules T del pancrees diabeétic: Linies
oligoclonals de cél lules T generades a partir de l'infiltrat limfocitari del
pancrees Case 1. La nomenclatura d’aquestes linies és PB100 seguit d'una
numeracié especifica. El protocol d’expansié de linfiltrat es descriu

breument a continuacio:



> Protocol d’expansi6 de les linies “PB100.X":

El sobrenedant del cultiu over night d’illots purificats del digerit del pancrees
diabetic es va centrifugar, i els limfocits obtinguts es van expandir amb IL-2 i
cellules autologues de melsa irradiades (8.000 Rad) com a feeders durant una
setmana. El cultiu es va dividir en dues linies que es van restimular amb dos
protocols diferents: la linia PB100.L1 expandida amb anti-CD3 soluble (OKT3) i
la linia PB100.L2 expandida amb extracte cru d’illots purificats de pancrees de
donants sans a 10ug/ml final. A més de I'estimul respectiu, ambdés cultius es
van fer créixer en preséncia de 20U/ml de rIL-2 (cedida per Hoffman-Laroche) i
una barreja de cél.lules feeder irradiades a 8000 Rad i formada per una linia
limfoblastoide del propi donant generada a partir de la infeccié de cel.lules de
la melsa amb virus d’Epstein-Barr i melsa autologa en una relacié de 1 a 10,
respectivament. El medi de cultiu usat era Iscove’s Modified Dulbecco’s
Medium suplementat amb antibiotics, i 10% de sérum A huma

descomplementat.

Després d’una setmana en cultiu, les linies es van clonar per dilucié limit. Es
van sembrar plaques amb les segtients dilucions: 100, 30, 10, 3, 11 0,3 ¢/w per al
clonatge amb anti-CD3; i 300, 100, 30, 10, 311 c/w per al clonatge amb extracte
d’illots. Les linies oligoclonals resultants es van expandir en preséncia de IL-2 i
cél.lules feeder irradiades (linia limfoblastoide autologa i buffy-coat de donants
en una proporcié 1:10) i anti-CD3 o extracte d’illots, en les mateixes condicions

que les linies parentals L1 i L2.

Pellets secs de al voltant d"uns 5 milions de cél.lules T dels cultius de les linies
“PB100.X”, es van rentar dues vegades en PBS i centrifugar finalment en tubs
eppendorf, 10" al maxim de velocitat a la microfuga. Un cop rentades, es tragué el

sobrenedant i s’emmagatzemaren en nitrogen liquid fins al seu as.
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2. PROTOCOLS.

2.1. Extracci6 de mRNA: Digestio cel lular i obtencio del RNA missatger total.

La extracci6 d'mRNA de les mostres de teixits i PBMCS es va fer segons el cas
mitjancant el kit “RNeasy Micro” o “RNeasy Plus Mini” (QIAGEN), seguint les
instruccions indicades per la casa comercial, homogeneitzant la mostra amb una

xeringa i agulla de 20G.

Per a I'extracci6 d'mRNA de les linies T “PB100”, es va utilitzar entre 3 i 5
milions de cel.lules en “pellet sec” i s’aplica el producte TRIZOL.

Seguint les instruccions del fabricant, es va afegir a la mostra 500ul de TRIZOL-
Reagent (INVITROGEN) i es deixa reposar 5min a TA. Shi afegi 100ul de
cloroform i, després de vortejar 15 segons, es deixa reposar 3min a TA i es
centrifuga a 12000g 15min a 4°C. Per tal de precipitar el RNA, es va a recuperar
la fase aquosa superior, que conté el RNA, i s’hi afegi un volum 1:1
d’isopropanol. Es barreja per inversi6é del tub 3 cops i es deixa reposar a TA
10min, es centrifuga a 12000g 15min a 4°C. 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’aboca 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 20ul d’aigua DEPC.

Les mostres d'mRNA es va emmagatzemar a -80°C fins al moment del seu as.
La valoracié de la puresa i la concentracié es va realitzar abans de la utilitzaci6
de la mostra amb 1’espectrofotometre (EPPENDORF BioPhotometer) a partir dels
valors d’absorbancia a 260 i 280nm.Per a totes les mostres s’aconsegui una

puresa (A260/280) superior a 1,8.
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2.2. Retrotranscripcio: Sintesi de cDNA.

Per a la retrotranscripcié d"1ug de motlle mRNA, es va fer un “Mix” 2X de 10ul
dels reactius de retrotranscripcié que, posteriorment, es barreja amb un volum
igual de la mostra mRNA. El “Mix” 2X de reactius (10pul) 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 I'enzim
Reverse Transcriptase adequat segons el cas, amb el buffer corresponent. S’afegi, a
aquest Mix, 'RNA (diluit en volum de 10pl) i es realitza la reaccié segons les

instruccions del fabricant.

Per a les extraccions de mostres de teixits i PBMCS control, s’aplica la
retrotrancriptassa 100U de M-MMLYV Reverse transcriptase (INVITROGEN), per a
la extraccié de la mostra DM-PB s’utilitza 200U SuperScript III (INVITROGEN),
molt més sensible per a menors concentracions d'mRNA, i per als clons

“PB100.X”, 100U de M-MLYV Reverse Transcriptase (USB) .

El cDNA obtingut, a una concentracié aproximada de 40ng/pl (considerant un

80% d’efectivitat en la reaccid) es va emmagatzemar a -20°C.
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2.3. PCR GAPDH: Comprovacié de la qualitat del cDNA.

S’amplifica per PCR el cDNA d'un gen d’expressié ubiqua (house keeping gene)
com és el de la GAPDH (Gliceraldehid-3-Fosfo-Deshidrogenassa). La deteccio
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 (0’5ul) amb una barreja formada per: Reaction
Buffer with 2mM MgCl, (BIOTOOLS) a 1X final, 0'2mM de cada dNTP, ambdés
primers (sense 5 CTTCTTTTGCGTCGCCAG3' i antisense 5 AGCCCCAGCCTTCTCCA3')

a concentracio final de 0’3 mM i 0'6U de Taq polimerasa (BIOTOOLS), ajustant

a un volum final de reacci6 de 15ul.

El programa d’amplificacié usat fou: 3min de desnaturalitzacid, 28 cicles de 30s
a 95°C, 30s 65°C i 30s a 72°C; i, finalment, 7min a 72°C 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 CD3y: Comprovacio de la qualitat del cDNA i presencia de limfocits T .

S’amplifica per PCR el cDNA d’un gen d’expressi6 constant en limfocits T com
és el de la cadena gamma de CD3. La deteccié de CD3y es va realitzar en totes
les mostres com a control de la qualitat i integritat del mRNA i cDNA sintetitzat

i de la abundancia de limfocits T en les mostres processades.
Es van incubar 40ng de cDNA (1ul) amb una barreja constituida per: Reaction

Buffer with 2mM MgCl, (BIOTOOLS) a 1X final, 0'2mM de cada dANTP, ambdés

primers (sense 5 CTIGTCCTCATCCTGGCTATS3' i antisense 5 GGGTCCTTGGCATTACTT3')
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a concentracio final de 0’3 mM i 06U de Taq polimerasa (BIOTOOLS), ajustant
a un volum final de reaccié de 15ul. El programa d’amplificacié usat fou: 2min
de desnaturalitzacié a 95°C, 35 cicles de 30s a 95°C, 30s 58°C i 30s a 72°C; i,
finalment, 5min a 72°C 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: Determinacio de la temperatura d’annealing

limit que permet cada primer Va.

Per a fer aquest tipus de PCR, s’utilitza el termociclador MyCycler (BIORAD),
que permet aquesta opci6é 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 realitza en 10 tubs per a cada primer Vo a estudiar; 8 d’igual
“Mix” de reactius, perd que rebrien diferent temperatura d’annealing durant els
cicles d’amplificaci6, i 2 tubs control negatiu (sense el cDNA mostra) que

amplificarien a maxima i minima temperatura d’annealing.

La “Mix” constava per tub, a volum final total de 15pl, de:

0"2pg de cDNA de PBL, 1X de “Reaction Buffer with 2mM MgCl, (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 linia cellular
limfoblastoide (LCL).

El programa d’amplificaci6 amb el termociclador fou de 5min de
desnaturalitzacié a 80°C ; 35 cicles de 30s a 95°C, 30s a temperatura gradient

dins el rang de 58 a 72°C, 30s a 72°C; i finalment 5min a 72°C.

63



2.6. PCR multiplex Va: Deteccié de les families géniques TRAV.

Per a aquesta PCR, s’utilitza 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 seqtiencies d’EMBL-EBI
(European Bioinformatics Institute) i IMGT/LIGM-DB (Université Montpellier 2,
Montpellier, France), [1]. En aquest treball s’ha mantingut 1'as de la
nomenclatura original tal com apareix a I’article de referencia de Genevee et. al,

[10].

Els primers corresponents a 29 families geniques TRAV es van agrupar segons
parametres de temperatura d’annealing semblant i diferent mida d’amplimer. 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 'apartat de resultats.

Primer es va fer la barreja dels reactius comuns als 12 tubs per a un volum final
a repartir de 17ul/tub. La barreja de reactius contindria: 20ng de cDNA
mostra/tub, 2ul de “Reaction Buffer with 2mM MgCL> (BIOTOOLS)” a 10X, 2ul de
dNTPs a 2’5mM cadascun, 2pl del primer “constant Reverse” (Ca) a 5uM i 0.6pl
de Taq polimerasa 1U/ul (BIOTOOLS). El volum final a repartir per tub fou de
17pl. A cada tubet, es va afegir 3ul del “MIXA" de primers corresponent, que
contenia cada primer a concentracié entre 1,22uM i 3,3uM tal com s’indica a la
Taula 2. S'obtingué d’aquesta manera un volum final d’amplificacié de

20pl/tub (17 de barreja i 3ul del MIXA corresponent).

Les condicions d’amplificacié aplicades, foren un programa consens per poder
amplificar tots els MIXA alhora: 3min a 97°C de desnaturalitzaci6é inicial, 30
cicles de 1min a 94°C de desnaturalitzaci6, 1min a 60°C d’annealing i 1min a
72°C d’elongaci6. Finalment 5min a 72°C d’extensi6 final. El termociclador usat

fou PERKIN ELMER Geneamp 2400.
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> Electroforesi Va en gel d’agarosa:

Taula 1.

Llistat de primers Va
utilitzats. S’indica la
correlaci6  entre la
nomenclatura utilitzada
segons Genevee et.al. Eur
J  Immunol. 1992. i
I'actual segons la base
de dades internacional
IMGT. Les bases que
apareixen subratllades
indiquen  missmatches
induits a la seqiiéncia
per tal de reduir la
hibridacioé creuada

entre families.

Per a la visualitzaci6 dels productes amplificats, es va fer un gel d’agarosa

especial d’alta resoluci6 AG-5 (ECOGEN) al 2%, en tamp6é TAE a 1X, que es

deixa polimeritzar previament 20min a 4°C. Es carrega 6ul de cada amplificat
amb 1ul de tampé de carrega estandard (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 cérrer a 60V (uns

55mA) durant 2h.
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Taula 2. .Mescles de primers MIXAs I-XII aplicades en aquest treball.
S’indica les combinacions de primers utilitzades i la concentracié de cadascun en pM.
* Volums adaptats per a compensar diferencies d’amplificacié segons la “forca” del primer

(afinitat per la cadena motlle i competéncia entre ells pels reactius d’amplificaci6).

2.7. PCR multiplex VB: Deteccio de les families géniques TRBV.

Per I'amplificaci6é de families VP, es va utilitzar els primers i els grups d’aquests

(MIX B) descrits per Chitnis i Pahwa [171] amb alguna modificacié.

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 1’eina online FASTA i
les bases de dades de seqtiéncies d’'EMBL-EBI (European Bioinformatics Institute) i
IMGT/LIGM-DB (Université Montpellier 2, Montpellier, France) [1].
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Taula 3. [Llistat
dels primers VP
utilitzats.

S’indica la
correlaci6 entre la
nomenclatura
utilitzada de Chitnis
et. al. Manual of
clinical ~ laboratory
immunology. 2002. i
I'actual segons la
base de dades
internacional IMGT

(www.IMGT.org)

El protocol aplicat és semblant al de la “PCR multiplex Va” descrita a 1'apartat

anterior, amb les segtients variacions:

La barreja de PCR comu per a cadascun dels tubs es realitza en aquest cas amb
40ng de cDNA; 0'75ul de primer “Vf constant reverse” (CB-R) 5uM i la resta de
reactius en la mateixa proporcié que per a la PCR multiplex Vo perd amb els
volums ajustats per a un volum final de 15ul (13'8ul de barreja + 1'2ul de
primers). Els diferents grups d’amplificaci6 s’han anomenat MIXB. S’afegi
finalment 1’2ul de cada “MIXB” (on quedaria cada primer entre 0,1 i 0,25mM. El
programa d’amplificacié fou: pre-desnaturalitzacié 3min a 97°C. 35 cicles de 30s
a 94°C, 30s a 55°C i Imin a 72°C; i extensié final de 10min a 72°C al
termociclador PERKIN ELMER Geneamp 2400.
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Per a cada PCR multiplex Va i VB, 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 diluit a 1/10 i com a

negatiu el cDNA d’una LCL (Linia de cél.lules B transformada).)

» Electroforesi VP en gel d’agarosa.

La visualitzacié de 'amplifica’t es va fer en un gel d’agarosa d’alta resolucio,

concentrat al 2,5% ja que les bandes resultants eren de menor mida (200-300pb)

que per a les Va. El marcador de pes molecular escollit fou ®X174 DNA Hae II1
DIGEST (SIGMA). Les condicions d’electroforesi foren 55V (~40mA) durant 2h.

Mescles de primers per als MIX B A-L

MIX's: Preparacio:

Primers Relacié de volums:  Concentracié del primer al MIXB:
MIXB A: Vp1+Vp18 + Vp23 1A 2'5puM, 2'5uM i 2'5uM
MIXB B: Vp2 + Vp4 + VP8 111 2'5uM, 2'5uM i 2'5uM
MIXB C: Vp3 +Vp13.1 1:1 2'5uM i 2'5uM
MIXB D: VB5.1 + Vil 1:1 2'5uM i 2'5pM
MIXB E: VB6 + V24 1:2 1'7uM,3'3uM
MIXB F: Vp7 +Vp21 1.2 1'7uM, 3'3pM
MIXB G: Vp9+ VB16 1 2'5uM i 2'5uM
MIXB H: Vp5.2+Vpl12 1:1 2'5uM i 2'5pM
MIXB I Vp13.2+VB15 1.2 1'7uM, 3'3uM
MIXB J: Vp14+ Vp17 2:1 3'3uM, 1'7uM
MIXB K: V20 + H0 129 1'7TuM
MIXB L: Vp22 + H0 1.2 1'7TuM

Taula 4. Mescles de primers MIXBs A-L aplicades en aquest treball.
S’indica les combinacions de primers utilitzades i la concentracié de cadascun en uM.

Les concentracions estan ajustades per facilitar les co-amplificacions.
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2.8. Spectratyping (Genotipatge): Determinacio de clonalitat per analisi del perfil
CDR3 de cada familia TRBV amplificada.

» Per al genotipatge de les bandes VB amplificades per cada mostra de linies
cel.lulars PB100.X, es va fer una RT-PCR convencional seguint el mateix
protocol que s’ha explicat anteriorment, perd amb el corresponent primer reverse

de la regi6 constant “CB-R” marcat amb el fluorocrom FAM.

» Per al genotipatge de les mostres de pancrees, melsa i PBMCS (del pacient
diabetic i controls corresponents), es va realitzar una reacci6 de marcatge (Run-
off) a partir del producte amplificat en les PCR multiplex V. S'utilitza la mateixa
mescla de reactius que per a la “PCR multiplex VB" anterior pero substituint el
motlle per 2ul de I'amplificat diluit a 1/4 i afegint com a primers només el reverse

de la regi6 constant “CB-R” marcat amb el fluorocrom FAM.

Per ambdés protocols, un cop obtinguts els amplimers marcats, el genotipatge
es va realitzar Servei de Genomica i Seqiienciacio (Institut de Biotecnologia i
Biomedicina, Unitat de recerca B, UAB). Es van analitzar en l'aparell
seqiienciador ABI 3100 (ABI PRISM) i ABI 3130XL (Applied Biosystems)
respectivament, mitjancant 1'electroforesi amb matriu de polimer P.O.P en
capil.lars de 50cm; I'analisi preliminar de les dades es realitza mitjancant el

software GeneScan (ABI PRISM) o Peak Scanner (Applied Biosystems) en cada cas.

Per a la interpretaci6 de les dades i permetre la comparacié dels nivells
d’expansié clonal entre mostres, es va normalitzar els valors de fluorescencia
amb els del marcador intern GS400HD (la mitja dels valors dels pics del
marcador entre 200 i 260pb) i es va calcular I'index relatiu (RI) [172, 173], que
permet detectar expansions clonals segons la rellevancia de 1’area d'una mida
de reordenament CDR3 concreta sobre la resta de mides d’'una mateixa familia

VB
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La formula aplicada fou:
RI= (area del pic problema/ area total dels pics de la familia V) x 100.
RI >50% indica presencia d'una expansié clonal per sobrerepresentacié d'una

mida de reordenament concreta.

2.9. Seqiienciacio: Identificacio de seqiiencies f-CDR3

> Per a les mostres clonals PB100.X la seqiienciacié fou directa:

S’amplifica per RT-PCR amb el protocol de la PCR multiplex VB, sobre les
mostres PB100.29 i PB100.22i, pero utilitzant sols els primers FW VB11 i VB13.1
en combinacié amb el RV comu. El DNA obtingut es purifica amb una columna
NucleoSpin Extract II (MN) i es va seqlienciar directament al Servei de Genomica i
Seqiienciacié (Institut de Biotecnologia i Biomedicina, Unitat de recerca B, UAB),
mitjancant el kit de marcatge BigDye (APPLIED BIOSYSTEMS) i el seqiienciador
ABI 3100 (ABI PRISM). Cada seqiiéncia s’obtingué per duplicat partint de
cadascun dels dos primers. S'estudia els cromatogrames obtinguts amb el
software Chromas i s’alinearen online les seqiiéncies obtingudes mitjangant
I'eina CLUSTAL W, comprovant la fiabilitat de cadascuna. Es comprova que
totes les seqiiéncies no tenien aparentment cap error i es passa a analitzar les

identitats.

> En les mostres policlonals, s’aplica la tecnica de clonatge préviament a la
seqiienciacio per tal d’aillar les seqiiencies individuals CDR3 en la barreja que
constitueix 'amplimer per cada familia TRBV. Es detalla el protocol de clonatge

a continuacio.
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2.10. Clonatge.
2.10.1. Vector PBE.

Per a aquest clonatge s'utilitza el vector PBE, variant del pBSKII amb omissié
del polilinker per tal de reduir al maxim la mida i facilitar els processos de

lligaci6 i transformacié posteriors.

Rica | (2T80) Figura 13. Esquema

Al 441 (2812) | 1 orl del vector pBE,

plasmid utilitsat per

Scal (2425) — Pl (501) al clonatge dels
Pyu | (2315) —__ . _~ LacZ'(fragment) fragments TRBV co-
bla — | Bss HIl (620) lificat !
- Eco RV(656) amplificats en la
SBV/ pBE . LacZ'(fragment) PCR multiplex.
2858 pb ~ BssHil (1)
—_— Cedit amablement
P Lae

pel Dr. J. Pifiol.

Real (1772) /ff

Abw 44| (1366)

pUc orl

8ug del vector PBE van ser digerits utilitzant la diana de clonatge ECORV. Per
tal d’aconseguir gran concentracié del vector digerit, s’afegi PBE a 1ug/ul amb
el buffer B corresponent a ECORV a concentraci6 final 1X i 20U de 'enzim,
afegint aigua PCR (miliQ autoclavada 2X) fins a un volum final de 20ul. La
barreja es mescla amb cura mitjancant la pipeta i es deixa 2h 30" a 37°C per

assegurar la reaccio.
Posteriorment es va aillar 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.
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2.10.2. Preparaci6 de I'insert.

L’amplificat obtingut en la PCR multiplex VB va ser necessariament
reamplificat per tal d’obtenir aillats els productes obtinguts per amplificacié
amb un determinat primer VP i generar-hi extrems roms que permetrien la
lligacié. S'incubaren 0.5ul de I'amplimer obtingut per un MIXB concret després
de diluir 1/5, amb una barreja de reactius conformada per 4ul del tampo
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 familia VB que es
busca i I'antisense comt 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’amplificacié fou: pre-desnaturalitzaci6 30s a 98°C,
35 cicles de 7s a 98°C, 20s a X°C i 10s a 72°C; i extensio final de 7min a 72°C. 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 I'amplimer amb el kit Perfectprep Gel

Cleanup (EPPENDORF) seguint les instruccions del fabricant.

2.10.3. Generaci6 de les cel.lules competents.

Per al procés de preparaci6 de la soca usada per al clonatge, s'utilitza una
aliquota de la soca E.Coli DHS5a i es sembra en una placa d'LB O/N. L’'endema
es va seleccionar una colonia d’entre 2-3mm de diametre que es va sembrar en
medi SOB en un flascé de 250ml i s"incuba a 37°C unes 6-8 hores. Seguidament
es dividi I'inocul en 3 erlenmeyers amb 125ml de SOB amb 10ml, 5ml i 2ml de
I'inocul respectivament que s’incubaren a 18-22°C o/n amb moderada agitaci6 a

250rpm.
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Al dia segtient, es valora la OD600 dels cultius cada 45min fins que s’aconsegui
el valor 0,55 en algun dels 3. Aquest cultiu es reposa 10min en gel i s’elimina el
medi per centrifugacié a 2500g (3300rpm amb el rotor Sorvall GSA) durant
15min a 4°C i decantacid. Seguidament es feu un rentat amb 40ml del buffer de
transformacié INOUE i finalment es resuspengué cuidadosament amb 10ml
d’'INOUE fred, s’ategi 0,75ml de DMSO (Dimethyl Sulphoxide; SIGMA) barrejant

amb cura i es reposa en gel durant 10min.

Finalment es feu la congelacié per submersié en nitrogen liquid d’aliquotes de

100ml que es conservaren a -80°C fins al moment del seu us.

> Medi SOB:
Per a 1L de medi SOB s’afegi Tiptona al 2%, 0,5% d’extracte de llevat, 10ml de
KCl 250mM a pH7, s’enrasa amb aigua destil.lada i s’esterilitza per autoclau.

Abans d’utilitzar calgué afegir-hi 5ml de MgCl, 2M préviament autoclavat.

» Buffer de transformacié INOUE:
Per a 500ml de la soluci6, es dissolgué en aigua Milli-Q 1,1g de CaCl2.2H2O,
9,3g de KCL, 10ml de solucié PIPES, s’ajusta el pH a 6,7 i s’afegi finalment
5,44¢ de MnCl2.4H>O. La soluci6 s’esterilitza per filtracié a 0,45um, es dividi en

aliquotes i es guarda a -20°C.

» Solucié PIPES (0,5M, pH 6,7):
Per a 50ml de volum final s’afegi 7,55g de PIPES, s’ajusta el pH a 6,7 amb 5M
KOH i s’enrasa amb aigua destil.lada; seguidament es va filtrar amb esterilitat a

0,45um i es conserva la soluci6 a -20°C.
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2.10.4. Lligaci6 i Transformacio.

El producte VB amb extrems roms va ser clonat al vector PBE mitjancant 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 16°C.

El producte lligat de vector + insert, es va transformar en cél.lules competents E.
Coli DH5a aplicant 50ul de bacteris amb 5ul de la lligaci6 PBE+insert. La
barreja es deixa reposar 30min en gel i se li aplica un xoc térmic de 45s a 42°C i
2 min en gel. Seguidament es permeté la recuperacié6 de les cel.lules en medi LB
durant una hora a 37°C en agitacié suau i es plaquejaren sobre agar amb
ampicil.lina (com a agent selectiu de colonies transformades), IPTG(com a
inductor del color) i X-gal (com a indicador colorimeétric de la presencia d’insert

al vector).

» Preparaci6 del medi LB i les plaques AMP + IPTG + Xgal:
Per a la preparaci6 del medi liquid LB s’afegi Triptona al 1%, extracte de llevat
al 0.5% i NaCl2 al 1%; es dissolgué els components per agitacié en aigua
destil.lada MiliQ i s’ajusta el pH a 7,2. El medi s’esterilitza per autoclau.

Per a les plaques s’afegi 1,5% d’AGAR a la mescla abans d’esterilitzar.

Després de 1'esterilitzacio, calgué agregar a I'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,
préviament diluit en Dimetilformamida, i Ampicillina a 100ug/ml
Posteriorment es va plaquejar la barreja amb cura i conservar les plaques en

foscor a 4°C fins al moment del seu us.
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2.10.5. Selecci6 de colonies i extraccié plasmidica.

Les colonies positives se seleccionaren mitjancant el color (blanques) que
adquirien a la placa, i es varen créixer o/n en medi LB amb Ampicil.lina. El
plasmid va ser purificat mitjancant el kit Wizard Plus SV Minipreps kit
(PROMEGA), es va quantificar els eluits amb I’espectrofotometre EPPENDORF
“BioPhotometer” acceptant una concentracié de almenys 100ng/ul i una puresa
(A260/280) d” 1.6 i es feu una digesti6 amb la diana plasmidica Scal per tal

d’identificar les mostres amb pes molecular adequat (entre 3100 i 3400pb).

2.10.6. Sequienciacio6 i analisi del B-CDR3.

Les construccions plasmidiques positives es van seqiienciar amb el primer pT7
del vector amb el kit BigDye i l'analitzador ABI 3130XL (Applied Biosystems) al

Servei de seqiienciacio d’acids nucleics de la UAB.

Les dades de seqiienciacié obtingudes es validaren amb el software Chromas i
s’analitzaren les seqiiencies per alineacié online mitjangant 1'eina CLUSTAL W.
Es comprova que totes les seqiiéncies no tenien aparentment cap error,
s’obtingué la identificaci6 de la zona CDR3 amb les eines online D'IMGT
(IMGT/LIGM-DB (Université Montpellier 2, Montpellier, France)) per validacié
amb les bases de dades associades i es passa a analitzar les identitats entre

seqiiencies trobades.
Per als clons “PB100.X”, les seves caracteristiques permeteren seqiienciar

directament el producte de la PCR multiplex VB sense ser necessari el clonatge

previ.
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2.11. Analisi estadistic de les dades de seqiienciaci6: Definicio de patrons

d’aminoacids al f-CDR3 dels clons T intra-pancreatics.

Les preferéncies en aminoacids al CDR3 es van analitzar per I'alineament de les
seqliencies CDR3 de la mateixa mida en 4 grups (11laa, 12aa, 13aa i 14aa) i la
posterior comparacié de freqiiencies amb 1'esperat segons marca el proteoma

huma.

Es va aplicar un test estadistic Binomial per cada aminoacid trobat en una
posici6 concreta de la sequiencia. La distribucié6 acumulativa Binomial amb
parametres n (nombre de seqiiencies en l'alineament) i p (probabilitat de
I"aminoacid X al proteoma), va ser avaluada per obtenir la probabilitat que X es
trobi en la posicié L en m - 1 o menys de les seqtiencies de nn, P (X < m - 1), sent
m el nombre real de seqiiéncies que mostren 1'aminoacid X en la posicié L de

l’alineament i assumint que les posicions en la seqiiencia son independents.

Aixi, 'aminoacid X era considerat significativament sobrerepresentat a la
posici6 L si 1 — P(X < m - 1) < 0.05; que és, I'esperanca de trobar aquest
aminoacid m vegades o més a la mateixa posici6 en n seqiiencies, donat que la

seva probabilitat al proteoma sigui <5%.

L’analisi final es va aplicar amb aquest test prenent dues aproximacions
diferents: i) Considerant totes les seqiieéncies identificades com a equiprobables,
“Analisi qualitatiu” o, ii) Ponderant cada seqiiéncia segons el nombre de

vegades havia estat trobada experimentalment, “ Analisi quantitatiu”.

% L’analisi bioinformatic va ser realitzat per Pau M. Muiioz, del grup de Biologia
Computacional i Proteomica a 1 Institut de Biotecnologia i Biomedicina de la

Universitat Autonoma de Barcelona .
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2.12. Citometria de flux: Deteccio de V111 V13.1

Es van utilitzar 200.000 cel.lules de cada mostra. Després de dos rentats amb
tamp6 PBS (PBS 1X, 0°'5% FCS), centrifugant 6min a 300g (4°C), es va fer el
marcatge doble incubant amb els dos anticossos a-TCRVB11FITC i a-
TCRVB13.17E  (IMMUNOTECH, COULTER) seguint les instruccions del
fabricant. Després d’incubar 30min a les fosques, les cél.lules es van rentar dos
cops, per retirar 1'excés d’anticos, i resuspendre en 0°5ml de PBS. La detecci6 i
analisis es realitza mitjangant el citometre FACSscan Cell Analyzer i el software

Cell Quest de BD BIOSCIENCES.

213. PCR Real-Time de CD3y, GAPDH i FOXP3: PCR a “temps real”,
quantificacio absoluta dels gens de CD3, GAPDH i FOXP3.

Per a la tecnica de PCR a “temps real” de la subunitat gamma de CD3,
s'utilitzaren els primers FW: 5CCCAATGACCAGCTCTACCA3" i RV:
5GGAACTGAATAGGAGGAGAACAC3 per a CD3y, FW: 5 CTTCTTTTGCGTCGCCAG3’
i RV: 5AGCCCCAGCCTTCTCCA3" per GAPDH i FW: 5TCAAGCACTGCCAGGCG3' i
RV: 5CAGGAGCCCTTGTCGGAT3" per FOXP3 [174] i els reactius del Kkit
“Lightcycler - Fast Start DNA Master SYBR Green I” (ROCHE). L’amplificaci6 es
realitza en capil lars “LightCycler capillaries” (ROCHE) en I’aparell termociclador
“Lightcycler 2.0 (ROCHE)” i les dades s’obtingueren i analitzaren mitjangant el
programari “Lightcycler Software 4.0 (ROCHE)”.
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El protocol aplicat fou el segtient:

Es prepara una “MIX” dels reactius amb: Cada primer a 0,5uM, 1X del Mix per
Real-time subministrat amb el kit de ROCHE, que conté el tamp6 de reacci6 i
'agent intercalant “Syber-Green”, que emet durant 1’amplificacié la lluminositat
que permet la detecci6 i quantificacio, i MgClz a 2.5mM per a CD3y i 3mM per a
GAPDH i FOXP3. Es va repartir un volum de 9'5ul de barreja per mostra
(capil lar) i s’afegi el cDNA corresponent (20ng); es va tapar els capil lars amb
I'aplicador i se centrifuga en fred a poca velocitat abans de posar-los al
termociclador “Lightcycler 2.0 (ROCHE)”; S’ajusta el canal de lectura a 530nm,
corresponent a l'espectre d’emissi6 del SYBR-Green i es carrega a 'aparell els
capil.lars de cada mostra i els corresponents 2 controls. El control positiu era un
cDNA de PBMCs, diluit 1/10 (5ng/ul), que es mantingué entre diferents

experiments i el negatiu era la barreja sense mostra cDNA.

El programa d’amplificaci6 fou:

Un primer pas de desnaturalitzacié de la mostra a 95°C 10min seguit de 40
cicles, en format de quantificacio, a 61°C per CD3y / 63°C per GAPDH /66°c per
FOXP3 de temperatura d’annealing i amb una extensié de 10seg per CD3y i
FOXP3/ 15 seg. per GAPDH. Aqui es feu el pas de detecci6 de la corba de

melting i, finalment, es va fer un dltim pas de refredament de I'aparell a 4°C.

Les dades obtingudes, s’analitzaren segons la opcié6 d’Absolute Quantification
que permet tracar una recta de quantificaci6 basada en els valors dels standards
de concentracié coneguda. L’analisi complementari Melting Curve Analysis -
Genotyping va permetre avaluar la presencia de possibles inespecificitats en
I'amplificaci6 i I’electroforesi del producte en gel d’agarosa al 2% confirma en

cada cas la mida de I'amplimer obtingut.
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OBJECTIU 1.

OPTIMITZAR LA METODOLOGIA EXPERIMENTAL
PER L’ESTUDI DEL TCR, MITJANCANT EL DISENY
D’'UNA RT-PCR MULTIPLEX PER A L'ANALISI DEL
REPERTORI TRAV I TRBV.
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OBJECTIU L.

OPTIMITZAR LA METODOLOGIA EXPERIMENTAL PER L’ESTUDI DEL
TCR, MITJANCANT EL DISSENY D'UNA RT-PCR MULTIPLEX PER A
L'ANALISI 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 families geniques Va (TRAV) i
VB (TRBV). En aquest abordatge, la possibilitat de coamplificar varies families
geniques en una mateixa reaccié i en un mateix tub significa un avantatge
experimental que redueix els costos i la mostra necessaria. Per a la realitzaci6
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 I'objectiu
de reduir el nombre de tubs usats en cada amplificacié i disminuir la quantitat

de mostra per assaig.

2) L'analisi per genotipatge de les families geniques amplificades en cada tub de

PCR multiplex.

3) La identificacié d’expansions clonals mitjancant el biomarcador CDR3 (regi6

determinant de complementarietat 3).
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1.1. PCR multiplex per a I'amplificacié de les families geniques TRAV i
TRBV

1.1.1. Analisi de les families geniques TRAV

La identificaci6 dels fragments genics TRAV es realitza, en la majoria dels
treballs publicats, a partir de la tecnica convencional de RT-PCR usant una
bateria de cebadors per a les 29 families geniques més freqtients [10].
L’amplificacié de les 29 families es fa individualment (una per tub de reaccid) i
al mateix temps, usant un programa d’amplificacié consens degut a que els
cebadors utilitzats tenen caracteristiques d’amplificaci6 semblants. Finalment
un gel d’agarosa permet visualitzar quines families Va han estat amplificades i

per tant s'expressen dins el repertori de cél.lules T de la mostra problema.

La tecnica que es va utilitzar per l'estudi fou la RT-PCR multiplex basada en el
metode convencional pero aplicant grups de cebadors que van permetre
coamplificar dues o tres families per tub, reduint el nombre de tubs per assaig i
la mida del gel i en conseqiiéncia minimitzant el temps experimental i també la
quantitat de DNA motlle (cDNA) necessaris. Aquesta aproximacié ja estava
descrita per a les families V [171], pero no per a les Va en el moment de iniciar

I'estudi.

Per posar a punt la técnica, es va partir d'una bateria de cebadors 5 (sense) per a
cadascuna de les families principals de gens TRAV (Val a Vo29) i un sol
cebador 3" (antisense) de la regi6é constant (TRAC). Va29 s’utilitzava com a

control ja que correspon a un pseudogen.
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Inicialment, es va fer un assaig de PCR de gradient de temperatura (Figura 14),

que va permetre determinar la temperatura limit i optima per als cicles

d’amplificaci6 de cada cebador i dissenyar grups de cebadors de baixa

competencia en l'amplificaci6.

Va 1 (58-72°C) Va1l 65-72°0) Va 21 (65-72°C)

68°C +72°C
- -

Va 2 (58-72°C) Va 12 (65-72°C) Va 22 (65-72°C)

e -
Va.3 (58-72°C) Va. 13 (65-72°C) Va. 23 (65-72°C) )
- T - C -
Va4 (58-72°C) Va. 14 (58-72°C) Vo, 24 (65-72°C)

- e - 71°C
\
Va 5 (58-72°C Va 15 (58-72°C) Va, 25 (58-72°C)
- " E Iy =

- 72C -

Va 6 (58-72°C)
e
- 72C .“.- L

Vg, 17 (58-72°C)

Va 16 (58-72°C) Va 26 (65-72°C)
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Va7 (58-72°C)
-

Va 8 (65-72°C) Va 18 (65-72°C) Va 28 (65-72°C)
*3 v 2

-
-
Va9 (65-72°C) Ve 19 (65-72°C) Va 29 (65-72°C)
ww e E——
» " - € il
+72°C e
Ve 10 (65-72°C) V. 20 (65-72°C)
-
. B o 4 |
eeseee. ™

.. - 72°C

Figura 14. PCRs de gradient de
temperatura per a cadascun dels cebadors
Va. Sobre cada gel s’indica el cebador
analitzat i el rang de temperatura aplicat en
cada cas. Sobre la banda limit de cadascun,
s’indica la maxima temperatura
d’amplificaci6 en les condicions comuns
aplicades. Tots superaven els 66°C menys
Va29 que no amplifica ja que correspon,
segons s’indica a la l'article de referencia
(Genevée et. al. Eur | Immunol.(1992)) a una
familia Vo molt poc freqiient. La
temperatura maxima de cada primer va ser

un dels parametres per a dissenyar MIXs de

coamplificacié.

A part de la temperatura limit d’amplificacié, un factor decisiu per al disseny

dels grups fou la mida d’amplimer, 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 coma de 60°C

seguint les condicions descrites a l’article publicat per Genevée et al. [10] i el

producte d’amplificacié es va visualitzar amb un gel d’agarosa (Figura 15).
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Figura 15. Amplificacié individual del repertori TRAV. Els amplimers van resultar ser de
mides lleugerament diferents, fet que va permetre l'agrupacié en un mateix tub de
cebadors d’amplimer de mida diferent, tenint en compte els grups de temperatures

establerts.

Segons els parametres establerts de bandes en gel no solapades (Figura 15) i
temperatura maxima d’amplificaci6 (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
reacci6 de PCR. Les concentracions dels cebadors es van ajustar (Taula 2 de
Materials i metodes), en els casos en que l'amplificaci6 d’un dels cebadors
dominava respecte l'altre present a la barreja degut a 1'as d’una temperatura
d’annealing consens. Finalment, tal i com es pot veure a la Figura 16C, es va
obtenir una plantilla de referéncia a partir del control positiu E-PBMCs
(Peripheral Blood Mononuclear Cells estimulats amb PHA-IL2) en la qual totes les
families TRAV hi eren representades. Posteriorment, la PCR multiplex per les
TRAV es va acabar d’ajustar en el treball de master de Erika Scholz, aportant les
modificacions especificades a I'Annex de materials i meétodes. La TRAV-
multiplex formada per 12 MIXs de cebadors (MIXA d'T a XII) es va aplicar en
aquest estudi per a la descripci6 del repertori de les families geniques TRAV en

les mostres del donant diabetic.
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A.[Grups per gradients : Figura 16. Grups d’amplificaci6é dissenyats per
66°C: 1.8.12.14.18

20°C: 2.16.23.24 a la PCR multiplex TRAV. A) Grups de
72°C:34.6,15,17.19.20.21.22,25.26 cebadors de temperatures maximes semblants.
72°C+:5,7,109,11,28,13,27,28
B) Grups de cebadors proposats segons la
*| Grups per bandes: mida de les bandes. C) Plantilla per a la
I (8. 12,1 [ VIE(3.4) deteccio de les families TRAV. Producte de
I (8. 2414 VI (5.7.10) , . )
:l\! «( % : .(,:i:. IX (28.9 1) I"amplificacié en la mostra E-PBMCs amb grups
V21226 [N (1327 de cebadors optimitzats. Totes les families
VI (18.25.16) | 14129s0ls
testades coamplificaven correctament i donaven
C. T m VI X N v bandes distingibles sobre aquest tipus de gel.
= w qop | | La diferencia d’intensitat de les bandes era
. - 500pb
14 deguda a cada cebador. Es va obtenir la
i'!o @ ﬁ.‘g o ||

lantilla de referencia sobre la que identificar

LT oo | B 9

050323 les mostres de manera qualitativa.

1.1.2. Analisi de les families geniques TRBV

Per a la identificacié de les families TRBV en grups de coamplificacié es va
adaptar la tecnica de multiplex descrita per Chitnis et al. [171]. Usant el mateix
joc de cebadors per a 24 families TRBV, es van optimitzar les MIXs (veure
I'apartat de Materials i metodes) obtenint la plantilla de referencia a partir de la

mostra control E-PBMCs (Figura 17) .

Ma A B C DE F GHTIT J KL Ma

Figura 17. PCR multiplex per a la deteccié de les families TRBV.
Producte de I'amplificacié en la mostra E-PBMCs i visualitzat en
gel d’agarosa d’alta resolucié. Totes les TRBV coamplificaven
correctament, donant bandes distingibles corresponents a cada
familia, indicada al costat de la banda amb el nombre

corresponent.
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1.2. Genotipatge (spectrayping): Obtencio i valoracié del perfil clonal de les

mostres.

Com s'ha descrit a la introduccié, cada cél.lula T expressa una regié6 CDR3 de
seqiiencia tnica per cadascuna de les cadenes a i B que constitueixen el TCR.
La tecnica del genotipatge permet descriure la distribuci6 de mides de
reordenament de totes les cel.lules T que expressen una determinada familia
TRAV o TRBV. Les diferents longituds de seqiiencia dels amplimers continguts
a la banda de PCR d'una familia amplificada identifica de forma indirecta el
namero de reordenaments presents en aquesta familia. Una distribucié on cap
reordenament predomina sobre els altres és una distribucié policlonal tal i com
es representa a la Figura 18A, on es mostra el genotipatge de I'amplimer

obtingut per a la familia VB13.1 d’'una mostra de PBMCs.

Es pot veure que la banda de PCR
corresponent a l'amplimer Vp13.1 esta
formada per 12 mides de reordenament,
distribuides segons l'abundancia en forma
de campana de Gauss. L'increment d’una
d’aquestes longituds expressades en una

familia VB, tal i com mostra la Figura 18B,

manifesta la dominancia d'una determinada Figura 18. Genotipatge indicatiu del

e Lo .. reordenament, per la familia V§13.1,
seqiiencia i és un indicatiu de I'expansio ) )
d’una mostra policlonal i d"un clon.

A) Complexitat de la familia VB13.1
de regié CDR3 a la mostra. amplificada d’'una mostra de PBMCs,

clonal de cel.lules T que tenen aquesta mida

on cada pic representa reordenaments
d’una determinada mida . Entre pics
hi ha una diferencia de 3pb.

B) Amplificacié d"un clon de cél.lula T
(linia PB100.29) que expressa Vp13.1

amb un tGnic reordenament.
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1.3. Identificaci6 de les expansions clonals en les diferents mostres, usant

com a biomarcador el CDR3.

Les arees del perfil de genotipatge per a cada familia TRBV, es van normalitzar
respecte a les del marcador intern, carregat conjuntament amb cada mostra, per
tal de compensar la diferencia inter-experimental i permetre la comparacié de
valors. A partir de les arees normalitzades, es va calcular 1'index de
fluorescéncia relativa (RI) de cada pic, valor que indica la contribuci6 de cada
mida de reordenament CDR3 a l'area total de la familia genica corresponent. Si
aquest index supera el 50% suggereix la presencia d’una expansié clonal. Per
assignar una numeracié a cadascun dels pics de genotipatge (mides CDR3), es
va analitzar la distribucié gaussiana de cada familia TRBV en dues mostres de
PBMCs de donants control, designant com “p0 “el pic central d’area maxima en
la mitja de les dues mostres, i assignant a la resta de pics del -5 al +5 segons la

seva posicio en la distribucié 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 families TRBV i genotipatge de
cadascuna de les MIXs (Fig. 19A); 2) Normalitzaci6 de les arees de cada pic (Fig.
19B); 3) Calcul del valor RI de cada pic de genotipatge per cada familia i
obtenci6 de la matriu RI (Fig. 19C) i 4) Representaci6 dels RI de cada TRBV, per
tal de poder comparar la clonalitat de cada familia entre diferents mostres. Com
exemple la fig. 19D, mostra el grafic de RI de la familia de V1, la qual presenta
una distribucié en campana de Gauss on cap pic supera el 50% de contribucié a

I'area total.
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Figura 19. Esquema resum del protocol dissenyat per I’analisi de les mostres incloses a I'estudi del pancrees
diabetic. 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 1'index d’area relativa RI per a tots els pics obtinguts i es
genera una matriu de RI per a cada mostra. D) Exemple d"una distribucié policlonal on cap pic supera un RI de
50%.Aquest sistema d’analisi s’utilitza per a valorar la preséncia d’expansions clonals a cadascuna de les

mostres estudiades.



OBJECTIU II.

ANALITZAR EL REPERTORI DE FAMILIES GENIQUES
TRBV I LA  PRESENCIA  D’EXPANSIONS
MONOCLONALS EN EL DIGERIT TOTAL I EN ELS
ILLOTS PURIFICATS DEL PANCREES D’'UN DONANT
DIABETIC TIPUS 1.
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OBJECTIU II.

ANALITZAR EL REPERTORI DE FAMILIES GENIQUES TRBV I LA
PRESENCIA D’EXPANSIONS MONOCLONALS EN EL DIGERIT TOTAL I
EN ELS ILLOTS PURIFICATS DEL PANCREES D’UN DONANT DIABETIC
TIPUS 1.

El nostre grup va tenir la oportunitat d’accedir a les mostres del pancrees, melsa
i sang periferica d'un donant diabetic tipus 1 que va morir 5 dies després del
debut. Tal i com es detalla a I'apartat de Material i metodes, es va disposar de
les mostres criopreservades del digerit total i dels illots purificats del pancrees,
alhora que blocs congelats de la melsa i PBMCs criopreservats Aquesta mostra

correspon al “Case 1”7 descrit inicialment al treball de Somoza et al. [61]

La nomenclatura usada per a identificar les mostres del pancrees i les mostres

control es detalla a continuacio:

e DM-TD, mostra de digerit total del pancrees del donant diabetic.

e DM-ISL, mostra dels illots purificats del pancrees del donant diabetic.

e C-TD, mostra de digerit total del pancrees d’un donant control.

e C-ISL, mostra dels illots purificats del pancrees d"un donant control.

e DM-S1, DM-52 i DM-S3, mostres de tres fragments de melsa del donant
diabetic.

e (-5, melsa d'un donant control.

e DM-PB, PBMCs del donant diabetic.

e (C-PB11i C-PB2, PBMCs controls d'individus sans.
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2.1. Analisi de la presencia de cél.lules T a l'infiltrat del pancrees diabétic i

als pancrees control.

En primer lloc es va determinar la presencia de cellules T a l'infiltrat de les
mostres de pancrees del donant diabetic i dels controls corresponents, per PCR
quantitativa (qQPCR), mesurant els nivells de CD3y normalitzats amb GAPDH

com a gen control endogen.

Els resultats obtinguts van indicar un nivell equiparable de cel.lules T infiltrants
a la mostra d'illots purificats (DM-ISL) i a la de digerit total (DM-TD) del
pancrees del pacient diabetic. En canvi, la presencia de cel.lules T infiltrants a la
mostra de digerit total (C-TD) i als illots purificats (C-ISL) de pancrees
procedents de donants sans resulta ser menor, sobretot a la mostra del digerit

total, en comparaci6 amb les mostres corresponents del pancrees diabetic

(Figura 20).

10000

Com a control positiu
es van incloure una
mostra de melsa d'un

donant control (C-S) i 10.0

pODA vs GAPDH (log)

les tres mostres de
melsa (DM-S1, DM-52 i
DM-S3) i els PBMCs
(DM-PB) del donant

-5

DM-TD [

oni-1sL [
cIn i

cast [
I

Dhi-51 |
Dhi-52 |
Dhi-53 |
DnI-I'B

diabetic (Figura 20). Figura 20. Determinaci6é de l'expressi6 de CD3g per qPCR en
les mostres incloses a 'estudi del pancrees diabétic: el pancrees
total (DM-TD), la mostra d’illots aillats (DM-ISL), les 3 mostres de
teixit de melsa (DM-S1-3), la mostra de sang periférica (DM-PB) i
els controls de pancrees total (C-TD), illots ( C-ISL) i melsa (C-S).
S’observa un nivell equiparable de CD3 a la mostra de pancreas

total (DM-TD) i illots purificats del diabetic T1.
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2.2. Caracteritzaci6 de la diversitat del repertori de les families géniques

TRBYV a les mostres del donant diabétic.

La diversitat de repertori TRBV de totes les mostres incloses en I'estudi es va
analitzar per PCR multiplex tal com mostra la figura Figura 21. L’elevada
diversitat de cel.lules T al pancrees del pacient diabetic s'observa en el fet que la
majoria de les families TRBV analitzades eren presents tant al digerit total (DM-
TD) com als illots purificats (DM-ISL), fet que contrasta amb el reduit nombre
de families amplificades al digerit total de pancrees (C-TD) i als illots purificats

(C-ISL) de donants no diabetics.

En les mostres de melsa, totes les families 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'excepci6é de la familia VP20, amplificada individualment a la MIX K.
Aquest resultat es valora com a una caracteristica intrinseca del donant ja que
aquesta familia s'amplificava a totes les mostres de sang periferica i melsa de

donants control.
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Figura 21. Repertori TRBV per PCR multiplex de les mostres incloses a
I'estudi del donant diabétic. A) Mostres de pancrees total (DM-TD) i
illots (DM-ISL) del pacient diabetic T1 i els corresponents controls de
pancrees total (C-TD) i illots ( C-ISL) d’individus no diabeétics. B) Tres
mostres independents (DM-51-3) de melsa del diabétic T1 i mostra de la
melsa control d'un individu jove sense patologia diagnosticada (C-S). C)
PBMCS de l'individu diabetic (DM-PB) i d'un dels tres individus sans que
s’utilitza com a controls per a aquest estudi (C-PBl).Sobserva que
gairebé tots els fragments genics TCRBV analitsats apareixien a les
mostres de pancrees del diabétic T1 mentre, que als pancrees control
(tant total com illots), s‘'observa menys diversitat en el conjunt de
families TRBV amplificades i molt menor intensitat en les bandes, el
que era indicatiu del nivell d’infiltracié6 a les mostres control. Les
mostres de melsa i també els PBMC, tant del diabeétic com del control,

presentaven tal com s’esperava gran diversitat a nivell de TCRBV.



2.3. Analisi de la distribucié6 de CDR3 en les families géniques TRBV de les

cel.lules T intra-pancreatiques.

Per a determinar el grau de policlonalitat en les mostres de pancrees del pacient
diabetic, es va fer I'estudi per genotipatge de la distribucié de les mides de
reordenament per a cadascuna de les families TRBV amplificades, és a dir, la

mida de les seqtiéncies de CDR3 a cada amplimer.

L'analisi de genotipatge de les families amplificades a les mostes del pacient
diabetic, DM-TD i DM-ISL, va mostrar que no només el nivell d’infiltracié T era
major que als controls siné que la distribuci6 de reordenaments en algunes
families TRBV no era policlonal, presentant alguns pics dominants i suggerint
aixi la preséncia de possibles expansions clonals d'algunes cel.lules T presents a

l'infiltrat (Figura 22A).

En canvi, tal i com es mostra a la Figura 22B, poques foren les families TRBV
presents a l'infiltrat de les mostres de pancrees control, tal com suggeria la
imatge del gel de la PCR multiplex (Figura 21). A més, els pics de genotipatge a

les families amplificades eren escassos i d’area baixa.
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Digerit total del pancrees diabétic T1 (DM-TD)
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Figura 22. Representacié grafica de les dades de genotipatge normalitzades amb el
marcador intern de les mostres de pancrees total i illots purificats. A) Pacrees del pacient
diabetic T1. B) Pancrees control de donants d’organs. S’observa baixa preséncia de
reordenaments a les mostres control i en canvi gran policlonalitat a les mostres del pancrees

diabeétic, amb possibles expansions clonals en algunes families Vf3.
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2.4. Determinacié de les expansions monoclonals presents a les families

TRBV amplificades.

Per tal d'establir la presencia de possibles expansions clonals, per cadascuna de
les mostres es va calcular el valor RI dels tots pics de genotipatge (Figura

suplementaria 1).

Tal com es representa a la Figura 23, els resultats van revelar l'existéncia de
families TRBV que contenien un pic amb un RI superior al 50% de l'area total.
Seguint aquest criteri, quatre expansions monoclonals van ser detectades a la
mostra de l'infiltrat del pancrees total, DM-TD, corresponents a les families V31
(pic-2), VB7 (p+1), VB17 (p0) i VP22 (p+2). L'analisi de I'amplimer 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, VB11 (p-1) i VP18 (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 preséncia pero

diluides en el teixit total que conté la part exocrina i endocrina del pancrees.
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Figura 23. Detecci6é d’expansions clonals als illots purificats i al pancrees total del pacient
diabetic tipusl. Representaci6é grafica dels valors d’index relatiu (RI) per a cadascun dels
pics de reordenament a I'amplificat per a les families géniques VB1, V7, V11, V17, VP18 i

V22, les quals presenten algun pic amb valor RI > 50%. S"identifica 6 expansions clonals T

a la mostra d’illots, 4 de les quals també foren detectables al digerit total del pancrees.
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OBJECTIU III.

IDENTIFICAR A LA PERIFERIA LES EXPANSIONS
CLONALS DE L'INFILTRAT INTRA-ILLOT.
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OBJECTIU III
IDENTIFICAR A LA PERIFERIA LES EXPANSIONS CLONALS DE
L'INFILTRAT INTRA-ILLOT.

En el model experimental de NOD, Hoglund et al. [162] va demostrar que
l'activaci6 de les cellules T especifiques s'inicia als limfonodes pancreatics
proximals que drenen al pancrees. Les cél.lules T efectores resultants viatgen
via limfatica cap al torrent sanguini des d'on accedeixen al pancrees. Un cop en

sang periferica els limfocits T circulants tenen accés a la melsa.

En un estudi recent, s'ha suggerit que la melsa participa en el manteniment de
cellules T de memoria [166] pero més enlla d’aixo és un organ poc estudiat a
nivell d’autoimmunitat. En el model experimental NOD, la melsa s’ha utilitzat
com a font de cel.lules T per a la detecci6 i obtenci6é de clons autorreactius [164].
En canvi, en la T1D humana no hi ha cap estudi en el que s'hagi analitzat si
existeix alguna relacié funcional entre la melsa i el pancrees, a part de ser un

magatzem dels limfocits circulants.

La segtiient qtiesti6 que ens varem plantejar fou determinar si la melsa tenia un

paper en la T1D.

Com era el repertori de la melsa autologa de semblant amb el de I'organ 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 families amplificades

amb el de les obtingudes a 1'0rgan diana.

Es van processar tres blocs independents de teixit de la melsa (DM-S1, DM-S2,
and DM-53) del pacient diabetic. 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 I'individu problema (DM-S1, -S2 i -S3). A les mostres de melsa del pacient
diabetic, Figura 24A, el resultat va ser consistent en els tres casos (DM-51, DM-
52 i DM-S3) ja que s’observa la presencia de 2 (mostres DM-52 i -53) i de 3 pics
(mostra DM-S1) de reordenaments que sobresortien als perfils policlonals
corresponents a les families V1, VP16 i VB22. En el cas de l'individu control,
totes les families TRBV es van amplificar i mostraren un perfil policlonal,

Figura 24B.

Els valors RI calculats per aquestes mostres (Figura suplementaria 2) varen
confirmar la presencia de dues expansions clonals, VB16(p0) i Vp22(p+2), als
tres blocs de melsa. Aquest resultat suggereix que les expansions no estan
restringides a una area anatomica concreta de la melsa ja que estan presents a
tres blocs de teixit independents (Figura 25). En canvi l'expansié VB1(p-1)

només va aconseguir el criteri d'expansié monoclonal a la mostra DM-S1.

104



*RESULTATS
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Figura 24. Representaci6 grafica de les dades de genotipatge normalitzades amb el
marcador intern. A) “DM-S1, DM-52 i DM-S3” mostren el genotipatge per a cadascuna de les
3 mostres de la melsa del pacient diabetic. B) “C-5” 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 diabetic hi ha dues expansions clonals, en VB16 i VB22

respectivament, que so6n consistents a les 3 mostres analitzades.
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L'expansio VB22(p+2) coincidia amb la detectada a 'analisi de les expansions
clonals al pancrees diabetic. En canvi, la corresponent a V16(p0), tot i ser un
pic dominant dins de la familia, 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

pancrees es trobaven a la melsa del diabétic. El pas segiient fou confirmar la

seva identitat a partir de la seqtienciaci6é del CDR3.
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Figura 26. Detecci6 d’expansions al pancrees total (DM-TD) i Illots purificats
(DM-ISL) del pacient diabeétic tipus 1. Representacié grafica dels valors
d’'index relatiu (RI) per a cadascun dels pics de reordenament en I" amplificat
per a les families geniques VP16 i VB22. Per a VP16 el pic 0, que és expansid a
melsa, apareix com a pic dominant a les mostres de pancrees tot i que amb

RI<50%. Per a VB22 el pic +2, que es detecta com a expansid clonal a les tres

mostres de melsa, apareix també com a clara expansi6 al pancrees.
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3.2. Confirmacio de les identitats clonals entre expansions T al pancrees i ala

melsa.

L’analisi per genotipatge de les mostres va revelar que hi havia families
geniques amb possibles expansions clonals a I'organ diana i que algunes d’elles
estaven també presents a la melsa del donant diabetic. El segtient pas fou
demostrar que els pics contenien una seqiiencia dominant i identificar si era la
mateixa en els dos organs. La regié6 CDR3 és tinica per cada clon de cel.lula T i

permet identificar la seva preséncia en una determinada mostra.

Amb aquest objectiu es van clonar i seqtienciar els amplimers de les families
geniques VB1, VB7, VP11, VB16, VP17, VP18 i VP22 de les mostres DM-TD i
DM-ISL i les families VB1, V16 i VP22 de les tres mostres de melsa (Figures 23,
25 i 26). La Taula 2 mostra la seqiiéncia en aminoacids de les regions CDR3
corresponent al pic de genotipatge amb criteri d’expansié monoclonal per a
cadascuna de les families. Tal com s’observa a la Taula 5, la seqiienciaci6 de la
regi6 de CDR3 va confirmar la identitat clonal de les expansions VB16(0) i
VB22(+2) entre la melsa i el pancrees del donant diabetic. En la tltima columna
de la taula, s'indica el percentatge que representen aquests reordenaments
respecte a la resta de seqiiencies obtingudes del total de clons analitzats. En la
majoria de les families, la seqiiéncia de major freqiiencia, superior al 50%,
coincidia amb la mida del pic expandit, excepte per I'expansi6é VB18(-1) per a la
que no es va trobar cap seqiiencia dominant. A les Taules suplementaries 1, 2 i
3 per a DM-TD, DM-ISL i DM-S respectivament, estan representades totes les
seqiliencies obtingudes en el clonatge d'aquestes families en cadascuna de les

mostres.
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Taula 5. Seqiiencies CDR3 corresponents a les expansions clonals detectades al pancrees i la melsa de l'individu diabétic. Les dues primeres columnes
indiquen: *) la familia VB corresponent en la nomenclatura de Chitnis et. al. (Chitnis et. al. Manual of clinical laboratory immunology. 2002.) usada en aquest
treball, i **) I'actualitzada segons la base de dades IMGT. TRB]J correspon a la identificacié del fragment ] segons IMGT. L'dltima columna indica el % de
representaci6 de cada seqiiéncia en el total de seqiieéncies obtingudes, on ISL correspon a la mostra d’illots purificats (DM-ISL), TD correspon a la mostra de

pancrees total (DM-TD) i S correspon a la melsa (DM-51, DM-S2 i DM-S3). Amb aquests resultats es va demostrar la identitat entre expansions clonals

VB16 i VP22 comuns al pancrees i la melsa del pacient diabetic.



3.3) Comparacio del repertori de la melsa amb el de sang periferica (PBMCS)
del donant diabetic.

Tot i que melsa i pancrees sén organs que es troben fisicament molt aprop, no
tenen contacte excepte per la propia circulacié sanguinia. La disponibilitat de
PBMCs del donant diabetic va permetre comparar el repertori TRBV expressat
per les cel.lules T de sang periféerica i melsa, amb 1'objectiu d’establir identitats

clonals que demostressin el trafic de cél.lules T entre melsa i pancrees.

La Figura 27 mostra les dades de genotipatge obtingudes per a la mostra de
PBMCs del donant diabetic (DM-PB) i d'una mostra control de sang periferica
d’un individu sa (C-PB). Pel que fa a la mostra control s’observa, tal com
s'esperava, completa policlonalitat a totes les families géniques TRBV
analitzades. De la mateixa manera, la mostra del pacient diabetic presentava
policlonalitat a la majoria de les families géniques. De nou es va confirmar
I'absencia de I'expressioé de la familia genica VB20 en el repertori de cel lules T

del donant diabetic.

Per tal de caracteritzar la distribuci6 dels reordenaments en les families TRBV
es va generar la matriu de RI per a DM-PB i C-PB. Tal i com s’esperava amb la
normalitzacié dels espectres, cap familia contenia un pic de genotipatge que
s’acollis al criteri d’expansi6é monoclonal (Figura suplementaria 3). Tot i no
haver-hi cap pic dominant, es va cercar a nivell de seqiiencia la presencia en
circulacié dels clons corresponents a les expansions locals de la melsa i el
pancrees. Es van escollir tres families segons la seva existéncia com a expansio
només a un organ o a ambdoés: VB7(+1) a pancrees, VB16(0) a melsa i V22(+22)
en ambdos. Tal com es representa a la Figura 28, només els perfils RI dels
reordenaments de la familia genica VP22, mostraven un increment al pic
corresponent a la expansié clonal de pancrees i melsa (pict+2) acompanyat

també de I'augment en un segon pic (+1).
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Figura 27. Representacié grafica de les dades de genotipatge normalitzades amb el
marcador intern. A) DM-PB, genotipatge per a la mostra de PBMCs procedent del pacient
diabetic T1. B) C-PB, genotipatge per a PBMCs d'un individu control sa. S’observa gran
policlonalitat a la sang periférica control sense expansions aparents mentre que als
PBMCS del diabetic, gran part de les families TRBV mostraren distribucions alterades en

quant a mides de reordenament.

El clonatge i seqiienciacié de I’amplimer per a la familia V22 a la mostra DM-
PB va identificar en sang periférica el clon de cel.lules T amb la seqiiencia de
CDR3 de 14aa “CASSEAQQGYSGELF “, expansié al pancrees i la melsa.
Tanmateix, es va identificar el segon CDR3 de mida corresponent al pic
Vp22(+1), “CASRTRRTGMNEQFF”, seqiienciat a la mostra DM-TD (Figura
28B). En canvi, cap de les expansions del pancrees i de la melsa, no es van
trobar entre les seqiiencies obtingudes per VB7 i VP16, respectivament. A la
Taula 4 suplementaria es detallen les seqiiencies CDR3 obtingudes per a tres

families geniques seleccionades de la mostra DM-PB.
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A) Distribucié de mides CDR3 en sang periférica del diabetic vs control sa.
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B) Clons T del pancrees diabeétic en sang periférica.
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Figura 28. Comparaci6 dels valors RI de les families V37, V316 i VP22 entre les mostres DM-
PB i C-PB. A) Distribucié RI, en PBMC del pacient (DM-PB) i control (C-PB), de les families
geniques VP7 (amplificat als illots), VP16 (a la melsa) i V322 (a ambdos). Els valors RI del control
(C-PB) representen aqui el promitg de dos donants. Els pics (indicats amb fletxes) en V22
mostraven un augment en la mostra del pacient en comparacié amb el control. B) Seqiiencies de
CDR3 obtingudes després de la clonaci6 de l'amplimer per VP22 en PBMCS del diabetic.
VP22(+2) s’havia trobat expandida a la melsa del pacient i les mostres dels illots. Una segona
amplificaci6, inclosa al pic +1, corresponia a una seqiiéncia no dominant localitzada a I'extracte
d’illots purificats del diabeétic i que no es va trobar en la melsa. (Veure la Taula suplementaria 4

per totes les seqiiencies obtingudes de DM-PB).



OBJECTIU IV.

DETERMINAR L’EXISTENCIA D'UN BIAIX EN LA
DIVERSITAT DEL TCR DE LES CELLULES
INFILTRANTS DEL PANCREES, A PARTIR DE LA
IDENTIFICACIO D’ELEMENTS DE RESTRICCIO EN
LES REGIONS CDR3 DE LA CADENA BETA DEL TCR.
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OBJECTIU IV.

DETERMINAR L’EXISTENCIA D’UN BIAIX EN LA DIVERSITAT DEL TCR
DE LES CEL.LULES INFILTRANTS DEL PANCREES, A PARTIR DE LA
IDENTIFICACIO D’ELEMENTS DE RESTRICCIO EN LES REGIONS CDR3
DE LA CADENA BETA DEL TCR.

L'altima fase de l'estudi fou definir I'existéncia de restricci6 a les seqiiéncies del
CDR3 dels clons que formaven part de l'infiltrat intrapancreatic. L'estudi de
restriccié al TCR de les cel.lules infiltrants, partia de dues consideracions: i) que
I'expansi6 d'un determinat TCR és consequiencia del reconeixement especific
dels complexos peptid-MHC (pMHC) presentats in situ i, ii) que la combinacié
d’aminoacids a la regi6 CDR3 que reconeix amb més afinitat al péptid és un

dels factors afavoridors de I'expansié d"un determinat clon.

Per poder realitzar un estudi estadistic de I's preferent d’alguns aminoacids al
CDR3 de les cel.lules T infiltrants, a més de les seqiiéncies ja obtingudes per les
families geniques VB1, VB7, VP11, VP16, VP17, VP18 i VP22, es van clonar i
seqiienciar quatre families més que contenien pics de genotipatge amb RI>35%,
dels illots i del digerit total del pancrees diabetic. En total es va obtenir 401
sequiencies CDR3, corresponents a les 139 recombinacions diferents que es
llisten a la Taula 6 (les Taules suplementaries 1 i 2 mostren separades les

seqiiencies que venen dels illots i del digerit total del pancrees respectivament).
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10 cE GTTGS YEQYE 2701 1 23
10 cs APRDYR [ L=10] 2101 i 23
10 csv GP LNTEAFF 1-1.01 2 a5
10 cav YRG NTEAFF 1101 1 2.3
1 cs ARTGP ADTQYF 2am 1 2.3
1 cE ARWAER HTGIYE 2am 1 2,3
11 CEV ETGRG ETGYE 2801 2 4 8
11 cE FHAEGYS GYTF 1201 3 a8
1 (= GGRELGK EQFF 210 1 T3
1 cay LaT TYMEGQFF 2101 2 45
1 cEY LH SGANVLTF 2E01 2 4.5
11 C8V VVRG NTEAFF 1+1.61 3 68
12 =2 ARNRDLG HTTYR 1301 i 23
12 = 4 HDGGAG TEAFF =181 L] Z.3
12 C8VD TEEM YMEQFF 2101 2 4.5
13 CEVED ARGAD DTaYF 23m 3 68
13 C8VED LEGH TOTEYE 2am 1 21
13 CEV LEDGEG YHMEQFFE 21.01 2 48
14 CEVE YORGGR TOTQYF 2301 3 8.8
14 (=1 ARCAESCCAD ETQYF 250 F: 4.5
18 CHVEE cogILeg TGELFF 20 2 45

VBs TRBEYT-S 10 CABSF -] QETGYF 250 1 5.3
11 RASS L rt] HYGYTE .20 3 LA
1 CASSE PaL SYECYP 270 1 B3
12 CHEE! EEGT YEQYF 2701 1 5.3
12 CASEL SYIZ YEQYF 270 1 53
12 CASSL HaLw ETQYE 2501 1 £3
12 CASS LEE CHOPGHF 1-£ 01 1 g2
12 CASSE SGTA SYEQYE 2701 ! 20
13 CASSL GLAGS MEQFF 2-1.01 1 5.3
13 CASS BCCE SYMEQFF 210 1 5.3
14 CABE DPCQcVyY ETGYF 2801 ] 53
14 CASE RGGE AHTGELFF 22 1 £1
15 CASEL GOGM TYHSPLME 1801 1 83

VET  TREVY-2 1 CASED AAG YEQIYF 2701 2 £.4
12 CASSG RAGS TEAFF 1.0 5 136
12 CASEG DGGLYE GYE 201 1 2.7
12 CASSD Da TOTGEYF 230 1 .7
13 CASS PTSGEY LTOYF 2801 1 27
14 CASSD EQGS SNOPCHF 1-501 s 54
14 CASED IGGL STOTEYF 238 1 27
14 CASSD VAZAC TGELFF 2201 ' 505
1B CASED EELAGP TOTAYE 2301 2 B4

VBA TRBWVI2-3 a CAS A TFGEYTF 1-201 i 34
g CAS RR FYEYTF 1281 1 14
10 CABEF TR GELFF 2201 1 34
11 CASSL EVAG EQYF 2701 1 34
11 CASSL LPES GYTF 1-281 1 34
11 CASSL PPES BYTF 1-2.01 i 3.4
11 CagH PTET YEQIYE 270 1 3.4
1 CASE BFRDG EAFF 11,81 1 34
12 CAEEF Pa, STOTOYE 2301 3 i3
i CASS SGT /NTEAFF 1-1.81 i 3.4
12 CAS THRES NOPOHF 1-501 ' a9
13 CASSL fal- 11 CTOTEYF 230 1 3.4
13 CAg8E" GEGAG EPLHF 1801 1 3.4
13 CASSLA GTEG ETQYE 2801 1 34
13 CASEL RGGRE ETQYF 2501 i 34
14 CASSL GRAGNG YEYTF 1-201 i 34
14 CASS LRPGRG OTEAFF 1-1.01 1 1.4
15 CASS TTBGGT  TYMEGQFF 2.0 1 2.4
15 CASE LATESGA STOTQYE 230 1 278
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Taula 6. Total de seqiiéncies B-
CDR3 en aminoacids, obtingudes
del clonatge de les céllules T
infiltrants al pancrees d'un malalt
diabétic T1l. Es va clonar i
seqiienciar el producte amplificat a
les mostres de illots purificats (DM-
ISL) i del pancrees total (endocri i
exocri) (DM-TD) del donant
diabetic T1, per a les families
geniques VP1, VP7, VP16, VP17,
Vp11, VP18 i VP22  (que
presentaven expansions clonals de
RI>50%) i les families VP4, Vf6,
VB8 i VB9 (que presentaven
possibles expansions amb RI>35%-
Veure la taula de valors RI per
aquestes mostres a la Figura
Suplementaria 1). La identificacié
de la zona CDR3 i I'assignaci6
d’aminoacids es feu amb les eines
online IMGT-International
ImMunoGeneTics (www.imgt.org,
Université Montpellier 2, Montpellier,
France).

*  Assignaci6 VP segons la
nomenclatura de Chitnis et al. en
Man. of clin. Lab. Immunol. 2002.

** Assignacié de la nomenclatura
TRBV and TRBJ segons IMGT.

*** Nx indica el nombre de vegades
que cada seqiiéncia va ser clonada,
i %, el percentatge que representa

en la correspondent familia genica

VB.
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Ve  TRBVI- 10 CASS AS OYGYTE 1201 ] 143
11 CAS LSGG TOTQYF 2301 1 24
12 CAS GO FOTGYF 231 7 967
12 CASSO GS THYGYTF 1201 4 B8
12 CASS PRGN MSPLHE  1&02 3 T
3 CASS DERASF YEQYF 74T & 11§
13 CASSQ VTGVG ETQYF 2501 2 48
14 CASSQ HM3SLDGA TO¥E 2301 ] 118
14 CcASSQ LKGPS SYEQYF 2701 2 a8
T CAsSS RRQTS  STDTGQYF 2301 T &7

VEilT TREVIS-1 &  CASS ai BOFF  2i01 4 1A
1m CASS = TNTGELFF 22m B 17T&
12 CASSD PGT QETQYF 2401 8 268
T CAS TPHKGGRG  GPGHF 1501 T 204
15 CASSE LeGeE  GTOT@Y®  zam 3 B8
15 CASSE  WGLSGE  TOETOWF  zsgr 5 147

VHLG  THEVIA ¥ CASEQ oV EAFF 1101 § 181
io CAssQ0 ¥ HEQFF 2101 i iz
1 CASS LGOSPL avF 7Ot 1 a2
12 CAsSSQ LAGGW EQYY 2702 1 32
12 CASEQE Vo YHEQFF 21871 1 iz
13 CASSQ DTGA YHEQFE 2101 2 B4
13 cAssan EPA FYEQYF 3701 3 BT
13 CASSH RGMH YHEGFF 2101 15 484
15 CARZQD REPWLA TEAFF 1-1.01 1 32
18 CASSOD  GOARGDHR  EYEQYR  aypy 9 a3

YEIT TREVIS 10 CAZEI Gs YEYTF 1201 1 2.6
W CASS LP - T T -
11 cass LRSEC EQvF 2701 3 7T
11 Casal oG ETQYF 2401 2 B
iz Chk GOSTAF TGELFF 2201 1 24
7 A TSPLGM WHEGFF 20t 14 358
12 CASS TTGVG TEAFF 1101 1 28
12 CAZ TRARSGGHK EQFF 2101 1 4]
EET TGWTGAF  NYGYTF 1201 1 ZE
13 CASEl AGGEA HEQFF 2101 2 E1
13 CASEI APF GHOPGHF 1801 4 103
13 CASA DERDAKT EAFF 1101 4 103
4 CAss FLGGGR  QETGQYF 2501 2 51
W Cass IGTTSL TOTQYF 2301 1 28
E CAS KESPOQGL  YHEGFF 2101 1 2@

VBIE  TREVIE 11 CASSP [ TEAFF 1101 1 20
12 CASS AGTV HWHEGFE  2ioi 1 20
2 CASSP GEAR ETGQYF 2501 1 20
12 CABSP MR EETQYF 500 1 20
12 CASS QRG VNTEAFF 1=1.07 1 .0
12 CASS RSA0S YEQYF 2701 2 A8
2 CASSP TRTAL EQYF 2701 2 3B
12 CASEP AGI QETGYF  2E01 8 157
12 CASSP KGE ADTQYF 240 3 -]
12 CAS PTGG NTGELFF 2281 3 B8
12 CASEPF SGL YGYTF  t2m 3 68
1% CASSP DOGPG YEQYF 27TM1 2 39
13 CAss LPGT  DGETAYF 2501 2 3§
13 CASSP ROOL MSPLHE 1802 5 G6d
14 CASSP LaGAS TOTGYF 2301 3 B8
16 CASSP PSLDRGR  TGELFF 1201 1 20
18 CASS GLTAAGDY OSPLHF 1502 T 13,7
7 CASEP YAPDRLI SGNTIYF 1301 -] 58

VB2Z  TREVZ 11 CABSFR GAY EQvV 2702 2 T4
iz CAS (=12 SGNTIYF 1301 1 37
11 CAS RGTEL AKMIGYF 2401 1 37
13 CABR TRARTGM HEGFF 2101 4 148
14 CASSE  GAVPHLG Tave  2s01 1 Ay
1 CASSE- oY LGELFF 2201 18 a7

4

*RESULTATS

Taula 6 (bis).
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4.1 Analisi de la distribucié de les mides de CDR3 i I'tis de segments TRBJ a

I'infiltrat del pancrees diabetic.

En primer lloc es va avaluar la mida en
aminoacids i la selecci6 de fragments
genics TRBJ dels 139 CDR3 diferents
seqiienciats. La mida en aminoacids del
CDR3 es va considerar tal i

d’'IMGT

com

s’atribueix en Il'aplicatiu
(www.imgt.org), des de la primera C a
la altima F de la seqtiencia CDR3,
ambdues no incloses. Tal i com es
mostra a la Figura 29, la distribuci6 de
les mides de les regions CDR3 de les
cellules T infiltrants seguia wuna
distribucié normal, sent majoritaria la

mida de 12 aa.

Respecte a 1'us de segments TRB]J, 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 1'estudi
publicat per Freeman et. al. [175] en
que s’estudiava el reordenament de
cadena beta de 35.000 clons de sang
periferica d’'individus sans. Segons
aquest estudi de referencia, les nostres
tenien distribucio

seqiiéncies una

canonica per ambdos parametres.
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Figura 29. Distribucio de llargades i us de
fragments TRBJ] per a les seqiiéncies
CDR3 de les principals cellules T
infiltrants al pancrees del diabetic T1.

A) Es determina la freqiiéncia (%) de cada
mida CDR3 en aminoacids (desde C inicial
a F final, no incloses). Les mides mostren
una distribucié normal essent la de 12aa la
més abundant entre les 139 seqiiéncies
diferents obtingudes. B) estudi de 1'us dels
fragments TRB]. Ambdos parametres eren
similars als obtinguts amb l’analisi de
donants sans de Freeman et. al. a Genome

Res. 2009.



4.2 Valoracié de les propietats dels aminoacids de la regiéo CDR3.

Un cop determinats la mida i 1'as dels segments TRBJ, el segiient pas fou
estudiar la naturalesa dels aminoacids que formen la regi6 hipervariable NDN.
Les propietats estudiades es van basar en la classificaci6 de I'IMGT
(www.imgt.org/textes/IMGTeducation/ Aide-memoire/_UK/aminoacids/
IMGTclasses.html). Segons aquesta classificacid, es va determinar en primer lloc
el grau d'hidropatia dels CDR3 (ts de la nomenclatura d’aminoacids amb codi
d’una lletra): hidrofobics (I, V, L, F, C, M, A, W), neutres (G, T, S, Y, P, H) i
hidrofilics (D, N, E, Q, K, R); i en segon lloc es va valorar les 7 propietats
quimiques: alifatic (A, V, I, L, G, P), aromatic (F ,W, Y), sulfurat (C, M),
hidroxilat (S, T), basic (H, K, R), acid (D, E) i amida (N, Q) (Figura 30).

Per determinar les propietats dels aminoacids de cada posicié del CDR3, es va
distribuir les seqiiencies 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
seqiieéncies incloses en cada grup varen ser: n=26 per 11aa, n=31 per 12aa,

n=25 per 13aa i n=20 per 14aa .

e Quantitativa, que valorava la contribuci6 de cada reordenament al total
de seqtiiencies, incloent-lo tantes vegades com havia aparegut clonat. En
aquest cas el nombre de seqtiéncies incloses en cada grup varen ser: n=82

per 11aa, n=96 per 12aa, n=66 per 13aa i n=83 per 14aa.

119



Alifatic
Aromatic
Sulfural
Hidroxilal
Basic

Acid
Amida

Hidrofabic Neulre  Hidrofilic
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M

S T

H K R |
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Figura 30. Assignaci6 de propietats
fisico-quimiques a cadascun dels
20 aminoacids comuns, adaptada
de l'article de Pommie et al. (Mol.
Recognit.2004) i les 7 classes
estandaritzades utilitzades en les

bases de dades i

d'IMGT®, definides

eines online
segons les

propietats de les cadenes laterals.

A Testudi del caracter hidropatic de la regié6 del CDR3, es va observar un

perfil semblant en cadascun dels 4 grups de seqiiencies

(11aa, 12aa, 13aa i

14aa). La Figura 31 mostra els grafics de l'estudi qualitatiu on es representa el

recompte d’aminoacids hidrofobics, neutres o hidrofilics en cada posicié al

CDR3 de cada grup. S'observa que els aminoacids dels extrems N i C terminal

eren hidrofobics, la part central era majoritariament 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’aminoacids hidrofilics a més de neutres. L’estudi

quantitatiu no va mostrar diferéncies rellevants (grafic afegit com a annex en la

Figura suplementaria 4).
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Taula 7. Llistats de
seqiiencies CDR3 de
cadena beta del TCR
incloses en cada

alineament.

A) Alineament per a les
seqiiéencies de mida
1laa: 82 seqtiéncies
corresponents a 26

clonotips diferents.

B) Alineament per a les
seqiiéencies de mida
12aa: 96 seqiiéncies
corresponents a 31

clonotips diferents.

A VTlanalisi quantitatiu
s’‘aplicava  cadascuna
un sol cop, en el
quantitatiu tantes
vegades com s’indica
en la dltima columna,
segons el nombre de
clons identificats de

cada.
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*RESULTATS
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*RESULTATS

Valoracié qualitativa d’hidropatia dels aminoacids del B-CDR3.

Hidropatia (grup de seqiéncies d'11 aa)
28
,-"""\ — Hadrafahe
i3 e — e M Ly
— Hdrofilic
':l =1 T T T T T 1
1 2 3 4 5 [+ T B 9 10 "
Hidropalia (grup de seqiiéncies de 12 aa)
|
= Hadrofthse
133 — et
i abrofibic
':' T T T T T T
1 2 3 4 1 B T B 2 m N 12
Hidropatia (grup de seqiiéncies de 13 aa)
25
A e ] A i i
125 —— /\ —Neulre
— ] idrodilic
1] ' , |
1 2 3 4 -3 8 T & ] 0 11 12 13
Hidropatia (grup de seqiiéncies de 14 aa)
20 -
— Hidrodiibic
0 e M [ L
—Hidrodilic
o T 1
1 2 3 4 B8 7T g 2 1 11 12 13 14

Figura 31. Propietats d’hidropatia dels aminoacids del B-CDR3- en les cel.lules T
intra-pancreatiques del donant diabétic, segons 'estudi qualitatiu per cada grup de
seqiiencies. L'eix X indica la posici6 al CDR3 de N- a C- terminal, desde la C inicial
(anterior a 1) a la F final (posterior a la ultima posicié numerada), C i la F s6n posicions

incolses als grafics pero sense numeracié. L’eix Y indica el nombre de seqiiéncies.
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A lestudi de les 7 propietats quimiques, en canvi, 'analisi va revelar certa
restricci6 en la naturalesa dels aminoacids que ocupaven determinades
posicions de I'NDN (Figura 32). S'observa una marcada predominanca dels
aminoacids alifatics 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 genic
TRBD. No obstant, aquest predomini disminuia en determinades posicions de
cada grup, observant-s’hi cert increment en varietat d’altres propietats. Aixo es
veu reflexat sobretot als grups de 13aa i 14aa al voltant de la posicié 6 on
s'observa una inflexié de la linia corresponent al caracter alifatic, caracteristica
també de la posicié 5 del grup d'11aa. Aquesta tendencia no es va observar al
grup de 12aa. A la part C-ter del NDN la disminucié de la naturalesa alifatica

coincidia amb l'inici dels segments TRB]J.

A l'analisi quantitatiu, es van confirmar les tendencies observades (Figura 33) i
va permetre determinar quines propietats quimiques eren seleccionades en les
sequencies més expandides (veure Taula 7), incloses les expansions

monoclonals identificades anteriorment (Taula 5):

e Al grup de sequiencies d’'11aa, les posicions 5, 6 i 7 eren preferentment
ocupades per aminoacids hidroxilats, residus que té en aquestes
posicions la seqtiéncia expandida “VB1- CASSVSTTDTQYF” , la qual és

la majoritaria en el grup ja que sén 28 de 82 seqiiencies.

e Al grup de seqtiéncies de 12aa, les dues seqtiéncies expandides contenien
aminoacids alifatics en la part central i no modificaven la tendéencia

observada a 'analisi qualitatiu.

e Al grup de seqtiéncies de 13aa, a les posicions 5 i 6 s'observava un
increment, respecte a 1'analisi qualitatiu, de residus basics i amida, que
podrien ser deguts a R i Q presents a la seqiiencia majoritaria en aquest

grup “VB16- CASSHROMNYNEQFF”, ja que son 15 de 66 seqtiiencies.
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*RESULTATS

Valoracié de propietats quimiques dels aa al 3-CDR3

segons 'estudi qualitatiu.

Propietats quimigues (seqiiéncies d' 11 aa)

. 110 4 B

e A P RBE
Sulfurat

e i rercilan

—Rsic

e Py 0]

e 1A

Propietats quimiques (seqiiéncies de 12 aa)
3 -

3 0 3
— 2O R
Sulfurat
—Fludreile
— Tl
e A 2]
el

135

1 2z 3 4 ] ] T B B0 M 12

. 1y HiE A L

A v
Sulfurat

e Flicl il

— Akl e

e oA R
Sullural

s Hidlroxilal

Ll e 1 1

— A

e A i

1 2 4 4 6 & 7 B8 9 10 1 12 13 14

Figura 32. Estudi qualitatiu en cada grup de seqiieéncies , de les propietats quimiques
dels aminoacids del B-CDR3 en les cel.lules T intra-pancreatiques del donant diabétic.
L’eix X indica la posici6 al CDR3 de -N a C- terminal, desde la C inicial (anterior a 1) a la
F final ( posterior a la ultima posici6 numerada), ambdues posicions s6n incolses als

grafics pero sense numeracio. L’eix Y indica el nombre de seqiiéncies.
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Valoracié de propietats quimiques dels aa al 3-CDR3

segons |'estudi quantitatiu

Propietals quimiques (seqiiéncies d' 11 aa)
82 -

— AT
— A O
A A Sulfurat
41 / - —— Hadronalat

—iuw
— Aid
— A e

1 s 4 4 ] L] T a 9 m N

— A LA

— A rimb e
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— Hidromilat

T i

— Al

— s

A )

Far *‘-.
AR o ke

1 2 3 4 ] B ) g g m 11 12

L 50

A roand bic
Snalfverat

— Flidrexdat
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— i
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2 I\ é‘h

A il e
e A, LA i
Bulbarat
| e Hiicbrencala b
— e
% |
il

4145

i 2 3 4 6 & T & 9 10 11 12 13 14

Figura 33. Estudi quantitatiu en cada grup de seqiiéncies , de les propietats quimiques
dels aminoacids del B-CDR3 en les céllules T intra-pancreatiques del donant
diabetic. L’eix X indica la posicié al CDR3 de -N a C- terminal, desde la C inicial
(anterior a 1) a la F final ( posterior a la ultima posicié numerada), ambdues posicions

son incolses als grafics pero sense numeracié. L'eix Y indica el nombre de seqiiéncies.
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e Al grup de seqiiencies de 14aa, a les posicions 6 i 7 apareixia un
increment d'aminoacids amida que reflexaria la presencia de I'expansio
“VB22-CASSEAQOGYSGELFF” que contribueix en 18 de les 83
seqiiencies. L'altra expansi6 monoclonal d’aquest grup té en canvi

residus alifatics en aquestes posicions “VB7-CASSQVAGAGTGELFF”.

En resum, l'analisi de la naturalesa dels aminoacids als CDR3 de les seqtiencies
de l'infiltrat pancreatic, va suggerir l'existencia d'una major variabilitat al
voltant de la posici6 6 de la regi6 CDR3. Aquesta variabilitat no vindria
determinada per la dominancia de cap expansié als grups ja que, a l'analisi
qualitatiu, cada clonotip era ponderat un sol cop. Amb el quantitatiu, es
confirmava aquesta restricci6 i mostrava la naturalesa dels aminoacids que

ocupaven aquestes posicions en les seqiiencies expandides a l'infiltrat.
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4.3. Definici6 de motius de restricci6 a les regions B-CDR3 dels clons

infiltrants al pancrees del donant diabetic.

En una segona fase de l'estudi de les seqiiencies de CDR3, es va plantejar si als
quatre grups establerts (11aa, 12aa, 13aa i 14aa) existien motius de restriccié
que fossin estadisticament significatius. A partir d’aquests grups, que van ser
tractats independentment per alineament (Taula 7), es va aplicar la distribucié
Binomial per tots 20 aminoacids a cada posicié6 del CDR3, considerant una

restriccio significativa si P > P definida segons el proteoma quant p<0.05.

Aquest estudi estadistic, va ser aplicat en les dues aproximacions diferents:
qualitativa, on es considerava cada reordenament equiprobable i quantitativa on
es valorava la contribucié de cada reordenament al total de l'infiltrat. A la
Figura 34 es representa el valor estadistic dels 20 aminoacids en cadascuna de
les posicions del CDR3. Aquest analisi va permetre deduir en cada mida de
CDR3 una seqiiencia consens conformada amb els aminoacids amb valor
estadistic. Els aminoacids marcats en gris son posicions codificades en la linia
germinal (segment TRBV i segment TRBJ a cada extrem) i com era d’esperar
van resultar estadisticament significatius, confirmant la validesa de I’analisi. Per
altra banda, els aminoacids corresponents a la regi6 hipervariable NDN es van
marcar en negre. L’abundancia de G en aquesta regi6 és un tret general en tots
els patrons obtinguts ja que esta codificada pel segment TRBD i confirmaria el
predomini d'aminoacids de caracter alifatic en aquest regi6 (Figura 31).
Juntament amb la G, altres aminoacids van resultar ser més freqiients de lo

esperat després de corregir-los per la seva presencia en el proteoma.
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Grup de seqiiéncies de 11 aa.

de 12 aa.

rup de seqiiéncies

G

*RESULTATS

A) Grup de seqiiencies B-CDR3 d'11 aminoacids

Estudi qualitativ

Estudl quantitatiu

Cada seqbincia comsiderada equi-probable (n=26 donetips).
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Cada seqiséncia incdlosa Lans cops com sha obtingul (n=82 seqéindies).
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< B0 753 0793 0,753 0.753 0793 0783 0 753 0793 0.783 0753 07930783
€099 0995 0995 0963 0095 0145 0995 0969 0767 0955 09960985
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M 0852 0 852 0852 0852 0852 O.852 0852 0 852 O 852 0842 0852 O 852(0. 882
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B) Grup de seqiiéncies f-CDR3 de 12 aminoacids

Estudi qualitatiu.

Estudi quantitatiu

Cada seqlibncis comviderads equi-probable (n=31 clomotips).

1 2 3 & s & 7 ®_ v w n_wu)
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©[0815(0815 0813 082S 0.229 0225 0815 0813 081D On15 OMS 0015 082
C-J(‘IDUGC“BUO‘.C“I QA0 04 D4R D4 DD D4 D440 DA
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P|0 8000 000 0 808 & 800! G217 0000 G400 0600 0800 0 317 0408 0600|041
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V|0 830/0 830 0860 © 560 0 850 0.860 0580 0816 0520 0 380 0 B30 0880 0 080) 0 88

CASSEGGG==cQ=F

Cada seqiincla lncloss Lans cops com »ha obtingul (0+9 seqeencies).
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Figura 34. Analisi estadistic de la preséncia 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 calcul per a 1"analisi

qualitatiu on cada seqiiéncia es considerava equipobable i a la columna dreta I'analisi quantitatiu on

cada seqiiencia s’ha inclos tantes vegades com s’ha identificat. Els aminoacids que obtingueren una

P<0.05 en una determinada posicié del CDR3, sén remarcats en negre i seleccionats per determinar els

patrons que es mostra a la figura sota cada matriu.
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Grup de seqiiéncies de 13 aa,

C) Grup de seqiiéncies f-CDR3 de 13 aminoacids.

Fstudi qualitatiu,

Fatudi quantitativ

Cada sequendcia considerada exqui-probable (a=2% onotips ).
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D) Grup de seqiiencies B-CDR3 de 14 aminoacids.
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Figura 34. Bis. Analisi de la repeticié6 d’aminoacids a les regions CDR3 per a les seqiiéncies

14aa D).
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4.3.1. Analisi del patré6 de restriccié dels CDR3 d’'11aa

» Analisi qualitatiu de les seqiiencies d'11aa.
Per a I'agrupacié de seqiiencies CDR3 més curtes, d'11aa (Taula 7A), s’observa
que en la regié NDN hi havia preferencia en I'as de la prolina (P) i la leucina (L)

a la posici6 4 i la treonina (T) a la posici6 7. Figura 34A.

La comparaci6 del patr6 de
CDR3 de mida 11aa (n=26)
123 4567389101

restriccié obtingut amb 1'expansié

del pancrees de la mateixa mida,

VB1(CASSVSTIDTQYF), (Figura C é S S % G gT (YB E 9 E F

35) confirma la rellevancia de la
VBI(p2:CASSVSTTDTQYF

treonina (T, subratllada) en aquesta

posici6 dins del biaix definit pels
CDR3 d'aquesta mida. El fet que la Figura 35. Comparaci6 del patré6 per 1laa

T sigui significativament dominant obtingut de l’analisi qualitatiu amb la

corresponent expansio clonal de la mateixa mida

en aquesta posicié concordaria amb S
VB1. En vermell quan l'aminoacid coincideix en

la predominanica d'aminoacids s p . .
POSICIO 1 en verd quan es en posicio contlgua.
hidroxilats observada a la Figura

32A (linia blau clar).

> Analisi quantitatiu de les seqtiencies de 11 aa

L'analisi quantitatiu considera totes les seqiiencies obtingudes i per tant el patr6
de la regi6 NDN esta format practicament per la combinaci6 dels residus de les
seqiiencies més abundants del grup, entre les que es trobarien les expansions
monoclonals que sén les més representades. Aixi doncs, s'observa la restriccié
per valina (V) i arginina (R) en posici6 4; serina (S) a la posici6 5; treonina (T) a
la posici6 6; i fenilalanina (F) i treonina (T) a la posicié 7. Tal i com era esperat,
la seqtiéncia corresponent a l'expansié clonal VR1(CASSVSTTDTQYF) es va

veure reflexada en el patr6 obtingut ja que és la més nombrosa.
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No obstant, la presencia d'altres seqtiéncies repetides dins del grup afavoreix
que altres aminoacids siguin significativament predominants en el NDN (Taula

7A i Figura 34A dreta).

4.3.2 Analisi del patr6 de restriccié dels CDR3 de 12aa

» Analisi qualitatiu de les seqiiencies de 12aa.

Per I'agrupaci6é de seqiiéncies de mida intermitja, (12 aminoacids) (taula 7B)
s’observa preferencia en 1'as de Prolina (P) i Glutamina (Q) a l'extrem N-ter i
Asparagina (N) i Treonina (T) a I'extrem C-ter de la regi6 NDN (Figura 34B
esquerra). A la zona central no es va determinar cap residu dominant excepte
la preferencia de G en cadascuna de les posicions. Aquestes dades afegeixen
informaci6 a les propietats dels aminoacids observades a la Figura 32B,
corroboren l'abundancia del caracter alifatic del NDN i mostren els aminoacids

responsables dels caracters amida i hidroxilat de les posicions 4 i 8.

Les expansions
VBll(CASSDBGIQETQYF) i CDR3 de mida 12aa (n=31)
VB17(CATSPLGMNNEQFF) 123456789 101112

d'aquesta mida (Figura 36) van CAS s QGGGN 23] Qr{ F
. e TyE

coincidir amb la presencia de la

prolina (P) a ambdues, i de la | vpiupapc A S SD " G T QETQY
VB17(p0r CATSPLGMNNEQF

| ™

o0

Treonina (T) i Asparagina (N) en

posicions exactes o contigiies degut

a que la regi6 de CDR3 és un loop Figura 36. Comparacié del patr6 per 12aa

que permet la plasticitat en el obtingut de Ianalisi qualitatiu amb les
corresponents expansions clonals de la mateixa

mida Vb11(p-1) i Vb17(p0), es mostra en vermell

reconeixement del lligand.

quan l'aminoacid coincideix en posicio i en verd

quan és en posicié contigua a la del patro.
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» Analisi quantitatiu de les seqiiéncies de 12aa

L'analisi segons la ponderaci6 de cada seqiiencia obtinguda, va confirmar la

prolina (P) a la part N-terminal de la regi6 NDN i la treonina (T) i asparagina

(N) a la part C-ter, juntament amb altres aminoacids que adquireixen valor

significatiu degut a altres seqiiencies repetides dins del grup (Figura 34B dreta).

4.3.3. Analisi del patr6 de restriccié dels CDR3 de 13aa

» Analisi qualitatiu de les seqiiencies de 13aa.

A T'agrupacié de seqiiéncies de 13 aminoacids (Taula 7C), s’observa restriccio

per l'aspartic (D) a les posicions 4 i 5 de 'NDN seguit per arginina (R) a les

posicions 5 i 6 , mentre que a l'extrem C-terminal (posicié 9) es va observar

predomini per 'asparagina (N) i tirosina (Y) (Figura 34C esquerra). De nou a la

part central, va mostrar dominancia de glicina (G) acompanyada d'alanina (A)

ambdoés de naturalesa alifatica. La disminucié del caracter alifatic a la regio

NDN observada a la Figura 32C es correlaciona amb les restriccions abans

descrits de les posicions 51 6.

L'tnica  seqiiencia de  13aa
caracteritzada com expansié clonal
a la melsa i present al pancrees,
VB16(CASSHROMNYNEQEFF), va
mostrar concordanga amb el patré
en la dominancia de I'arginina (R) a
la posici6 5 i asparagina (N) i
tirosina (Y) a la posici6 9 (Figura

37).

CDR3 de mida 13aa (n=25)
12345678 910111213

(ASSDa808aY F0:F

VP16(p0):C AS SHRQMNYNEQF F

Figura 37. Comparacié del patr6 per 13aa

obtingut de l'analisi qualitatiu amb Ila
corresponent expansio clonal de la mateixa mida
Vb16(p0). Es mostra en vermell quan 1'aminoacid
coincideix en posici6 i en verd quan és en posici6

contigua a la del patro.
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» Analisi quantitatiu de les seqiiéncies de 13aa.

L'analisi quantitatiu de les seqiiéncies de 13aa va confirmar el patr6 observat a
I'analisi qualitatiu donant rellevancia a la presencia de l'aspartic (D) i I'arginina
(R) en la posici6 N-terminal i asparagina (N) i tirosina (Y) a la C-terminal

(Figura 34C dreta).

4.3.4 Analisi del patré de restriccié dels CDR3 de 14aa.

» Analisi qualitatiu de les seqiiencies de 14aa.

Finalment, I'agrupacié de seqiiéncies de mida més llarga (14 aa) (Taula 7D), va
mostrar un major predomini per la Glutamina (Q) a les posicions centrals 61 7 i
la serina (S) i la treonina (T) a les posicions 9 i 10, respectivament (Figura 34D

esquerra).

L'expansi6 monoclonal que més [ ,
CDR3 de mida 14aa (n=20)

s'assembla al patré definit per les 1234567891011121314

seqiiencies del seu grup fou la C ASSQG% 8GST6 %05 F

corresponent a la familia V22

(CASSEAQQGchELFF) on els VR22(p*2: C A S SEAQQCYSGELTFF
VR7(ptl CAS SQVAGAGTGELFE

residus de Q coincideixen amb els

mostrats en el patr6 de 14 aa i també

per la S situada a la posici6 10 Figura 38. Comparacio del patré per 14aa

obtingut de l’analisi qualitatiu amb les

posterior a la observada en el patré. ) )
corresponents expansions clonal de la mateixa

En canvi, l'expansi6 monoclonal .4, Vb22(p+2) i Vb7(p+1). Es mostra en
VBR7(CASSQVAGAGTGELFF) vermell quan 1’aminoacid coincideix en posicié i

acompleix el patr6 en les posicions 41 €n verd quan és en posicié contigua a la del
10. (Figura 38) patro.

De nou, la posicié on disminueix el caracter alifatic de 'NDN coincideix en les

posicions on els aminoacids amb valor significatiu sén diferents a la G (Figura

32D).
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» Analisi quantitatiu de les seqiiéncies de 14aa.

El patr6 obtingut en I'analisi quantitatiu de les seqtiencies de 14aa, va confirmar
la seleccié dels aminoacids definits a 1’analisi anterior, glutamina (Q) en N-
terminal i serina (S) i treonina (T) en C-terminal, juntament amb els altres
aminoacids determinats per les seqiiencies més abundants dins del grup

(Figura 34D dreta).

4.4. Relacié del biaix CDR3 a pancrees amb les expansions a la melsa del

pacient DT1.

Una dada interessant obtinguda amb I'analisi dels CDR3 és que les cel.lules T
expandides a la melsa del malalt T1D, VB16 (CASSHRQMNYNEQFF) i V(22
(CASSEAQQGYSGELFF), concordaven respectivament amb el patré definit per
els CDR3 de 13 i 14aa de les cellules T infiltrants al pancrees, 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 organs, existiria una relacié entre el
lligand que es reconeix a la melsa i al pancrees, fet que faria possible que, un
cop aquestes cel.lules T entressin al pancrees o a la melsa des de la circulacio,
poguessin expandir-se perqué hi trobarien el mateix lligand o bé perque
presentarien un cert grau de promiscuitat en el reconeixement dels complexos

pMHC.

*Patrd de seqiiéncies CDRIde 13 an: Figura  39. Comparaci6 dels patrons

CASSDEEGex:

*Expansioclonal a la melsa de 1340: VBL6 (pic D)

CCCASSHREQMNYNEQFF>=>

qualitatius de 13 i 14aa per a les seqiiéncies

Q"-F CDR3-beta de les cellules T intra-
Y

i

pancreatiques, amb les expansions clonals de
la melsa del donant diabetic. Els aminoacids

que amb una P<0.05 en una determinada

posici6 del CDR3 es mostren en cada patro,

valorant en concret la zona central N-D-N que

(ASSQGER0T50!

*Expansitoclonal a la melsa de 14aa: VB2 (pic +2)
«<CASSEAQQGYSGELFF>> zona N-D-N central amb el patr6 CDR3 del

I rm

*Palrode seqiiéncies COR3Ide 14 aa:
:Q W F es senyala amb negreta. Les expansions de la

melsa concordaren en varis aminoacids de la

pancrees corresponent per mida.



% Els resultats presentats fins aqui han estat recollits a la publicacio,
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 I’Annex d’aquest treball.
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OBJECTIU V.

COMPARAR EL TCR DE LINIES I CLONS
GENERATS IN VITRO A PARTIR DE L'INFILTRAT
D’ILLOTS AMB LES DADES DE LES
EXPANSIONS IN VIVO DEL PANCREES
DIABETIC.
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OBJECTIU V.

COMPARAR EL TCR DE LINIES I CLONS GENERATS IN VITRO A
PARTIR DE LINFILTRAT D’ILLOTS AMB LES DADES DE LES
EXPANSIONS IN VIVO DEL PANCREES DIABETIC.

A partir de treballs anteriors del nostre grup, disposavem de linies i clons de
cel.lules T generades a partir de l'infiltrat total del pancrees del diabetic T1. Es
va determinar el repertori TCR de families geniques TRAV i TRBV expressat

per aquestes i es va comparar amb I'analisi de l'infiltrat detectat in situ.

Per a la generaci6é d’aquestes linies, es va recollir el sobrenedant de 1" incubacié
overnight dels illots de Langerhans purificats (DM-ISL) (mostra anomenada Lot3
en Somoza et al. [61]). Els limfocits continguts en el sobrenedant es van
anomenar de forma geneérica PB100 i es van expandir in vitro seguint dos
protocols diferents generant d’aquesta manera dues linies parentals: PB100.L1
(L1 d'aqui a endavant), estimulada amb I'anticos monoclonal contra CD3
soluble (OKT3), i PB100.L2 (L2 d'aqui a endavant), generada en presencia
d’extracte cru d’illots pancreatics procedents de la digesti6 de teixit de pancrees
de donants sans. L'anticos anti-CD3 s’usa com a mitogen policlonal esperant
activar a totes les cél.lules T simulant la via de senyalitzacié pel TCR, mentre
que l'ts d’extracte d’illots estava dirigit a 'expansié dels clons reactius a
proteines, alguns d’ells possibles autoantigens. Ambdues linies es van créixer
en preséncia d’interleucina 2 (IL-2). Per tant, amb aquestes dues aproximacions,
es pretenia per una part mantenir 1'especificitat de les cel.lules expandides fent-
les créixer en preséncia d’illots i per l'altra, expandint amb anti-CD3, mantenir

al maxim la informacié en forma de repertori original present a I'infiltrat.
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Finalment, seguint el mateix protocol d’expansi6 es va fer un semiclonatge de
cadascuna de les linies i es van obtenir una série de linies oligoclonals i clons.
Les linies derivades de L1 es van anomenar amb un nombre (p.ex. PB100.29),

“:7

mentre les derivades de la linia L2 la numeraci6 estava acompanyada d"una “i

(p-ex. PB100.20i).

Per I'analisi del repertori de TCR s’escolliren, a més de les linies parentals L1 i
L2, 9 linies oligoclonals expandides amb anti-CD3 i 12 expandides amb illots.
Com a control de la retrotranscripci6 i per valorar la qualitat del cDNA de cada
mostra es va fer 'amplificacié6 de la GAPDH (glyceraldehyde - 3 - phosphate
dehydrogenase; enzim catalitic implicat en la glicolisi i d’expressi6 ubiqua).
Primer, es va determinar per PCR multiplex les families 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 linies parentals L1 i L2

Aquest apartat descriu el repertori de TRAV i TRBV expressat per les linies
parentals L1 i L2 que s'expandiren amb anti-CD3 o extracte cru d'illots,
respectivament. Després de dues tandes inicials d'estimulacié en presencia de
feeders autolegs irradiats (esplenocits i la linia LCL obtinguda de la
transformaci6é amb el virus d'Epstein-Barr dels esplenocits del donant), van ser
crescudes en preséncia de feeders al.logénics i LCL autologa irradiats, i sempre
amb el medi suplementat amb IL-2 a 20U/ml i el respectiu estimul (anti-CD3 o

extracte d'illots).
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5.1.1. Repertori de families TRAV i TRBV i clonalitat de la linia parental L1.
L’analisi de les families TRAV i TRBV expressades per la linia L1 va mostrar

que tal com s’esperava era una linia policlonal, tot i que no hi eren expressades

totes les families de cada cadena (Figura 40).

TCR de la linia parental L1

TRAV TRBV
- - -l = 17
% augg&z’.u sl e Ea Wa“ -
T aud” . o -

Figura 40. Repertoris TRAV i TRBV de l'’expansié L1, amb anti-CD3, a partir dels limfocits

intra-pancreatics obtinguts del cultiu o/n dels illots purificats. Amplimer de RT-PCR en gel
d’agarosa d’alta resolucié. Sobre cada banda s’indica la familia Vo i VP identificada en cada cas

segons la nomenclatura de Chitnis et al. en Manual of Clinical Lab. Immunol. 2002.

L’elevat nombre de families expressades per la linia L1 suggeria una gran
variabilitat pero no revelava si les bandes amplificades eren producte d"un tnic
CDR3 o, pel contrari, contenien més d'un reordenament. Per tal de determinar
si les bandes d’amplificaci6 obtingudes provenien o no d’expansions
monoclonals, es va fer el genotipatge de cadascuna de les bandes de les families
TRBV amplificades. La Figura 41 mostra el repertori de polimorfismes de mida
de CDR3, corresponent a cadascuna de les families TRBV. E1 67% (8 sobre 12) de
les families TRBV amplificades (VB11, V12, VB13.1, VB 13.2, V16, VP18, VP21
i VB22) expressades en la mostra L1 mostraven un patré indicatiu de possible
monoclonalitat, mentre que de les 4 restants VB3, VB6 i VB7 semblaren

oligoclonals i VP17 fou la familia que es mostra més policlonal.
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El nombre de clons infiltrants detectats en l'expansié L1 es mostra reduit a
nivell de varietat clonal. A diferencia de lo esperat, 1'activacié via CD3 hauria
afavorit el creixement dels clons més dominants i en conseqiiéncia L1 mostraria
un repertori limitat. Aquest resultat es va contrastar amb 1'estudi realitzat en
paral el del segon sistema d’expansi6, L2 amb extracte d’illots (veure més

endavant).

Figura 41. Analisi del nivell de monoclonalitat de les
families VB presents a la linia L1. Representacions
grafiques del genotipatge de les 12 TRBV expressades per
la mostra L1, on s‘observa que V11, V@12, VB13.1,
VB13.2, VP16, VP18, VP21 i VP22 presentaven un sol pic,
indicant monoclonalitat, mentre que VB3, VB6 i V7 eren
oligoclonals i VP17 policlonal. La numeraci6 dels pics era
establerta en comparaci6 respecte al pic 0 central en dos

PBMCS de donants sans.
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5.1.2. Repertori de families TRAV i TRBV i clonalitat de la linia parental L2.

Seguint el mateix protocol, es van amplificar les families TRAV i TRBV

expressades per la linia L2 (Figura 42).

TCR de la linia parental L2

TRAYV TRB)
- 813181 21 13217, 22 O
- ol [ eERE s
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Figura 42. Repertoris TRVA i TRVB de la expansié L2 amb extracte cru d’illots purificats de

la digesti6 de donants sans. Repertori de les families amplificades per PCR- multiplex, en gel

d’agarosa d’alta resolucié. Sobre cada banda s’indica la familia Vo i VB identificada en cada cas,

segons la nomenclatura de Chitnis et al. en Manual of Clinical Lab. Immunol. 2002.

Al comparar els patrons de families
expressat per L1 i L2, es va veure que en L2
el repertori de families TRBV era més divers
(Taula 8), suggerint que la presencia
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 families
VB1, VB2, VB5.1, VB5.2, VB8, VP14, VP15,
VB20. Només, la familia VP16 no es

detectava a L2 pero sia L1.

Taula 8. Resum de les families Va
i VB amplificades en les linies L1 i:

L2.



L’analisi del polimorfisme en longitud del CDR3 de les families amplificades va
mostrar més policlonalitat que la observada per L1. Només 4 de les 19 families
amplificades (VB5.1, VB6, VP11 i VB18) mostraven un tnic pic de genotipatge,
mentre que 4/19 (VB2, VB13.1, VP20, VB21) mostraven dos reordenaments i la
resta (VP1, VB3, VB5.2, V7, VB8, VP12, VB13.2, VB14, VP15, VP17 i VB22) tres o
més reordenaments per familia (Figura 43). Aquests resultats van confirmar que
el cultiu amb I'extracte d’illots havia mantingut un repertori més divers, que

podria ser més representatiu de l'infiltrat intrapancreatic original.

PB 100,12
| TCRVP TCRVE2 TCRVER || TCRVES.D || TCRVpS2
0 3 0 +2 0
] 1 ‘
2 | | - '1I.
5 | *1 -5 -4 || +3
B _I .I-I by y .I 3 .ll Ll g T -.'-|I s — I |

TCRV6 Tervpr || Tervps || Torven || Torvpaz
] +1 42 +] #1 0

| N e

i
— — L | o S— — il

TCRVpIA1 || TCRVpI32 || TCRvpls || TCRVmS || TCRVpL?

+2 0 o : "
| -4-1 I
| |+%|-2 i ‘ 5] | 1%
+1 I - 1
| -2 -1 18 | | +a
R ¥V | P N ] | R LA
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Figura 43. Genotipatge de la mostra PB100.L2 expandida
amb extracte cru d’illots pancreatics.

Cada pic correspon a un amplimer 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 linies oligoclonals i clons
obtinguts a partir de les linies L1i L2.

5.21. TCR i genotipatge de les linies oligoclonals obtingudes del clonatge a

partir de la expansi6 parental L1.

La linia L1 es va usar per fer un semiclonatge de 30, 10 5,11 ¢/w. Només es va
obtenir creixement en pouets de les 3 primeres dilucions. Per fer I'estudi del
repertori del TCR es van escollir 9 de les linies oligoclonals obtingudes, la seva
corresponent identificacié dels TCR es mostra a la Figura suplementaria 5 i les

dades es resumeixen a la Taula 9.

Tot i que les linies provenien de semiclonatges, la majoria d’elles expressen un
nombre limitat de families TRAV i TRBV. Com s’observa a la Taula 9 (i la
Figura suplementaria 5), excepte les linies 100.2, i 100.32, les quals amplificaven
4 families alfa i 4 beta, la resta estaven formades per una o dues families de cada
cadena. Totes les linies expressaven families presents a la L1, excepte 100.11 i

100.5 que expressaven les families V5.1 i VB2 no detectables a L1.
Seguint el mateix protocol experimental, es va realitzar el genotipatge de les

linies oligoclonals per comparar el reordenament de les families amb el de la

linia L1.
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Expansié per sub-clonatge amb o-CD3 de la linia parental L1.

VB Va
Maostra Familia VB Pic spectra Familia Vi

Lir WEN TS VEB11l +1 VAL

100, L VEB12 A VALD

VB13.1 +7 VALl

VBl 2 VALY

VEl& i VALG

VEB17 +2 43 VAL9

VEBLS 2 VA2

VEBZI a VATD

VB2 i -9 VAZ]

VB 2 9 0 # VAZ2

VB z 5 VA2Z3

VB? 3 47 VAZS

VAT

VA3

VA4

VAT

v Al

VAD

T00.11 YEB1S -2 VAL

YVB5.2 4 0 YAS

100.2 VE11 +1 VAl

VEB13.1 +2 VAls

VE13.2 +2 VAZI

VB22 +3 VA22

100.20 VE13.1 +3 VAILS

VE6 +2 VAB

100.29 VE11 + VAl

VE13.1 +2 VA22

100.5-24.12 VB2 =3 VA9

VALl

100.7 VB13.1 +2 VAL

VEB15 -2 VAS

100.8 VB +1 VAL

V131 +2 VAZ2

100.32 VB2 +1 VAl

VEBE11 +1 VA4

VB13.1 +2 VAL3

VEB1S5 -2 VA22

100.9-24.12 Vi1l +1 VAL

VE13.1 +2 VA22
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Taula 9. Recull de dades de la
identificaci6 TRAV, TRBV i mides
de reordenament (genotipatge) per
a les linies oligoclonals generades
in vitro amb anti-CD3, a patrir de
I’extracte original del pancrees
diabetic T1. La identificacié de les
families Vo i VB, realitzada per PCR
multiplex, s'indica en nomenclatura
de Chitnis et al. (Manual of Clinical
Lab.  Immunol, 2002). S’indica
numericament (de -5 a +5) la mida
del pic de genotipatge per a cada
familia VB. En gris es remarquen els
valors  corresponents a les
expansions originals de la linia
cellular paternal L1. La resta de
dades corresponen a les diferents
linies obtingudes de 1'oligoclonatge
d’Ll. S’observa alguns valors
especialment repetitius, com serien
el pic +1 d'VB1liel +2 d'VB13.1. A
més, aquestes families estaven

combinades amb Val i Va22.



Les linies oligoclonals tot i estar formades per dues, la majoria, fins a 4 families
diferents representaven un repertori clonal molt restringit. Tal com mostra
I'exemple de la Figura 44, cadascuna de les families expressades a la linia

PB100.2 estaven constituides per un tnic reordenament.

A més, la majoria de pics descrits en les linies oligoclonals eren presents a la
linia L1. Aquest resultat queda reflexat en el cas del 100.2 on els pics V11(+1),
VB13.1(+2) i VP13.2(-2) es troben a la L1, mentre que VB22(+3) hi és absent.
Aquestes dades suggereixen un efecte de dilucié de determinats clons a la linia
L1 a conseqiiencia de les repetides restimulacions al clonar i que s'haurien

conservat en les linies semiclonals.

Figura 44. Imatge dels pics ontinguts del genotipatge de
100.2, una linia 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 numeracié en relaci6 al
pic 0 dels PBMCS control. Veiem que cadascuna de les
families VP presents, era constituida per un sol clon, tal
com s’esperava. Els pics corresponents a les families V11
i VB13.1 coincidien amb els de la linia parental L1. En
canvi VPB13.2 i VP22 no es trobaven a L1, suggerint un

efecte dilucié durant el seu creixement.
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5.2.2. TCR i genotipatge de les linies oligoclonals obtingudes del clonatge a

partir de la expansi6 parental L2.

La linia 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 eficiencia en aquestes condicions
d’estimulaci6. Per l'analisi del repertori es van escollir 12 linies que estan

representades a la Taula 10 i la Figura suplementaria 6.

L’analisi de les 12 linies va mostrar que la majoria eren oligoclonals: 5/12
expressaven 2 families alfa i dues beta, mentre que 5/12 expressaven 3 o més
families per cada cadena. Només 100.3i i 100.48i semblaven ser un clon ja que
expressaven un TCR format per Va23-VB14 i Val7-VB13.1 respectivament.
(Taula 10 i Fig. suplementaria 6).

Com en l'estudi de I'expansi6é L1, també en L2 s’analitza per genotipatge els
diferents amplimers de les linies oligoclonals. Paral.lelament als resultats
obtinguts amb la linia L1, s’observa que tot i haver-hi més families expressades,
la majoria tenien 1 o 2 reordenaments i que aquestes estaven presents en les
families amplificades a la linia parental L2. Tot i aixi, s’observaren també
families amb pics de genotipatge absents a L2 que podrien ser deguts al factor

diluci6 en la linia parental.
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Expansi6 per sub-clonatge amb a-CD3 de la linia parental L2.

Vp Va
Mostra Familia VP Pic spectratypin Familia Ve
ta (1 -5 VAL
00.L3 VEI 1 VALD
il e 2 VAL
V131 +1 ¥ ALl
VEHLI2 -2 | VALY
VB4 VAl
VB 5 <4 10 VALS
VB | #] VA2
VE1 VoA
VE2 #1 VA
VB2 | ' A22
VEZL ] 2 WA
V22 5 a Y AZE
Vi ] Al
VB *3 VAl
VB5.2 VAG
Vi VAT
VE +1 Vag
VER 2 # VA
TR TH ViBEIL #1 VA4
VEB13.1 0 +3 YVALD
VB2 A VA
VEBEY 0
100,200 VEIL +1 Val
VB13.1 +2 Vad
VR -5 VALS
VE3 -1 VA2
VEB5.2 -1
Wb -3
ViBY +1
100.21i VBI1 A+ VAR
VEI1E 2 VAlL7
VEIL +2 VA2
100,230 VBI +1 VAl
ViE13.1 +2 VA2
100 VI 0 VA2
W2 +1 VAR
100,300 VB +1 WA23
VE13.1 +2
VE5.1 -1
VBT -2+ +2 v +5
100,387 VEB13.1 -1 VA2
VEB13.2 -1 VAILS
100 VEI14 -5 VA2
10032412 VI +1 YVALS
VEI2 -1 #1 +§ YV AS
VE13.1 +2 YAl
VEI17 1] YA
vz ] VA3
VB2 0 +5
VEB6 2
100,481 VERI13.1 +3 VALT
00,58 VEI *1 VAl
V13,1 +2 YA
10051 VBl | VASY
VB3 +2 VAT

Taula 10. Recull de dades de la
identificaci6 TRAV, TRBV i
mides de reordenament
(genotipatge) per a les linies
oligoclonals generades in vitro
amb extracte d’illots, a partir de
I’extracte original del pancrees
diabetic T1. La identificacié de les
families Va i VP, realitzada per
PCR  multiplex, s’indica en
nomenclatura de Chitnis et al.
(Manual of Clinical Lab. Immunol,
2002). S'indica numeéricament (de -
5 a +5) la mida del pic de
genotipatge per a cada familia V.
En gris es remarquen els valors
corresponents a les expansions
originals de la linia cellular
paternal L2. La resta de dades
corresponen a les diferents linies
obtingudes de I'oligoclonatge d’L2.
S’observa alguns valors
especialment
serien el pic +1 d'VB11 i el +2

d'VR131. A

repetitius, com

més, aquestes
families estaven combinades amb

ValiVa22.
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5.3. Comparacio6 de les linies oligoclonals obtingudes de L1 i L2

A nivell de repertori TRAV/TRBYV, la expansié amb extracte d’illots (L2) va ser
considerada la millor opcié ja que va mantenir més la diversitat del cultiu
inicial. A nivell de les linies oligoclonals expandides, aquesta particularitat es
mantenia tant per Va com per VB, com mostra la Figura 45. No obstant, quan
es va analitzar la freqtiéncia (en %) de les families expressades en el total de les
linies oligoclonals procedents de L1 i L2 s'observa una predominanca
coincident de determinades families: Vol i Va22 per la cadena alfa i VP11 i

VB13.1 per la cadena beta.

A) Subclonatge de L1 B) Subclonatge de L2
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Figura 45. Representaci6 grafica de la freqiiéncia (%) d’aparicié de cadascuna de les families Va i
VB a les linies 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 freqiiéncia de les families Voo 1 i 22 i VB 11 i 13.1 tant a les linies i clons obtinguts del

protocol d’expansié amb anti-CD3 com del d’extracte d’illots. De L2 destaca també Va 23.
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5.3.1. Analisi de la freqiiencia d’expressié Val, Va22, VB11, V13.1

La predominanca de les families Val, Va22, VP11, VB13.1 a les linies

oligoclonals generades tan amb un com altre protocol d’expansid, es va

analitzar considerant la coexpressié de families geniques TRBV, Taula 11.

Sorprenentment, 1’associacié més frequient fou VP11 i VB13.1, es a dir, aquestes

dues families es mostraven coexpressades en molt més alta freqiiencia (11 de 22

linies oligoclonals) que qualsevol altra correlacio.

Taula 11. Coexpressi6é de families VP identificades en les
diferents linies oligoclonals d’L1 i L2. S'indica a l'eix de
les ordenades i les abscises cadascuna de les families TRBV
que han tingut representaci6 en les diferents mostres
analitzades, la graella mostra el nombre de vegades que
apareix una VP en companyia d’altra. S’observa clara
correlaci6 entre les families VP11 i VB13.1, les quals
apareixien juntes més del doble de vegades que

qualsevol de les altres.

Una alta dada rellevant
era que la mida del pic de
genotipatge de cadascuna
de les families TRBV era
el mateix en totes les
linies analitzades que
s’expressaven Val,
Va22): +1 per VP11 i +2
per VB13.1 (Taules 91 10).

Aquesta coexpressi6 de 4
families amb un dnic
reordenament  plantejava

dues hipotesis:
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a) Que les linies oligoclonals estiguessin formades per dos clons cadascun amb
un reordenament tnic per cada cadena, pero, és molt improbable que en el 50%

de les linies, dues ceél 1lules T hagin clonat sempre juntes

b) Que un tnic clon que expressés a nivell de missatger, dos reordenaments per
cada cadena alfa i beta. Aquesta hipotesi podria explicar-se pel mecanisme
d’exclusi6 al.lelica: el reordenament improductiu d'una cadena hauria induit el
de I'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 proteina. 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 cellules en periferia expressen un doble TCR en humans i
ratolins, i aquesta freqiiéncia s’'incrementa amb l'edat. Varis treballs han
involucrat aquest tipus de cellules amb autoimmunitat (veure l’apartat
introducci6), ja que la selecci6 timica hauria permes la selecci6 de la cel.lula per
un dels TCRs expressats, mentre que l'altre podria ser autorreactiu i haver

escapat de la selecci6 negativa.

5.3.2. Seqiienciaci6 Val, Va22, V11, VPB13.1

Per poder donar resposta a aquestes dues possibilitats, es va seqiienciar els
amplimers obtinguts per RT-PCR de les 4 families geniques en dues linies
oligoclonals: 100.29 que procedia del sistema d’expansi6 amb anti-CD3 i que
només amplificava aquestes 4 families i 100.20i que fou generat en preséncia
d’extractes d’illots i que era més policlonal ja que amplificava altres families a
més d’aquestes (veure Taules 9 i 10). La seqiienciacié de la zona V a C per a les
families VB11, VB13.1, Val i Va22, ens permetria establir la identitat clonal de
les dues linies 100.29 i 100.20i i alhora avaluar la possibilitat de la coexpressio

d’aquestes dues cadenes alfa i beta del TCR en una mateixa cel.lula.
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Es va confirmar que en tots els casos que la familia amplificada coincidis amb la
seqiiencia publicada en EMBL i es va comprovar 'organitzacio6 i validesa dels

reordenaments de cadascuna de les families géniques.

5.3.2.1. Seqiiencies V111 VB13.1

L’analisi de la regié CDR3 dels amplimers VP11 i VB13.1 va mostrar que la unio
de fragments V-D-J generava un reordenament “productiu” (segons les normes
especificades per Lefranc et. al. [1] ), ja que les seqiiencies seguien una pauta de
lectura correcta, sense generacié de codons d’ STOP, ni aparent defecte en els
splicings, ni la recombinaci6 dels fragments, i per tant, suggerint que hi hauria
expressio de la proteina. A la Figura 46 es mostren les seqtiéncies obtingudes

per VB111i VB13.11 el resultat de la identificaci6 online de cadascuna.

Per tant, 'analisi de la seqiiéncia no mostra cap evidéncia en contra de la
possibilitat que les dues cadenes Vf3 es coexpressin i que, en combinacié amb les

cadenes Va, hi pugui haver 'expressié de més d'un TCR en aquestes cel.lules.

5.3.2.2. Seqiiencies Vol i Va22

De la mateixa manera, es van seqiienciar les families Val i Va22 amplificades
de les mostres PB100.29 i PB100.20i. L’analisi de les seqiiencies obtingudes va
corroborar que els gens Va identificats corresponien a les families descrites a la
RT-PCR. L’analisi de les unions en CDR3 (Figura 47C i 47E), mostra un
reordenament normal i productiu en la seqtiencia de Val. Pel contrari, I’analisi
de la sequiencia de Va22 va mostrar 1'existencia d"un corriment en la pauta de
lectura a la zona del CDR3, que generava l'aparici6 d'un codé STOP que

impediria la traduccié d’aquesta cadena.
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Vp11:

A.
TTOAGTCTOC AGAATAAGGACGGAGUATTTTOCCCTGACCCTGGAGTCTGUUAGGOCUTCACATACCTOTC A
GTACCTCTGTGOCAGCA CAGCCOCCAGCATTTITGGTGATGGGACTOGAC

TCTCCATCCTA

B.
Results of IMGT/JunctionAnalysis

Analysis of the JUNCTION

Input V mame V-REGION N1 D-REGION HZ J-REGION J name P name Rgo

#1 imput TREVZS-1"01 COUQoCHJes....... COCCRRALBA .. .0O8QT0.. BJ90TF .. .....CAQcCeCApoactie TREJL-5°01 TREDI+DL 9/16

Translation of the JUNCTIOR

105 107 109 111 112 114 116 118 COR3-INGT
1049 108 108 110 112.1 113 115 117 framse length

c 4 %8 T P B E @ & R &€ @ P Q9 R T

#1 imput tgt QUT BC acc cca Al aRA CAQ gUU AQY §0J CAg CCC Cag cat EtT * 14
Vp13.1:
C.
TEACCAAGGAGAAGTCOCCAATGGOTACAATGTUTCCAGATCAACCACAGAGGATTT OO CGOTC AGE
GTOGGCTGOTCCCTCCCAGACATCTGTGTACTTCTGTGOCAGO AL TAGCAATCA

GUOCCAGCATTTTGGTGATGGGACTOGACTCTCCATCCTA
D.
Results of IMGT/JunctionAnalysis

Analysis of the JUNCTION

Input V¥ neme V-REGICN H1 D-REGION Nz P J-REGICH J name D name Ngc

81 13full TREVG-5*01 COUQUoRICRR. .vow. DAY couuan AQCOUYS. .. CACCT CCA TAJCAALCAgQUCCCagocattet TEBJ1-5*01 TRED2*D2 5/8

Translation of the JUHCTIOR

105 17 108 111 112.1 113 115 17 CDRI=IRGT
104 106 104 10 11l 11z 114 116 118 frame lenagth
€cC & 5 R B X ¢ B L T 3 M Q9 P 90 H F
#1 13fall Tgr goCc AQC AQQ AQA QOO (U6 CAC CTC CAC AJT AT ORI COC CAQ CAT TLC + 15

Figura 46. Seqiienciaci6 de l'amplimer de VP11 i VB13.1. A) Seqiiencia obtinguda de
I'amplimer V11 en les mostres 100.29 i 100.22i. (de seqiiéncia identica). S"ha remarcat en
negreta les parts corresponents a les zones Vi ] i en gris el CDR3 i la part corresponent a la
regié constant. B) Resultat de l'analisi amb Ieina online “V-Query” dIMGT
(httpy/imgt.cines.fr) dut a terme sobre la seqiéncia VP11, que es va identificar com TRBV25-1
amb TRBVJ1-5 en la nomenclatura actual d'IMGT. C) Seqiiéncia obtinguda de l'amplimer
VB13.1 en les mostres 100.29 i 100.22i. D) Resultat de I'analisi “V-Query” sobre la seqiiéncia de
VB13.1, que es va identificar com TRBV6-5 i TRBJ1-5.
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Val:

Al
TOEGCATTAAC GG TTTTGAGGI TRRATTTAACAAGAGTCAAACTTCCTTO CACTTG AGGAAACCCTCAGTOCATATAAGOG
AU AT AGTACTIC T TGO T TEAGT G A AAAGCTTATOC T T GG A A GG A A C G AGTTATC

TETEAAACCCAL

B.
Results of INGT/JunctionAnalysis

Analysis of the JURCTICH
Inpus V names V=REGIONH ] J=REGIOH J nbme Hogs
#1 inpuc TRAVE-§"02 CQUQoUQULEORgr.. COOTOCOBQEE - :-qs+0--- -« UQaggaaagottacoree TRAFZI®0L BF11
Translation of the JUNCTION
105 107 109 112 114 116 116 CDEI-INGT

104 106 oE 110 113 115 117 T o length

C A L B P 3 o G G G K L I F

1l input gt got gtg agt ooc tot cag 9Py OUa Oga aag cEE atc EEc - 12
Va2l:
C
T AA A AT G A GGC T AT AT AA G GEAAGT AACAAAGGTTT T AAGU T ACATAC T GTAAAGAAACCACTTOTTTC
CACTTG A A A GLUTC AT AAG TN A AT AGUGTETACTTOU TGTLC T A Gl AT AL AL

TATAAATTGATC TTCOGGGEAGTGGEACCAGACTGOTEGTCAGEOCTE

D.
Results of INGT/JunctionAnalvsis

Analysis of the JUNCTION

Input ¥V nDeunes W-REGION H J-FEGION J meme=  Hgo

i dnput TRAVS=-I+01 tLgroeecron. ... SOBAQACCORE ....JUatagoagctataaactgaccees TRAJIZ #0141 7/11

Translation of the JURCTION

105 1oy 1089 111 112 114 1146 118 CORI-INGT
104 106 108 110 112.1 113 115 117 Lo length
c ' L E 4 T =] L b L] 3 ¥ K L I F
#1 input tgt got Ccotg a8y aag BOC QT .. gat agc agc Cat aam TTg atc Tto = 14

Figura 47. Seqiienciacié de 'amplimer Val i Va22. A) Seqiiencia obtinguda de 'amplimer
Val en les mostres 100.29 i 100.22i. (de seqiiencia identica). S’ha remarcat en negreta les parts
corresponents a les zones Vi ] i en gris el CDR3 i la part corresponent a la regi6é constant. B)
Resultat de I"analisi amb I’eina online “V-Query” d'IMGT (http/imgt.cines.fr) dut a terme sobre
la seqtiencia Val, que es va identificar com TRAV8-6 amb TRAJ23 en la nomenclatura actual
d'IMGT. C) Seqiiéncia obtinguda de l'amplimer Voa22 en les mostres 100.29 i 100.22i. D)
Resultat de I'analisi “V-Query” sobre la seqtiéncia Va22, que es va identificar com TRAV9-2 i

TRAJ12.
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Aixi, doncs, en el cas de la cadena alfa s’obtingueren dades que suggerien
I'expressié d’una sola de les cadenes. En canvi, la seqilienciacié no va aportar
evideéncies clares sobre la possible traduccié d'una o de les dues cadenes beta.
Per tant, deixava oberta la possibilitat de 'expressié d'un tnic receptor Val-
VB11 o Val-VB13.1 per cel.lula o bé I'expressié dels dos TCRs en una mateixa
cellula. La segiient aproximacié que es va plantejar fou analitzar si aquestes
linies expressaven la proteina mesurant I'expressi6 de les cadenes VB11 i V13.1

per citometria de flux.

5.3.3. Analisi per citometria de flux

L’expressio de les families VP11 i VB13.1 es va determinar per citometria de flux

a partir de la tinci6 doble amb anticossos especifics.

A més de les linies 100.20i i 100.29, es va escollir la linia 100.21i que expressava
V11, pero no VB13.1, Val ni Va22 i que el pic representant en spectratyping era
de mida diferent al de la VP11 de les linies 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 linies 100.29 i 100.20i, tot i transcriure 'mRNA de V11 i VB13.1, només s6n
positives per VB13.1. Pel contrari, la linia PB100.21, que presentava una mida de
reordenament per VP11 diferent a la de 100.29 i 100.20i, resulta positiva per
VB11 (Figura 48). Aquests resultats suggereixen que el reordenament que
comparteixen 100.29 i .20i i no 100.21i, estaria associat amb l’absencia de
proteina. La tinci6 intracitoplasmatica amb els mateixos anticossos,
permeabilitzant les cél.lules amb saponina, no va mostrar que V11 s’acumulés
en el citoplasma. Tot i aixi, no es podria excloure que la cadena es sintetitzi i
que per problemes de plegament, estabilitat, etc., s’acumuli al citoplasma amb

una conformacio diferent is’hagi perdut l'epitop.
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Figura 48. Analisi de l’expressi6 de VfB11 i Vf13.1 per

citometria de flux. L’eix X representa la tincié6 amb I’anticos per

VB11 i 'eix Y la tinci6 amb l'anticos per VB13. A) Mostra de

PBMCs d’un donant sa, on es detecten cel.lules T VB11+ i V13+.

B) Linia oligoclonal 100.21i amb reordenament (-4) i (+1) per

VB11 pero sense VB13.1. C) Linia oligoclonal 100.20i amb

reordenament per VB11(+1) i VB13.1(+2). No s’observa tincié

especifica per VB11. D) Marcatge de la linia 100.29, presenta els

reordenaments VB11(+1) i VB13.1(+2) i s'observa el mateix

resultat que amb la linia PB100.20i, abséncia de matcatge amb

I'anticos Vp11.
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5.4. Comparacié del clon de TCR dual aillat in vitro amb la restricci6 de

regions B-CDR3 establerta in vivo al pancrees del diabetic T1.

Els clons expandits in vitro de TCR Voal, Vp11(+1)/VP13.1(+2), que
comparteixen les linies 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 Vo i VB, s’hi trobava aquesta combinacié incloent la
cadena Va22 la qual hem vist que no s'expressaria. L'elevada freqtiencia
d'aquest clon entre les cel.lules expandides a partir de 1'infiltrat suggeria que fos
un clon originalment majoritari en el material de partida, tot i no ser una
expansié monoclonal, o que hagués estat afavorit per la metodologia usada en

l'expansio.

Una dada important era que, la seqliencia CDR3  VB11(+1)
<CASTPNKQGRGQPQHF> d’aquest clon amb TCR dual, es trobava també
entre les seqiiencies in vivo obtingudes del digerit total del pancrees diabetic
(veure VP11 en la Taula suplementaria 2). I el fet que en canvi aquesta
seqiiencia no aparegués a l'extracte dels illots purificats (veure VP11 en la taula
suplementaria 1) suggeria que el clon provingués originalment de l'infiltrat al

voltant dels illots.

Finalment, es va comparar la seqiiencia CDR3 de les cadenes V111 VB13.1 del
clon in vitro, amb els patrons definits al Capitol IV pels residus estadisticament
significatius en cadascuna de les posicions de 'NDN de I'infiltrat pancreatic in

vivo (veure les Figures 35-38) is’observa les segiients coincidéncies:
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> E1 CDR3 de la seqtiencia V311 del clon, de 14aa, mostrava coincidencia amb el
patré de mida corresponent deduit de 1’analisi qualitatiu (veure la Figura 49A),
ja que en la posici6é 7 conservava la Q tant caracteristica de la restriccié per a
seqliencies de 14aa i també mantinguda a la expansié natural in vivo VP22

detectada al pancrees i la melsa del pacient diabetic T1 (Taula 5).

> El CDR3 de la sequiencia VB13.1 del clon, de 15aa, tot i no tenir un patré
definit in vivo per aquesta mida, degut a la flexibilitat del loop CDR3 es va
comparar amb el patré de 13 aminoacids, amb el qual presenta certa similitud
per la presencia de R a I'inici N-ter i Y i N a la part final C-ter de 'NDN. (Figura
49B).

A) Semblanca del CDR3 V11 amb el patr6 de 14aa de l'infiltrat pancreatic.

B) Semblanca del CDR3 Vf13.1 amb el patrdé de 13aa de l'infiltrat pancreatic.

Figura 49. CDR3 de les cadenes beta VP11 i VB13.1 del clon dual aillat per expansié in vitro.
S’ha remarcat en vermell la coincidencia exacta d'un aminoacid de la seqaéncia amb el patré
corresponent per als CDR3 deduit del total de seqiiéncies del pancreas diabetic. En verd s’ha
remarcat les coincidencies en una posicié propera a la del patré indicat. A) Per al CDR3 V11
de 14aa s’observa coincidencia de Q amb el patr6 de 14aa. B) Per al CDR3 VB13.1 de 15aa

s’observa coincidencia de Ri A en N-teriY i N en C-ter amb el patré de 13aa.
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5.5. El clon amb TCR dual no expressa Foxp3.

Les cel.lules T reguladores son anergiques, necessiten de 1'estimulacié via TCR i
de la presencia d'IL-2 exogena ja que elles no en produeixen. Tots els clons amb
aquest el TCR Val/Vo22 - VB11(+1)/VP13.1(+2), es mostraven molt
dependents de la presencia d'IL-2 en el cultiu per proliferar (Costa et. al. dades
no publicades) i per aix0 es va determinar l'expressi6 de Foxp3 en els clons
aillats del pancrees diabetic per determinar si aquesta dependéncia per la IL-2

era degut a que eren clons amb fenotipus regulador.

El gen Foxp3, és un gen membre de la familia forkhead/winged-helix (FOX) de
reguladors transcripcionals, implicat en la modulacié de les respostes del
sistema immunitari. Certament el mecanisme especific d’aquest gen no ha
pogut encara ser descrit pero sembla actuar com a principal regulador del

desenvolupament i la funcié de les cel.lules T reguladores.

La tecnica utilitzada fou PCR-quantitativa normalitzada segons la expressié de
Gapdh. Els nivells de Foxp3 en els clons i linies oligoclonals del pancrees
diabetic es van comparar amb la seva expressio en les cel.lules T reguladores de
sang periferica CD4+CD25++ purificades a partir de sang periférica 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 expressi6 d'aquest gen en cellules T naive i efectores,

respectivament.
Es van analitzar els clons i linies expandits amb anti-CD3 i amb illots que es

detallen a la Figura 37. Cap dels clons amb el TCR dual, VB11(+1) / Vp13.1(+2),

expressava Foxp3, indicant que aquest és un clon efector més que regulador.
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Les linies més policlonals que contenien aquest TCR acompanyat d’altres,
expressaven nivells baixos de Foxp3degut a I'efecte dilucié. Per exemple, la linia
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 linia, mostra un nivells baixos del factor de
transcripcié (5,23). Aquests resultats indicaren que, entre les linies expandides
del pancrees diabetic, hi ha cél.lules T reguladores segons els nivells d'expressio
de Foxp3, i també cel.lules T efectores (Foxp3-) de les quals un dels clons

majoritaris expressa un doble TCR.

L’estudi de les linies cel.lulars va permetre detectar que les cel.lules amb TCR
dual no eren minoritaries dins del repertori de cel.lules T del donant diabetic.
Aquesta hipotesi s’ha proposat com un dels possibles elements que
contribuirien al trencament de la tolerancia, degut a la implicacié que té

I'expressio de dos TCRs amb diferent especificitat durant la selecci6 timica.
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Figura 50. Valors Foxp3 (normalitzat amb Gapdh X1000) dels clons generats
en l'expansié de l'infiltrat pancreatic amb a-CD3 (blau) i extracte d’illots
(taronja). En gris es mostra els valors de referéncia en céllules T CD4+
separades segons la expressi6 de CD25 (-, +, ++), de dos PBMCs control. Les
linies en puntejat senyalen el valor Foxp3 minim per a les CD25++ i maxim per a
les CD25-. Les linies que contenien els reordenaments V311(+1)-Vp13.1(+2) estan
indicades a la part central dels dos grafics i cap d’aquestes expressa un valor
Foxp3 superior al 10, maxim detectat en les CD25+ (efectores activades). Altres
linies oligoclonals (com 16i, 38i i 5-2412) mostraven nivells variables de Foxp3,

suggerint la presencia de reguladores entre les cel.lules T expandides in vitro.
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En aquest treball s’ha descrit el repertori TCR del limfocits infiltrants al
pancrees d'un donant diabetic tipus 1 en el moment del debut, s’ha identificat
els clonotips T mitjangant el CDR3 de la cadena B i s"ha estudiat la restricci6 del
repertori present al pancrees, fent un seguiment dels clons a la melsa i a la sang
periférica. Per altra banda un dels clonotips VP11 de l'infiltrat original, va ser
aillat in vitro per sub-clonatge i expansid, mostrant un TCR dual i una expressi6
de Foxp3 negativa, fet que suggereix una funci6 efectora més que reguladora
d’aquest clon en el desenvolupament de la malaltia en aquest pacient. Les
mostres en la que s’ha basat 'estudi (DM-TD, DM-ISL, DM-S i DM-PB),
provenen del donant diabetic “Case 17, referit en les publicacions de Somoza et.
al. i Planas et. al. [61, 94] i s’utilitzara aquesta nomenclatura a la discussio.
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 progressi6 de la diabetis tipus 1 en huma. Aixo

reflecteix la poca disponibilitat de mostres de pancrees d’individus [57, 65].

La metodologia aplicada per a I'estudi es va basar en I'ts de la técnica de RT-
PCR multiplex per a la identificacié de les families geniques TRAV (Va) i TRBV
(VB) del TCR. Aquesta tecnica ja era descrita per a la deteccié de les families
TRBV [171]. Donat I’alt nombre de grups TRBV existents (Més de 60 segments
geénics TRBV identificats per seqiienciacié i classificats segons el 75% de
similitud de sequiencia en 30 families, unes 23 de funcionals [16] (www.
IMGT.org), el nombre de reaccions PCR necessaries per a detectar els gens BV
era un factor limitant i la utilitzaci6 de MIXs en que combinaven 2 o més
primers especifics en una reaccié de PCR multiplex ja es proposava des dels
anys 90 per tal de resoldre el problema, [176]. Basant-nos en aquesta
aproximacio, 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-amplificacié per a TRAV.
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Les RT-PCR multiplex per a TRAV i TRBV presentaven molts avantatges
permetent 'amplificaci6 de totes les families en un niimero menor de tubs i la
deteccié en un gel d’agarosa de petites dimensions, resultant en la optimitzacié
de la mostra necessaria, el temps i els costos experimentals. La posta a punt
d’aquesta metodologia, va permetre I'estudi del repertori TCR en que es basa
aquest treball. Aquest métode s’ha utilitzat sovint, com en el nostre cas, en
combinacié6 amb la técnica d’spectratyping que permet obtenir informacié del
repertori de mides de reordenaments CDR3 [19, 176, 177]. La seqiienciaci6é del
CDR3, avalua per altra banda els elements genétics utilitzats en la construccié

del TCR, definint les cel.lules T involucrades en una resposta immunitaria.

Repertori de les cél.lules T infiltrants

L’estudi del repertori TCR de les cellules infiltrants permet valorar la
variabilitat de les cel.lules que es troben in situ en moltes malalties, en particular
les autoimmunitaries organ-especifiques 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 facil aconseguir cel.lules i, menys encara,
teixit de pancrees 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 ratoli NOD, ja que la patogenesi 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 restriccié.E els animals usats en
aquests casos tenien perdo més de 8 setmanes, moment comparable al debut de
la malaltia en humans quan la simptomatologia ja ha comencat i per tant la
destruccié de les cél.lules ha induit la resposta vers nous autoantigens 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'observa que els
primers mostraven un repertori divers i el dels ratolins més joves era en canvi

restringit a poques families i amb CDR3 dominant, [135, 179, 180].
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Aquestes dades indicarien que la DT1, I'activaci6 especifica inicial d'un ntdmero
limitat de clons T induiria un biaix en el repertori de TCR produit per

I'expansi6 d’aquestes cel.lules.

Les publicacions sobre el repertori de cel.lules T aillades de pacients diabetics
son escasses i la majoria s’estudien clons aillats i expandits a partir de mostres
de sang periférica. Pel contrari, sén molt pocs els treballs que descriuen el
repertori de cellules T presents a l'infiltrat huma, pero els que hi ha
suggereixen una certa restriccié en les families expressades als infiltrats, [63, 66,
133, 140]. En el nostre cas, la descripcié del repertori TCR de les cel.lules T
infiltrants als illots pancreatics del donant diabetic, va mostrar molta diversitat
de TCRs pero alhora la presencia d’unes poques expansions monoclonals que
podrien estar dominant la resposta T als illots del diabetic. Alguns d’aquests
clonotips van ser també detectats a la melsa i a la sang periferica del pacient

gracies a la identificaci6 de la seva regi6 CDR3.

La majoria de les families TRBV estudiades eren ben representades a 'infiltrat
pancreatic del Case 1, pero, tal com van mostrar els experiments de genotipatge
i seqlienciacié del CDR3, cinc d’aquestes families, V1, VB7, V11, V17 i VB22,
resulta que contenien expansions monoclonals. No és possible obtenir
conclusions de la comparaci6 de TCRs entre mostres humanes ja que cada
repertori és generat a 1'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 relacié a controls en la freqiiéncia de cel.lules
T VB1, VB7 i VP17 a PBMCs de pacients diabetics T1 recentment diagnosticats.
Aquest increment en periferia no va ser observat al nostre treball on el repertori
de families 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
expressio de la VB7 en PBMCs de diabétics T1 ha estat associada a la expansi6 T
mediada per superantigen [133], pero en el nostre cas es va desestimar quant les

dades de seqiienciaci6 CDR3 varen revelar un clonotip tnic per a la familia
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VB7. Una altra dada interessant va ser la no-expansi6 de la familia V20 en cap
de les mostres del pacient diabetic. En un estudi previ, 'abséncia d’aquesta
familia genica s’havia relacionat amb l'existéncia de polimorfisme en el gen
VB20. Els autors van descriure tres genotips d’aquesta familia i en un d’ells el

canvi de C a T resulta en la generacié d'un codé STOP que creava un al.lel nul

[181].

Repertori de les cel.lules T perifériques.

La presencia de pics dominants amb possibles expansions clonals al pancrees va
fer que ens preguntéssim si aquestes es podrien determinar a la periferia.
Algunes de les expansions detectades intra-illot, varen poder ser identificades
mitjancant 1’analisi del repertori TRBV en mostres de melsa i la sang periferica
ex vivo. Aquest és un punt molt important a tenir en compte ja que la expansio
amb determinats autoantigens o I'analisi focalitzat en una determinada familia
TRBV pot establir un esbiaixament que emmascari els clons T infiltrants més
importants. En aquest context, hi ha treballs que han mostrat el repertori huma
de les cel.lules T aillades de PBMCs de pacients i expandides in vitro amb
autoantigens coneguts perd aquests no mostren la distribucié i freqtiéncia in
vivo d’aquestes cel.lules [111-114]. Un altre estudi descriu el repertori de
cel.lules T de limfonodes pancreatics (PLN) de donants diabetics expandides in
vitro amb insulina, perd 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 cel.lules T intra-pancreatiques
separades per sorting mitjancant un tetramer amb el mimotop del clon
diabetogenic BDC2.5 eren diversos entre els diferents ratolins analitzats. La
mateixa seqiiencia del CDR3 del clon BDC2.5 no es va poder localitzar en la
circulacié sanguinia 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 ratoli NOD, els autors es van
restringir a I'estudi de VB6 i VB8.2, 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 periferica.
A la melsa s’ha observat dues expansions monoclonals VP16 i VB22. Aquesta
tltima, VP22-<<CASSEAQQGYSGELFF>>, correspon a una de les cinc del
pancrees. La presencia de determinades expansions clonals a la melsa es va
confirmar en l'estudi realitzat per Erika Scholz, en el seu treball de Master, de
les families TRAV en el pancrees i la melsa del mateix pacient diabetic [183], on
es van caracteritzar sis expansions monoclonals a les cel.lules T intra-illot (Va6,
Va7, Val2, Val4, Va20, i Va27), i una d’elles Vab6-<<CAMRETSDKLIF>>, era
present també a la melsa. L'tnic clon expandit al pancrees, que es va poder
identificar en PBMCs, tot i que no com a expansié monoclonal, va ser V[22-
<<CASSEAQQGYSGELFF>>. D’aquesta manera, els resultats demostraven la
presencia en baixa freqiiencia de cel.lules T expandides als illots, en la circulacié
sanguinia del pacient, indicant que en el nostra cas d’estudi el repertori
periféric no és representatiu del repertori instal.lat a I’0rgan diana. La detecci6
de cellules T autorreactives en sang periferica ha resultat sempre esquiva,
probablement degut a la seva baixa freqiiéncia i la seva reduida avidesa per els
lligands pMHC, que en dificulta 1’analisi amb tetramers [184]. Tot i que només
és un cas, I'analisi exhaustiu de la melsa del diabetic Case 1 apuntaria cap a un
possible paper actiu d’aquest organ en I'expansié d’alguns clons autorreactius,

on si es podrien detectar.

La melsa és l'organ limfoide secundari intercalat a la circulacié sanguinia,
utilitzat en models animals per a la obtenci6 de cellules T periferiques.
S’esperaria que el seu repertori correspongués amb la poblacié de cél.lules T
circulants, no obstant, les dades del donant diabeétic Case 1 suggerien que la
melsa autdloga emmagatzemava alguns clons T del pancrees o inclas que
podria permetre la expansié d’alguns d’ells. La rellevancia d’aquestes

expansions en el progrés de la patologia és desconegut.
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Autoantigens expressats als illots com la Periferina es coneix que també
s’expressen a la melsa [185] i cel.lules B anti-Periferina s’han aconseguit aillar a
partir de la melsa en el model NOD [186]. Una altra dada rellevant que
involucra a la melsa és l'especificitat del clon BDC25, un dels més
diabetogeénics identificats en NOD. Aquest clon es va generar a partir de
cel.lules disgregades de la melsa i PLN en presencia de extracte d’illots, i
reconeix un peptid de la Chromogranina A, una proteina secretada per cel.lules
beta i per la melsa després d’estimulacié nerviosa [104]. Per a aquest tipus
d’autoantigens de caracter 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 cel.lules dendritiques, els limfocits B serien bons candidats a APCs.

Varis grups han descrit el paper dels limfocits B en la progressié de la diabetis i
es coneix que la deleci6 de les cel.lules B protegeix el ratoli NOD de la malaltia

[187, 188]. Les cél.lules B, son presentadores eficients de peptids derivats de
'’antigen reconegut al BCR, tal com s’ha mostrat per GAD65 en diabetis tipus 1
de ratoli i huma [189, 190]. El grup de Kent et. al., han demostrat la presencia de
cél.lules B en els PLN i melsa, secretores d’anticossos contra GAD i insulina i els
isotips més abundants sén IgM, IgG1 i IgG3 en els donants diabétics comparats
amb controls i diabetics de llarga evolucié (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 diabetic Case 1, mostrava un alt
nivell de transcrits d’IgG que es correlacionava amb la preséncia de cel.lules B
infiltrants [94]. Algunes cellules B autorreactives podrien presentar epitops
d’autoantigens co-expressats al pancrees i a la melsa i d’aquesta manera mediar
la interrelacié entre ambdos organs. Fins on coneixem, no hi ha cap altre estudi
que el que aqui presentem on es descrigui el paper de la melsa en la diabetis T1

humana.
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Alineament de seqiiéncies de la regio f-CDR3

En ratoli NOD, s’havia proposat ja un repertori restringit de cel.lules T anti-illot
als estadis inicials d’infiltraci6 al pancrees [131]. L’analisi per alineament de les
seqliencies de la regi6 CDR3 del TRB, va permetre valorar la presencia
d’esbiaixament i/ o restricci6 al repertori dels limfocits T infiltrants a partir del
conjunt de 139 seqiiéncies B-CDR3 obtingudes de l'infiltrat del pancrees
diabetic Case 1. Primerament es va valorar la distribuci6 de mides de
reordenament del CDR3 i 1'as de fragments TRBJ. Les mides CDR3 més
abundants de les cellules 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 familia TRBV [191], els nostres resultats coincidien amb
I'extens estudi de Freeman et al. [175] on es descrivia la distribucié de mides
CDR3 i d"Gs de fragments TRB] de 30.366 clonotips de PBMCs d’individus sans.
En ratoli NOD, s’ha observat que els reordenaments principals s6n de 8-9 aa i
que la mida va augmentant en el temps (dels 10 als 22 dies de vida)
probablement en relacié amb I'evolucié de la funcié timica, degut a I'activitat de
la TdT que comenga la primera setmana de vida, [131, 192]. Les diferencies
intrinseques en el desenvolupament de la malaltia d’ambdues espécies dificulta

la comparaci6é de dades de ratoli i d’huma en els estudis de TCR.

L’alineament de seqiiéncies 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 aminoacids, mostrant en primer lloc prevalenca
del caracter neutre i hidrofilic tal com s’esperava en un loop exposat a I'exterior
per a la interacci6 amb pMHC. Respecte a les propietats quimiques de les
cadenes laterals dels aminoacids, destacava la prevalenca dels alifatics a la zona
central del CDR3, de la posici6 4 a 'inici del fragment TRB]J (posici6 8-11 segons
el grup; veure Figura 32), que es corresponia amb I'abundancia dels residus G i

P codificats pel segment TRBD [191]. Aquestes dades concordaven amb I’estudi
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de Naserke et. al. [193] en ratoli NOD i un dels pocs en que s’estudien les
propietats dels aminoacids del CDR3. Tot i aixi, una observaci6 interessant fou
'existencia d’un “punt d’inflexié” en la prevalenca del caracter alifatic a la part
central del loop, que senyalava una disminucié d’aquesta tendéncia al voltant de
les posicions 5-7, en 3 dels 4 alineaments realitzats, i suggerint possible
restriccié a nivell d’aminoacids. En 1" analisi quantitatiu (Figura 20) s’observa
encara més marcada aquesta disminuci6 del caracter alifatic a favor de
I'augment d’altres propietats segons les seqiiencies expandies en cada grup.
L’observaci6 de restricci6 al voltant d” una posicié aproximada a les posicions 5-
7 del CDR3, podria reflectir I’existéncia d'una restriccié concreta, perd mostrar
I'adaptaci6 de cada mida CDR3 a aquesta restricci6 segons la possibilitat de
plasticitat que presenta el loop. Amstrong et. al. [194] ja plantejava que la
caracteristica de plasticitat dels loops CDR sigui un factor rellevant, que podria

influir en I'especificitat i inclts en la cross-reactivitat dels TCR.

Tenint en compte aquests resultats, es va aplicar a nivell d’aminoacids el test
estadistic de la Binomial, obtenint quatre “patrons” (per a les mides CDR3 de
11aa, 12aa, 13aa i 14aa) que mostraven seleccié d’alguns aminoacids no alifatics
a la regi6 NDN (Figura 34) i que es corresponien amb els “punts d’inflexi¢”
indicats en I’analisi de propietats. L alineament, va mostrar d’aquesta manera
un biaix que podria deure’s a la immunodominancia d’alguns epitops
presentats a 1'organ diana. S'ha estudiat en anteriors treballs I'existéncia de
diferents tipus de biaix dels TCR generats en una resposta [7, 195-202]. El biaix
anomenant tipus 2 es déna quan hi ha conservacié de seqtiéncies al loop CDR3 i
es caracteritza per la presencia de motius de seqiiencia, el biaix és tipus 3 en cas

de que a més s’observi restricci6 cap a I'as de certes TRAV i/o TRBYV, [8, 201].

La detecci6 de biaix als B-CDR3 s’ha relacionat en altres treballs amb
'especificitat vers un determinat pMHC. Day et. al. [203], usaven ratolins
retrogénics amb la cadena TRA (TRAV21-AJ53) de forma fixe, determinaven la

variabilitat de TRB en la resposta vers un peptid de l'influenza-virus A i

172



mostraven com existia restriccié per la familia TRBV29, una mida CDR3
concreta i, tot i la diversitat de seqiiéncies B-CDR3, mostrava una seleccié a la
posici6 108 (posicio 4 al loop, corresponent a NDN) per un aminoacid aromatic
no codificat a la linia germinal. L’analisi estructural indicava que la cadena
lateral d’aquest aminoacid contactava amb MHC-I mentre que a la resta del loop
el backbone contactava especificament amb el peptid PA224. En aquest cas
semblava que el reconeixement no depenia tant d’una seqiiéncia concreta com
de les caracteristiques estructurals adequades de la suferficie del TCR que

contactava amb el pMHC-L

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 induida amb MOG(35-55), s’observava un biaix en el
CDR3 associat més a la funcié de les cel.lules que al reconeixement del peptid ja
que la presencia d’un residu acid a les posicions 5-7 del CDR3 correlacionava
amb cel.lules T Foxp3 negatives, per tant amb un fenotip efector. Aquest residu
era absent a les cel.lules T Foxp3+ especifiques pel peptid, aillades tant de melsa
com de CNS (sistema nerviés central) [204]. Finalment, un estudi realitzat en
humans va mostrar que hi havia un biaix en els clons de cellules T que
reconeixen un epitop del virus de la hepatitis C. Els CDR3 dels clons especifics
mostraven restriccié no només en la regié CDR3 sin6 també a les regions CDR1
i CDR2. A més, entre els clonotips seqilienciats es van identificar TCRs publics,
és a dir, seqilienciats en diferents individus, evidenciant que el repertori era

entre individus més repetitiu de I'esperat, [205].

En resum, el biaix dels TCRs a nivell de I'aparellament preferent de determinats
dominis variables alfa i beta, la seqtiéncia de les regions CDR i en particular la
mida i seqtiencia 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 autoimmunitaries, on existeix un infiltrat limfocitari que
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freqientment apareix molt diluit a la periferia. Per aquestes malalties la
definici6 de les caracteristiques moleculars rellevants per al reconeixement,
podria usar-se en el disseny de noves terapies immunologiques, sobretot quan

aquests determinants s’associen amb la funci6 de les cél.lules T autorreactives.

La importancia del biaix del B-CDR3 observat a l'infiltrat limfocitari del donant
diabetic Case 1 es manifesta amb la coincidencia 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 preferéncies per certs aminoacids podrien ser determinades per la
interaccié amb el peptid i/o la molecula de MHC. Per altra part, el fet que les
dues expansions monoclonals de la melsa, V16-<<CASSHROQMNYNEQFF>> i
VB22-<<CASSEAQQGYSGELFF>>, es trobin a l'organ diana com clonotips
dominants i que s’adaptin al biaix del pancrees, suggereix que a ambdds

organs es troben els elements de restriccié responsables de la seva expansio.

A partir d’aquestes consideracions, postulariem el model que es descriu a la
Figura 51 on, en el dany tissular inicial hi hauria migracié de cel.lules
dendritiques (DC) carregades de complexos pMHC cap als PLN proximals, on
hi hauria reconeixement i activacié de les cel.lules T efectores. La melsa i la part
de la “cua” del pancrees drenen als limfonodes pancreatico-espleénics, els quals
podrien afavorir la resposta T contra autoantigens comuns. A traves del
drenatge limfatic les cel.lules T activades serien bolcades al ducte toracic des
d’on passarien a la circulacié sanguinia i acabarien retornant al pancrees a
traves de 1'endotel.li activat, on s’expandirien al trobar de nou l'antigen. La
melsa esta intercalada a la circulacié sanguinia i algunes cel.lules T hi arribarien
també, de les quals, aquelles especifiques per autoantigens co-expressats en
pancrees i melsa s’hi podrien expandir. Les nostres dades han demostrat la
presencia d’expansions clonals a la melsa que també es trobaven al pancrees

pero no viceversa.
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Per tant, tot i que la resposta
immunologica contra epitops T especifics
de teixit és principalment sostinguda a
I'drgan diana i als PLN, la melsa podria

i/o

alguns clons T, participant en la inflamacié

emmagatzemar, també expandir

cronica de la T1D.

Expansio “in vitro” de l'infiltrat del diabetic

Case 1.

L’analisi del Case 1 es complementa amb
I'estudi de clons i linies oligoclonals aillats
de l'infiltrat original per expansi6 in vitro
anti-CD3 o d’illots

amb extracte

pancreatics de donants sans.

A partir del sobrenedant dels cultius en

monocapa  dels illots  pancreatics
purificats, s’havia obtingut els limfocits
més interns i proxims als illots. De
I'infiltrat limfocitari, es van generar dues
linies cellulars amb dos protocols
d’expansi6, per tal de no perdre cap
informaci6 del cultiu de partida: L1,
expandida amb anticos monoclonal anti-
CD3 i L2, amb extracte cru d’illots. El sub-
clonatge d’ambdues linies va permetre

obtenir clons i linies oligoclonals que

Figura 51.

Representacié grafica del

model proposat sobre la relacié entre la

melsa i el pancrees.

1-Migraci6 de dendritiques DC amb
complexos MHC-pep als LN pancreatics
proximals.
2-Reconeixement i activaci6 de les
cel.lules T efectores al LN.

3-Arribada de les cellules T acivades al
ducte toracic i pas a circulaci6 sanguinia.
4-Entrada de cellules T efectores al
pancrees. Reconeixement d”Ag i expansio
T especifica.

5-Entrada de les cel.lules T circulants a la
melsa.

Emmagatzament i expansi6

d’aquelles que interaccionin amb

complexes pMHC especifics.
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permetrien la valoracié més especifica de la relaci6 TRAV/TRBV dels receptors,
de la possible funcié reguladora/efectora a partir del grau d’expressio de
factors de transcripci6é del llinatge especific i posteriors estudis d’especificitat i
funci6. En aquest treball es va determinar el repertori TRAV/TRBV de

cadascuna i la possible funcié reguladora a partir del nivell de FOXP3.

Tot i observar diversitat en el repertori de families géniques TRAV i TRBV, s’hi
van identificar linies oligoclonals, i en algun cas inclds monoclonals. El
manteniment de cel.lules T en cultiu s’ha descrit com a possible causa de biaix
del repertori TCR. La comparacié de PBMC estimulats amb fitohemaglutinina
(PHA) versus no estimulats, havia mostrat que en presencia de mitogen s’'induia
predominanca de certes families respecte a la resta, perd no implicava la
desaparicié de cap de les families 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 limfocits
infiltrants en presencia de cel.lules tumorals del propi individu. S'observava
com després del cultiu, el repertori del limfocits infiltrants variava en
determinades families. Per altra banda, I’analisi de sang periférica del mateix
pacient ex vivo versus cultivada en les mateixes condicions, no resulta en les
mateixes modificacions del repertori, suggerint que la mostra de partida influia
en el resultat. En aquest cas, el cultiu en preséncia de cél.lules tumorals podia
afavorir 1'expansi6 d’aquelles cellules T especifiques presents en l'infiltrat i

absents en periferia.

Als cultius in vitro de l'infiltrat Case 1, el patré de monoclonalitat de les families
TRBV analitzades, era més evident quant s’estimulava amb anti-CD3 (8/12
families mostraven un unic reordenament) que quant es feia amb illots.
L’estimulaci6 amb anti-CD3 hauria afavorit el creixement de determinats
reordenaments, pero la majoria d’aquests s’observaven també en el cultiu amb
illots, fet indicatiu de que es mantenien en preséncia d’antigens especifics. Per

tant, els mitogens com PHA o anti-CD3 podrien activar algunes cel.lules
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irrellevants presents en el cultiu i emmascarar els resultats, perd no explicarien
les coincidencies observades en longitud de CDR3 d’algunes families TRBV, en
la expansi6 amb anti-CD3 i la expansi6 amb extracte d’illots, a no ser que

préviament s’haguessin activat amb el mateix estimul.

A la expansi6 in vitro de l'infiltrat del Case 1, s'observa la predominanga de les
families Val, Va22, VP11, VB13.1 en les linies generades tan amb un com altre
protocol d’expansié. En 11 de les 22 (52%) linies analitzades es co-expressaven
les quatre cadenes i coincidien les mides de I’amplimer de cadascuna: 209pb per
VB11 i 239pb per VP13.1, 225pb per Vol i 261pb per Vo22 (dades no
mostrades). La seqiienciacié de dues d’aquestes linies va confirmar la seva
monoclonalitat, mostrar la seva identitat clonal i revelar la presencia d"un codé
Stop a laregié NDN de la cadena Va22, suggerint un cas de TCR dual amb Val
i VB11/VP13.1. Aquesta possibilitat no es va confirmar a nivell de proteina ja
que la citometria de flux va permetre detectar VB13.1 pero no VB11. L’absencia
de marcatge podria deure’s a la perdua de I'epitop reconegut per l'anticos anti-
VP11 usat o per la manca de disponibilitat d’altres anticossos comercials per
VPB11. L’abscencia de detecci6 semblava relacionada amb el reordenament, ja

que la linia 100.21i, amb una mida d’amplimer diferent, si que va ser detectada.

Per altra part, els reordenaments no productius sén molt freqiients als gens del
TCR. Gran nombre de cel.lules B i T funcionals de la periferia 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 VD] o al principi de la zona C. Els
reordenaments no-productius no poden codificar receptors funcionals peré com
que hi ha dues copies dels locus TCR en cada limfocit, hi ha almenys dues
oportunitats de generar un receptor reordenat funcional. L'mRNA d’un
reordenament no funcional pot aixi coexistir amb el reordenament alternatiu
que déna una cadena funcional, [208]. Un 33% de cel.lules T expressen dues

cadenes a en huma, 2-15% en ratoli, i la freqtiencia de cel.lules T amb dues
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cadenes 3 s’ha estimat al voltant del 1% en huma i el 3% en ratoli, incrementant-

se amb l'edat, [23-25, 209].

L’acumulacié d’aquests transcrits amb PTCs pot donar lloc a cadenes truncades
o mal plegades que interfereixen amb 1'assemblatge del receptor correcte o
s‘acumulen al citoplasma. Les cellules han desenvolupat mecanismes de
regulacié6 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
I'augment d’splicing alternatiu, com a mecanisme per eliminar els PTCs, ja que
podria escindir la zona que inclou I’ Stop, que sovint és a 1'ex6 VD] [208, 210]. La
seqiiencia VP11 dels clons 100.29 i 100.22i, no mostrava cap PTC in-frame a la
zona del CDR3, ni a I'extrem 5" de la regié CP inclosa al fragment amplificat
(dades no mostrades). No obstant, no es pot excloure la presencia de PTCs en
algun altre punt del transcrit, ja que no es disposa de la seqtiéncia sencera de la

cadena beta.

Els resultats obtinguts, no permetien descartar la expressié d’aquesta cadena
VP11 en superficie i per tant no podem descartar la possibilitat d'un TCR dual.
Varis treballs han involucrat aquest tipus de cellules amb aloreactivitat i
autoimmunitat, estudiant-les en models d” artritis induida 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 combinaci6
que evitaria d’aquesta manera la selecci6 negativa [212, 215, 216]. Elliot et al.
inclas correlacionaven la proteccié del NOD amb 1’eliminacié dels TCRs duals
[212], i els estudis de Ji. et. al. [209], han revelat recentment un mecanisme de
trencament de la tolerancia dependent de la expressi6 de TCRs duals, on
cel.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 infecci6 viral ubiqua, podria desencadenar

I"autoimmunitat en un subgrup d'individus infectats.
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La seqtiencia VB11(+1)-<<CASTPNKQGRGQPQHF>> del possible TCR dual,
va ser la tnica seqiiéncia B-CDR3 que es va trobar les linies in vitro i a l'infiltrat
intrapancreatic original. Quan es va comparar la seqiiéncia amb el patré de 14
aa de linfiltrat, es va observar que presentava la Q central caracteristica
d’aquest  biaix. La  seqiliencia  corresponent a la @ VB13.1(+2)-
<<CASRRAGHLYSNQPQHEF>> de 15 aminoacids, tot i que és més llarga que
els patrons identificats, comparteix alguna de les caracteristiques en posicions
adjacents amb el patr6 de 13 aa (veure Figures 37 i 49). Amb I'objectiu
d’identificar aquesta seqiiencia de CDR3 dins de l'infiltrat, s’ha clonat la familia
VB13.1 del digerit total del pancrees diabétic, obtenint 10 clons, pero
malauradament no s’hi ha identificat fins ara (M. Costa, resultats no publicats).
La possible presencia d’aquest clon amb TCR dual a l'infiltrat, ens va portar a la
determinacié dels nivells de FOXP3, per a poder relacionar-lo amb un
mecanisme efector o regulador. L'expressié de FOXP3 era molt baixa a les linies
i clons que expressaven la combinacié del TCR dual, suggerint que sigui un
clon efector. La caracteritzacié exhaustiva d’aquest clon s’esta portant a terme al
laboratori per M. Costa i els resultats indiquen que expressa el factor de

transcripcié GATAS3, corresponent a cel.lules CD4+, Th2.
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“* CONCLUSIONS PER OBJECTIUS

Objectiu I- Optimitzar la metodologia experimental per l'estudi del TCR,
mitjangant el disseny d'una RT-PCR multiplex per a l'analisi del repertori

TRAV i TRBV:

1. S’ha optimitzat les condicions de la PCR multiplex per a les cadenes
TRAV i TRBYV, i s’ha establert un metode d’analisi que ens permet

avaluar la preséncia d’expansions clonals a les mostres.

Objectiu II- Analitzar el repertori de families geniques TRBV i la preséncia
d’expansions monoclonals en el digerit total i en els illots purificats del

pancrees d’un donant diabetic tipus 1:

2. S’han definit cinc expansions monoclonals, en les families géniques Vf1,
VB7, VB11, VP17 i VP22, al repertori de les cel.lules T infiltrants als illots
pancreatics d’un pacient de DT1 de debut.

Objectiu III- Identificar a la periferia les expansions clonals de I'infiltrat intra-

illot;

3. S’han descrit dues expansions monoclonals a la melsa, de les quals V[22-
<<CASSEAQQGYSGELFF>> és expansi6 clonal a la melsa i als illots del
diabétic, i VP16-<<CASSHRQMNYNEQFF>> no és expandida pero si

abundant al pancrees.

4. L'expansi6 comtt VP22-<<CASSEAQQGYSGELFF>> també s’ha
identificat diluida en PBMCs del pacient.
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Objectiu IV- Determinar l'existencia d’un biaix en la diversitat del TCR de les

cellules infiltrants del pancrees, a partir de la identificaci6 d’elements de

restriccid en les regions CDR3 de la cadena beta del TCR:

L’analisi de 139 seqiiencies B-CDR3 de l'infiltrat, ha mostrat restriccidé a
nivell de caracteristiques quimiques. En tots els grups de seqiiéncies,11 a
14 aa, el CDR3 mostra a la regié central, o N-D-N, un augment del caracter
alifatic amb un punt d’inflexi6é en aquesta tendeéncia entre les posicions 5

a 7, suggerint la existéncia de restricci6 a nivell de selecci6 d’aminoacids.

S’han definit, aplicant el test de la Binomial, quatre patrons de restriccié
per a les mides de 11 fins a 14 aa, que mostren la seleccié preferent
d’alguns aminoacids a la regi6 NDN en posicions coincidents amb el

punt d’inflexi6 definit en 1’analisi de les propietats.

Objectiu V- Comparar el TCR de linies i clons generats in vitro a partir de

l'infiltrat d'illots amb les dades de les expansions in vivo del pancrees diabetic:

7.
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L’expansié in vitro de l'infiltrat linfocitari mitjancant dos meétodes
diferents, mostra que l’estimulaci6 amb anti-CD3 ha afavorit el
creixement dels clons més dominants, mentre que l'extracte d’illots ha

mantingut més diversitat de cél.lules T.

La majoria dels polimorfismes de mida del CDR3 de les linies
oligoclonals, estan presents a les linies parentals L1 i L2, mentre que la

deteccié d’algun reordenaments nou s’explicaria pel el factor dilucié.



La combinacio dels reordenaments Val, Va22, VB11i Vp13.1, és altament
representada tant a les linies oligoclonals procedents de L1 com de L2.
Aquestes linies provenen de 1’expansi6 clonal d'una cél.lula amb un anic
TCR funcional format per ValVB13.1, segons s’ha demostrat per
seqiienciaci6 i citometria de flux, de funcié efectora més que reguladora

donada la seva baixa expressi6 de Foxp3. Només la seqiiéncia de VB11-
<<CASTPNKQGRGQPQHF>> d’aquestes linies s’ha trobat pero dins de

Iinfiltrat intra-illot analitzat ex vivo.
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Figura Suplementaria 1. Valors d'RI dels pics de genotipatge obtinguts a les families
geniques amplificades en les mostres de pancrees total i illots aillats per a les mostres
control (C-TD i C-ISL respectivament) i les corresponents al donant diabétic (DM-TD i
DM-ISL). A la columna de la dreta es mostra I'area total de la familia, calculada a partir
del sumatori de l'area dels pics normalitzada amb el marcador intern. Només es van
considerar aquelles families amb una area total superior a 10. En negreta es remarquen els
valors d'RI  superiors al 50% i per tant indicatius de la presencia d’expansions)

monoclonals.
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Figura Suplementaria 2. Valors d'RI per a tots els pics de genotipatge

obtinguts a les

families geéniques amplificades a les mostres de melsa control (C-S) i blocs de melsa

independents del donant diabétic (DM-S1, S2 i S3 respectivament). A la columna de la

dreta es mostra 1'area total de la familia, calculada a partir del sumatori de 'area dels pics

normalitzada amb el marcador intern. Només es van considerar aquelles families amb una

area total superior a 10. En negreta es remarquen els valors d'RI superiors al 50% i per tant

190 indicatius de la presencia d’expansions monoclonals.
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Figura Suplementaria 3. Valors d'RI per a tots els pics de genotipatge obtinguts a les

families geniques amplificades a les mostres de PBMCS d'un individu control (C-

PB1) i PBMCS del donant diabetic (DM-PB). No s’observa cap valor de RI superior a 50

i per tant indicatiu d'una possible expansi6 clonal.
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Valoracié quantitativa d’hidropatia dels aminoacids del B-CDR3

Hidropatia (grup de seqiiéncies d'11 aa)
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Figura suplementaria 4. Propietats d’hidropatia dels aminoacids del B-CDR3 en les
cellules T intra-pancreatiques del donant diabetic, segons l'estudi quantitatiu per
cada grup de seqiiéncies. L’eix X indica la posici6é al CDR3 de N- a C- terminal, desde
la C inicial (anterior a 1) a la F final (posterior a la ultima posicié numerada), Cila F sén
posicions incolses als grafics pero sense numeracié. L'eix Y indica el nombre de

seqiiencies.
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* ANNEXOS-*

Figura supplementaria 5. PCRs
TRAV (Va) i TRBV (VB) de les
mostres filles del clonatge de la
expansiéo amb anti-CD3, L1. Al
capcal de cada fotografia s’indica
la nomenclatura corresponent al
nom de la mostra i damunt de
cada banda apareix el nombre
corresponent a la familia Vo i VB
que representa. Totes les
electroforesis van ser fetes en gels
d’agarosa d’alta resolucié segons
el protocol especificat a materials
i meétodes.Observavem, tal com
s’esperava, oligoclonalitat en
totes les linies. Les bandes ténues,
com les que es veuen en el gel de
VB per les linies 100.5-2412 i
100.9-2412 eren probablement
bandes residuals de les cel.lules

feeder (PBMCs

s’afegien al

irradiats) que
cultiu en cada
reestimulacié (veure Materials i
Meétodes). El nombre de bandes
Va coincidia amb el d"Vf en cada

linia.
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Figura supplementaria 6. PCRs
TRAV(Va) i TRBV(VB) de les
mostres filles del clonatge de la
expansiéo amb extracte d’illots,
L2. Al capcal de cada fotografia
s’indica la nomenclatura
corresponent al nom de la mostra
i damunt de cada banda apareix
el nombre corresponent a la
familia @Va i VB que
representa.Totes les electroforesis
van ser fetes en gels d’agarosa
d’alta  resoluci6 segons el
protocol especificat a materials i
metodes.Observavem, tal com
s’esperava, oligoclonalitat en
totes les linies. Les bandes
ténues, com les que es veuen en
el gel de VP per les linies 100.3i
eren probablement bandes
residuals de les cel.lules feeder
(PBMCs irradiats) que s’afegien
al cultiu en cada reestimulacié
(veure Materials i Meétodes). El
nombre de bandes Va coincidia

amb el d'VP en cada linia.
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TAULES SUPLEMENTARIES
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Seqiiencies B-CDR3 dels limfocits T intra-illot.

Taula suplementaria 1. Total de

seqiiéncies B-CDR3 en aminoacids,
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o e o veave 2701 1 = families geniques VPB1, VB6, VB7, Vf8,
13 Cags B3GE BYMEQFF 1.0 1 5.3
11 CASSL GLAGG mearr oot 1 s: VB11, VP16, VP17, VP18 i VB22. La
14 CASS RGSR ANTGELFE 2201 1 53
4 CASS BPGOGVY ETGYR 2800 1 53 [, S :
15 casal anou wnspisF  rans 1 sa identificaci6 de la zona CDR3 i
7 : 2 7 . ~ .
VBT TREWEZ 11 CASSQ AAG veavF =70t @ 20 |'assignacié d’aminoacids es feu amb les
i CASSD DGGLYE QYE 2501 1 125
13 cass PTSGEV STEYF 2501 1 125 | . : :
14 cASSG VAGAG voELFF oo s sap €ines  online de IMGT-International
VBN TREBVIZD 11 CASS PTST veave 70t 1 88 ImMunoGeneTics (www.imgt.org,
11 CASSL PPES BYIF 1200 i 5K
it cassi LPES BYTF  ta0t 1 5% it . .
1 CASSL i peve  aaoi 1w Université  Montpellier 2,  Montpellier,
i2 CAaB THRES HSPOHF 1504 2 118
12 Cass 247 MNTEAFF 14,04 1 ] France).
12 Cags L ETOTQYF 2-3.01 2 e
13 CASS FEEAG SPLHF 1-8.0¢ 1 1]
t4 CaSs LRPERG OTEAFF t=1.0% 1 =]
i5 CAaBs LATEGA ETOTAYF 2304 ] 353 . .
* Assignaci6 VB segons la nomenclatura
VB TREVES-1 i1 CABE - THTGELFF a0t i i11
1 .. a QETAYF  ==tt 8 ®9 de Chitnis et al. en Manual of clinical
VEIE TREV14 @ CASSD L1l EAFF 11,06 1 L .
it CASS LGOEPL ave 2701 1 17 laboratory immunology.2002
i3 CAREEGS Wi YMEQFF a=1.014 i T.T
i3 CASs- RGN YMEGFF 21,01 5 35
13 CASEQ EPA FYEQYF 2701 3 2
15 Cagsn” RGFWLA TEAFF 1-1.04 1 T.T . ..
] CASS0 GOARGDRKR FYEQYF 2-7.01 i 17 A551gr1a(:1o de la nomenclatura TRBV
VEAT TREYV1® ] CAagEl a8 YOYTF 12,04 1 143
N P, I oyt sam» 1o and TRB] segons IMGT.
LF] ca TEPLGM {MEQFF 2-1.04 .| 4259
VE1E TREY1E 11 CASLP GG TEAFF 1,01 1 83
13 CABS QrRd YNTEAFF {4 O i I %% g g
S R e . san 4 =% Nx indica el nombre de vegades que
L} Ca5EP AR EETQYF 8.0 1 53 e a . ¢ ®
12 CASSP GSAR ETQYE 2401 1 o3 cada seqiiencia va ser clonada, i %, el
12 cass RSROS YEGYE 2701 2 124
12 CASSP TRTAL BGYF 2701 % 125
B sy e BkTEYY. B . ... percentatge que representa en la
13 CASSP DEarPa YTEOYF 2704 2 125 . . .
8 CABSF  PELDRGR ToELFF 22m 1 =2 correspondent familia genica VB.
I CABEP YAPDARLI BGENTIYF 1=3.01 2 125
VEIZ? TREYI 13 Cas ROTSL AENIDYF 2-4.01 1 @wr
i3 CAags TRRTOM HEQFF 2104 i |aT
(L} CABEE BAVPHLG TQYF 2:5.01 1 187
(L] CABSE REYT SGELFF 2200 3 ek ]
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Seqiiencies f—CDR3 dels limfocits T al teixit total del pancrees diabeétic.

v TRBV Ml Vv N-D-N ' TRE) Nv o
. . (aa) . .ee
Va1 TREV " CASSV AV NYGYTF a0 1 33
" CAsSSY T TOTQYF 290¢ " ®Wo
2 CAsSV AWG QETOYF 2450 4
” CAsS WIRES DGYTF 201 3 e’
9 CAsSSY GasPw YEQYF =70 b ] 100
“ CAss EGEGGL QETOYF A, : ey
VB4 TREVI L] (4. ARTY EAFF 1.0t ‘ L 3}
L] CSVE L oY F 20 3 es
0 Cs gTToS YEQYF 270 1 23
0 cs APROYR ECFF 2101 1 23
w0 csv or LNTEAFF 101 2 s
10 csv e NTRAFF =10t 1 b & |
" cs ARTGP ADTOYF 301 1 3
" cs ARWAER NTOYF 0 1 3
" csv ETGrG ETQYF AN 3 45
" cs FNARGYS Gy 20 3 ee
" cs GORSLGK worr >0 1 23
" csy LeY TYNECHY >0 2 45
n csv (2 SCANVLTF e 2 s
n csv VVRG NTRASF -0 3 es
2 cs ARNRODLG NTIYF 0 1 23
” csa WOGGAG TRAFF 101 1 3
” cave TSON ™~EGHY a0 2 45
19 csveo ARGAC orayy 230 3 e’
13 CSVED LPOM TOTGYF 230 1 2)
10 csv L30CES YNECFF 2101 2 45
14 CSvVE YOROGR TOTGYF 2301 ) e
" <s ARGESGIAG ETQYF 2800 2 48
AL CSVES GQOILSS TOELFF  2a0 2 48
ver TRovel ° CAsSSO AAGS TRAFF 11,01 s 1”2
.° CASSO ora ToTaYr 230 1 14
* CAsLG VAGAG ToRLYF 2200 (L A
“* CASSO [3--11 SNOPONF 1501 2 o
1"* CASSO woL JTOTGYF 230 1 14
15 CASSO SSLAGP TOTGYF 230t 2 o0
Ve: TREVI2S 8 CAs RQ oY 2.0 1 (B ]
L CAs RR YGY TP 2.0 1 (S )
"0 CAss ™ Gy qn 1 (B
" CAss RPROC gAFF a0 1
.° CAsS: PA sToTaY” a3am 1 [ 5
9 CAssL DRy ToraY 20 1 8
9 CassL aorse ETQYY 240 1 83
3 CAssL ROORE ETQYF 250 1 8
" CASSL GRAGNG YOYTF 2o 1 8
15 CAsS TTSGOY TYNECFF 210 1 a3
5 CASS LATSGA STOTGYF 230 2wy
Vo TROVIY "0 CAss AS oyerr 200 ) 143
" CAS 1430 TOYQYF 200 1 4
” CAS GoQG roTaYF 230 7 07
” CAsIC GSs TNYGYTF o0 ‘ LA
” CAsS PRGN NSrLeE 18 1 b ] LA
" CAss DIRASF YRQYF 70 s 1"s
n CAsso vTGve ETarr 40 s 4
“ CAsSSO KMILDGA Tarr 2301 s 1"e
“ CAsso LKGPrS syeavr T : ir
“ CAss RROTS sToTaY”Y 230 4 e
Vet TREVZSH L CAsS N BCFF 210 ‘ 60
" CASS . NTGELFF aam $§ 0
" CAss roT QETOYF s 1) ] 40
“ CAs TPNKQGRG e -0 T 0
AL CAsIZ LGGGG cToTaYF S L) b 120
e CAsst weLscR roeTaYr 240 & 0
V16 TREVI4 L CASSO v EAFF 10m 4 N2
10 CASSO v NECFF 101 1 L1 ]
2 CALLS LAGGW - LU 1 $é
0 CASS RO YNECGFF 20 10 58
9 CASSQ oTGA TNECFF >0 2 "
ve1r TRevie 10 CAss w PO 1A 1 3
1" CAsm QoS ETOY 250 2 83
1.2 cA CASTAF TOELFF 2200 1 3
2 CA TSPLOM MNECFF 20 11 M4
A Cass TTave TEAFF 101 1 3
9 CAsS TPAASGL EQFF 2100 1 3
19 cA TOWTOAF NYGYTF 120 1 3
9 CAS® AGGSA NEGFF 0 2 )
9 CAsS APF NOPOHF 501 ‘4 12%
19 CAs- DERDAXT RAFF =101 4 12%
" CAsS FLGGGR QETaYF 450 3 [ > )
“ CAssS GTTSL ToTOYF 230 1 21
" CAs KESPGOCL YNEGHF 10 1 b8 |
VB18 TRBVIS ” CAsSP Ad QETCYF 250 8§ 2%
7 CAssP L5 ADTQYF 2301 3 ae
n cas PTGG NTGELFF 220 3 A
” CassP 5GL YGYTF 20 ) (L]
b ] casse RODL NP tem $ 14
" CAsSP LQGAS ToTOYF 0 3 ae
10 CAsS GLTAAGDY osPLeE o002 7 0
” CAssr YAFORL) SCNTIYF a0 3 se
Ve TRev2 1" CASSPR GAY EQvw 2702 2 L L]
LH CAs KOS SONTIVF 100 1 a8
] CAS TRRTOM NECFF 2100 3
" CASSE Q0GY VOELFF 2o 15 T4

Taula suplementaria 2. Total de
seqiiéncies B-CDR3 en
aminoacids, obtingudes del
digerit total del pancrees
(endocri i exocri) d'un malalt
diabetic T1. Es va clonar i
seqiienciar el producte amplificat
a la mostra del digerit total del
donant diabetic T1 (DM-TD), per
a les families geniques per a les
families geniques V1, VB4, VB7,
VB8, VB9, VB11, VP16, V17,
VP18 i VB22. La identificaci6 de la
zona CDR3 i 'assignaci6
d’aminoacids es feu amb les eines
online IMGT-International
ImMunoGeneTics (www.imgt.org,
Université Montpellier 2,
Montpellier, France). S’indica
remarcades en gris les seqiiencies

corresponents a les expansions

clonals dominants al teixit.

* Assignaci6 VB segons la
nomenclatura de Chitnis et al. en
Manual  of clinical  laboratory

immunology.2002

** Assignacié de la nomenclatura

TRBV and TRBJ segons IMGT.

*** Nx indica el nombre de
vegades que cada seqiiéncia va
ser clonada, i %, el percentatge
que representa en la

correspondent familia génica VB.



Seqiiencies B-CDR3 dels limfocits T en la melsa del diabetic T1.

VB IRBY  Mida v N-D-N I TRE] Nx g
# LL: t‘lﬂ* L1 L

VB1 TREVS a CASSY R ETGQYF 25 Ot ! 23
11 CASEY G¥T EPQHF 1-5.01 1 53
1" CASEY ™ TOTGQYF  2-304 } £3
12 CASSE ATGE TOTQYE 2-3.01 1 53
12 CASE DEGY GNTIYF T=3.01 3 158
12 CASEY EPR HTEAFF 1-1.01 i 53
12 CASSV GL AKNIQYF 2-4.01 1 83
12 CASE LGTGWY EQYF 2701 1 53
12 CALS PGEQTE EQYV 2-T.02 2 0.5
12 CASS VH TGANVLTF 26,01 1 53
13 CASSY GAGGA DTOYF 2-3.01 1 £53
13 CASEY DRGG QETQYF 2-5,01 1 53
13 CASSY GEG3 FYEQYF 2-7.01 1 53
15 CASEY GFGQGVG QPQHE 1-5,01 | 5 |
15 CASS KTPTGGLY GELFF 2-2.01 1 53
15 CASE PHNIGQDV GNTIVF 1=3,01 ! E3

VBi16 TREWi4 ] CASS R HMEQFF 21,01 1 40
1 CASSD AR TOTQYE 2-3.01 1 4.0
1 CASSH GTGQ GYTF 1201 1 40
12 CASSD GRH TOTQYF 2-3.01 1 4.0
12 CASS PIRY TOTQYF 2=3.01 ¥ 40
13 CASSH RGKH YMNEQFF 2-1.01 16  B4.0
1= CASS RELTGP HTGELFF 2:2.01% s B0
17 CASSE PGVLAGGPL YMNEQEFF 2-1.01 2 B0

VB22 TREVZ 10 CASS LDR MEQFF 2-1.01 1 38
11 CAS TAGHK DOTEAFF =101 1 38
12 CAS QDS SGNTIYF 1-3.01 ! 38
13 CASEE CGARL YEQYF  2T.01 i ig
13 CASS GTGGH YMNEQFF 2-1.01 1 3.8
13 CASRH VRQGAR ETQYF  2-5.01 1 is
14 CASEE GAVPHLGT aYF 2-7.01 1 38
14 CAS GQRRGPDT RELFF 2:2.01 i 38
14 CASSE" QaGY JGELFF 2-201 1B 882

Taula suplementaria 3. Total de seqiiencies B-CDR3 en aminoacids, obtingudes
del clonatge de les ce.lules T en la melsa del donant diabétic T1. Es va clonar i
sequenciar el producte amplificat de tres blocs independents de la melsa, per a les
families geniques VB1, VP16 i VP22 (que presenten pics de genotipatge >50%) La
identificacié de la zona CDR3 i I'assignacié d’aminoacids es feu amb les eines
online IMGT-International ImMunoGeneTics (www.imgt.org,  Université
Montpellier 2, Montpellier, France). S’indica remarcades en gris les seqiiencies
d’identitats corresponents a les expansions clonals dominants al pancrees.

* Assignaci6 VB segons la nomenclatura de Chitnis et al. en Manual of clinical
laboratory immunology.2002.

** Assignaci6 de la nomenclatura TRBV and TRBJ segons IMGT.

*** Nx indica el nombre de vegades que cada seqiiencia va ser clonada, i %, el

percentatge que representa en la correspondent familia genica VB.
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Seqiiencies B-CDR3 dels limfocits T als PBMCS del diabetic T1

VBT (TREY4)
Mida faa) v MN-D-M 1 TREB] Fregiiéncia
2 CASS LAGS YHMEGQFF 21 1115
2 CASES QQGQG HEQYF 27 1115
2 CASS LAGS HMEGQFF 2-1 1115
12 CASSQ GDT AYEQYF 27 1115
2z CASS PGQG NNEGQFF 21 17115
12 CASS PARR TGELFF 2.2 1115
3 CASSQD PG GTOTQYF 23 1715
A CASS SGTGD TODTQYF 23 FA L]
y CASSQ VGRVD ETQYF .5 1715
3 CASSQ LRGSS YEQYF 2.7 17118
] CASS LNDDR DMNEQFF 21 715
4 CASSQD RAEK YNEQFF e 1115
4 CASE EPTGTKI AEAFF 1.1 1115
4 CAS5Q ETGAT NTEAFF 1-1 1115
1 CASS QVSGGAFS TDTQYF 23 1115
VEl6 (TREV14)
Mida jaa) v M-D-M 1 TRB] Fregiencia
1 CASS F YHNEPLHF 1.8 1718
11 CASS LFRDI GYTF i3 /18
i1 CAS5Q HNPQGP KYF 25 1118
12 CASE LWTGG SEAFF 1.1 1118
P CASS LENSL YEYTF 1-2 i/ 18
12 CASSP LT GTOTQYF 23 1118
13 CASE LHGGG YNEQFF 2 218
13 CASSH LTSGWW EQFF 21 2MA
13 CASS RAGF AYNEQFF 2:1 ina
14 CAS5Q VTTGL YNEQFF rg ir18
id CABSQE RV SGANVLTFE 24 1718
4 CASSQ RLTPF PYEQYF e 218
CASS5Q PRDSLS MNTEAFF i-1 i/18
VBZZI (TREVZ)
Mida [aa) v M=k 1 TRE] Freqiidncia
11 CASS VGR QETQYF 2.5 111
11 CASS AN TYNEQFF 21 11
12 CASS GLST TOTQYF 23 1
13 CASR TRRTGM HNEQFF 21 24
13 CASS DRGL SNQPQHF 1.5 11
13 CASSEA VGG PYEQYF 7 i1
1d CASSEA [elelch ) SGELFF 2.2 2511
14 CASSE FDSGA SYMEQFF 2.1 11
15 CASSEA PAGGVG NEGQFF 21 1111

200

Taula Suplementaria 4. Total de
seqiiéncies B-CDR3 en aminoacids,
obtingudes del clonatge de tres
families géniques per a les cel.lules
T de sang periferica (PBMCs) del
donant diabetic T1. Es va clonar i
seqiienciar el producte amplificat a
la mostra DM-PB del diabetic, per a
les families geniques VB7(com a
control), VP16 i VP22 (que
mostraven expansions clonals a la
melsa). La identificaci6 de la zona
CDR3 i l'assignacié d’aminoacids es
feu amb les eines online IMGT-
International ImMunoGeneTics
(www.imgt.org, Université Montpellier
2, Montpellier, France). S’indica com
a «freqiiéncia» el nombre de
vegades que cada seqiiéncia va ser
identificada al total de seqiiéncies

clonades.



MATERIALS I METODES
SUPLEMENTARIS
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¢ PCR Multiplex Va: Descripcié de les families Va presents en cada mostra.
Protocol optimitzat al treball de Master d’Erika Scholz:

1. Panell de primers utilitzats:

Per a la realitzaci6 de la PCR Multiplex es va utilitzar el panell de primers
previament descrit per Genevée et al; conformat per un total de 29
oligonucleotids. La nomenclatura ha estat revisada amb 1'eina online FASTA i les
bases de dades de seqiiéncies de EMBL-EBI (European Bioinformatics Institute).
Es manté la nomenclatura original, tal i com es descriu en l'article de referencia.

2. Barreja de primers (MIXs):

El punt de partida van ser els grups (MIXs) de primers del total de les 29 families
Va, que havien estat agrupats segons parametres compatibles de temperatura de
annealing i mida del amplimer. D'aquesta forma es van obtenir 12 MIXs els quals
es van nomenar seguint un ordre seqiiencial, 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:

Mezela de Primers { 29 familias V)

MIX s Primers (Preparaciin) Relacton de Concentraciin
volumenes™

MIX I Val Val2 Valg U Bt 1, 7pM; 1, TuM; 1,70

MIX T Vag Va4 1:1 2, 5uM; 2.5 pM

MIX I Va2, Val7, Va3 I:1:1 1,7aM; 1,7pM; 1,7aM

MIX IV Va9, Va0, Val6 i [ 1,25uM; 1.25uM: 2.5 pM

MIX V Vall, Vall 1521 4.5 pM: 3 uM
[ MIX Wi Val$, Vals 1:1,5 2 pM; 3 pM
| mIx vo Va3, Vad 1:1 3.5 uM: 2.5 pM |
| MIX VII Vai, Va7, Vald | G | 1,7pM; 1,7pM; 1,7pM |
| MIX IX Va? Vall, Valk =2 1,88 pM: 1 .88 pM; 3,75 pM
[ MIX X Val3, Va27 155 2.5 uM: 2.5 M

MIX Xl Val4, H,O =2  L7uM
| mIx xm Vab, Va25 1:1 3.75 pM; 3.75 pM

Taula.Barreja de primers MIX I a MIX XII, aplicats.

* Volums adaptats per compensar diferéncies d'amplificacié segons l'afinitat per la cadena
motlle i la competéncia entre ells pels reactius d'amplificacié. Es 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 tecnica seguida per la PCR-Multiplex va ser la segtient: 1 pL (30ng) de cDNA
es va addicionar a una barreja conformada per: 1,5 pL de Reaction Buffer with
2mm MgCl2 10X (Biotools ®); 1,5 pL de dNTP a 2,5 mM cadascun, 1,5 pL de
primer constant (Ca) 5mm i 045 pL Taq Polimerasa (Biotools ®) 1U/pL,
completada fins a un volum final de 11,75 pL amb aigua de PCR (Biotools ®).
Seguidament, a cada tub es van afegir 2,25 pL de la barreja de primers (MIXs) de
la regi6é variable corresponent (Taula adjunta), obtenint d'aquesta manera un
volum final de reacci6 de 15 pL / tub (12,75 pL de la barreja de PCR i 2.25 pL 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 97°C de
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desnaturalitzacio6 inicial, seguit de 35 cicles de 1' a 94°C de desnaturalitzacio, 1 'a
60 ° C de annealingi1'a 72 ° C d'elongacié. Finalment 5 'a 72 © C d'extensi6 final.
Per poder controlar possibles contaminacions, es va realitzar en parallel un
control negatiu, en qual es substituia el cDNA per aigua de PCR (Biotools ®).

3. Electroforesi en gel d'agarosa: Visualitzacié de producte amplificat Va °s.

Es va preparar un gel d'agarosa d'Alta Resolucié AG-5 (Ecogen®) al 2% en tamp6
TAE 1X, el qual es va deixar polimeritzar durant 20 'a 4°C. Es van carregar en
cada pou del gel j6 pL del producte amplificat en la PCR-Multiplex, amb 1 pL de
tampo de carrega estandard (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 migracié electroforetica es va fer a 70 volts (45-65 mA)
durant tres hores. Es va verificar la presencia de bandes en els pous
corresponents a la mostra i I'absencia d'aquestes en 1'area del control negatiu.

4. Genotipatge (Spectratyping)

Per al genotipatge es va realitzar una reaccié de marcatge (Run-off) de tres cicles
a partir del producte amplificat de la PCR-Multiplex perd amb un primer de la
regio6 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 pL de Reaction Buffer (Biotools ®)
10X; 1,5 pL de dNTPs 2,5 mM cada un; 0,75 pL de primer constant (Ca) marcat
amb FAM 5mM,; 0,45 pL de Taq Polimerasa (Biotools ®) 1U / pL i aigua de PCR
(Biotools ®) fins completar un volum final de 11,25 pL. Després de barrejar molt
bé amb la pipeta s’afegi 3,75 pL del producte amplificat de la PCR-Multiplex a
cada tub de reacci6. El procés d’amplificaci6é seguit van ser tres cicles de: 3 'a
95°C; 2' a 60°C i 20' a 72°C. El producte marcat va ser processat en
I’Autoanalitzador ABI 3130XL (Applied Biosystems ®), per electroforesi en
matriu POP 7 a capil lars de 50 cm, (Servei de Acids Nucleics de la UAB).
L'analisi dels resultats es va realitzar amb el programari Peak ScannerTM. Per
l'analisi i interpretaci6 de les dades, es va definir com a criteri d'expansi6 clonal
dels pics d'area superior a la suma de tres vegades 1'area dels pics confrontants.
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** AGRAIMENTS

Agraeixo la vostra ajuda, la vostra paciencia 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 época de la meva vida que

conservaré sempre.
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