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1 Biologia del linfocito B.

Los linfocitos B son las células del sistema inmune productoras de anticuerpos, y responsables
de la defensa del organismo frente a patdégenos externos, mediante la activacion directa de la
respuesta inmune humoral y a través de su participacidon activa en la respuesta inmune celular.
Los anticuerpos o inmunoglobulinas (lgs), son los principales efectores de la inmunidad
humoral, contribuyendo al desarrollo de esta mediante diferentes mecanismos. En primer
lugar, son capaces de unirse de forma especifica a virus, bacterias intracelulares y toxinas
impidiendo su entrada en células diana de nuestro organismo, en un proceso se conocido
como neutralizacion. En segundo lugar, al unirse al patdgeno facilitan la captacidn de este por
células del sistema inmune con capacidad de fagocitosis, como células dendriticas vy
macrofagos, en lo que se conoce como proceso de opsonizacion. Por Ultimo, los anticuerpos
gue cubren a un agente patdgeno pueden activar la cascada del sistema del complemento por
medio de la via clasica, provocando la lisis directa de ciertos microorganismos al formar poros
en sus membranas [1], [2].

Los linfocitos B presentan anclado a membrana la misma Ig soluble que secretan, este receptor
de superficie recibe el nombre de BCR (B Cell Receptor). Cada linfocito B porta multiples copias
de un Unico receptor o BCR, y este a su vez reconoce una Unica region dentro del patdgeno
que recibe el nombre de antigeno o epitopo. Cuando un linfocito B reconoce su antigeno
especifico a través del BCR, se inician una serie de eventos que llevan finalmente a su
activacion y diferenciacion a células plasmaticas productoras de anticuerpos, y a linfocitos B de
memoria responsables de la respuesta inmunitaria especifica en posteriores encuentros con el
antigeno, conocida como respuesta inmune adaptativa [3].

Por otra parte, los linfocitos B son células que poseen capacidad de procesar y presentar
antigenos en el contexto de MHC (Major Histocompatibility Complex), al igual que macréfagos
y células dendriticas. En este sentido, cumplen una funcién de nexo importante entre la
respuesta inmune humoral y celular, ya que pueden presentar antigenos de patdgenos
activando la respuesta efectora de linfocitos T CD4 y T CDS8. Los linfocitos T CD4 cumplen una
funcién crucial a través de la secrecion de citocinas y activacién de linfocitos B, mientras los
linfocitos T CD8 se caracterizan por su actividad efectora citotéxica [3].

Todos estos procesos en conjunto, ponen en marcha la maquinaria del sistema inmune que
tiene como obijetivo final proteger al organismo del ataque de agentes patdgenos externos. En

ocasiones, debido a fallos en el proceso de desarrollo, maduracion y tolerancia se generan
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linfocitos B con capacidad de reconocer y responder frente a antigenos propios o
autoantigenos. Cuando esto ocurre, nuestro propio sistema inmune se vuelve capaz de atacar
y destruir células de nuestro organismo, dando lugar al desarrollo de procesos
autoinmunitarios.

A continuacion profundizaremos en el desarrollo, maduracién y activacion de las diferentes
poblaciones de linfocitos B, para mas adelante explicar en detalle cuales son los mecanismos

gue posee el sistema inmune para el control de la tolerancia de linfocitos B.

2 El receptor de linfocitos B.

El receptor de los linfocitos B o BCR estd formado por una molécula de Ig de membrana,
asociada a dos cadenas Iga o CD79a e IgP o CD79B, y a un complejo correceptor compuestos

por tres proteinas: CD19, CD21 y CD81 (figura 1) [4].

recognition bacterial cell

T UAQ ZJ -
A\

CR2
light chain
CcD81

9
heavy chain
IgB lga
»

— B cell

=" ]

signaling activation signals

Figura 1. Receptor de linfocitos B. A. Estructura de la Ig de superficie asociada a las cadenas Iga (CD79a) e IgB
(CD79B), responsables de la sefializacion intracelular. B. Complejo correceptor del linfocito B formado por la

asociacion de la Ig de superficie con las moléculas CD19, CR2 o CD21 y CD81 [4].

La Ig de superficie, es una glicoproteina de membrana capaz de unirse de forma especifica al
antigeno, a través de un dominio de reconocimiento o region variable formado por dos
cadenas ligeras y dos cadenas pesadas [5]. Las cadenas Iga y IgB, unidas entre si por puentes
disulfuro, presentan regiones intracelulares ITAM (immunoreceptor tyrosine-based activation

motif) responsables de la sefializacidon intracelular del receptor [6].
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El complejo correceptor interviene en la potenciacién de la sefial de activacién del linfocito B.
En este sentido, la molécula CD21 también conocida como receptor del complemento 2 oCR2,
es capaz de unir moléculas del complemento CD3d depositadas sobre la superficie del
patdgeno. Este proceso, da lugar a la union del complejo correceptor con la Ig de superficie y
genera sefiales intracelulares que potencian la respuesta de los linfocitos B a través de la

molécula correceptora CD19 [7].

2.1 Inmunoglobulinas: proceso de recombinacion y generacion de
diversidad.

Como ya se ha comentado anteriormente, las Igs estan formadas por dos cadenas pesadas y
dos cadenas ligeras unidas por puentes disulfuro y cada una de ellas presenta una regién
variable y una regién constante. En ratdn existen dos subtipos de cadenas ligeras, k y A, y
nueve diferentes cadenas pesadas, que definen el isotipo correspondiente de la Ig: p(lgM),
d(lgD), g1(lgG1), g2a(lgG2a), g2b(lgG2b), g2c(lgG2c), g3(lgG3), e(IgE) y a(lgA). En humanos, los
isotipos difieren con respecto a ratén, y se definen como p(lgM), d(IgD), g1(1gG1), g2(l1gG2),
g3(1gG3), g4(1gG4), e(IgE), al(lgAl) y a2(lgA2) [8].

La region variable de cada Ig es responsable del reconocimiento del antigeno y la constante de
las funciones efectoras del anticuerpo. Las moléculas de Igs estan codificadas por tres loci en
humanos y ratén. En ratdn, la cadena ligera (lgl) esta codificada por los loci k y A, localizados
en el cromosoma 6 y 16 respectivamente, mientras el locus de la cadena pesada (IgH) se
localiza en el cromosoma 12. En humanos, los loci k y A de la IglL se localiza en el cromosoma 2
y 22 respectivamente, mientras el locus de la IgH se localiza en el cromosoma 14.

El locus IgH presenta una regidon 5° donde se localizan los genes que codifican para la region
variable de las Igs. Estos genes se agrupan dentro de tres familias Vy, D y Ju. En posicion 3'se
localizan los genes de la familia Cy (region constante) que codifican para los diferentes isotipos
de las Igs. En ratén, se han descrito 4 genes diferentes dentro de la familia Ju y 30 genes para la
familia D, de los cuales solamente 19 son funcionales. En el caso de los genes Vy actualmente
existe controversia acerca del nUmero existente, aunque investigaciones recientes apuntan a
la presencia de 141 genes, de los cuales Unicamente entre 92 y 12, dependiendo de la cepa de
ratdn, son funcionales [9]. En humanos, se han identificado 9 genes Ju, 27 genes D y 123 genes

Vu[10].
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En ratdn, el locus IglL-k esta formado por 5 genes J, y 140 genes V| localizados aguas arriba de
la regidn constante [11]. El otro locus IgL-A posee Unicamente 8 segmentos génicos V. y 5
genes V| de los cuales Unicamente 3 son funcionales.

Durante el desarrollo de los linfocitos B, los genes codificantes para las Igs se reorganizan en
numerosas ocasiones, dando lugar a un amplio repertorio de Igs de diferentes especificidades.
Como ya se ha mencionado anteriormente, la regidn variable de las Igs es la responsable del
reconocimiento de antigeno, y por lo tanto, es la zona donde se localizan las regiones mas
variables en las Igs. En esta zona de la cadena pesada vy ligera, se localizan tres regiones de
hipervariabilidad o determinantes de complementariedad conocidas como CDR1, CDR2 y CDR3
(Complementary Determining Regions). Como se puede ver en la figura 2, estas tres regiones
se encuentran flanqueadas por unas regiones marco mas conservadas FW1, FW2, FW3 y FW4
(Framework) responsables de la conformacién del centro de unidn al antigeno. CDR1 y CDR2
son codificados por los genes V, mientras CDR3, resulta de la recombinacién de los genes VD)
en la cadena pesada y los VJ en la cadena ligera. Debido a esto, CDR3 presenta una alta

diversidad y es el principal responsable de la especificidad de la inmunoglobulina.

Variable region
(heavy chain)

Variable region _ \
(light chain) X\

Constant region < Light chain

(light chain)

Constant region _ Heavy chain
(heavy chain)

Figura 2. Estructura general de las inmunoglobulinas. Las moléculas de inmunoglobulinas estan formadas por dos
cadenas pesadas y dos cadenas ligeras unidas entre si por puentes disulfuro. Cada cadena presenta una region
constante, que define la funcionalidad del anticuerpo y una regidn variable implicada en el reconocimiento del
antigeno. En esta region variable se localizan regiones marco conservadas o Fw (Framework region) implicadas en la
conformacién del centro de reconocimiento y unas regiones de hipervariabilidad o CDR (Complementarity

determining region) que definen la especificidad de la inmunoglobulina [12]

A continuacién se explicaran en detalle los procesos de reorganizacién genética que sufren los

genes de las Igs durante el desarrollo y funcidn efectora del linfocito B.
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2.1.1 Reordenamientos primarios de las inmunoglobulinas.

La recombinacién de los segmentos V(D)J es uno de los eventos clave durante el desarrollo de
los linfocitos B en médula ésea. Durante este proceso, muchos genes V pueden recombinar
primero con los diferentes genes de la familia D, en el caso de la cadena pesada, y estos a su
vez con los genes de la familia J. Este fendmeno ocurre de forma casi aleatoria tanto en la
cadena pesada como en la ligera. Por otra parte, durante el proceso de recombinacién se
afiaden y se eliminan nucleétidos a las secuencias flanqueantes. De esta forma, la
recombinacién primaria en médula ésea se convierte en el principal mecanismo de generacidn
de diversidad del repertorio de Igs [4].
Los diferentes fragmentos V, D (en el caso de la cadena pesada) y J se encuentran flanqueados
por unas secuencias altamente conservadas que reciben el nombre de sefiales de
recombinacidn (RSS) (figura 3). Estas secuencias se localizan en el extremo 3" de la regién V, en
el extremo 5" la region J, y a ambos lados de la regién D, y se componen de un heptamero y un
nonamero espaciados por secuencias de 12 o 23 pb que se corresponden con una o dos
vueltas de hélice de DNA, respectivamente [4].
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Figura 3. Proceso de recombinacion de las inmunoglobulinas mediado por proteinas RAG. Las proteinas RAG
inician el proceso de recombinacién mediante secuencias 23-RSS y 12-RSS que flanquean los segmentos génicos V,
Dy Jy siguiendo la regla 12/23. El complejo RAG corta la doble cadena en estas regiones generando extremos 3'-OH
que se cierran en forma de horquilla con la cadena complementaria. A continuacién, interviene el complejo de
nucleasas Artemis-DNA-PKcs que abre las horquillas, permitiendo la adicién o eliminacién de nucledtidos en 3’y 5°
mediante la accién de polimerasas que trabajan con la cadena molde o de forma independiente como la TdT
(deoxynucleotidyl transferase). Finalmente, el complejo XRCC4-DNA-Ligasa 4, liga los extremos del DNA finalizando

el proceso. [13].
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Se ha descrito que durante este proceso la recombinacién entre secuencias 23-RSS y 12-RSS se
produce de manera mas eficiente, siguiendo la denominada regla 12/23 [14]. La
recombinacidon de V(D)J requiere de la activacidon de los genes de recombinaciéon 1 vy 2,
conocidos como RAG 1 y RAG 2 [15]. La expresion de proteinas RAG estd regulada durante el
desarrollo de linfocitos Ty B [16].

Las proteinas RAG reconocen las secuencias flanqueantes 23-RSS y 12-RSS, y las cortan
generando extremos 3°-OH, que se cierran en forma de horquilla con la cadena
complementaria (figura 3). A continuacidn, intervienen el complejo de nucleasas Artemis-DNA-
PKcs que abre las horquillas, permitiendo la adicién o eliminaciéon de nucleétidos en 3’y 5°
mediada por polimerasas que trabajan con la cadena molde o de forma independiente como la
TdT (deoxynucleotidyl transferase). Finalmente, el complejo XRCC4-DNA-Ligasa 4, liga los
extremos del DNA [13].

En ratdn, el bloqueo de genes RAG o deficiencias en alguna de las enzimas del sistema de
recombinacidn bloquea completamente el desarrollo de linfocitos T y B, en lo que se conoce
como inmunodeficiencia combinada grave (SCID) [17]. En humanos, las mutaciones en RAG1 o
RAG2 son la causa de un trastorno hereditario conocido como sindrome de Omenn [18].

Por otra parte, hay que sefialar que durante el desarrollo del linfocito B, tanto en médula dsea
como en bazo, existen procesos de control de funcionalidad y tolerancia del BCR donde
interviene el mecanismo de recombinacion mediado por RAG. En médula dsea, como se
explicard mas adelante en detalle, en el caso de que se generen cadenas de Igs defectuosas o
con capacidad de reconocer antigenos propios, pueden darse reordenamientos genéticos
secundarios de los genes de las Igs en un proceso conocido como edicidn del receptor. Por otra
parte, los linfocitos B en periferia podrian sufrir también reorganizaciones secundarias
mediadas por proteinas RAG. Como se explicara mds adelante, estos mecanismos estan
relacionados con procesos de maduracién de afinidad de las Igs y control de tolerancia y se

conocen como revision del receptor.

2.1.2 Reordenamientos secundarios de las inmunoglobulinas.

La recombinacién V(D)J mediada por RAG se encarga de la diversificacion inicial del repertorio
primario de Igs de las células B que se desarrollan en médula dsea. Aunque este repertorio
primario es amplio, en periferia puede darse una mayor diversificacion incrementando tanto la
capacidad de las Igs para reconocer antigenos extrafios, como las capacidades efectoras de los

anticuerpos. Esta fase secundaria de diversificacion ocurre en las células B activadas y es
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impulsada en su mayor parte tras el reconocimiento y unién al antigeno. La diversificacién se
lleva a cabo mediante tres mecanismos, hipermutacién somatica, cambio de isotipo y
conversion génica. Estos mecanismos alteran la secuencia de la Ig de diferente manera
[Revisado en 4].

La recombinaciéon de cambio de isotipo, involucra los genes de la regidn constante de la
cadena pesada donde se reemplaza la region Cu original por una region C alternativa, lo que
aumenta la diversidad funcional del repertorio de Igs.

La hipermutacion somadtica y la conversién génica afectan a la regién variable de Ia
inmunoglobulina. La hipermutacién somatica, diversifica el repertorio de anticuerpos al
introducir mutaciones puntuales en las regiones V de la cadena ligera y pesada, lo que altera la
afinidad del anticuerpo por el antigeno.

La conversion génica diversifica el repertorio de anticuerpos primario en algunas especies de
mamiferos y aves, entre ellos el pollo, el conejo y la oveja. En este caso, durante el proceso se
reemplazan bloques de secuencias de las regiones variables, por secuencias derivadas de las
regiones variables de pseudogenes.

Al igual que la recombinacién V(D)) mediada por RAG, estos procesos involucran eventos de
recombinacidn de los genes que codifican Igs, pero al contrario de la recombinacién V(D)J, son
llevados a cabo por una enzima denominada desaminasa de citidina inducida por activacion
(AID), que se expresa sélo en linfocitos B y no en linfocitos T.

La secuencia de la enzima AID se relaciona con la de una proteina conocida como APOBEC1
(enzima editora de mRNA de apolipoproteina B, polipéptido catalitico 1), que convierte a la
citosina del mRNA de la apolipoproteina B en uracilo, mediante desaminacién; asi, al principio
se creyd que la AID actuaba como una desaminasa de citidina de mRNA. Aunque esto aun es
una posibilidad, pruebas actuales sugieren que la AID también puede actuar como una
desaminasa de citidina de DNA, que desamina de manera directa los residuos de citidina de los

genes de Ig y los transforma en uridina.

La AID puede unirse al DNA monocatenario y desaminarlo, por lo que para que la enzima
actue, la doble hélice de DNA debe estar desenrollada; este fendmeno parece estar
desencadenado por la transcripcidon de secuencias cercanas. Al inicio del proceso, la AID inicia
un ataque nucledfilo sobre el anillo de pirimidina de la citidina expuesta convirtiéndolo en un
anillo de uridina. En este punto, otras enzimas de reparacion de DNA ubicuas pueden cooperar
con la AID alterando la secuencia del DNA monocatenario mediante otros mecanismos. En
este sentido, el residuo uracilo producido por la AID puede ser el sustrato de la enzima de

reparacion por escision de bases de uracilo-DNA-glucosilasa (UNG), que elimina la base
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pirimidina para formar un sitio abasico en el DNA. Ademas de esto, la endonucleasa
apurica/apirimidinica 1 (APE1) puede escindir el resto del residuo, lo que produce una mella en
una sola cadena del DNA, en el sitio de la citosina original. La UNG y la APE1 son enzimas
presentes en todas las células, que reparan con eficiencia las conversiones frecuentes de

citosina en uracilo y los sitios abasicos resultado del dafo espontaneo del DNA.

La AID sélo es funcional en las células B activadas y al incrementar en forma considerable el
dano del DNA presente en los genes de Igs, aumenta en gran medida la probabilidad de que

este dafo sea reparado de modo incorrecto y dando lugar a mutaciones.

Los tres tipos mecanismos de diversificacidon, pueden provocar diferentes tipos de mutacién en
los genes de las Igs (figura 4). Estas mutaciones se describen con mayor detalle en las

secciones siguientes.

Si solo actua la AID sobre el DNA, Unicamente ocurrird hipermutacién somatica. Los sitios
abasicos generados por la UNG también pueden dar lugar a hipermutacion somatica por
sustitucion de nucledtidos en el momento de la replicacién. Por otra parte, se cree que las
mellas de cadena individual generadas por la APE1 son una sefial requerida para iniciar el
proceso de replicacion con molde usando secuencias homélogas que ocurre durante el

proceso de conversion génica.

AID expresada en células B
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=
w]
7
. Mutaciones

Citosina a uridina poey
por transicion

- L« -
UNG—| )y '1 > Hipermutacion som.\ucai

Lo, ) .
s

\

Mutaciones

Uridina a abasico % :
—u por transversion —

N e\

~ > Replicacion con molde > Conversién génica ‘

Y |
Mellas de

cadena individual Roturas de doble .I’g Recombinacion ‘

cadena escalonadas y(___de cambio de clase

Figura 4. Mecanismos implicados en el reordenamiento secundario de las inmunoglobulinas. Accion de las
enzimas AID, UNG y APE1 a nivel de mutaciones por transicién, por transversion o por mellas en el DNA implicadas

en los procesos de recombinacion somatica, cambio de clase o conversidn génica. [4].

Por ultimo, se cree que una alta densidad de mellas de cadena individual en regiones
especificas que flanquean genes de la regidn C, genera las roturas de doble cadena

escalonadas que se requieren para el cambio de clase.
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2.1.2.1 Hipermutaciéon somatica.

El fendmeno de hipermutacién somatica opera en linfocitos B localizados en érganos linfoides
periféricos, una vez se han producido los reordenamientos primarios de las Igs en médula
dsea. En humanos y ratén, los fendmenos de hipermutacién somdtica se dan de forma general
en linfocitos B maduros que han sido activados por su antigeno correspondiente con ayuda de
los linfocitos T en los centros germinales. En este sentido, un estudio reciente en ratén
describe también la presencia de sefales de hipermutacién somadtica en linfocitos B
inmaduros, incluso en ausencia de linfocitos T [19]. En humanos, se ha descrito también que
este fendmeno podria ocurrir en ausencia de ayuda de linfocitos T [20].

La hipermutacidn somatica es un proceso donde se introducen mutaciones dentro de la
secuencia V(D)J inicial [21]. Este proceso tiene lugar preferentemente en regiones de la
secuencia denominados puntos calientes (hot spots) donde se acumulan el mayor nimero de
mutaciones. Estas mutaciones iniciadas por la AID, suelen ser de tipo transicional, es decir, una
base pirimidinica es sustituida por una base pirimidinica (C/T) o una base purinica es sustituida
por una base purinica (A/G). En este sentido, también se han descrito mutaciones menos

frecuentes de tipo transversal, donde una pirimidina es sustituida por una purina.

l I I I I I ﬁ Mutations
”IGI” atA:T

Mutations h ” l I I |
atC:G I”GIII

Figura 5. Mecanismos de hipermutacion somatica. Durante el proceso de hipermutaciéon somatica la enzima AID
inicia el proceso de deaminacion de una citosina, transformandola en un uracilo. Este durante la replicacién de la
célula puede ser considerado como una timina por las polimerasas dando lugar a una mutacién de tipo transicional.
Podria darse el caso de que la una vez generado el uracilo, la enzima UNG actuase sobre la cadena dejando un sitio
abasico, de esta forma durante la replicacidon las polimerasas podrian introducir cualquiera de los cuatro

nucledtidos, dando lugar a mutaciones por transicién o transversion [22].

El proceso de hipermutacidon somatica se inicia por la desaminacién de una citosina mediante
la accién de la AID, transformandola en un uracilo (figura 5); a continuacidn, este uracilo puede
ser tratado como una timina (mutacién transicional) o puede ser reconocido por la enzima

UNG, siendo eliminado el residuo y generando un sitio abasico. En este ultimo caso, puede ser
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reemplazado mediante la accién de polimerasas por una base pirimidinica (mutacion

transicional) o purica (mutacién transversal) [22].

2.1.2.2 Cambio de isotipo.

Las primeras Igs expresadas por los linfocitos B son de tipo IgM e IgD, y el primer anticuerpo
gue se produce en una respuesta inmunitaria es de tipo IgM. Durante el transcurso de la
respuesta inmunitaria, la misma region V ensamblada puede ser expresada en anticuerpos con
isotipo 1gG, IgA o IgE. Esta variacidén de isotipo se conoce como cambio de clase [Revisado en
4]. Este mecanismo es estimulado en el transcurso de una respuesta inmunitaria por sefiales
externas como citocinas liberadas por células T o sefiales mitdgenas suministradas por los
agentes patdgenos. Esta guiado por secuencias de DNA repetitivas, o regiones de cambio (S),
gue se encuentran aguas abajo de los genes de la regién C de las Igs, con excepcion del gen &
(figura 6). El cambio se produce mediante el inicio de la transcripcion a través de estas
regiones de promotoras (flechas figura 6) localizados aguas arriba de cada region S. Debido a la
naturaleza de las secuencias repetitivas, la transcripcidon por medio de regiones S genera lazos
R (regiones extendidas de DNA monocatenario formadas por la cadena que no funciona como
molde), que sirven como sustrato para la AID, y después para la UNG y para la APE1. Estas
actividades introducen una alta densidad de mellas de cadena individual en la cadena de DNA
que no funciona como molde y probablemente también un nimero menor de mellas en Ila
cadena molde. Las muescas escalonadas se convierten en roturas de doble cadena mediante
un mecanismo desconocido. Estas roturas son reconocidas de forma putativa por la
magquinaria de reparacion de roturas de doble cadena de la célula, en un proceso que involucra
la participacion de la DNA-PKcs y de otras proteinas de reparacién. Las dos regiones de
cambio, en este caso Sy y Sg, se juntan por medio de esta maquinaria y el cambio de clase se
completa mediante escision de la region de DNA interpuesta (incluyendo a Cu, C6 y Cy) y la

ligacién de las regiones Sp y Se.
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Figura 6. Mecanismo de cambio de isotipo de IgM a IgE. El proceso de recombinacién se inicia con la activacién y
transcripcidn de las regiones Su y Se. La enzima AID actua cambiando C por U, y a continuacidn las enzimas UNG y
APE1 eliminan los U y fragmenta la cadena de DNA. A continuacidn se lleva un proceso de empalme, uniendo la
region VDJ a la nueva cadena pesada Cg, generandose un circulo de DNA mediante escision que porta la region

génica intermedia eliminada [23].

2.2 Desarrollo y maduracion de linfocitos B.

Durante el desarrollo fetal, los linfocitos B son generados en el higado, pero tras el nacimiento
esta funcidn pasa a tener lugar a nivel de médula ésea [24]. Asi, en individuos adultos los
linfocitos B se originan en la médula 6sea de donde salen en un estado inmaduro transicional,
para culminar su maduracién en el bazo [25]. Las células B maduras recirculan por los
diferentes drganos linfoides secundarios, donde pueden ser estimuladas si se encuentran con
el antigeno. De este modo podemos clasificar en dos fases la maduracién de los linfocitos B,
una primera fase antigeno-independiente que tiene lugar en médula ésea y es dependiente de
factores de migracion y supervivencia como CXCL12 e IL7 [26], y una segunda fase antigeno-
dependiente en bazo, donde el reconocimiento y fuerza de interaccion del BCR con el antigeno
serd crucial en la maduracion del linfocito B y su diferenciacidn final célula folicular o marginal

[27].

2.2.1 Fase antigeno-independiente.

La etapa de diferenciacién en médula dsea comienza a partir de células hematopoyéticas
pluripotenciales o HSC, y se caracteriza por sucesivos reordenamientos de los genes de las Igs,
con el objetivo de conseguir un receptor de antigeno funcional. Muchos de los factores
secretados por la médula ésea asi como las interacciones con las células del estroma participan
en el desarrollo de los linfocitos B [Revisado en 4 y 28]. En un primer paso de diferenciacion,

las células HSC se diferencian a células progenitoras linfoides o MPP, a partir de la cual se
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originan células de la estirpe mieloide o linfoide. Las células MPP expresan en superficie FLT3,
una tirosincinasa que se une a su ligando presente en la superficie de las células del estroma.
De este modo, la sefializacién a través de FLT3 dirige la diferenciacion celular de MPP hacia
progenitores linfoides comun o CLP e induce la expresién en superficie del receptor para la
interleucina 7 (IL-7). La IL-7 secretada por las células del estroma es esencial para el desarrollo
y supervivencia de linfocitos B en ratén. Por otra parte, las células del estroma secretan de
forma constitutiva la quimiocina CXCL12 necesaria para la retencién de progenitores de
linfocitos B en médula ésea. Otro factor de supervivencia descrito, es la TLSP (linfopoyetina
derivada del estroma de timo), y en raton se ha visto que al menos durante el desarrollo
embrionario tiene una funcién importante en el desarrollo de linfocitos B en higado, asi como

durante el periodo perinatal en médula dsea.

El CLP inicia la diferenciacién a linfocito B inmaduro a través de diferentes estadios de
maduracién controlados por la expresion de diferentes factores de transcripcién y factores de
crecimiento celular. Durante este proceso se llevard a cabo la reorganizacién de los genes de

las Igs para expresar un receptor maduro en superficie (figura 7).

En una primera fase temprana los precursores reciben el nombre células pro-B. Durante esta
etapa los factores de transcripcidon E2A y EBF inducen la expresidn de proteinas clave para el

inicio de la recombinacién primaria de los genes de las Igs como RAG1 y RAG2 (recombination-
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Figura 7. Esquema de las diferentes etapas de desarrollo y maduracion del receptor de los linfocitos B en médula

Gsea y periferia [28].
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Otra proteina clave inducida por E2A y EBF es el factor de transcripciéon Pax5 que interacciona
con CD19 y la cadena Iga expresadas en la membrana de la célula pro-B, y parece estar
relacionado con el compromiso de diferenciacién final a linfocito B. En este sentido, la
ausencia de expresién de Pax5 dirige los progenitores de médula ésea hacia linfocitos T y
células de la estirpe mieloide. El proceso de recombinacién en esta fase se inicia con la
reorganizaciéon de los segmentos D y Jy de la cadena pesada, que se continda con la
reorganizacion de la regidon Vi con el segmento DJy, para la expresidon completa de la cadena
pesada de la inmunoglobulina en superficie (figura 7). Si la reorganizacién con los fragmentos
del mismo loci en este punto no es exitosa, puede continuar el proceso de recombinacién con
la reorganizacion del otro alelo [29]. Durante esta etapa, se induce la expresién de la enzima
TdT, que contribuye al aumento de diversidad de repertorio de inmunoglobulinas mediante la
adicion de nucledtidos extra (nucledtidos N) en las articulaciones V-D y D-J durante el proceso.
Un reorganizamiento exitoso VyDJy da lugar al cese del proceso de recombinacion y expresion
primaria de una cadena pesada tipo W (IgM) en la superficie. Se calcula que un 45% de células
pro-B son eliminadas en esta etapa debido a la produccién de reordenamientos improductivos.
En este punto, las células avanzan hacia la siguiente etapa de maduracién donde reciben el
nombre de células pre-B. En este punto disminuye el nivel de expresién de TdT, y mediante la
actividad de E2A y EBF se expresan los genes de dos cadenas ligeras sustitutas Vpre-B and A5
(surrogate light chains) que se juntaran con la cadena pesada, para dar lugar a un precursor de
lg de membrana en superficie que recibe el nombre de receptor pre-B. Este receptor de
expresion transitoria se asocia en membrana a Iga y IgB, moléculas encargadas de la
transduccion de las sefiales intracelulares. La sefalizacion del receptor pre-B esta asociado a
las moléculas BLNK y la tirosincinasa Btk. En humanos mutaciones en el gen btk son el origen
de la enfermedad conocida como agammaglobulinemia de Bruton, una inmunodeficiencia
ligada al cromosoma X que se caracteriza por la ausencia de Igs y linfocitos B maduros en

periferia [30].

Durante esta etapa la sefializacion recibida a través del receptor serd fundamental para el
desarrollo del linfocito B. En este sentido, la posibilidad de reordenamientos V(D)J exitosos en
ambos alelos podria dar lugar a la expresién anormal de inmunoglobulinas de superficie de
diferentes especificidades. Para evitarlo, la sefalizacidn a través del receptor pre-B pone en
marcha un mecanismo de exclusion alélica a través del cual solamente uno de los dos alelos
puede ser expresado en las células. Este mecanismo es llevado a cabo de diferentes maneras,
por un lado la sefializacion del pre-BCR disminuye la expresion de las recombinasas RAG1 y

RAG2 en la célula, y por otro reduce la accesibilidad de la maquinaria de recombinasas al locus
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de la cadena pesada, aunque el mecanismo no estd claro. En ausencia de sefal, la
reorganizaciéon de los genes continla hasta alcanzar la expresién de un receptor pre-B

funcional.

En la fase de transicidn de células pro-B a pre-B, las células con receptores pre-B funcionales se
dividen varias veces en células pre-B de menor tamafio e inician la reorganizacién de los genes
de la cadena ligera ViJ. mediante el aumento de expresién de las recombinasas RAG1 y RAG2.
Primero lo hardn para los genes de la cadena K, y si esta no es funcional reorganizardn la region
A, en lo que se conoce como mecanismo de exclusién isotipica. Los reordenamientos de la
cadena ligera tienen lugar en un alelo a la vez, de manera que un cromosoma puede hacer
multiples reordenamientos antes de iniciar el proceso en el otro cromosoma. En el momento
en el que se alcance una reorganizacion exitosa de la cadena ligera, donde también
intervienen mecanismos de exclusion alélica, esta se expresara en superficie reemplazando a
las cadenas ligeras sustitutas Vpre-B and A5 del receptor. Las proporciones de expresion de
cadena ligeras K y A varian entre especies. En ratdn, un 95% expresan cadena K y un 5% A,
mientras en humano un 65% expresan kK y un 35% A. Una vez terminado el proceso, el linfocito

B inmaduro expresara en membrana una Ig de tipo IgM.

2.2.2 Fase antigeno-dependiente.

Los linfocitos B inmaduros que salen de médula 6sea hacia bazo, érgano donde completaran el
proceso de maduracion, reciben el nombre de linfocitos B transicionales T1 y se definen como
IgM++, IgD-, CD21-, CD23- (figura 8). Una vez alli, los linfocitos T1 se localizan en la zona
externa de la pulpa blanca, los PALS (Periarteriolar Lymphoid Sheath), y posteriormente
migraran hacia la zona folicular, donde adquiriran la expresién en superficie de IgD, CD21 y
CD23, transformandose en linfocitos B transicionales tipo T2, poblacién definida como IgM**,
IgD**, CD21"* y CD23" [Revisado en 31]. En este estadio los linfocitos B se caracterizan por
presentar una alta capacidad proliferativa y elevada resistencia a la apoptosis. Recientemente,
se ha descrito que la molécula CD23 es capaz de unir inmunocomplejos de anticuerpos IgE
procedentes del torrente circulatorio, transportando antigeno a los foliculos donde pueden ser
captados por células dendriticas que los presentan a linfocitos T potenciando la respuesta
inmune [32]. Se postula que el factor BAFF (B Cell Activation Factor of TNF Family) presente en

bazo, podria ser decisivo para el paso del estadio T1 al T2. Algunos autores apuntan a la
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presencia de una tercera poblacion T3 [33], pero recientemente se ha demostrado que se trata

de un compartimento transicional formado por linfocitos B anérgicos [34].

Bone marrow
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Figura 8. Etapas de desarrollo y diferenciacidn de las principales poblaciones de linfocitos B en bazo [31].

Los linfocitos B transicionales T2 contintdan con su proceso de maduracion en bazo dando lugar
a las dos grandes poblaciones de linfocitos maduros de tipo B2, los linfocitos B foliculares (FO)
caracterizados por la expresion de IgM”™, IgD**, CD217/™ y CD23", y los linfocitos B marginales
(MZ) definidos como IgM**, IgD”"™, CD21*y CD23" (Figura 8). Recientemente, se ha postulado

que los linfocitos MZ podrian originarse también a partir de linfocitos B FO esplénicos [35].

Existe una tercera poblacién de linfocitos B, los linfocitos B1. Estos linfocitos poseen un
desarrollo y localizacién fisioldgica diferente al resto, como se comentard mas adelante, y se
encuentran principalmente en peritoneo y cavidades serosas [36].

Los linfocitos B FO conforman la poblacién mayoritaria en bazo y se localizan principalmente
en los foliculos primarios y foliculos secundarios (GC) de la pulpa blanca, en contacto con los
linfocitos T de la zona T. Los linfocitos B MZ se localizan en la zona marginal de bazo, entre la
pulpa blanca y la pulpa roja y se encuentran implicados principalmente en la primera linea de
defensa o respuesta innata frente a patdgenos (figura 9) [37].

La activacidon de linfocitos B puede producirse mediante dos vias, una dependiente de la
colaboracidon de linfocitos T que se conoce como respuesta T-dependiente, y otra
independiente de sefiales de coestimulacién de linfocitos T conocida como respuesta T-

independiente.

27



INTRODUCCION

Compartment Histology Structure Function

. paLs FOBcells Adaptive response (antigen specific)
consequent to interaction between
antigen-presenting cells (dendritic
cells or marginal rone B lymphocytes)
and B lymphocytes or T lymphocytes

Innate response (first-line defence,
nof-antigen specific) charctetised
by IgM-memory B-

production of natural antibodies

Innate response characteriued by
activation of macrophages in cords

Adaptive response characterised by
plasmia-cell migration from the
white pulp after antigen-specific
differentiation in follicles

Blood filter {pitting, culling)

Figura 9. Localizacion y funciéon de los linfocitos B FO y MZ en los diferentes compartimentos de bazo.
CA=arteriola central. GC=centro germinal. Mn=zona de manto. MZ=zona marginal. PALS=periarteriolar lymphoid

sheath [37].

Los linfocitos B FO son los principales responsables de la respuesta T-dependiente, mientras
que los linfocitos B MZ y de tipo Bl se activan principalmente por respuestas de tipo T-

independiente. A continuacidn profundizaremos en la descripcién de ambas vias de activacion.

2.3 Activacion de linfocitos B T-dependiente.

El desarrollo de la respuesta de linfocitos B FO T-dependiente es llevado a cabo en los foliculos
primarios de los diferentes drganos linfoides secundarios tras el encuentro con antigeno, que
en este tipo de respuesta suele ser de origen proteico. El linfocito B FO puede reconocer
antigenos solubles en el foliculo procedentes del sistema linfatico, en la superficie de células
presentadoras o bien encontrar el antigeno de forma soluble en el torrente sanguineo [38],
[38].

La union de antigeno al BCR de membrana induce la internalizacidn de los complejos antigeno-
BCR en vesiculas endosdmicas. El antigeno es procesado y los péptidos resultantes son
presentados en moléculas de MHC de clase Il en superficie [39]. Los linfocitos B FO en esta
etapa se caracterizan por el aumento de expresién en superficie de moléculas de MHC de clase
I, CD80 (B7.1) y CD86 (B7.2). Estas ultimas son moléculas con una importante funcion

coestimuladora de linfocitos T CD4 (figura 10).
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Glycoconjugate vaccine

CD28

Figura 10. Senalizacion implicada en el proceso de activacion de linfocitos B T-dependiente. En la
imagen se muestra un ejemplo de respuesta descrito frente a vacunas lipopolisacaridos glicoconjugados [40]. Los
glicoconjugados se unen al BCR del linfocito B, que procesa y presenta epitopos de la vacuna a través de MHC Il a
los linfocitos T. A continuacidn se genera la segunda sefal coestimuladora mediante la interaccion de la molécula
CD28 con los ligandos B 7.1 y/o B.2, lo que activa la produccién y secrecidn de IL2 por el linfocito T. Los linfocitos T
aumentan la expresién de CD40L en superficie y comienzan a secretar IL4, ambas sefiales o vias activaran

finalmente al linfocito B.

Los linfocitos B FO en este estadio migran hacia el borde del foliculo primario [41]. Una vez alli,
pueden activar a los linfocitos T mediante su estimulacidn a través del TCR y CD28 que se
unirdn a MHC clase Il y B7.1/B7.2 de la superficie del linfocito B respectivamente (figura 10).
Este proceso inducira la expresion en el linfocito T CD4 de la molécula CD40L y la secrecién de
diversas citocinas como la IL-2, IL-4 e IL-6 que activaran finalmente al linfocito B, induciendo su
diferenciacion hacia células plasmdticas primarias secretoras de anticuerpos IgM, y su
migracion al centro del foliculo primario para dar lugar a la formacién de estructuras
foliculares secundarias conocidas como centros germinales (CGs) [42].

Estos centros son esenciales para el desarrollo de la respuesta, pues proveen de un
microambiente donde los linfocitos B pueden expandirse, aumentar la afinidad de sus
receptores, cambiar de isotipo, producir células plasmaticas de larga vida y linfocitos B de
memoria [43].

Los centros germinales se dividen en dos zonas: clara y oscura (figura 11). En la zona oscura se
encuentran los linfocitos B en division, empaquetados densamente, que reciben el nombre de

centroblastos y algunas células dendriticas foliculares (FDCs). En este punto, los linfocitos B
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reducen la expresion de Ig de superficie y se ven sometidos a procesos de hipermutacién
somatica; cada centroblasto introduce aproximadamente una mutacidon por cada ciclo de
division celular. En la zona clara se localizan linfocitos B de menor tamafo que reciben el
nombre de centrocitos y estdan inmersos en una densa red de FDCs. La presencia de FDCs es
esencial para la respuesta y supervivencia de los linfocitos B, pues es en este punto donde los
centrocitos reconocen y compiten por el antigeno presentado en la superficie de las FDCs. De
esta forma solo se seleccionaran los centrocitos que reconozcan a través de su BCR antigenos
con alta afinidad, lo que significa que durante esta etapa muchos centrocitos sufrirdn procesos
de revisidn de receptor y si finalmente no consiguen generar un receptor con elevada afinidad,
entraran en apoptosis debido a la falta de estimulacién.

La actividad efectora de las FDCs se encuentra mediada por la interaccién de las moléculas de
adhesién ICAM-1 y VCAM-1 presentes en la superficie de estas, con las moléculas LFA-1 y VLA-
4 presentes en la superficie de los centrocitos [44]. Se ha descrito que la sefializacidn a través
ambas vias favorece la supervivencia de los centrocitos en el centro germinal [45].

En este proceso intervienen también de forma importante los linfocitos T-colaboradores
foliculares (THFs), que se localizan en la zona clara del CG. Se sabe que la sefializacién a través
de CD40 es importante en la formacion de linfocitos B de memoria [46]. Los centrocitos que
han sido seleccionados positivamente, mediante la interaccién con FDCs y THFs, daran lugar
finalmente a células B de memoria y células B plasmaticas de larga vida.

Las células B de memoria, caracterizadas por su larga supervivencia, se distribuyen dentro del
compartimento de células residentes de los diferentes 6rganos linfoides secundarios, mientras
las células plasmaticas resultantes migran preferentemente a médula dsea donde producirdn
anticuerpos de forma continuada [47].

En posteriores encuentros con el antigeno, los linfocitos B de memoria responderan de forma
mas rdpida y con mayor afinidad, tanto presentando antigeno como generando nuevas células
plasmaticas secretoras de anticuerpos. De esta manera, mientras la repuesta inmune primaria
de linfocitos B tarda entre 5 y 10 dias, la secundaria se desarrolla entre 1y 3 dias.

Aungue la formacién de CGs esté relacionada con respuestas a antigenos T-dependientes,
algunos antigenos T-independientes promueven la formacidon de estos centros germinales,
aunque el proceso de hipermutacidon somatica ocurre con menor frecuencia, debido a la falta

de colaboracion de los linfocitos T [48].
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Figura 11. Desarrollo de la respuesta de linfocitos B dentro del centro germinal. Los linfocitos B maduros naive son
activados tras entrar en contacto con el antigeno y recibir ayuda de los linfocitos T a nivel de la zona T. Una vez
activados migran hacia los foliculos, comienzan a proliferar y a diferenciarse en centroblastos, dando lugar a la zona
oscura del centro germinal. En esta fase inician procesos de recombinacion somatica generando BCRs con
diferentes afinidades. A continuaciéon los centroblastos disminuyen su capacidad proliferativa y se diferencian a
centrocitos (zona clara) que son seleccionados por la afinidad por el antigeno. Sélo los linfocitos con BCRs de alta
afinidad reciben sefiales de supervivencia de los linfocitos T foliculares y células dendriticas foliculares, el resto
mueren por procesos de apoptosis. Los linfocitos B seleccionados en este punto atraviesan varias rondas de
proliferacidn, mutacidn y seleccion. En esta fase, ocurren procesos de cambio de clase o isotipo del anticuerpo
expresado lo que le conferira diferentes propiedades funcionales. Finalmente, estos linfocitos se diferencian en

células de memoria y/o células plasmaticas y abandonaran el centro germinal [49].

Por otra parte, en los CGs se llevan a cabo mecanismos de cambio de isotipo de las Igs. Todos
los linfocitos B maduros no activados (naive) expresan en superficie IgD e IgM, siendo IgM el
primer anticuerpo secretado durante una respuesta primaria. Sin embargo, solamente un 10%
de los anticuerpos presentes en plasma presentan isotipo IgM, mientras la mayoria son de tipo
IgG. Por tanto, una importante proporcion de linfocitos B en periferia han experimentado en
algin momento procesos de cambio de isotipo. En este proceso es fundamental la interaccion
con linfocitos T colaboradores (TH).

Los linfocitos TH1 son los principales mediadores de la respuesta inmune celular, y mediante la
secreciéon de IFN-y estimulan el cambio de isotipo de anticuerpos hacia la produccion de IgG2a
[50]. Estos anticuerpos se unen a la superficie del patégeno favoreciendo su eliminacion y
presentacion por células del sistema inmune como macrdéfagos, potenciando asi la respuesta

inmune frente a este antigeno.
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Por el contrario, los linfocitos TH2 son los principales mediadores de la respuesta inmune
humoral y secretan principalmente IL-4, IL-5 y TGF-B. En ratén, la IL-4 induce el cambio de
clase hacia IgG1 e IgE, mientras TGF-B, dirige el cambio de clase hacia IgG2b e IgA y la citocina
IL5, al igual que el TGF-B induce el cambio de clase a IgA [51], [52] .

Por otra parte, es importante destacar que las citocinas secretadas por linfocitos TH1 tienen un
efecto regulatorio negativo sobre los linfocitos TH2. En este sentido, recientemente se ha
apuntado que el efecto del IFN-y domina sobre el del IL4, y ambos sobre el TGF-B [51]. Este
fendmeno permite al sistema inmune direccionar de forma eficiente el tipo de respuesta
efectora. Mds adelante, se explicara en detalle la actividad efectora de los diferentes isotipos

de anticuerpos dentro de la respuesta inmune.

2.4 Activacion de linfocitos B T-independiente.

La respuesta de linfocitos B T-independiente se desarrolla en ausencia de sefiales de linfocitos
T colaboradores y es caracteristica de linfocitos B MZ y linfocitos B1.

Existen dos tipos de antigenos T-independientes clasificados como TI-1 y TI-2. Los TI-1 pueden
activar a los linfocitos B independientemente de su especificidad antigénica, si este se
encuentra a altas concentraciones [52]. Esta activacién estd mediada por otros receptores de
la superficie del linfocito B conocidos como los TLR (Toll-like receptors). Los lipopolisacaridos
(LPS) de membrana, presentes en las bacterias Gram negativas, son un ejemplo de antigenos
de tipo TI-1. Generalmente, este tipo de respuestas no generan linfocitos B de memoria.

Los antigenos de tipo TI-2 estan formados por secuencias repetidas presentes en la superficie
de algunos patégenos. Un ejemplo de ello son los polisacaridos de membrana presentes en la
superficie de bacterias encapsuladas y algunos virus [53]. La estructura secuencial de este tipo
de antigenos activa al linfocito B mediante el entrecruzamiento de BCRs.

La activacidn de linfocitos B mediante esta via T-independiente, genera una respuesta inmune
rapida contra numerosos patdgenos promoviendo la expansion de linfocitos B y la secrecidn de
anticuerpos de tipo IgM de baja afinidad. Por este motivo, los linfocitos MZ y B1 cumplen una
funcién esencial en la respuesta inmune primaria siendo principales efectores de la barrera

inmune innata [54].
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2.5 Poblaciones de linfocitos B.

Como se ha comentado anteriormente, los linfocitos B maduros se pueden clasificar en
linfocitos B FO, linfocitos B MZ y linfocitos B1 en funcién de los marcadores de superficie y su

localizacién tisular (figura 12) [55], [56].
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Figura 12. Fenotipo y frecuencias de las diferentes poblaciones de linfocitos B de raton [56].

Recientemente se ha descrito también la presencia de una poblacién de linfocitos B con
capacidades supresoras conocidos como linfocitos B reguladores, caracterizados por la
secrecion de IL-10 y la expresion de CD5 y CD1d [57].

A continuacidon entraremos a explicar en detalle las caracteristicas de cada poblacion.

2.5.1 Linfocitos B foliculares.

En ratdn la mayoria de los linfocitos B FO residen en los foliculos primarios de bazo y nédulos
linfaticos cerca de la zona T, lo que permite la interaccién con los linfocitos T durante el
desarrollo de la respuesta a antigenos T-dependientes. Por otra parte, los linfocitos B FO
forman parte de la poblacidn recirculante entre los diferentes drganos linfoides secundarios,
donde pueden entrar en contacto con antigeno y ser activados. Su vida media en periferia es
corta, sobre 4 meses. Se ha descrito que los linfocitos B FO pueden recircular a médula dsea y
asentarse alrededor de los capilares sinusoides, pudiendo responder a patdégenos procedentes
del torrente sanguineo de forma T-independiente [27].

La mayoria de los linfocitos B FO se caracterizan por la expresion en superficie de

IgDMePgMI°YCD21™9CD23+, aunque también se ha descrito también la presencia de una
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segunda poblacién de linfocitos B FO de tipo |l caracterizada por la expresién de
IgD"eN|gM"enCD21mM4CD23+, que podria ser precursora de la poblacién de linfocitos B
marginales, en situaciones criticas de deplecién de esta poblacidn por infeccidon con patégenos

[27].

2.5.2 Linfocitos B marginales.

Como ya se ha comentado anteriormente, los linfocitos MZ estan implicados en la respuesta
frente antigenos T-independientes y contribuyen de forma importante en la respuesta inmune
humoral primaria frente a diversos patégenos extracelulares [58][59].

En ratdn los linfocitos B MZ se localizan mayoritariamente en el seno marginal localizado entre
la pulpa roja y la pulpa blanca del bazo, junto a macréfagos y células dendriticas. Estas células
constituyen el 15% de la poblacidn de linfocitos B en esta regién [56]. En el seno marginal
drena la sangre procedente de las arteriolas, de forma que su ubicacién facilita el
reconocimiento y respuesta rapida frente a patdgenos transportados por la sangre [60]. En
este sentido, se ha observado que ratones deficientes en linfocitos B MZ son incapaces de
frenar la infeccidn por Streptococcus pneumoniae [61].

Estas poblaciones de linfocitos B, se caracterizan por la expresiéon en superficie de los
marcadores IgD"e"'gMI°*CD21"e"CD1d"e"CD23-. Se sabe que la elevada expresién de CD1d en
estas células facilita la presentacion de antigenos lipidicos a la poblacidon de linfocitos iNKT
(invariant natural killer T cells) por lo que la poblacidn de linfocitos B MZ esplénica podria ser
origen de la produccion de anticuerpos anti-lipidos [62].

Por otra parte, se ha descrito que esta poblacidn de linfocitos MZ puede tener una importante
funcién en la presentacidon de inmunocomplejos de sangre. Una vez capturados a través del
CD21 de superficie pueden migrar hacia la zona del foliculo y presentar los complejos a los
linfocitos B FO [63]. En este sentido se sabe que los linfocitos B MZ presentan antigenos de
forma mas eficiente que los linfocitos B FO, mediante la expresidn de altos niveles de MHC

clase Il, CD86 y CD80 en superficie [64].

2.5.3 Linfocitos B1.

En peritoneo y cavidades pleurales, se localiza otra poblacidon de linfocitos B maduros, los

linfocitos B1. Al igual que los linfocitos MZ de bazo, estan implicados en la respuesta a
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antigenos T-independientes y secretan anticuerpos naturales frente a diversos patdégenos,

importantes en la respuesta inmune innata [65].

Los linfocitos tipo B1 se caracterizan por la expresién en superficie de IgM"&"IgD'*“CD11b+, y se
pueden dividir en dos subpoblaciones en funcidn de los marcadores de superficie, la poblacién

Bla CD5+ vy la poblacién Blb CD5-.

Los anticuerpos secretados por los linfocitos B1 generalmente son de tipo IgM vy se
caracterizan por su baja afinidad y polireactividad. Se ha observado que los linfocitos Bla
secretan anticuerpos IgM de forma espontdnea que reconocen polisacdridos de bacterias

encapsuladas como Streptococcus pneumoniae [66].

Los linfocitos B1b son capaces de inducir rapidamente la secrecion de anticuerpos frente a
antigenos T-independientes, participando de forma importante en procesos de aclaramiento

antigénico [67].

Por otra parte, se ha descrito la presencia de linfocitos Bla CD5+ en placas de Peyer del
intestino de ratones sanos [68]. En este sentido, se sabe que los linfocitos B1 son los

principales responsables de la respuesta de anticuerpos IgA T-independiente en intestino [69].

Actualmente, el desarrollo de los linfocitos B1 no estd del todo claro. Existen dos modelos que
explican su desarrollo, el modelo de linaje y el modelo de seleccién [70]. El modelo de linaje se
basa en la observacién de que células progenitoras del higado fetal son capaces de regenerar
eficientemente el compartimento B1 comparado con los progenitores de médula dsea de
adulto. En adultos estos linfocitos B1 se mantiene debido a su elevada capacidad de auto-
renovacion [71]. Por otra parte, el modelo de seleccidn propone que las poblaciones de
linfocitos B1 y B2 poseen un precursor comun, y que diferentes sefializaciones a través del BCR
determinarian la diferenciacién final de la célula a tipo u otro. Segun este modelo, sefiales de
fuerte intensidad estarian relacionadas con la diferenciacidn a linfocitos B1, mientras que
sefiales de intensidad intermedia diferenciarian las células a linfocitos B FO, y sefiales de
intensidad débil dirigiria la diferenciacién hacia linfocitos B MZ [72]. Este modelo explicaria la
capacidad de expresion de CD5 por linfocitos B2 tras la activacién por entrecruzamiento del

BCR [73].

Actualmente, la poblacién de linfocitos B1 solo se ha identificado en raton. En humanos hasta
la fecha se desconoce, a pesar de la importante funcién que desempeiian. En este sentido se

postula que la poblacién de linfocitos MZ circulante podria desempenfiar esta funcion [74].
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2.5.4 Linfocitos B reguladores.

Ademas de los linajes de linfocitos B mencionados hasta el momento, en ratén y humano se ha
descrito la presencia de una poblacién de linfocitos B secretora de IL-10, citocina mediadora de
la supresion de la respuesta inmune inflamatoria [57], [75] . Los linfocitos B reguladores o
linfocitos B10 se presentan en baja frecuencia en periferia, en torno a un 1-5% en ratones
naive, pero expanden durante procesos autoinmunitarios. En este sentido, se ha detectado su
presencia en modelos de autoinmunidad como la encefalitis experimental autoinmune
inducida (EAE) [77] o el lupus inducido (SLE) [78].

Esta poblacién se caracteriza por presentar en superficie los marcadores CD1d"&"CD5", y es
capaz de IL-10 mediante activacion in vitro con anticuerpos anti-CD40 o LPS [79]. Un estudio
reciente ha revelado la importancia in vivo de la presencia de IL-21 y la sefializacion a través de
moléculas de MHC Il y CD40 durante el desarrollo y expansion de los linfocitos B10 [80].

Se sabe que los mecanismos de regulaciéon por linfocitos B10 son antigeno-especificos y que la
especificidad del BCR determina de forma importante el desarrollo de la respuesta [57] . Por
otra parte, las sefales recibidas a través de moléculas del BCR como CD19 son importantes
también en su desarrollo. Por ejemplo, ratones deficientes en CD19 carecen de linfocitos B
reguladores fendmeno que conlleva al desarrollo de procesos inflamatorios exacerbados,
reacciones de hipersensibilidad por contacto y procesos autoinmunitarios [57] .

Por otra parte, se sabe que la presencia de IL-10 no es necesaria para el desarrollo de los
linfocitos B10, puesto que estas células se desarrollan de forma natural en ratones IL-10-/-

[82].

2.6 Caracteristicas y funcion efectora de los anticuerpos.

Los diferentes isotipos de anticuerpos secretados por los linfocitos B presentan diferente
funcién efectora [Revisado en 4]. Los anticuerpos con isotipo IgM son caracteristicos de
respuestas inmunes primarias, y son los primeros producidos tras el encuentro con el
antigeno; en cambio IgG, IgE e IgA son isotipos producidos en respuestas inmunes secundarias.
Los anticuerpos IgM forman pentameros (figura 13) y se caracterizan porque son capaces de
activar efectivamente al sistema del complemento.

Por otra parte los anticuerpos 1gG son los mas abundantes en periferia y presentan diferentes
subclases. Los 1gG3 juegan un papel importante en la respuesta antibacteriana y son muy

eficientes promoviendo la fagocitosis mediante opsonizacién. Los IgG2a pueden activar el
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sistema del complemento. 1gG1 es el isotipo dominante en respuestas frente a parasitos e
infecciones virales, favoreciendo el proceso de fagocitosis.

Los anticuerpos IgE son inducidos por infecciones de parasitos, y también estan involucrados
en procesos de alergia. Los mastocitos y baséfilos expresan receptores de alta afinidad para IgE
conocidos como FceRl, que son capaces de unir IgE en ausencia de antigeno. Cuando un
antigeno entra en contacto con la Ig del complejo IgE-FceRl, activa a la célula provocando la
liberacion de histamina y otros factores responsables de la respuesta de hipersensibilidad
inmediata.

Los anticuerpos IgA juegan un papel fundamental en la inmunidad de las mucosas.
Proporcionan una barrera, evitando la entrada de patégenos extracelulares o neutralizandolos
mediante la formacidon de inmunocomplejos que son excretados al lumen intestinal en forma

de dimeros (figura 13).

Figura 13. Estructura molecular de los diferentes isotipos de inmunoglobulinas. Las inmunoglobulinas son
complejos proteicos formados por dos cadenas pesadas y dos cadenas ligeras. Las cadenas ligeras interaccionan con
la region N terminal de las pesadas a través de una regién denominada Fab. La regién C terminal de la cadena
pesada contiene la region Fc a través de la cual interaccionan con los receptores. En mamiferos, en funcién de la
region constante de la cadena pesada, se ha descrito de forma comun la presencia de 5 clases de Igs: IgA, IgD, IgE,
IgG e IgM. Las IgA pueden dimerizar a través del extremos C terminal de la cadena pesada, y la IgM tiene la

capacidad de generar estructuras pentaméricas [83].

3 Mecanismos de tolerancia y autoinmunidad de linfocitos B.

La tolerancia inmunoldgica se puede definir como el estado fisioldgico en el que el sistema

inmune no reacciona de forma destructiva contra el propio organismo.
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El sistema inmune ha desarrollado la capacidad de generar anticuerpos capaces de reconocer
un amplio repertorio de patdgenos para defender al organismo. Sin embargo, un porcentaje
considerable de estos anticuerpos puede llegar a reconocer proteinas propias en un fendmeno
conocido como autoreactividad. Se sabe que mas de la mitad de linfocitos B inmaduros
generados en la médula ésea de un individuo sano tienen capacidad autoreactiva, sin embargo
solo una pequeiia proporcion llega al compartimento de linfocitos B maduros. Esto es debido a
gue el sistema inmune ha desarrollado diferentes procesos de control de tolerancia a lo
propio, donde las células autoreactivas generadas son eliminadas o silenciadas mediante

diferentes mecanismos.
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Figura 14. Mecanismos de control de tolerancia central y periférica de linfocitos B. Durante su desarrollo en
médula dsea, la autoreactividad de linfocitos B en estadio inmaduro es controlada por mecanismos de delecidn,
anergia y revision de receptor. Una vez salen a periferia, las células con potencial autoreactivo no eliminadas son

controladas por diferentes mecanismos como delecién, anergia, ignorancia clonal y exclusién folicular [84].

En términos generales, los mecanismos de tolerancia de linfocitos B pueden ser clasificados en
mecanismos de tolerancia central, donde el control se ejerce a nivel del repertorio pre-inmune
de linfocitos B de médula ésea, y mecanismos de tolerancia periférica, que impiden la
activacion y maduracién de afinidad de aquellos linfocitos B que han pasado al compartimento
de células B maduras. En la figura 14, se muestra un esquema de los diferentes mecanismos de
tolerancia ejercidos a nivel de linfocitos B en médula ésea y érganos periféricos, que serdn

explicados a continuacidon con mas detalle.
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3.1 Mecanismos de tolerancia central.

A nivel de médula dsea existen dos mecanismos de tolerancia que controlan la autoreactividad
de los linfocitos B inmaduros, la edicién del receptor y la delecién clonal [Revisado en 85].

Los mecanismos de delecidon clonal se ponen en marcha cuando un linfocito B inmaduro
autoreactivo interacciona con un autoantigeno con alta afinidad. En este momento, el
complejo BCR-antigeno es rapidamente internalizado y se detiene por completo el desarrollo
del linfocito B. Por otra parte, se inhibe la expresion del factor de supervivencia BAFF (B-cell-
activating factor) [86] y aumenta la expresidn del factor pro-apoptdtico BIM (BCL-2 interacting
mediatorof cell death) [87]. En este sentido se ha descrito que la sobreexpresion de Bcl-2
revierte el proceso de apoptosis de los linfocitos B autoreactivos, un fenémeno también
observado en ratones transgénicos deficientes en BIM.

Por otra parte, los linfocitos B inmaduros autoreactivos que reconocen autoantigeno con
moderada afinidad en médula dsea, pueden ser rescatados de la apoptosis mediante
reordenamientos adicionales de los genes de la cadena ligera con el objetivo de producir un
nuevo receptor de superficie no autoreactivo. Este mecanismo se conoce como edicion del
receptor. Esto es posible debido a que el linfocito B inmaduro sigue expresando proteinas RAG
gue permiten llevar a cabo recombinaciones secundarias de los genes de las Igs en caso de
reconocimiento fuerte de antigeno. El cese de expresion de RAG tiene lugar después de un
reordenamiento no autoreactivo exitoso, lo que reduce la probabilidad de reorganizaciones
posteriores [88], [89].

Inicialmente, se describié que el proceso de delecién clonal afectaba principalmente a
linfocitos B autoreactivos que reconocen autoantigenos en médula ésea con alta afinidad,
mientras aquellos que lo hacen con una afinidad moderada son mas susceptibles a procesos de
edicion de receptor. Actualmente, la edicién de receptor es considerado como el principal
mecanismo de control de tolerancia central de linfocitos B inmaduros, y la delecidn clonal
como mecanismo posterior de control de células que retienen su capacidad autoreactiva [90].
Curiosamente, se ha observado que cerca de la mitad de linfocitos B inmaduros de médula
dsea han sufrido procesos de edicidn de receptor, y expresan en su superficie BCRs con dos o
mas cadenas ligeras diferentes, pudiendo ser alguna de ellas autoreactiva. Este fendmeno
recibe el nombre de inclusion alélica [91]. Este mecanismo aberrante no solo explicaria la
elevada incidencia de linfocitos B polireactivos y autoreactivos en el repertorio pre-inmune,
sino que también podria ser uno de los mecanismos principales a través de los cuales linfocitos
B autoreactivos de baja afinidad podrian escapar a los sistemas de tolerancia central, mediante

la sefializacion y seleccidn positiva a través del BCR con especificidad no autoreactiva [92]. Se
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estima que aproximadamente un 10% de linfocitos B de periferia podria presentar este

fenémeno [93].

3.2 Mecanismos de tolerancia periférica.

A pesar de los mecanismos de tolerancia central, algunos linfocitos B autoreactivos consiguen
evadirlos [Revisado en 85]. Solamente un pequefio porcentaje de los linfocitos B generados en
médula ésea consiguen pasar a la fase transicional y migrar a bazo donde completardn su
maduracién tras el encuentro con antigeno. Nuevamente interacciones de alta afinidad de
receptores de linfocitos B autoreactivos con autoantigenos daran lugar a la delecién clonal de
estos linfocitos dependiente de Bim [94]. Por el contrario, interacciones débiles o muy débiles
dardan lugar a la induccién de un estado de anergia o ignorancia del linfocito, respectivamente
[95]. Tras el primer encuentro con el antigeno extrafio o propio, los linfocitos pasan a un
estado maduro o naive. En este estadio los linfocitos migran hacia las regiones denominadas
PALS donde entran en contacto con linfocitos T. Si en el transcurso de 2-3 dias no se activan
con ayuda de los linfocitos T o mediante TLRs de superficie, entran en apoptosis.

El estado de anergia en linfocitos B se caracteriza por una desensibilizacién del BCR que
conlleva a una disminucion de su respuesta, a una disminucion de la capacidad de
presentacion de antigenos y produccion de anticuerpos [96]. Otra caracteristica de las células
en estado de anergia, es su baja supervivencia debido a la incapacidad de competir por las
bajas concentraciones de factor BAFF expresadas en bazo [97]. Sin embargo, se sabe que este
estado puede ser revertido bajo determinadas situaciones, como en presencia de antigenos y
células T que activen fuertemente a los linfocitos B, por lo que se trata de un mecanismo de
tolerancia reversible. De esta forma los linfocitos B autoreactivos podrian llegar a evadir los
mecanismos de seleccidon negativa, llevando a cabo una maduracion de afinidad en los centros
germinales.

Numerosos estudios llevados a cabo en ratones transgénicos que expresan poblaciones de
linfocitos B autoreactivos en un fondo autoinmune, han demostrado que fallos en los
mecanismos de anergia clonal son la principal causa de la activacién de estas poblaciones [95],
[97].

Algunos linfocitos B pueden reconocer autoantigenos con muy baja afinidad de forma que las
sefiales de activacion que se generan son muy débiles o casi nulas. En estos casos, los
mecanismos de seleccién negativa en periferia no actian sobre ellos pasando desapercibidos,

en un fendmeno conocido como ignorancia clonal. Otra posible causa de la ignorancia clonal
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podria ser la falta de expresién de autoantigeno en médula dsea o bazo, que impediria la
eliminacion eficiente de clones de linfocitos B autoreactivos.

Se ha descrito también que los linfocitos B que interaccionan con autoantigenos en periferia
dejan de expresar CD62L, receptor de migracidn o homing necesario para su entrada en los
drganos linfoides secundarios [98]. De esta forma, el linfocito B autoreactivo quedaria excluido
de los foliculos linfoides, en lo que se conoce como control de tolerancia por exclusion
folicular.

Otra region a tener en cuenta en el control de la tolerancia periférica son los centros
germinales donde tienen lugar procesos de hipermutaciéon somatica que podrian dar lugar a la
generacion de linfocitos B autoreactivos. Se sabe que en este punto la seleccién negativa esta
mediada por la alta competencia por el antigeno presentado en la superficie de las dendriticas
foliculares y por la falta de coestimulacion de linfocitos T foliculares [99], lo que finalmente
induce fenédmenos de apoptosis mediados por BIM. En los centros germinales se ha descrito
también la presencia de macréfagos TBM (Tingible-Body Macrophage) con una funcién
esencial en la eliminacion de los cuerpos nucleares apoptdticos potencialmente

inmunogénicos, que podrian inducir la activacion de clones de linfocitos B autoreactivos [100].

3.3 Autoinmunidad y pérdida de tolerancia de linfocitos B.

Cuando los mecanismos de control de tolerancia no consiguen frenar la maduracién de
linfocitos B autoreactivos, se puede desencadenar una respuesta frente a autoantigenos en
periferia dando lugar a procesos de inflamacidn y dafio tisular crénico de origen
autoinmunitario.

En este sentido, segun el patrén de expresidén de el o los autoantigenos, las enfermedades
autoinmunitarias se pueden clasificar en drgano-especificas, cuando el antigeno presenta una
distribucidn tisular restringida a un érgano, como es el caso de la diabetes tipo | que afecta al
pancreas, o sistémicas, cuando el antigeno presenta una distribucidon ubicua. Un ejemplo de
enfermedad autoinmune sistémica es el lupus eritomatoso sistémico, donde se produce una

respuesta autoreactiva de linfocitos B frente a DNA y nucleoproteinas.
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Los factores que determinan fallos en los mecanismos de control de tolerancia son complejos y
estdn determinados tanto por las caracteristicas del antigeno, como por los factores
dependientes del individuo. Diversos estudios realizados en modelos de ratén con BCRs
transgénicos para diferentes antigenos y autoantigenos muestran como el fondo genético se
correlaciona con la predisposicién a fallos en los mecanismos de regulacién de la tolerancia

[Revisado en 101].

Gene Mouse strain or human Asscciated diseases® Tolerance phenctypes mediated by susceptibility alleles
population
Mice
Fegr2b NZB/MRL/BXSB/NOD/ SLE Reduced Fcgr2 expression in GC B-cells leads to differentiation of
NZM2410/NZW self-reactive B-cells inte plasma cells.

1fi202 NZB SLE Increased expression reduces B-cell susceptibility to apoptosis.

Ly108 NZM2410/NZW SLE Dampens BCR signalling at immature/transitional stage impairing
anergy, receptor editing and deletien.

Cr2 NZM2410/NZW SLE Impairment of C3d binding resulting in defective B-cell anergy
and abnormal GC response.

Tir7 BXSB SLE Increased expression due to gene duplication on Y Chromosome
impairs B-cell tolerance to RNA-associated autoantigens.

Human
PTPN22 Various T1D/RA/GD/ Dominant gain of inhibitory function mutation that impairs
SLEMG BCR (and TCR) signalling.

FCRL3 Asian SLERA/GD Increased expression dampens BCR signalling. Asscciated
with increased autoantibody production.

FCGR2B  Asian/Caucasian SLE/GP/ITP Polymorphisms cause reduced induction of this inhibitory
molecule on memory B-cells.

PDCD1 Asian/Caucasian/Hispanic SLE Decreased expression due to impaired binding of RUNX transcription
factor to its enhancer. Functions as an inhibitor of BCR (and TCR)
signalling.

BLK Caucasian SLE/APS Decreased expression due to promoter polymorphism is thought to
inhibit BCR signalling.

LYN Caucasian (female) SLE Decreased expression due to intronic polymorphism is thought to result
in hyper-responsiveness to BCR
stimulation. Strong correlation with autoantibody production.

BANKT Asian/Caucasian SLE, SSc Polymorphisms predicted to increase recruitment and activation of Lyn
and IP3R resulting in sustained BCR signalling and B-cell hyperactivity.

CD40 Asian/Caucasian RA, GD Increased surface expression of CD40 on B-cells.

® Abbreviations — APS: primary antiphospholipid antibody syndrome; GD: Grave's disease; GP: Goodpasture's disease; ITP: idiopathic thrombo-
cytopenic purpura; MG: myasthenia gravis; RA: theumatoid arthritis; SLE: systemic lupus erythematosus; SSc: systemic sclerosis; and T1D: type 1
diabetes.

Tabla 1. Genes de susceptibilidad autoinmunitaria relacionados con defectos de tolerancia de linfocitos B en
ratén y humano. En la tabla se muestra una relacidon de diferentes genes implicados en pérdida de tolerancia
implicados en el desarrollo de diferentes enfermedades autoinmunitarias, asi como los mecanismos que se

encuentran alterados en cada uno de ellos [101].

Numerosos genes de susceptibilidad han sido descritos tanto en ratéon como en humanos.
Muchos de ellos estan implicados en la via de sefializacion del BCR como Ly108, Cr2, FCGR2B,
PTPN22, FCRL3, BLK, LYN y BANK (Tabla 1). Sin embargo, numerosos estudios genéticos han
demostrado que en el proceso de desarrollo de diversas enfermedades autoinmunitarias
existen defectos a nivel de genes implicados en tolerancia de linfocitos T, apoptosis y dianas de
inflamacidn de tejidos. Un ejemplo de ello, se observa en el modelo experimental de lupus,
donde se han descrito alteraciones a nivel de tolerancia de linfocitos B (Ly108 y PTPN22), a
nivel de respuesta inmune y adaptativa (TIr7 y FAS) y a nivel de genes implicados en el dafio

tisular (IFN-a and ICAM1)[102].
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Por otra parte, se ha observado que los linfocitos B autoreactivos asociados a enfermedades
autoinmunes como diabetes tipo | o lupus, presentan defectos a nivel de los mecanismos de
edicion de receptor. En este sentido, se ha descrito que la poblacién de linfocitos B-A (que
expresan la cadena ligera A) de pacientes de diabetes tipo | y lupus, presenta un numero
inferior de secuencias RS con respecto a pacientes control [103]. Por lo que en estos casos,
debido a la baja frecuencia de recombinacién se podria pensar que la autoreactividad de los
linfocitos B podria estar ligada al repertorio y mecanismos de recombinacidn de las regiones

RS.

4 Diabetes Tipo | y linfocitos B.

Muchas de las enfermedades autoinmunitarias drgano-especificas actualmente descritas,
estan dirigidas principalmente por linfocitos T autoreactivos. En la diabetes tipo | (DT1), a
pesar de la importancia patogénica de la respuesta de linfocitos T autoreactivos, se sabe que
los linfocitos B desarrollan un papel importante en la presentacién y activacién de esta
respuesta de linfocitos. Ademas de esto, en humanos, los autoanticuerpos generados durante
la respuesta son una importante herramienta como marcadores de prondstico y diagndstico
de la enfermedad.

A continuacidn se describirdn en detalle las caracteristicas y mecanismos efectores de la
enfermedad en humanos y en el modelo de ratén NOD, para finalmente profundizar en el

papel desarrollado por los linfocitos B dentro de la enfermedad.

4.1 Ladiabetes tipo | en humanos.

La diabetes mellitus tipo | (DT1), cldsicamente denominada insulinodependiente o diabetes
juvenil, es un ejemplo de enfermedad autoinmunitaria érgano-especifica, que se caracteriza
por la destruccién de la células B productoras de insulina de los islotes de Langerhans del
pancreas [104]. Como ya se ha comentado anteriormente, esta destruccién estd mediada
principalmente por linfocitos T y da lugar a la aparicion de autoanticuerpos especificos
detectados en sangre.

En humanos, se ha descrito que existe un primer periodo subclinico que puede durar meses e
incluso varios afios, durante el cual se produce una inflamacién de los islotes, denominada
insulitis, que se acompafia de una pérdida grave de masa de células B [105], [106], con la

consiguiente disminucidn en la produccion de insulina. El debut clinico de la enfermedad
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puede tener lugar tras la destruccidon de un 80-95% de las células B productoras de insulina
[107], [108], y se acompafia de la aparicidn de hiperglicemia, cetoacidosis, glucosuria, poliuria
y polidipsia.

Los individuos afectados generalmente dependen de por vida de la administracién de insulina
exdgena, para controlar su glucemia en la medida de lo posible. A pesar de ello, y como
resultado de la hiperglicemia a largo plazo, se producen lesiones vasculares progresivas que
dan lugar a varias secuelas como insuficiencia renal, ceguera, neuropatia y obstrucciones

arteriales que pueden derivar a gangrena.

4.2 El pancreas.

El pancreas es un érgano glandular mixto, donde la regién endocrina que representa entre un
1y 2% del tejido pancreatico, estd constituida por los islotes de Langerhans o islotes
pancredticos, donde se localizan las células B secretoras de insulina. El resto de tejido con
funcién exocrina se encarga de la secrecién de enzimas digestivas a nivel del duodeno (figura
15).

La insulina es la hormona encargada de controlar los niveles de glucosa en sangre o glucemia.
Su funcién es la de estimular el consumo de glucosa por parte de las células del organismo, y

se sabe que el control nervioso local es esencial en la regulacidn de este proceso [109].
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Figura 15. Estructura del pancreas. La parte exocrina estd constituida por células epiteliales dispuestas en
estructuras esféricas llamados acinos pancredticos, encargados de la secreciéon de enzimas digestivas. La parte
endocrina se agrupa en islotes de Langerhans, donde se localizan las células secretoras de hormonas que producen
insulina (células beta), glucagon (células alfa) y somatostatina (células delta) (Imagen extraida de Enciclopedia

Britanica 2003).
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Por tanto, los islotes pancredticos se encuentran densamente vascularizados e inervados. Un
claro ejemplo de ello, es la inervacidon auténoma de los islotes donde se localizan nervios
simpaticos, parasimpaticos y sensoriales, ademas de un manto de células gliales de Schwann.
Todos ellos forman parte de una compleja red que envuelve y que a su vez penetra en los

islotes [110].

4.3 Epidemiologia.

La DT1 es una de las enfermedades crénicas severas mas frecuentes actualmente. En nuestro
pais se diagnostican cada afio unos 12-20 nuevos casos por cada 100.000 habitantes, segun la
region. Esta enfermedad suele aparecer de forma abrupta durante la infancia o Ia
adolescencia, encontrandose la maxima incidencia entre los 10 y los 14 afios [111]

Aunque se estima que esta enfermedad afecta a 1 de cada 300 nifios en el mundo, la
distribucidn geografica es ampliamente heterogénea. Se ha sugerido de forma general la
existencia de un gradiente norte-sur en la incidencia de la DT1, siendo mas frecuente en paises
del norte de Europa (40 casos nuevos por afio por cada 100.000 habitantes, en Finlandia)
[112]. Los datos existentes hoy dia, apoyan la denominada “hipétesis de la higiene”, segun la
cual la mejora en las medidas higiénicas y sanitarias de los paises mas desarrollados, aumenta
la incidencia de enfermedades de origen autoinmunitario, asi como las de base alérgica [113],
[114]. Se ha sugerido que la falta de exposicién a microbios y pardsitos principalmente durante
la infancia, no estimula la correcta maduracién de la respuesta de linfocitos T de tipo TH2,
implicados en este tipo de procesos, lo que conlleva a un desequilibrio que favorece el
desarrollo de respuestas TH1 pro-inflamatorias, que intervienen en procesos autoinmunes

como la DT1.

4.4 Etiologia de la DT1.

Al igual que ocurre con otras enfermedades autoinmunes, la susceptibilidad individual a
desarrollar DT1 tiene un importante componente genético. En este sentido, se ha observado
una predisposicion hereditaria a presentar la enfermedad, de manera que familiares de
individuos afectados por DT1 presentan un mayor riesgo de desarrollar la enfermedad
comparado con la poblacién general. A pesar de ello, estudios realizados en gemelos,
muestran como la concordancia de la enfermedad entre hermanos gemelos monocigéticos es
tan sélo de un 50%, si uno de ellos desarrolla la enfermedad antes de los 5 afios [115]. Este

hecho indica que los factores genéticos heredados no explican completamente la aparicién de
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la enfermedad, sino que también pueden intervenir otros factores, como podrian ser
mutaciones y recombinaciones de genes no heredadas a nivel de receptores de linfocitos Ty B
[111] y factores ambientales [104] que podrian favorecer el inicio del proceso autoinmunitario
Actualmente mediante el empleo de técnicas de analisis gendmico de polimorfismos vy
estudios de asociacién gendmica, se han identificado en humanos mas de 40 loci relacionados
con el desarrollo de la enfermedad [116]. Aunque algunos loci de susceptibilidad/resistencia
parecen tener mas influencia que otros, ninguno es suficiente ni estrictamente necesario para
el desarrollo de la enfermedad. Por tanto se piensa que el riesgo de desarrollar DT1, depende
de la combinacion de alelos de susceptibilidad y alelos de resistencia presentes en el genoma
del individuo [117], [118].

Entre los diversos genes implicados en la DT1, cabe destacar especialmente el locus IDDM1
donde se localizan los genes del complejo principal de histocompatibilidad de humanos o HLA
[119]. Aunque se describié primero la asociacién de la DT1 con alelos HLA de clase Il DR3 y
DR4, actualmente se sabe que la mayor parte de esta asociacién se debe al ligamiento entre
alelos DR y DQ. En poblaciones de origen caucasico, los genotipos asociados con mayor
susceptibilidad a presentar la enfermedad son DR3-DQ2 y DR4-DQ8 [111]. Por otra parte,
también se ha descrito la presencia de alelos HLA que confieren resistencia a la enfermedad.
En este sentido se ha relacionado la presencia de alelos DQ6 con la resistencia a la enfermedad
[120]. La relacidon de los diferentes haplotipos con la susceptibilidad o resistencia a la
enfermedad podria estar relacionada con la capacidad de presentacién de péptidos propios a
nivel de timo, de forma que los alelos relacionados con susceptibilidad podrian presentar un
repertorio mas reducido de péptidos propios a nivel de timo, lo que conllevaria la salida de un
mayor numero de linfocitos T autoreactivos a periferia.

Ademas de los genes de HLA descritos anteriormente, se han descrito otros loci genéticos que
confieren susceptibilidad a la enfermedad. Uno de los mas conocidos, es el loci IDDM?2
codificante para el gen promotor de la insulina. En esta region, se han observado que
determinados polimorfismos en regiones no codificantes VNTR (variable number of tandem
repeats), se asocian con la mayor o menor expresion de insulina a nivel timico. De de esta
manera los polimorfismos que dan lugar a una expresion y presentacion disminuida en timo
facilitaran la salida de linfocitos autoreactivos anti-insulina a periferia promoviendo el
desarrollo de la enfermedad [120], [121]. Otros IDDM asociados con susceptibilidad son por
ejemplo, el IDM12 cuyo gen candidato es el codificante para CTLA-4 implicado en la
proliferacién de linfocitos T activados o el IDDM9 donde se localizan los genes de las

moléculas CD86 y CD80 importantes en el proceso de co-estimulacion de los linfocitos T [111].
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Como se ha comentado anteriormente, los factores ambientales afectan al desarrollo de la
enfermedad. Entre los factores ambientales que han sido relacionados con la DT1, destacan las
infecciones viricas y la dieta. Se postula que ciertas infecciones podrian inducir un desequilibrio
en los sistemas de tolerancia del organismo, activando asi a los linfocitos autoreactivos que
hubieran escapado a la seleccidn negativa a nivel de érganos linfoides primarios [122], [123].
Asi por ejemplo, se ha descrito que algunos virus (virus Epstein Barr, retrovirus, Coxsackie B4)
presentan una similitud molecular con epitopos pertenecientes a autoantigenos especificos de
células B [124]. El mimetismo molecular en estos casos podria favorecer que los mismos
linfocitos que se activan para eliminar la infeccidn virica ataquen también a las células B
pancreaticas.

Por otra parte, se ha observado que la dieta es un componente anadido a la susceptibilidad de
la enfermedad. En este sentido, algunos trabajos han descrito la presencia de una respuesta de
linfocitos T frente a proteinas de la leche de vaca, que podrian favorecer el desarrollo de la
DT1 [125]. Actualmente, existe un estudio en marcha el TRIGR (Trial to reduce IDDM in the
Genetically at Risk), para determinar si la presencia de la proteinas de la leche de vaca en la

primeria infancia es un factor de riesgo de desarrollo de la enfermedad.

4.5 Histopatologia de la enfermedad.

Los estudios histopatoldgicos en pancreas de individuos afectados de DT1 han revelado la
presencia de linfocitos T CD8, seguidos de macréfagos, linfocitos T CD4, linfocitos B y células
dendriticas [126]. En este ambiente local de inflamacidn se ha caracterizado la presencia de
citocinas de tipo TH1, promotoras de la respuesta celular inflamatoria y citotéxica, y la
hiperexpresion de moléculas de HLA de clase | en células de los islotes [127], [128].

Por otra parte, se ha descrito un fendmeno de hipersensibilidad de las células B-pancreaticas
frente a la accién de citocinas pro-inflamatorias [129]. De esta forma, las células B serian mas
susceptibles a fendmenos de apoptosis mediante mecanismos ligados a la accidén de
perforinas y granzimas, dando lugar a la liberacién y presentacion de autoantigenos que

potenciarian el proceso autoinmune de destruccion de los islotes.

4.6 Anticuerpos en DT1.

En 1974, experimentos de inmunofluorescencia realizados con suero de pacientes diabéticos

sobre secciones de tejido pancreatico, revelaron la existencia de anticuerpos circulantes anti-
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islote (ICA) en el suero [130]. En la actualidad, se considera que los autoanticuerpos en la DT1
tienen un papel secundario, pues son producidos como consecuencia de la destruccion de las
células B por parte de los linfocitos T, y posterior liberacidn de antigenos intracitoplasmaticos.
A pesar de ello a dia de hoy, los autoanticuerpos son una herramienta valiosa de prediccién y
diagnéstico de la enfermedad debido a su temprana aparicién, y generalmente tras el

diagndstico de la enfermedad y con el tiempo tienden a disminuir.

En este sentido numerosos estudios han descrito la presencia de anticuerpos anti-acido
glutdmico descarboxilasa isoforma 65 (GAD65), anti-insulina (IAA) y anti-proteina 2 asociada a
insulinoma (IA2) en pacientes diabéticos [Revisado en 131]. Los anticuerpos anti-insulina son
los mds prevalentes en el momento del diagndstico en nifios de corta edad. Los anticuerpos
gue se emplean de forma rutinaria como marcadores de la enfermedad son los anticuerpos
anti-islote (ICA), anti-insulina (IAA), anti-acido glutdmico descarboxilasa (GAD65), y los anti-
proteina 2 asociada a insulinoma (IA-2/ICA512 y |IA2beta). La presencia de uno o mas de estos
autoanticuerpos en suero estd directamente relacionada con riesgo de desarrollo de la

enfermedad [111].

Ademas de los anticuerpos mencionados anteriormente, también se ha descrito la presencia
de anticuerpos frente a otras proteinas como la proteina de choque térmico 60 (HSP-60) [132]
o el autoantigeno de islote 69 (ICA-69) [133]. Recientemente se ha detectado en pacientes
diabéticos afectados por neuropatias la presencia de anticuerpos frente a la proteina

periferina [134].

5 Elraton NOD como modelo murino de DT1.

Hasta la fecha han sido pocos los estudios realizados sobre tejido pancreatico humano durante
la etapa pre-diabética, puesto que la obtencidn de este tipo de muestras plantea problemas
éticos obvios. No obstante, la inaccesibilidad a estos tejidos ha propiciado el desarrollo de
métodos alternativos en el estudio de la etiopatogenia de la DT1, como el desarrollo de

modelos animales inducidos, espontdneos o transgénicos.

48



INTRODUCCION

Vi
-~ AN

-

Insulitis in standard NOD mice

No lesion End stage insulitis

Figura 17. El ratén NOD. En la imagen superior se muestra una fotografia de un ratén de la cepa NOD/Ltj. En la
imagen inferior se muestran dos secciones de tejido pancreatico tefiidos con hematoxilina-eosina, a la izquierda se
muestra un islote normal y a la derecha un islote con infiltracion masiva de células del sistema inmune (Imagenes

extraidas de http://jaxmice.jax.org)

El ratén NOD (Non-Obese Diabetic) es el modelo animal mas ampliamente utilizado en el
estudio de la diabetes tipo |, ya que presenta caracteristicas similares a la enfermedad descrita
en humanos. Estos ratones fueron descritos por primera vez en 1980 como una subcepa
procedente del cruce de ratones Jcl:ICR (ratones Swiss), que desarrollaba una forma

espontdnea diabetes [135].

Esta cepa de ratones presenta una fase inicial preclinica de insulitis que se desarrolla a partir
de las 4-6 semanas y que se caracteriza por una invasion de los islotes de Langerhans por parte
de linfocitos T CD4, T CD8, B, macréfagos y células dendriticas [104]. A pesar de la identidad
genética de la cepa, no todos los ratones desarrollan la enfermedad, fendmeno que al igual
que en humanos, pone de manifiesto el origen multifactorial de la enfermedad. El debut de la
DT1 en estos ratones tiene lugar entre las 10 y 30 semanas de edad, y la incidencia es de
aproximadamente un 70-90% en las hembras y un 40-60% en los machos [136]. Ademads se ha
observado que este modelo de ratén desarrolla otras enfermedades de origen autoinmune
como tiroiditis, paratiroiditis, sialitis y adrenalitis [137], lo que refleja un fallo generalizado en

los mecanismos de tolerancia y control del sistema inmune en estos ratones.
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A nivel genético, se han descrito mas de 49 loci de susceptibilidad asociados al desarrollo de
DT1 en el modelo NOD que reciben el nombre de Idd (insulin-dependent diabetes) [138]. El
principal locus de susceptibilidad a la enfermedad es el Idd1, que al igual que en humanos,
contienen los genes que codifican para las moléculas de MHC de clase Il (Major
Histocompatibility Complex Class Il). El modelo de ratén NOD expresa el alelo de clase Il H-2g7.
Se ha observado que la presencia del aminoacido aspartato en la posicidon 57 de la cadena B (el
homadlogo murino de DQB en humanos) confiere resistencia a la enfermedad, mientras la
presencia de una serina, alanina o valina estan relacionadas con la susceptibilidad a la
enfermedad [139]. A pesar de que la presencia de este alelo ha demostrado ser esencial para

el desarrollo de la DT1 en el animal, no es suficiente en si mismo.

A parte de la importante contribucion de los genes de MHC al desarrollo de la DT1,
interacciones complejas entre genes de diferente naturaleza que podrian estar relacionados
con el desarrollo a susceptibilidad. En el ratén NOD existen al menos 20 Idds diferentes de
MHC, que podrian estar relacionados con el proceso. Entre ellos destacan ldd3, cuyos genes
candidatos son 1L21 e IL2 [140], [141] e Idd 5.1 relacionado con el gen CTLA-4 [142], todos ellos

implicados en la regulacién de la respuesta inmunitaria.

Por otra parte, se sabe qué determinados factores externos como los ambientales, la dieta o
infecciones viricas afectan al desarrollo de la enfermedad. En este sentido, la incidencia de la
cepa de ratones NOD aumenta cuando la colonia se mantiene en un ambiente
microbiolégicamente controlado, libre de patdgenos, conocido como SPF (Specific Pathogen
Free) y son alimentados con pienso rico en fibra. En el caso de infecciones viricas, se ha
observado que la infeccién por el virus de la coriomeningitis (LCMV) frena el proceso

autoinmunitario [124].

5.1 Modelos murinos emparentados con NOD resistente a DT1.

La cepa de ratones NOR (Non-Obese Resistant), resistente a DT1 procede del cruce de ratones
NOD y C57BL/KsJ). Dentro del genoma del modelo NOR, 14 cromosomas proceden de la cepa
NOD y 4 cromosomas (2, 4, 11 y 12) proceden de la cepa diabeto-resistente C57BL/Ks). Esta
combinacion genética hace que la cepa NOR sea resistente a la enfermedad. Se ha observado
que esta cepa no desarrolla insulitis ni diabetes [143], sin embargo, si desarrollan otras

respuestas autoinmunitarias a nivel de las glandulas salivares como sialitis.
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La primera generacion resultado del cruce de la cepa NOD con la NOR, denominada F1 [NOD x
NOR], se caracteriza también por desarrollar resistencia a diabetes. Sin embargo, a diferencia
de los NOR, en todos los ratones se ha observado el desarrollo de insulitis de forma similar a
ratones NOD [144]. Ambos modelos son herramientas potentes en el estudio de los

mecanismos y factores genéticos que intervienen en el desarrollo de la T1D.

5.2 Mecanismos efectores de DT1 en ratones NOD.

Al igual que ocurre en humanos, en ratones NOD los linfocitos T también son las principales
causantes de la destruccidon de las células B pancredticas. Ademas, en este modelo se han
descrito diferentes alteraciones del sistema inmune, como por ejemplo deficiencias en la
capacidad coestimuladora de células presentadoras de antigenos, disminucién en el nimero
de linfocitos NK T y linfocitos CD4+CD25+ con funcién reguladora y defectos en la sefializacion
a través de TCR que en conjunto podrian estar relacionados con fallos a nivel de tolerancia
central y periférica, contribuyendo al desarrollo de la enfermedad.

Los primeros estudios basados en la transferencia de esplenocitos de ratones NOD pre-
diabéticos en ratones receptores NOD-SCID (carentes de linfocitos T y B), revelaron que el
desarrollo de la enfermedad requiere de la presencia tanto de linfocitos T CD4 como T CD8
[145]. Sin embargo, en la actualidad existe desacuerdo sobre el papel especifico desempenado
por las poblaciones de linfocitos T CD4 y CD8 en el desarrollo de la respuesta autoinmunitaria
[146].

Algunos trabajos sefialan el papel fundamental de los linfocitos T CD4 en el desarrollo de la de
la respuesta, lo cual queda demostrado por la estrecha asociacion de los alelos de MHC de
clase Il presentes en un individuo con la susceptibilidad a DT1. Por otra parte, se ha observado
que la transferencia de clones autoreactivos de linfocitos T CD4 aislados de ratones diabéticos,
resulta en la transferencia de la enfermedad incluso en ausencia de otras poblaciones
linfocitarias [147], [148].

No obstante muchos autores consideran a los linfocitos T CDS8, clasicamente con funcidn
citolitica, como responsables del ataque inicial contra las células pancredticas, puesto que se
ha observado que la deficiencia de moléculas de MHC de clase | en las células beta
pancreaticas en ratones con fondo genético NOD bloquea la aparicion de insulitis (Katz,
Benoist, & Mathis 1993; Serreze et al. 1994; Wicker et al. 1994). Aun asi, algunos autores
sostienen que incluso este primer ataque es dependiente de la colaboraciéon de las células CD4

[151].
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A pesar de la indiscutible importancia de los linfocitos T CD4 y T CD8 en la respuesta
inmunitaria frente a islotes, a dia de hoy se desconoce cual es el mecanismo implicado en el
inicio de la destruccion autoinmune de los islotes.

En ratones NOD se ha descrito la presencia inicial de macrdfagos y células dendriticas a las 3
semanas de edad en la periferia de los islotes y ductos pancreaticos [152]. Se cree que la
presencia inicial de estas células del sistema inmune responde a un proceso fisiolégico normal
de remodelacién estructural del pancreas [153]. Sin embargo, en ratones NOD se sabe que los
macréfagos juegan un papel importante en el desarrollo de la enfermedad pues su deplecién o
la inhibicidn de su entrada a pancreas estdn directamente relacionada con la prevencién de la
enfermedad [154].

De forma importante, tras el destete en ratones NOD se ha descrito la presencia de
macréfagos y células dendriticas alrededor de nervios peri-islote, lo que ha llevado a muchos
autores a postular que el ataque a elementos del sistema nervioso podria ser el detonante
inicial de la enfermedad [155], [156]. Sin embargo hay que tener en cuenta también que
durante este periodo del desarrollo, existen procesos de neogénesis de islotes e hiperactividad
de células beta, que sometidas a estrés podrian colaborar en el proceso autoinmune mediante
el aumento de expresion de moléculas de MHC de clase Il y la presentacién de antigenos beta
pancreaticos [157].

Por tanto, todos estos procesos junto con los defectos inmunoldgicos descritos a nivel de
macrofagos y células dendriticas de los ratones NOD, que incluyen diferenciacion defectiva a
nivel de médula dsea, secrecion de citocinas alteradas y deficiencia en procesos de fagocitosis
podrian generar el marco perfecto de inflamacidn local y disponibilidad de autoantigenos que
darian lugar al inicio del ataque inmune frente a islotes.

Durante este proceso, seguramente los linfocitos T CD8 y T CD4 colaboren en el ataque sobre
la célula beta. Los linfocitos T CD4 podrian ser activados previamente por células dendriticas
procedentes de islote a nivel de los nddulos pancreaticos. Una vez activados se dirigirian de
nuevo a islote donde iniciarian el ataque. Paralelamente los linfocitos CD8 atraidos por el
entorno de inflamacién una vez en islote podrian ser activados directamente in situ,
contribuyendo a la destruccién de los islotes.

Pese a la presencia de linfocitos B en el infiltrado pancredtico, durante muchos afos estas
células han sido relegadas a un segundo plano, siendo principalmente consideradas por su
capacidad secretora de autoanticuerpos contra diversos antigenos y el valor predictivo de
estos como marcadores de la enfermedad. Actualmente, se sabe que desarrollan un papel

importante en el proceso de la enfermedad como células presentadoras de antigenos [158] y
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que desempefian una funcién importante dentro de la enfermedad, puesto que su deplecidn
evita el desarrollo de DT1 [159]. En el apartado 6 se explicard en detalle su papel dentro de la

DT1.
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Figura 18. Principales mecanismos efectores en la DT1. Los autoantigenos B pancreaticos son captados a nivel de
islotes por células presentadoras, posteriormente estas células migran a los nédulos pancreaticos donde presentan
antigenos a linfocitos T CD4 que se activan, proliferan y migran a islotes. En el islote mediante la secrecién de
diversas citocinas pro-inflamatorias reclutardn a mas linfocitos T CD4 vy linfocitos T CD8 con actividad citotdxica.
Dentro de este modelo se piensa que los linfocitos B podrian estar implicados en la presentacidn inicial de
autoantigenos B pancreaticos como APCs y en la destruccién de los islotes mediante la produccién anticuerpos anti-

islote [160].

5.3 Autoantigenos y autoanticuerpos relacionados con la DT1 en el
modelo de raton NOD.

En el raton NOD se han identificado numerosos autoantigenos con mayor o menor
representatividad y secuencialidad de apariciéon a lo largo del curso de la enfermedad,
fendmeno que recibe el nombre de epitope spreading (Tabla 2).

Los autoantigenos cuya respuesta se detecta a edades mds tempranas en ratones NOD son la
insulina, GAD65 (acido glutamico descarboxilasa isoforma 65), HSP-60 (proteina de choque
térmico 60), |A-2 (proteina 2 asociada a insulinoma) e IGRP (glucosa 6-fosfatasa). En este
sentido, se ha descrito que la deteccidn de anticuerpos anti-insulina entorno a las 8 semanas

de edad estd relacionada con el desarrollo de DT1 [161]. Por el contrario, la presencia de
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anticuerpos GAD-65 e IA-2 no esta estrictamente relacionada con el desarrollo de la

enfermedad [162].

Autoantigeno Localizacién Reconocimiento

Insulina (IAA) CélulasB /Timo CD4+, CD8+ y anticuerpos
GAD-65 Célulasp /Testiculos/ Neuronas CD4+, CDB+ y anticuerpos
IA-2 e |A-2 NeuroendocrinafAdrenal/Pituitaria  CD4+, CDB+ y anticuerpos
ICA-69 Neurpendocrina /Timo CD4+y anticuerpos
HSP-60 y H5P-90 Ubicuae inducible CD4+y anticuerpos
Periferina Neurocendocrina CD4+y anticuerpos
CarboxipeptidasaH Neurcendocrina Anticuerpos

GM2-1 Islote Anticuerpos

IGRP Célulasp CD4+, CD&a+

Tabla 2. Principales antigenos identificados en el modelo de ratén NOD. En la tabla se muestra la localizacion y la
respuesta autoinmune detectada para los principales autoantigenos. GAD65 (acido glutdmico descarboxilasa
isoforma 65), IA2 (proteina 2 asociada a insulinoma), IA-2b (proteina 2 beta asociada a insulinoma ICA-69
(autoantigeno de islote 69), HSP-60 (proteina de choque térmico 60), HSP-90 (proteina de choque térmico 90),

GM2-1 (ganglidsido pancredtico) e IGRP (glucosa 6-fosfatasa) [Adaptado de 163].

En el caso de la insulina [164] y GAD65 [165] cabe destacar la coincidencia entre los epitopos
reconocidos por los linfocitos T CD4 en humanos y en el modelo murino NOD. Estos datos
concuerdan con el hecho de que los haplotipos de MHC de clase Il que confieren
susceptibilidad a la diabetes en humanos (HLA-DQS8) y en ratén (H-2g7) son estructuralmente
similares, lo cual remarca la influencia que tiene la capacidad de las moléculas de MHC para
presentar un determinado repertorio peptidico, sobre la susceptibilidad individual a la DT1
[166].

Cabe destacar que la mayoria de estos autoantigenos presentan una distribuciéon en su
expresion no restringida a la célula B. En este sentido, se han descrito que los autoantigenos
IA-2, IA-2B y la periferina son moléculas que se expresan tanto a nivel pancreatico como
neuronal (Lieberman & DilLorenzo 2003; Puertas et al. 2007). Este hecho tiene una posible
explicacion en el origen comun de ambos tejidos, ya que algunos autores mantienen la
hipdtesis de que las células endocrinas pancreaticas derivan del ectodermo embrionario, al

igual que el sistema nervioso [168], [169].
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La presencia de autoantigenos con un perfil de expresiéon neuroendocrina refuerza la idea de la
existencia de un ataque autoinmune frente a elementos del sistema nervioso periférico en
islotes [156]. Ademas de los procesos de remodelacidon del pancreas durante el periodo
perinatal, se sabe que durante el desarrollo de la insulitis existe un proceso paralelo de
infiltracidn de fibras nerviosas secretoras de GAD-65, que se destruyen durante el transcurso
de la enfermedad [170]. Por tanto en este proceso autoantigenos como GAD-65, I-A2, ICA-69 y

periferina podrian estar involucrados en la amplificacidn de la respuesta autoinmune.

6 Papel de los linfocitos B autoreactivos en el desarrollo de la DT1.

La importancia de la respuesta de linfocitos B en el desarrollo de la DT1 fue descrita por
primera vez en estudios realizados con ratones NOD deficientes en linfocitos B, NOD.lgu”"
[159]. En este estudio, se observd que la delecién de linfocitos B en periferia prevenia del
desarrollo de la enfermedad tanto en ratones machos como hembras. Por otra parte, no se
observaron signos de insulitis, poniendo de manifiesto la importancia de la sefalizaciéon de
linfocitos B en la infiltracidn de los islotes.

En un estudio similar llevado a cabo por el equipo de Dr. Noorschashm en ratones NOD, se
observé que la deplecién in vivo de los linfocitos B mediante administracién de anticuerpos
anti-p desde el nacimiento hasta las 30 semanas de edad, resultaba en la prevencion total de
la insulitis y sialitis desarrollada por estos ratones. El cese en la administracién del anticuerpo,
permitia la regeneracion de la poblacion de linfocitos B, con la consecuente aparicion de
insulitis y sialitis [171] .

Como se ha comentado anteriormente, la deteccién de anticuerpos anti-islote es una
herramienta de gran valor predictivo y diagndstico en humanos. Ademads, se ha observado que
cuanto mayor es el repertorio de autoanticuerpos detectados, mayor es el riesgo de
desarrollar la enfermedad. Sin embargo, en ratones se ha demostrado que la transferencia de
estos autoanticuerpos no se correlaciona con la transmisidon de la DT1 [158], lo que sugiere
que la produccion de anticuerpos no es un mecanismo primario por el cual los linfocitos B
contribuyen al desarrollo de la enfermedad. Sin embargo, la transferencia pasiva materno-fetal
de autoanticuerpos anti-insulina podria estar relacionada con la susceptibilidad al desarrollo
de la enfermedad en las crias [172]. Por el contrario, en humanos la transmisidon materno-fetal
de autoanticuerpos parece estar relacionada con la resistencia de la progenie a desarrollar la

enfermedad [173].
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Los linfocitos B, ademas de producir anticuerpos, son células con capacidad de presentacién de
antigenos a linfocitos T CD4 a través de MHC de clase Il. Como se puede observar en la tabla 2,
muchos de los autoantigenos con una respuesta de anticuerpos asociada presentan también
una respuesta de linfocitos T CD4, lo que sugiere una estrecha colaboracién entre ambos tipos
de poblaciones. En este sentido, se ha observado que los ratones NOD.Igu”" presentan una
respuesta de linfocitos T CD4 defectiva especifica para autoantigenos como GAD, insulina e IA-
2 comparada con los NOD [158], [174], [175].

Por otra parte, se ha observado que la respuesta de linfocitos T autoreactivos puede ser
restaurada en animales NOD.lgu”~ mediante transferencia de células de médula 64sea
singénicas y linfocitos B esplénicos procedentes de NOD [158]. Ademas, en este estudio, se ha
observado como linfocitos T CD4 anti-GAD previamente activados por linfocitos B, son capaces
de desarrollar una respuesta autoreactiva eficiente en ausencia de linfocitos B, lo que pone de
manifiesto la importancia de estas células en los procesos iniciales de activacién.

Otra serie de estudios dirigidos por el Dr. Noorschashm, remarcan la importancia de la
presentaciéon de antigenos por linfocitos B en el desarrollo de la DT1. En este trabajo
observaron cémo ratones NOD deficientes en MHC clase Il solamente en linfocitos B, no en el
resto de células APC, desarrollaban proteccion a la DT1 (Noorchashm et al. 1999a).

Diferentes trabajos han apuntado a la contribucion de determinadas subpoblaciones de
linfocitos B en el desarrollo de la enfermedad. En este sentido se ha descrito la importancia de
los linfocitos B MZ en la presentacion de antigenos. Se ha descrito, que esta poblacién de
linfocitos B MZ se encuentra incrementada en los ratones NOD y presenta una alta expresién
del receptor del complemento CR1/CR2 que favorece la captacion de antigenos a través del
sistema del complemento potenciando los mecanismos de presentacion. El bloqueo de
CR1/CR2, previene el desarrollo de la enfermedad (Noorchashm et al. 1999b).

Por otra parte, se ha descrito que los linfocitos B MZ en ratones NOD presentan una alta
sensibilidad a la activacion mediada por CD40, IL4 y TLRY [178].

Estudios realizados por el equipo de JW Thomas, demuestran la importancia de los linfocitos
B1 peritoneales en el desarrollo de la DT1. Se ha observado que la delecién de esta poblacion
mediante lisis hipotdnica especifica resulta en una disminucién del infiltrado pancreatico y en
una disminucion del onset de la DT1 en ratones NOD [179].

De forma importante, se ha descrito también que los linfocitos B juegan un papel importante
en la amplificacién de la respuesta contra antigenos de células B (epitopo spreading). Los
ratones NOD desarrollan una respuesta ordenada y secuencial frente a las proteinas GAD, HSP

e insulina, que no ocurre en ausencia de linfocitos B [180].
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Los nddulos pancreaticos son considerados como la principal zona de activacién y proliferacion
de linfocitos T CD4, previo al desarrollo de la DT1 [181]. Se ha descrito que la presencia de los
linfocitos B en esta region es critica durante el desarrollo de la respuesta [182].

Por otra parte, se ha descrito que los linfocitos B presentes en el infiltrado de islotes participan
en la formacién de estructuras foliculares ectépicas, donde podrian interaccionar y presentar
antigenos a los linfocitos T CD4 autoreactivos in situ [183]. Este proceso favoreceria también la
maduracién y aumento de afinidad de los linfocitos B autoreactivos mediante fendmenos de
hipermutacién somatica.

La especificidad de los linfocitos B parece ser importante en el proceso de destruccién de
islotes. En este sentido se ha observado que mientras la expresidon de un clon de linfocitos B
anti-insulina (VH125) acelera el desarrollo de la DT1 en ratones NOD [184], la expresion de un
clon de linfocitos B frente a un antigeno no diabetogénico como es el HEL (Hen Egg Lysozyme)
confiere proteccidn frente a la enfermedad [185]. Este hecho podria tener explicacion en la
eficiencia de presentacidn antigeno-especifica de los linfocitos B. Estas células al igual que las
células dendriticas y macréfagos internalizan antigenos mediante endocitosis para después
presentarlos via MHC clase Il, sin embargo son las Unicas células capaces de reconocer y
capturar antigenos de forma especifica a través del BCR favoreciendo su presentacion via MHC
clase Il. Se ha descrito que este mecanismo es mucho mas eficiente en la presentacion de
antigenos que la endocitosis [186].

Por ultimo, se ha observado que los linfocitos B se encuentran implicados en el mantenimiento
de la respuesta autoreactiva de los linfocitos T CD8. En este sentido, se ha descrito que la
presencia de linfocitos B promueve la supervivencia de linfocitos T CD8 a nivel de islote [187],

lo que potenciaria el proceso de destruccion de las células B pancreaticas.

6.1 Defectos en la tolerancia de linfocitos B en la DT1.

En ratones NOD se han descrito diversas alteraciones en los diferentes mecanismos de
tolerancia de los linfocitos B [185]. Estudios de tolerancia en DT1 muestran como los linfocitos
B autoreactivos anti-insulina a pesar de presentar caracteristicas de células en estado de
anergia, como escasa proliferacion frente a estimulos T-dependientes (anti CD40) o T-
independientes (anti-IgM o LPS), son capaces de madurar y entrar en el compartimento de
linfocitos B foliculares y marginales [188]. Por otra parte, estos linfocitos B aumentan la
expresion de CD86 de membrana tras su activacion, pudiendo enviar sefiales de

coestimulacién y activacion a linfocitos T autoreactivos [188].

57



INTRODUCCION

Otro de los mecanismos principales de control de tolerancia de linfocitos B alterado, es la
edicion del receptor. En el ratéon NOD al igual que en humanos, se ha observado que el nimero
de secuencias de recombinacidn RS es significativamente menor al detectado en otras cepas
no autoinmunes [103], lo que podria estar relacionado con la generacidn de un repertorio de

linfocitos B mas autoreactivo.

Recientemente se ha descrito que los linfocitos B de ratones NOD en comparacién con otras
cepas no diabetogénicas, presentan una expresion alterada de CD19 en superficie. Se ha
observado que la elevada expresién de esta molécula del complejo correceptor, potencia la
presentacion del autoantigeno IGRP y la expansién de linfocitos T autoreactivos, pudiendo

favorecer asi el proceso autoinmunitario [189].

7 Desarrollo de moléculas fluorescentes antigeno-especificas para el

estudio y caracterizacion de linfocitos B.

Los linfocitos B como ya se ha explicado anteriormente, son células capaces de secretar
anticuerpos en su fase de diferenciacion final a célula plasmatica. Por otra parte en estadio de
linfocito B naive o de memoria expresa en superficie la misma inmunoglobulina, formando el

complejo receptor o BCR a través del cual reconocen especificamente antigenos.

Desde el descubrimiento y descripcion del BCR, muchos investigadores han centrado sus
esfuerzos en el analisis de poblaciones especificas de linfocitos B mediante técnicas de
separacion celular y citometria de flujo basadas en el uso de moléculas fluorescentes ligadas a
antigenos especificos capaces de unirse a su receptor de superficie. La mayoria de las técnicas
desarrolladas hasta el momento en esta direccion, pueden ser clasificadas en tres grupos:
estudios mediante el uso haptenos, estudios mediante el uso de proteinas o
viriones/organismos y por ultimo estudios mediante el uso de epitopos. En la tabla 3, se
describen las ventajas e inconvenientes de cada uno de estos sistemas. En todos los sistemas,
un fluorocromo, una biotina u otra reactivo es utilizado para detectar el linfocito B unido al

antigeno correspondiente.
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Categoria

Tipo de antigeno

Ventajas

Desventajas

Haptenos

Proteinas enteras o
viriones/organismos

Epitopos
(ej. tetrameros de

Moléculas pequefias

Antigenos nativos

Epitoposlineales

Respuestas altamente
especificas

Presencia de epitopos
nativos
conformacionalesy/o
lineales implicados en la
respuesta

Restriccion del analisis a
un solo epitopo. Técnica

Moléculas no presentes
en patégenos o
antigenos autoreactivos

Reconocimiento de
epitopos no relevantes.
Método de expresion y
produccién puede ser
limitante

Ruido de fondo asociado
al sistema de analisis.

Tabla 3. Principales
sistemas de deteccion y
estudio de linfocitos B a
través del BCR. En la tabla
se muestra las
caracteristicas, ventajas y

desventajas de los

diferentes mecanismos de

Limitado al estudio de
epitopos lineales

linfocitos B} de sintesis de péptidos

bien establecida deteccion de los linfocitos

B.

Los haptenos, son moléculas de pequefio tamafio, como el dinitrofenol (DNP) o trinitrofenol
(TNP), frente a los cuales el sistema inmune no responde por su baja capacidad inmunogénica.
Sin embargo, cuando estas pequefias moléculas se asocian a otras moléculas transportadoras
o carriers de mayor tamafo, son capaces de estimular el sistema inmunoldgico y generar
respuestas especificas frente a estas. Generalmente este tipo de modelos han sido empleados
para estudios de la biologia de linfocitos B en modelos murinos [190]-[193]. A pesar de la
utilidad de este tipo de herramientas para el estudio del desarrollo y funcionamiento del
sistema inmune, el hecho de tratarse de moléculas no presentes en patdégenos o antigenos
autoreactivos, limita bastante su aplicacion.

En este sentido, el desarrollo reciente de sistemas de deteccién mediante el uso de proteinas u
organismos patogénicos han supuesto un gran avance en este sentido [194]-[196]. Pese a las
ventajas de esta técnica, entre las que hay que destacar que es capaz de analizar la respuesta
completa frente a los antigenos nativos presentes en la proteina u organismo, hay que sefialar
que en muchos casos la presencia de antigenos no relevantes como lipidos de la cdpside u
otros, incrementaria el ruido de fondo o sefial, dificultando el andlisis de la respuesta frente a
los antigenos de interés.

El desarrollo de técnicas mediante el empleo de epitopos especificos, ha supuesto una
solucidn a este inconveniente, siempre y cuando se trabaje con epitopos lineales donde no se
requiera la estructura de la proteina completa. En este sentido, en 2003 el Dr. Newman
desarroll6 una herramienta de tincion linfocitos B con especificidad anti-dsDNA, principal
respuesta implicada en el desarrollo de lupus, demostrando la capacidad de estas moléculas

de detectar especificamente linfocitos B anti-dsDNA en ratones [197]. En este caso, las
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moléculas tetraméricas estaban constituidas por péptidos de dsDNA biotinilados y conjugados
a moléculas fluorescentes de estreptavidina.

Basandose en la misma metodologia, recientemente en el afio 2009 la Dr. Betty Diamond,
publico un estudio de caracterizacidn fenotipica de poblaciones autoreactivas de linfocitos B
anti-dsDNA presentes en la sangre de pacientes afectados de lupus [198]. Este estudio
describe la correlacidn existente entre la presencia de altos niveles de linfocitos B anti-dsDNA y
el desarrollo de la enfermedad.

Este tipo de técnicas pese a ser mas especificas que el resto, no estan exentas de problemas,
puesto que introduce problemas de ruido de fondo. En este sentido, y como consecuencia de
la alta diversidad del repertorio de anticuerpos, las moléculas de estreptavidina y los
fluorocromos pueden ser reconocidos de forma especifica por anticuerpos. En ratones ha sido
descrita la presencia de linfocitos B anti-ficoeritrina (PE) [199]. Actualmente este problema, ha
sido parcialmente solventado mediante el uso de dos fluorocromos diferentes conjugados al
epitopo reduciendo asi de forma importante el ruido de fondo de la técnica [200].

Por tanto el desarrollo de moléculas de marcaje especifico de linfocitos B es interesante y
necesario para el seguimiento y estudio de poblaciones de linfocitos B autoreactivos, pues el
curso de la repuesta de estas células podria proporcionar informacién relevante sobre el
estado de evolucidn de la enfermedad, permitiendo el desarrollo de nuevas aproximaciones

terapéuticas.

8 Antecedentes del estudio.

8.1 La periferina: proteina de origen neuroendocrino.

La periferina es una proteina clasificada como un filamento intermedio del citoesqueleto de
tipo lll. En ratones, humanos y resto de mamiferos, se ha descrito su presencia en células del
sistema nervioso periférico y algunos subgrupos de células del sistema nervioso central, como
neuronas motoras espinales, neuronas de origen sensorial y pequefias inter-neuronas situadas
en el cortex e hipocampo [201]. A nivel patolégico, se ha asociado la presencia de agregados
de periferina en neuronas motoras de pacientes afectados por esclerosis lateral amiotréfica
[202].

Como ya se ha comentado anteriormente la periferina presenta un patron de expresion
neuroendocrino, de forma que se ha descrito también su presencia en células B pancreaticas.
La periferina estd codificada por un Unico gen, pero en ratén se han descrito hasta tres

isoformas diferentes como resultado del splicing alternativo del RNAm [201]. La isoforma
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mayormente expresada recibe el nombre de Per 58, de 58 KDa, es el resultado del correcto
splicing de todas las regiones intrdnicas. La isoforma Per 61, originada por splicing defectivo
del intrén 4, se diferencia de la anterior en que contiene una insercidon central de 32
aminodcidos y un peso molecular final de 61 KDa. Por ultimo, la isoforma Per 56, con 56 KDa
de peso molecular, presenta una regién carboxi-terminal mds corta debida a una delecidn, lo

que origina un cambio en la pauta de lectura en la secuencia final de la proteina [203].

8.2 Linfocitos B anti-periferina en el infiltrado de ratones NOD.

A comienzos de los afios 90, la periferina fue descrita como un autoantigeno relacionado con
la DT1 en ratones NOD [204]. Se observd la presencia de autoanticuerpos y la existencia de
una respuesta de linfocitos T frente a esta proteina a las 6 semanas de edad en ratones NOD.
Sin embargo, durante muchos anos fue considerada como un autoantigeno de poca relevancia,
debido a estudios que demostraban la eficacia de otros autoantigenos B pancreaticos (GAD-65,
insulina, HSP-60,...) en la prevencién de DT1 [205], [206] frente a la ineficacia del tratamiento
con periferina [207].

Recientemente un estudio realizado por el grupo de Dr. Verdaguer, ha descrito la presencia de
una importante respuesta autoreactiva de linfocitos B frente a elementos del sistema nervioso
neuronal de islotes pancreaticos infiltrados. El estudio del patréon de especificidad de estas
células concluyo que la mayoria de linfocitos B presentes en el infiltrado de islotes presentan
especificad anti-periferina, y practicamente la totalidad reconocen las isoformas Per 58 y Per
61 de la periferina , lo que hace pensar a los autores en la presencia de un epitopo relevante
en la regién C terminal de la proteina (Puertas et al. 2007). Por otra parte, el analisis de los
reordenamientos genéticos de las cadenas pesada y ligera de las Igs de estos linfocitos B,
detectd la presencia de reorganizaciones secundarias como hipermutacion somatica y cambio
de clase en esta poblacion [208], lo que podria indicar que la respuesta de linfocitos anti-
periferina estd activa durante el proceso de destruccion de islotes pancredticos y
probablemente interaccione con linfocitos T CD4 anti-periferina in situ o en nédulos drenantes
potenciando la respuesta autoinmunitaria .

Investigaciones recientes, demuestran como la pérdida de neuronas sensoriales que inervan
los islotes pancreaticos previene la insulitis y la diabetes en ratones NOD [123], reforzando la
idea de que el ataque a diferentes elementos del sistema nervioso como la periferina podria

ser decisivo en el desarrollo de la diabetes tipo 1.
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Por tanto el estudio de la respuesta de linfocitos B anti-periferina desarrollada en ratones NOD
podria proporcionar informacidn importante sobre su papel de esta poblacién dentro de la

DT1.
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La proteina periferina se perfila como un autoantigeno relevante de linfocitos B implicado en
el ataque dirigido frente a elementos del sistema nervioso durante al desarrollo de la DT1 en
ratones NOD. Por tanto y teniendo en cuenta la importancia del estudio de esta poblacién los

objetivos planteados en este trabajo de tesis son:

- El andlisis y caracterizacidn de la region antigénica o epitopo presente en la periferina

reconocido por linfocitos B autoreactivos en ratones NOD.

- El estudio la respuesta de autoanticuerpos anti-periferina desarrollada en ratones NOD

frente a este epitopo.

- El estudio y caracterizacion de la respuesta celular de linfocitos B anti-periferina
generada en ratones NOD, mediante el desarrollo de una herramienta de marcaje

especifica generada a partir la secuencia del epitopo descrita.

Los datos obtenidos en este estudio pretenden aportar informacién sobre el epitopo presente
en esta proteina y la respuesta de linfocitos B desarrollada frente a esta region en la cepa de
ratones NOD. Por otra parte el desarrollo de una nueva molécula de marcaje antigeno-
especifica proporcionard una valiosa herramienta aplicable en posteriores estudios sobre esta

poblacion.
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1 DESARROLLO DE PROTEINAS RECOMBINANTES Y OCTAMEROS DE
PERIFERINA.

1.1 Clonacion y expresion de proteinas recombinantes de periferina
fusionadas a GST.

Las mayoria de los péptidos de periferina (PRPH) generados en este estudio se clonaron
directamente dentro del vector de expresion pAK1-6H (un vector de la serie pGEX
modificado; Harper et al., 1994), a excepcion de los péptidos correspondientes a las proteinas
recombinantes PRPH 1-84, PRPH 85-140, PRPH 129-193, PRPH 182-239, PRPH 230-293, PRPH
282-386, PRPH 375-450 y PRPH 429-507, que se clonaron en un primer paso en el vector
pBlueScript y en un segundo paso final en el vector de expresion pAK1-6H. El vector de
expresion pAK1-6H codifica para una proteina de fusién compuesta en su extremo N-terminal
por GST (glutation S-transferasa), y en el extremo C-terminal por una secuencia de aa de 6
histidinas. Presenta dos sitios de restriccion para Ncol y Xbal, entre la secuencia de GST y la

cola de histidinas donde se clonaron las secuencias de los diferentes péptidos de PRPH.

1.1.1 Disefio y clonacion de proteinas recombinantes de periferina
fusionadas a GST.

La amplificacién de cada uno de los péptidos de PRPH (ver tablal) se realizé a partir de un
pldsmido con el cDNA de la isoforma Per 61, cedido por el Dr. Joan Verdaguer. Todas las
secuencias de los oligonucledtidos 5y 3" utilizados para la amplificacién del constructo fueron

obtenidas de Bonsai Technologies, y todas las enzimas proceden de Fermentas.

La clonacion de los péptidos de las proteinas PRPH 1-84, PRPH 85-140, PRPH 129-193, PRPH
182-239, PRPH 230-293, PRPH 282-386, PRPH 375-450, PRPH 429-507, PRPH 429-466, PRPH
446-485 y PRPH 467-507 se realizdé en dos pasos. En la primera etapa se llevd a cabo una
reaccion de amplificaciéon con las diferentes parejas de oligonucleétidos 5y 3’a partir de
cDNA de Per61 (tabla 1). Las condiciones de PCR fueron las siguientes: 20 ng cDNA, 0.5 uM de
oligonucledtidos, 2 mM dNTPs, tampdén PCR Pfu 1x (200mM Tris-HCI pH 8.8/100 mM
(NH4)2S04/ 100 mM KCI /1%Triton X-100/1 mg/ml BSA/20 mM MgSO:) vy 1 U de Pfu
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polimerasa. Las muestras fueron procesadas en un termociclador (BioRad) con un programa

gue constaba de una etapa de desnaturalizacién inicial 94 °C- 4 min, 30 ciclos de 95°C - 30

seg, 55°C - 1min, 61°C - 30 seg, y una etapa final de elongacién de 72°C - 7 min.

Una vez obtenidos los diferentes productos de PCR estos fueron clonados dentro del vector

pBlueScript. Todas las ligaciones se llevaron a cabo utilizando la enzima T4 DNA ligasa

siguiendo métodos estandares y se transformaron en la cepa bacteriana de E. coli XL1-Blue

(Stratagene; La Jolla, CA, U.S.A.) mediante choque térmico.

Gen

Resistencia

Ampicilina

Inserto
de interés

Transformacion en
bacterias XL1 Blue

Genoma
bacteriano

No expresion

Expresion correcta
.

B-galactosid B-gal
(inserto clonado) (no inserto )
¥ ¥
Color Color
BLANCO AZUL

Q0 o0

Medio con X-gal
y Ampicilina

No colonias

Figura 1. Blue-white screening. Esta técnica
de biologia molecular basada en la deteccién
rapida y sencilla de colonias de bacterias que
han incorporado plasmidos clonados con el
inserto de interés mediante color. El
plasmido vector pBlueScript contiene el gen
mutante lacZa con una secuencia interna de
MCS. LacZa codifica para los 59 aa iniciales
de la enzima B-galactosidasa o péptido a, en
presencia del factor de inducciéon IPTG. El
péptido w, producido por la bacteria XL-
1Blue,

devolviendo a la enzima B-galactosidasa su

complementa al péptido «a
actividad, degradando asi el sustrato X gal
(andlogo de la lactosa) y convirtiéndolo en
5,5'-dibromo-4,4'-dicloro-indigo un pigmento

Este
en bacterias que hayan

de color azul.

interrumpido,

proceso se ve

integrado plasmidos con el inserto de interés
clonado en la regiéon MCS. De esta forma las
colonias de bacterias de color azul presentan
pldsmidos vacios, mientras que las de color
blanco presentan el plasmido con el inserto
interés.

de clonado Imagen extraida de

La seleccién de los clones correctos se realizé mediante blue-white screening (ver figura 1), se

prepararon minipreps siguiendo métodos estdndares de cada clon, y se realizaron dobles

digestiones con Ncol y Xbal de cada plasmido. Los fragmentos obtenidos fueron purificados

en geles de agarosa al 1% (BioRad) siguiendo métodos estandares, y ligados en el vector de

expresion pAK1, previamente digerido con las mismas enzimas. Las ligaciones fueron

transformadas en bacterias XL1-Blue mediante choque térmico.
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La seleccion de los clones se realizd mediante digestidon enzimatica usando las enzimas Ncol y
Xbal. A continuacién, se preparon minipreps de cada uno de ellos y se purificaron por

extraccién con fenol-cloroformo (Fluka) segin métodos estandares.

La clonacidn de los péptidos de las proteinas PRPH 467-495, PRPH 478-507, PRPH 486-507,
PRPH 475-495 y PRPH 477-495 se realizd mediante una amplificacion previa por PCR de los
diferentes fragmentos a partir de cDNA de Per61, y utilizando las diferentes parejas de
oligonucledtidos 5y 3" (tabla 1), usando las mismas condiciones de PCR que para los
anteriores fragmentos. Una vez obtenidos los diferentes productos de PCR estos fueron

clonados dentro del vector de expresién pAK1 mediante las dianas de restriccidn Ncol y Xbal.

Primer Secuencia Proteina Recombinante
PRPHL F ACCATGGGAATGOCATCTTCCGOCAGCATG PRPH 1-84

PRHPL R ATCTAGACCGAARTCGAGGCGCTOCGAGGGCAA PRPH 1-84

PRPH2 F ACCATGGGATCCATGGCCGAGGCCCTCAAC PRPH 85-140

PRHP2 R ATCTAGACCCTCCTGGCCCCGCGCCTGELT PRPH 85-140

PRPH3 F ACCATEGGACTGLGCGGGEAGITGAGICA PRPH 129-193

PRHP3 R ATCTAGACCCTTGCGGGTTTCTTCTTCTAA PRPH 129-193

PRPH4 F ATCTAGACCTTCCTCTTCGTGTAGCTTCTT PRPH 182-239

PRHP4 R ACCATGGGAGCGCTCAAGCAGAGGTTAGAA PRPH 182-239

PRPHS F ACCATGGGAGAGTTOCTCAAGAAGCTACAC PRPH 230-293

PRHPS R ATCTAGACCCGACTTATACCACTCCTCTGC PRPH 230-293

PRPHE F ACCATGGGAAAGAATCTGCAGGAGGCAGAG PRPH 282-386

PRHPG R ACCATGGGACAGLTGCGGGAGCTGGAAGA PRPH 282-386

PRPHT F ATCTAGACCCTCCAGGGCGAACTGCTCTTC PRPH 375-450

PRHP7 R ATCTAGACCCTCCTOCCCTTCCAGTAGCTT PRPH 375-450

PRPHB F ATCTAGACCGTAGCTGTGGATAGAAGACTT PRPH 429-507/PRPH 429-466
PRHPS R ACCATGGGAATAGCCACCTACAGGAAGCTA PRPH 429-507/PRPH 467-507/PRPH 478-507/PRPH 486-507
PerBpeplR TTCTAGACCCTGGAGAGGCTCCATCTCAG PRPH 429-466

PerBpep 2F AMCCATGGTTCATTCCTTTGCCTCTCT PRPH 446-485

PerBpepZR TTCTAGACCCTCCCCATCOCGGGTCTCAA PRPH 446-485

PerBpep3F AACCATGGATAGCCACAGCAAGAAGATG PRPH 429-466/PRPH 467-495
Per22F AACCATGGGAAAGGTGGTGACAGAGTCOCA PRPH 486-507

Per 30F ANCCATGGGAACAATTGAGACCOGGGATGE PRPH 478-507

Per8-3-435R  TTCTAGAGGCTGTTCCTTCTGGGACTCTG PRPH 457-495

PerB-3-1F CATGGTGATCAGGACAATTGAGACCCGGEATGGEGAGAAGGTGGTGACAGAGEC PRPH 476-490

Perg-3-1R CTAGAGGCTCTGTCACCACCTTCTCOCCATCOCGGGTCTCAATTGTCCTGATCAC PRPH 476-490

Per8-3-2F CATGGTGACCCGGGATGGEEAGAAGGTGGTGACAGAGTCCCAGAAGGAACAGCCT — PRPH 481-495

Per8-3-2R CTAGAGGCTGTTCCTTCTGGGACTCTGTCACCACCTTCTCCCCATOCCGGGTCAC PRPH 481-495

Per23.1F CATGGTTCTGATCAGGACAATTGAGAC PRPH 473-495

Per23.1R TCGAGTCTCAATTGTCCTGATCAGAAC PRPH 473-495

Per23.2F TCGAGATGGGGAAGAAGGTGGTGACAGAGTCCCAGAAGGAACAGGGT PRPH 473-495

Per23.2R CTAGACCCTGTTOCTTCTGGGACTCTGTCACCACCTTCTCCCCAT PRPH 473-495

Per21F CATGCTGATCAGGACAATTGAGAC PRPH 475-495

Per21R TCGAGTCTCAATTGTCCTGATCAGC PRPH 475-495

Per19F CATGAGGACAATTGAAGAC PRPH 477-495

Perl9R TCGAGTCTCAATTGTCCTC PRPH 477-495
Perl475-5491F TCGAGATGGGGAGAAGGTGGTGACAGAGTCCGG PRPH 475-493
Perl475-5491R (TAGACCGGACTCTGTCACCACCTTCTCOCCATC PRPH 475-493
Perl475-K493F TCGAGATGGEGGAGAAGGTGETGACAGAGTCCCAGAAGGET PRPH 475-491
Perl475-K493R CTAGACCCTICTGGGACTCTGTCACCACCTTCTOCCCATC PRPH 475-491

Tabla 1. Listado de secuencias de oligonucleétidos utilizados en los procesos de clonacién y expresion de las

diferentes proteinas recombinantes de periferina.

La clonacidn del resto de los péptidos de PRPH, se llevé a cabo mediante hibridacién de los
oligonucledtidos correspondientes (tabla 1). Para la reaccidn de hibridacién, se utilizaron 200
ng de cada uno de los oligonucledtidos 5 y 3°, previamente fosforilados segin métodos

estandares, calentando a 65°C durante 10 min. A continuacion se enfriaron lentamente
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durante 20 min, y finalmente se dejaron 30 min a temperatura ambiente (TA). Una vez
completada la reaccién de hibridacién, los diferentes fragmentos se ligaron con el vector

pAK1, y finalmente se transformaron en bacterias XL1-Blue mediante choque térmico.

La seleccidon de los clones se realizé mediante PCR de colonias utilizando los oligonucleétidos
pPGEX-F y PRPH-R correspondiente a cada fragmento, la reacciéon de amplificacion fue llevada
a cabo con 0.5 U de Taqg polimerasa, oligonucleétidos 0.5 uM, dNTPs 0.2 mM, tampdn PCR
Tag 1x, 3 pl de DNA (una colonia de E. coli resuspendida en 20 pl de agua); el programa
constaba de una etapa de desnaturalizacién inicial 94 °C - 4 min, 30 ciclos de 95°C - 30 seg,

55°C-30seg, 61°C - 30 seg, y una etapa final de elongacién de 72°C - 5 min.

Se realizaron minipreps de los clones seleccionados y se purificaron segin métodos

estandares mediante extraccion con fenol-cloroformo.

Finalmente, todas las construcciones de PRPH generadas, se secuenciaron utilizando el
oligonucledtido pGEXF, asegurando asi la correcta pauta de lectura dentro del vector pAK1. La
reacciéon de secuenciacion se llevd a cabo utilizando el kit de secuenciacién Big Dye® v 3.1.
(Applied Biosystems). La lectura de las secuencias se realizd en el servicio de gendmica del

Parc Cientific de Barcelona.

1.1.2 Expresion y purificacion de proteinas recombinantes de periferina

de fusion a GST.

Todos los plasmidos de expresion obtenidos, fueron transformados en la cepa E. Coli BL-21
(New England) mediante choque térmico. Como medio de crecimiento de bacterias se utilizd
LB (1% bactotriptona/0,5% extracto de levadura/0.5 % NaCl a pH 7.2) en presencia de 100
pg/ml de carbenicilina (ApplyChem) como antibidtico de seleccidn.

Para la produccién de proteina, se prepard un inoculo inicial de 3 ml a partir de una colonia y
se crecid ON (overnight) a 37 °C en agitacién constante. Al dia siguiente, se inocularon 500 pl
del pre-cultivo en 500 ml de medio y se crecid hasta alcanzar un valor de densidad 6ptica a 600
nm de 0.6 (Génesis 10 UV). En este punto se recogieron 50 pl de cultivo como control pre-
induccién.

La induccidn se llevd a cabo afiadiendo al medio de cultivo IPTG a una concentracidn final de
1 mM. El cultivo se dejo crecer durante 4 h mas a 37°C en un agitador rotatorio a 250 rpm

(VWR 0S5-500). Pasado este tiempo, se recogié una alicuota de 50 pl de cultivo como control
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post-induccion, se centrifugd el resto del cultivo a 6000 xg (Beckman-Coulter Avanti J-E)
durante 15 min a 4 °C, y se congeld el pellet obtenido a -80°C hasta su posterior

procesamiento.

Tras descongelar el pellet, se resuspendié en 40 ml de PBS/150 mM NaCl pH 7.4 para llevar a
cabo una lisis celular mediante 10-12 ciclos sonicacién con pulsos de 1 min al 60 % de potencia
(Badolin Sondolopus H2070). Se centrifugd a 15000 rpm durante 30 min a 4°C y el
sobrenadante obtenido se filtré utilizando filtros con un tamafio de poro de 0.2 um de

membrana PES para eliminar los precipitados (Milliplex GP Millipore).

Secuencia deaminodcidos del péptido Posicién Proteina Recombinante
MPSSASMSHHHSSGLRSSISSTSY RRTF GPPPSLSPG AFSYSSSSRFSSSALLGSGSPSSSARLGSFRAP RAGALRLPSERLDF 1-85 PRPH 1-85
SMAEALNQEFLATRSN EKQELQELNDRFANFIEKVRFLEQONAALRGELSQARGQE 85-140 PRPH 85-140
LRGELSOARGOEPARADOLCOO ELRELRRELELLGRER DRVQVER DG LAEDLAALKORLEEETRK 129-193 PRPH 129-193
ALKORLEEETRKREDAEHNLVLFRK DVDDATLS RLELERKIESLMDEIEFLKKLHEEE 182-239 PRPH 182-239
EFLKKLHEEELRDLQVSVESQQVQQOV EVEATVKPELTAALRDIRAQYENIAAKN LOEAEEW YKS. 230-293 PRPH 230-293
KNLQEAEEWYKSKVREHW GNPG GPRVGRHWEWR CASQP GLSATAQYADLS DAANRNHEALRQAKQ EMNESRROIQSLTCEVDG LRGTNEALLROLRELEEQFALE 282-386  PRPH 282-386
QLRELEEQFALEAGG YOAGAARLEEELROLKEEMARHLREYOELLNVK MALDIEIATYRK LLEG EESRISVPVHSF 375-450  PRPH 375-450
IATYRKLLEGEESRISVPVHS FASLS LKTTVPEM EPLODS HSKKMVLIRTIETRDG EKVVTESQK EQHSD LDKSSIHS Y 429-507 PRPH 429-507
IATYRKLLEGEESRISVPVHS FASLSLKTTVPEMEPLQ 429-486 PRPH 429-466
PVHSFASLSLKTTVPEM EPLODSHSKK MVLIRTIETRD GE 446-485 PRPH 446-485
DSHSKKMVLIRTIETRD GEKVVTESQKEQHSDLDKSSIHSY 467-507 PRPH 467-507
KVWTESQKEQHSDLDKSSIHSY 486-507 PRPH 486-507
TIETRDGEKVVTESOKEQHSDLDKSSIHSY 478-507 PRPH 478-507
DSHSKKMVLIRTIETRD GEKVVTESQKEQ 467-435 PRPH 467-495
IRTIETRDGEKVVTE 476-450 PRPH 476-490
TRDGEKVVTESQKEQ 481-435 PRPH 481-195
MVLIRTIETRDGEKVVTESQKEQ 473-495 PRPH 473-495
LIRTIETRDGEKVVTESQKEQ. 475-495 PRPH 475-495
RTIETRDGEKVVTESQKEQ 477-435 PRPH 477-495
LIRTIETRDGEKVVTESQK 475-493 PRPH 475-493
LIRTIETRDGEKVVTES 475-491 PRPH 475-491

Periferina isoforma de 507 aa, especie mus musculus. Nimero acceso a secuencia GenBank CAA42500.1

Tabla 2. Libreria y nomenclatura numérica asignada a los diferentes péptidos de periferina generados en este

estudio. En negrita se resalta la secuencia del epitopo detectado en la regidn C terminal.

El lisado celular resultante, se incubd durante 2 h a 4 °C en agitacidn orbital, en presencia de
2.5 ml de una suspensién de esferas de glutation-sefarosa (Sigma) al 50% en PBS. A
continuacion, se realizaron 3 lavados con PBS y finalmente se eluyd la proteina con 50 mM
Tris-HCl/glutatidon reducido pH 8.0. En este punto, se recogié una muestra como control del
proceso de purificacién.

A continuacion se realizé un cambio de tampdn a PBS/20 mM Imidazol, por ultrafiltracion en
tubos Amicon Ultra-15 10 KDa (Millipore) y se llevé a un volumen final de 1 ml. Se filtré
nuevamente con filtros de 0,2 um y se inyecté en una columna de Ni-NTA sepharosa
(Amersham) utilizando para ello un sistema automatizado de FPLC (Akta basic, Amersham).
Una vez inyectada la muestra, se realizaron lavados con PBS/20 mM Imidazol, y finalmente se

eluyo la proteina en presencia de PBS/500 mM Imidazol.
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La proteina eluida se concentrd en tubos Amicon Ultra-15 10 KDa a 250 pl centrifugando a
3800 rpm durante 40 min. Se realizd un cambio de tampdn a PBS/150mM NaCl pH 7.4 y
finalmente se determind la concentracidn. La cuantificacidén de las proteinas se llevd a cabo

mediante la reaccion de BCA (Pierce) utilizando como estandar BSA (Pierce).

Las diferentes fracciones recogidas de proteina fueron analizadas por SDS-PAGE, como se

describe en el apartado 3 de la seccién A.
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Figura 2. Purificacion de proteinas. A. Mecanismo de purificacién de proteinas, a través de GST (izquierda) y

cola de histidinas (derecha). Imagen extraida de http://www.intechopen.com/books/protein-engineering-

technology-and-application/chromatography-method B Analisis por SDS-PAGE de las diferentes fracciones

recogidas durante el proceso de purificacién de PRPH 429-507 (Pre-ind: lisado celular pre-induccidn de la proteina.
Post-ind: lisado celular post-induccion de la proteina. GST Elu 1, 2 y 3: Fracciones recogidas de la elucién con

glutation reducido. His Elu 1, 2 y 3: Fracciones recogidas de la elucion con Imidazol.

1.2 Clonacion y expresion de péptidos de PRPH fusionados al complejo

MHC clase Il A?7,

1.2.1 Disefio y clonacién de péptidos de PRPH fusionados A8’ en células

S2.

Para la produccidn de las diferentes estructuras octaméricas de PRPH, en un primer paso se
insertd una secuencia de biotinilacion #85 (Schatz, 1993) en los plasmidos pAK1-PRPH 467-
507 y pAK1-PRPH 473-495 mediante digestién con la enzima Xbal. A continuacion, y mediante

PCR usando los oligonucledtidos pGEXF (portador de la diana de restriccidon Ncol) y pGEXSalIR
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(portador de la diana de restriccién Sall) se amplificaron las secuencias de PRPH 467-507 y
PRPH 473-495 a partir del plasmido original, y PRPH 467-507#85 y PRPH 473-495#85 a partir

del plasmido modificado con la secuencia de biotinilacién.

En un segundo paso, se clonaron las secuencias de periferina dentro de los vectores

codificantes para la cadena a y B que conforman el MHC de clase Il A%’.

Construccion C terminal Construccion N terminal

VECTORES DE EXPRESION

1-A97 /PRPHA67-507 I-Ada/PRPHA67-507#85 | I-A%7/Nter#i85 PRPHA67-507 | |-Ada/PRPHA7-507
1-A97/PRPHA73-495 I-Ade/PRPHA73-495#85 | 1-A%7/Nter#85 PRPH473-495 | |-Ada/PRPHA73-495

Péptidode

Péptidode
PRPH

PRPH

________ Regidn de clonaje

| Péptido PRPH467-507 0 PRPH473-495
Regidn de unidn a biotina (secuencia # 85)
Secuencia 6 histinas

Biotina

Figura 3. Estructura de las moléculas de A&’/PRPH 467-507 y A&’/PRPH 473-495. En la figura se
muestra la combinacién de plasmidos utilizada para la expresidn de las construcciones C y N terminal,
asi como las principales dianas de restriccion utilizadas para la clonacién. Por otra parte, se muestran la

localizacién de los péptidos dentro de la cadena B y o de A,

Para la clonacidén dentro de la cadena a, se utilizd el plasmido pRmHa/l-Ada modificado
mediante la insercion de tres dianas de restriccion Ncol, Clal y Sall, que recibe el nombre de I-
AdaNco/Cla. Para ello se insertd la secuencia procedente de la hibridacion de los
oligonucledtidos IAdBamHIF e IAdNCoClaSalR.

El vector resultante fue digerido con Ncol y Sall y se ligaron las secuencias de PRPH 467-507,
PRPH 473-495, PRPH 467-507#85 y PRPH 473-495#85, amplificadas en el proceso anterior, y
digeridas previamente con las mismas enzimas, obteniendo finalmente cuatro cadenas a
modificadas I-Ada/PRPH 467-507, I-Ada/PRPH 473-495, I-Ada/PRPH 467-507#85 y I-Ada/PRPH
473-495#85.
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La cadena B se generd a partir de dos vectores pRmHa/I-A8” y pRmHa/I-A8GPl,g,, modificados
previamente mediante la insercidn inicial de una secuencia de tres dianas de restriccién Ncol,
Clal y Sall. Para ello se inserté la secuencia procedente de la hibridacién de los
oligonucledtidos IAg7BstXF y IAg7NcoClaSalR mediante digestiéon con BstX y Sall. Estos
vectores reciben el nombre de I-A2Ncol/Clal y I-A8GPl,g;Ncol/Clal.

A continuacion, se digirid 1-A¥Ncol/Clal con Sacl y Bglll, y se inserté una secuencia de
biotinilacién #85, originada por hibridacidn de los oligonucledtidos Nter#85 F y R, dando lugar
al vector modificado I-A8’Ncol/ClalNter#85. Una vez obtenidos los vectores modificados, I-
A8Ncol/Clal e 1-A¥’Ncol/ClaINter#85 fueron digeridos con Ncol y Sall y ligados con los
fragmentos PRPH 467-507 y PRPH 473-495, previamente digeridos con las mismas enzimas.
Finalmente se obtuvieron cuatro nuevos vectores modificados, |-A8’/Nter#85 PRPH 467-507, I-
A®’ /Nter#85 PRPH 473-495, |-A%/PRPH 467-507 e |-A®/PRPH 473-495. Una vez obtenidas las
construcciones, se prepard una produccion de DNA de cada una de ellas (Maxi Prep Kit,
Qiagen). El DNA se purifico por un método general de extraccidn con fenol-cloroformo (Fluka),
y las diferentes construcciones se secuenciaron y se esterilizaron por filtracidon con filtros de

0,22 um (Ultrafree MC Millipore).

Primer Secuencia

IAdBamH1F CGCGCGGATCCACTACAGCT

IAdNcoClaSalR TTTGTCGACATCGATTTTTITTCCATGGACTGAGCCAGTTCCTTTTCCA
IAg7BstXF AGCCTGAAGAGCCCCATCACT

IAg7NcoClaSalR TTTGTCGACATCGATTTTTITTCCATGGACTGGGCGAGTTTCTTCTTGAG
Nterm#85F GGACTTAATGACATTTTCGAGGCCCAAAAAATAGAGTGGCATGAAG
Nterm#85R GATCCTTCATGCCACTCTATTITITGGGCCTCGAAAATGTCATTAAGTCCGC
pGEXClalR CTCTCTATCGATTCAGGATCCGTGATGGTGAT

pGEXSalIR CTCTGTCGACTCAGGATCCGTGATGGTGAT

Seq#B85XbalF CTAGTCTGAACGACATCTTCGAAGCTCAGAAAATCGAATGGCATGAAG
Seq#B85XbalR CTAGCTTCATGCCATTCGATTTTCTGAGCTTCGAAGATGTCGTTCAGA
pGEXF GGGCTGGCAAGCCACGTTTGGTG

Tabla 3. Listado de secuencias de oligonucleédtidos utilizados en los procesos de clonacion y expresion de las

diferentes proteinas de periferina fusionadas a As7.

1.2.2 Transfeccion y expresién de péptidos de periferina fusionados A#’
en células S2.

Se realizaron transfecciones con los diferentes plasmidos con el péptido PRPH 467-507 o 473-
495, para generar las diferentes construcciones en posicién Cy N terminal (segin se muestra

en figura 4). Para generar las construcciones control, se transfectaron los vectores pRmHa/I-
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A8’GPlys; e pRmHa/I-Ada para generar la molécula control C terminal, que recibe el nombre de
Ag7/GPI vy los vectores |-A8’Ncol/ClalNter#85 e pRmHa/I-Ada para producir la molécula control
N terminal o I-Ag7/85N.

La transfeccion se realizé por el método de Cl.Ca en la linea celular de Drosophila
melanogaster S2, siguiendo procedimientos estandares y se utilizé el plasmido de resistencia a
puromicina pHSP70PL. Tras 2 semanas de seleccion en medio Schneider (Lonza) suplementado
con 10% FCS y 5 pug/ml de puromicina (Invivogen), se realizd un anélisis de la expresion de
proteina. Para ello, se crecieron las diferentes lineas en 10 ml de medio Insect Xpress (Lonza) y
tras alcanzar una confluencia del 80-90%, se indujo la expresidon anadiendo CuSO; a una
concentracion final de 0.625 mM. La expresidn se analizé al tercer dia de induccién. Para ello
se recogio el cultivo, se centrifugd a 2000 rpm 5 min a 4°Cy se incubd con 25 pl esferas de Ni-
NTA sepharosa al 50% en PBS, para purificar las proteina del sobrenadante. Las diferentes
fracciones recogidas de proteina fueron analizadas por SDS-PAGE, como se describe en el

apartado 3 de la seccidon A.

1.2.3 Produccion y purificacion de péptidos de periferina fusionados a
A%’ mediante FPLC.

Una vez seleccionadas las lineas establecidas con mejor expresion de proteina, se llevd a cabo
un crecimiento del cultivo escalado hasta un volumen final de 800 ml en botellas de 2 L (roller
bottles; Becton Dickinson). A la densidad de 3.5 x 10° células/ml se indujo la expresién con
CuSO4 a una concentracion final de 0.625 mM. Tras 3 dias de induccién, se recogieron los
cultivos y se centrifugaron a 8000 rpm durante 20 min. Se incubd el sobrenadante con 2.5 ml
de Ni-NTA sepharosa al 50% en PBS, durante 2 h a 4°C en agitacidn rotatoria. A continuacion,
se filtré el sobrenadante para recoger la Ni-NTA sepharosa, en embudo de vidrio Duran
porosidad #3 (Schott) acoplado a un sistema de vacio. Se lavé con PBS/20 mM Imidazol, y
finalmente se eluyé con PBS/200 mM Imidazol. La proteina eluida se filtrd con filtros de 0.2 um
y se concentrd en tubos Amicon Ultra (Millipore) a 250 pl centrifugando a 3800 rpm durante
40 min. Se cambid el tampdn a 10 mM Tris-HCI pH 8.0. La cuantificacién de las proteinas se

llevo a cabo mediante la reaccion de BCA (Pierce), utilizando como estandar BSA (Pierce).

A continuacion se llevé a cabo la reaccién de biotinilacion en las siguientes condiciones:
tampon 10 mM Tris-HCI pH 8.0, 40 uM de proteina, 1/10 del volumen de Biomix A (Avidity),
1/10 del volumen de Biomix B (Avidity), biotina 0.25 uM (Avidity), 1/100 de inhibidor de
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proteasa (Boehringer Mannheim protease inhibitor mix, stock: una pastilla en 1 ml de H,0) y
0,06-0,03 mg/ml de enzima BirA durante la noche a TA. Finalizada la reaccién, se cambid el
tampon a PBS pH 7.4, y se inyectd en una mdaquina FPLC para la purificacion mediante una
columna de Superdex200. La proteina se eluyé en el mismo tampdn. Las diferentes fracciones
recogidas de proteina fueron analizadas por SDS-PAGE, como se describe en el apartado 3 de

la seccion A.

La cuantificaciéon de las diferentes proteinas se llevd a cabo mediante la reaccion de BCA
(Pierce). El testaje del porcentaje de biotinilacion de las proteinas purificadas, se llevé a cabo
utilizando 15 pg de proteina. Se incubd con 20 ul de esferas de avidina (Pierce) al 50% en PBS
1h a TA en agitacidn, se centrifugd en tubos de 1.5 ml con membrana de 0.2 um a 13500 rpm 2
min, y finalmente las dos fracciones obtenidas, proteina biotinilada unida a esferas de avidina
y retenida en el filtro, y proteina no biotinilada pasada por el filtro, fueron analizadas por SDS-
PAGE como se describe en el apartado 3 de la seccidén A. Una vez determinada el porcentaje de

biotinilacién final, las muestras fueron congeladas a -80°C hasta su uso.

Cromatagrama Superdex 200
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Figura 4. Cromatografia de exclusiéon por tamaiio molecular. Este tipo de cromatografia separa moléculas con
diferente peso molecular. Se realiza en columnas cilindricas rellenas con matrices (fase estacionaria) como por
ejemplo, dextranos con enlaces cruzados (sephadex). Esta matriz estda formada por particulas que forman un
material esponjoso hidratado, que contiene poros con un tamafio de diametro determinado. Cuando se hace pasar
proteinas de distinto tamafio, a través de una columna de filtracién en gel; aquellas moléculas con un tamafio
mayor que el didametro de los poros, sélo podran moverse en el espacio que queda entre las particulas, y por lo
tanto, no se veran retrasadas en su descenso. En cambio aquellas proteinas capaces de penetrar en los poros se
veran retrasadas en mayor medida, cuanto menor sea su tamanio. Por lo tanto, las proteinas se eluyen en este tipo

de cromatografia por orden decreciente de tamafio molecular. Imagen extraida de http://www.mtpgroup.nl/amm-

laboratory-course.aspx. En la imagen de la derecha, se muestra el cromatograma de la proteina A87/PRPH 467-507 N

terminal y el analisis por SDS-PAGE de las diferentes fracciones eluidas. Tras su elucién de la columna de sephadex,

se pueden separar dimeros af (proteina completa) de cadenas a y B sueltas.
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1.3 SDS-PAGE.

El analisis de expresion de proteinas se realizd en geles de poliacrilamida al 12.5% (Fluka) en
presencia de SDS al 0.02% (Fluka). Las diferentes muestras recogidas se desnaturalizaron por
calor a 96°C durante 5 min en tampdn SDS 1x (40 mM Tris-HCl pH 6.8/0.06% glicerol/ 0.008%
SDS/0.03% Azul de Bromofenol/10 mM DTT). Las muestras se cargaron en el gel y se corrieron
a 180V en un sistema de electroforesis (BioRad). Una vez finalizado el proceso, se fijé en una
solucion 50% metanol/10% de acido acético 10 min, a continuacion se incubd en solucidn de
tincidn 0.025% azul brillante de Coomassie R-250/10% acido acético entre 15 miny 1 hora, y
finalmente se destifio en una solucién de 10% acido acético hasta visualizar correctamente las

bandas de proteina.

2 ANALISIS DE LA RESPUESTA AUTOREACTIVA DE CELULAS B ANTI-
PERIFERINA.

2.1 Origen, estabulacion y mantenimiento de ratones.

Las cepas de ratones NOD/Lt)] y C57BL/6, utilizadas para experimentos de caracterizacidon
celular, fueron adquiridos de The Jackson Laboratory (Bar Harbor, ME, USA) y Charles River
Laboratories (Spain) respectivamente. Los animales fueron estabulados en condiciones SPF
(Specific Pathogen Free) en las instalaciones del Servicio de experimentacion animal del
Parque Cientifico de Barcelona (SEA. PCB) de la Universidad de Barcelona. Las parejas
fundadoras de las cepas de ratones NOD/Lt) y C57BL/6, NOR (Non-Obese Resistant) y F1
[NODxXxNOR] utilizadas en el estudio de analisis de anticuerpos en suero, realizado en
colaboracion con el Dr. J. Verdaguer, fueron adquiridas de The Jackson Laboratory (Bar
Harbor, ME, USA) y estabuladas en condiciones SPF en el estabulario del Hospital Germans
Trias i Pujol. La cepa de ratones NOD/LtJ/DVs utilizada para los estudios de desarrollo y
caracterizacién celular en islotes pancreaticos, procedian de laboratorio del Dr. Dave Serreze.
Las parejas fundadoras de cada una de las colonias procedian originalmente de The Jackson
Laboratory (Bar Harbor, ME, USA). Todas manipulaciones se realizaron siguiendo protocolos

aprobados por el Comité Etico de Experimentaciéon Animal.
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2.2 Lineas de hibridomas de células B anti-periferina.

Todas las lineas de hibridomas, y sobrenadantes de cultivo utilizadas en este estudio (ver

tabla 4) fueron generosamente cedidas por el Dr. Joan Verdaguer. Los hibridomas 16 y 228E1,

fueron cultivados en medio RPMI 10 % FCS, 50 U/ml penicilina, 50 pug/ml estreptomicina, 2

mM glutamina, 1 mM piruvato sddico, y 50 uM 2-8 mercaptoetanol.

Nombre del Cepa Murina Isotipo
Hibridoma del mAb
16 8.3F1[NODXNOR] 18G2bK
H35 8.3F1[NODxNOR] 1gG2bK
H36 8.3F1[NODxNOR] 18G2bK
H39 8.3F1[NODxNOR] 1gG2bK
H135 8.3NOD 18G2cK
Hi61 8.3NOD 1gG2bK
H166 8.3NOD 1gG2bK
H182 F1[NODxNOR] 18G2cK
H184 F1[NODXNOR] 1gG2bK
H186 F1[NODxNOR] 1gG2bK
H228 F1[NODXNOR] 1gG2bK
H258 8.3F1[NODxNOR] 1gG2cK
H2598B 8.3F1[NODxNOR] 18G2cK
H260 8.3F1[NODxNOR] 18G2bK
H228E1 F1[NODxNOR] 1gG2bK

Tabla 4. Lineas de hibridomas de células B utilizados
en este estudio. En la tabla se indica la cepa murina
de origen de las lineas y el isotipo de los anticuerpos
secretados por estas. F1 8.3 hace referencia a la
primera generacion del cruce de ratones NOD con
ratones 8.3 NOD. Los ratones transgénicos 8.3 NOD,
expresan un clon diabetogénico de linfocitos T CD8
que recibe el nombre de NY8.3.

2.3 Protocolo de inmunizacidn con proteina GST-PRPH 429-507.

Para llevar a cabo este estudio, se utilizaron hembras NOD/Ltj de 6-12 semanas de edad. Se

les administrd por via intraperitoneal (i.p.) 100 ug de proteina GST-PRPH8 en tampdn PBS

emulsionada en adyuvante de Freund completo (Sigma). Tras 14 dias, se realizd una re-

administracién via intraperitoneal (i.p.) de 100 pg de proteina recombinante PRPH 429-507

emulsionada en adyuvante de Freund incompleto (Sigma). Los grupos control fueron

inyectados con la misma cantidad de proteina control GST. A los 3 dias tras de la segunda

inmunizacion, se extrajo sangre por puncién intracardiaca para analisis de anticuerpos en

suero.

2.4 Extraccion muestras de sangre y obtencion de suero de ratdn.

Para la extraccion de sangre por puncién intracardiaca, se anestesiaron previamente los

ratones con isofluorano (Steve). Se utilizaron agujas de 23G, y se extrajeron en cada caso

entre 500-800 ul de sangre. Finalmente, se procedié al sacrificio del ratén por dislocacion
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cervical. Los viales con la fraccidon de sangre se dejaron ON a 4°C para permitir la coagulacion
completa de la sangre. Al dia siguiente, se centrifugaron a 2000 rpm 5 min a 4°C, se separo la

fraccion de suero, y se congeld a -20°C para su posterior analisis.

2.5 Maedicidn niveles de glucosa.

Para el seguimiento de la diabetes de los ratones NOD/LtJ/DVs, se utilizaron tiras reactivas
colorimétricas de deteccién de glucosa en orina (Bayer). La positividad de las tiras
(>250mg/100ml), en dos dias consecutivos, fue considerado como criterio de positividad para
la enfermedad. La incidencia de DT1 de la colonia NOD/Ltj estabulada en el Parc Cientific se
midié analizando los niveles de glucosa mediante tiras reactivas (Roche, Accu-Check). Los

ratones con dos medidas seguidas de glucosa >200mg/d| se consideraron diabéticos.

2.6 ANALISIS DE ANTICUERPOS ANTI-PERIFERINA.

2.6.1 Analisis del reconocimiento por Western Blot y Dot Blot.

Para el anadlisis de proteinas por Western blot, todas las muestras se resuspendieron en
tampdn SDS 1x y se desnaturalizaron por calor 5 min a 96°C. A continuacion se cargaron 10 pg
de proteina en geles al 12.5% de poliacrilamida 0.02% SDS y se corrieron en tampdn de
electroforesis compuesto por Tris-HCl 0.025 mM/0.19% glicina/0.02% SDS. Una vez finalizada
la electroforesis, las proteinas separadas en el gel fueron electrotransferidas a membrana de
nitrocelulosa (Whatman-GE Healthcare). Para ello, se incubd la membrana durante 10 min en
tampon de transferencia (25 mM Tris-HCI pH 7.5/190 mM glicina/20% metanol) y a
continuacién las proteinas fueron transferidas utilizando un sistema de transferencia (BioRad)
a 100 V durante 45 min. Una vez finalizada, se comprobd la eficiencia de la transferencia
incubando la membrana 1 min con una solucién compuesta por 0.5% Ponceau S (Sigma) y 1%

de 4cido acético (ApplyChem).

Para la deteccidn por quimioluminiscencia, la membrana fue bloqueada con 10 mM Tris-HCI
pH 7.5/100 mM NaCl/0.1% Tween 20/5% leche descremada (Sveltess), en agitacion durante 2
h a TA. A continuacién se incubd ON con el anticuerpo primario, sobrenadante de cultivo de
los diferentes hibridomas o suero de ratdn diluido en el mismo tampdn de bloqueo. Al dia

siguiente, se lavd la membrana con tampdn TBS (10 mM Tris-HCl pH 7.5/100 mM NacCl)
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durante 45 min en agitacidn. A continuacion se incubd con un anticuerpo secundario anti-IgG
contra ratén conjugado a HRP (BD Biosciencie) en TBS a una concentracion de 1ug/ml durante
30 min en agitacion a TA (temperatura ambiente). Se lavdé con TBS durante 45 min, y

finalmente se reveld usando el kit de deteccién ECL (Amersham).

Para el analisis por dot blot se cargd 1 ug de proteina directamente sobre membrana de
nitrocelulosa (Whatman-GE Healthcare). Una vez seca, se bloqued con un tampén PBS/2.5%
leche descremada/0.1 % Tween 20 durante 2 h a TA y en agitaciéon. A continuacion se incubé
con el anticuerpo primario durante la noche, sobrenadante de cultivo de los diferentes
hibridomas o suero de ratén diluido, en el mismo tampdn de bloqueo y las mismas
condiciones. La membrana fue lavada con PBS/ 0.1% Tween 20 durante 30 min en agitacion a
TA. La incubacién con el anticuerpo secundario anti-lgG contra ratén conjugado a HRP (BD
Biosciencie) se llevd a cabo en PBS/0.1 % Tween 20 a una diluciéon 1/1000 durante 1 h en
agitacion a TA. A continuacion, la membrana fue lavada nuevamente con PBS/0.1.% Tween 20

durante 45 min, y se reveld usando el kit de deteccién ECL (Amersham).

2.6.2 Deteccion de anticuerpos IgG e IgM anti-periferina mediante ELISA.

Para la deteccion de anticuerpos por ELISA, se prepararon placas de 96 pocillos con Ia
proteina recombinante PRPH correspondiente y la proteina GST control, a 10 ug/ml en PBS y
se incubd ON a 4°C (triplicados por muestra). Al dia siguiente se lavo la placa 3 veces con 200
ul por pocillo de PBS/0.1% Tween 20, y se bloqued con 100 uL de PBS/1mM EDTA/2.5% BSA
durante 3 horas a 37°C. Pasado el tiempo de bloqueo, se retird el tampdn y se afiadié el
sobrenadante de hibridoma o el suero de ratén previamente diluidos a la concentracion
correspondiente en tampodn de bloqueo, y se incubd ON a 4°C. Al dia siguiente, se lavaron las
placas 3 veces con veces con 200 pl por pocillo de PBS/0.1% Tween 20, y se incubaron 1 h a
TA con 50 pl de anticuerpo de deteccidon anti-IgG contra ratdn conjugado con HRP (1ug/ml) o
anti-IgM contra ratdén conjugado a biotina (1ug/ml). A continuacidn, se lavo la placa y se
incubd 1 h a TA con 50ul 0.5 pg/ml de SA-HRP para la deteccion de anti-IgM. Finalmente, se
lavaron las placas y se procedié a su revelado afiadiendo 100 ul por pocillo de tampdn
sustrato de revelado o-fenilendiamina (OPD, Sigma). La reaccion se pard con HCl 3N, y la
lectura se realizé a 492 nm (Tecan Infinite M200). Para la deteccion de anticuerpos anti-kappa
en suero de ratones NOD.TCRa-/-, las placas se cubrieron con proteina de la misma forma, y a
continuacién se incubaron 1 h a TA con 50 pl de anticuerpo de deteccién 1ug/ml anti-kappa

contra ratén conjugado a biotina (Jackson Lab). Se lavaron las placas 3 veces con veces con
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200 pl por pocillo de PBS/0.1% Tween 20 y seguidamente se incubd con una solucidn de
avidina conjugada a AKP (Sigma). Finalmente, se lavaron las placas de la misma forma y
finalmente se procedié a su revelado afiadiendo 100 pl por pocillo de sustrato de revelado

BCIP®/NBT (Sigma).

2.6.3 Deteccién de periferina fusionada a A8’ mediante ELISA.

Para detectar la expresidon de PRPH8.3 o PRPH23 fusionadas a A’ en posicién N o C terminal,
se prepararon placas de 96 pocillos con avidina a 10 pg/ml en PBS y se incubé ON a 4°C
(triplicados por muestra). Al dia siguiente se lavd la placa 3 veces con 200 ul por pocillo de
PBS/0.1% Tween y se bloqued con 100 pL de PBS/1mM EDTA/2.5% BSA durante 3 h a 37°C.
Pasado el tiempo de bloqueo se retird el tampdn, se afiadieron las proteinas A%/PRPH
biotiniladas a una concentracion final de 10 pg/ml y se incubd 2 h a TA. Los pasos siguientes
lavados e incubacidn con el anticuerpo de deteccién anti-IgG de raton conjugado a HRP se

llevaron a cabo como se explica en el apartado 2 de la seccién B.1.

2.6.4 Analisis de la especificidad de anticuerpos mediante ELISA de
competicion.

Para el desarrollo del ELISA de competicidn, en primer lugar se titularon los sobrenadantes de
cultivo de las diferentes lineas de hibridomas y suero de ratones NOD, para seleccionar la

dilucion apropiada para el ensayo, utilizando PRPH 473-495 para la deteccidn de anticuerpos.

Una vez determinadas, 1/10 en el caso de los hibridomas y 1/300 para suero de NOD, se
incubaron ON a 4°C con concentraciones crecientes de péptido sintético 0 uM, 1 uM, 10 uM,
100 uM y 1000 uM, tanto con el péptido PRPH 473-495 especifico, como con el péptido no
relevante PRPH 7.13 utilizado como control. A continuacidn se prosiguié el ELISA segun la

metodologia descrita en el apartado 2 de la seccién B.1.
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2.6.5 Andlisis de Ila especificidad de reconocimiento mediante
inmunofluorescencia con el neuroblastoma N1E-115.

Con el objetivo de analizar la capacidad de bloqueo del péptido sintético PRPH 473-495, en la
union del mAb 228E1 a PRPH nativa, se realizd6 una inmunofluorescencia con la linea de

neuroblastoma murino N1E-115, cedida por el laboratorio del Dr. J. Verdaguer.

Para ello, se sembraron células sobre cubreobjetos con poli-lisina en placas de cultivo de 24
pocillos en medio RPMI 10 % FCS, 50 U/ml penicilina, 50 pg/ml estreptomicina, 2 mM
glutamina, 1 mM piruvato sédico, 50 UM 2-B mercaptoetanol y se incubaron ON a 37°C. A
continuacidén se lavaron los pocillos con PBS y se fijaron las células incubando 10 min a TA con
PBS/4% formaldehido. Se lavd, y se permeabilizé con PBS70.01% Tritdn durante 5 min a TA.
Se lavé nuevamente con PBS y se procedid a la incubacion con 50 pl del sobrenadante 228E1
mAb (dilucién 1/10 utilizada en el ELISA de competicidn) bloqueado ON con el péptido
PRPH23 100 puM. Como control, se incubaron células con el sobrenadante 228E1 mAb
(dilucién 1/10) bloqueado con 100 pM de un péptido no relevante 2.5mi, y células con el
sobrenadante 228E1 sin bloquear. Al dia siguiente, se lavaron las células con PBS y se incubd
3 h a TA con el anticuerpo secundario de deteccién Alexa 555 anti-lgG contra ratdn
(Invivogen) a una concentracion de 10 pg/ml. A continuacion se lavaron las células con PBS, y
se incubaron 10 min con Hoechst 1:1000 para la tincién de nucleos. Tras un ultimo lavado en

PBS y H,0, los diferentes cubres se montaron en portaobjetos afiadiendo una gota de medio
de montaje ProLong®Gold antifading (Life Technologies). Las muestras se analizaron en un

microscopio de fluorescencia DMIRB (Leica).

2.7 ANALISIS CELULAR DE LINFOCITOS B ANTI-PERIFERINA.

2.7.1 Obtencion de muestras celulares de bazo, nodulos pancreaticos y
peritoneo.

Para la obtencion de muestras celulares, los ratones fueron sacrificados mediante dislocacion
cervical. Primeramente se realizd un lavado peritoneal y a continuacion se extrajeron los

nodulos pancreaticos y el bazo de cada raton.

Para el lavado peritoneal se inyectaron 10 ml de tampdn de FACS, PBS/2%FCS, por via

intraperitoneal. Los nddulos pancredticos y el bazo de cada ratén se extrajeron y se
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disgregaron de forma mecanica recogiendo la suspensién celular en tampdn de FACS. Una vez
recogidas todas las muestras, se centrifugaron a 1500 rpm durante 5 min. Las muestras de

nddulos pancreaticos y peritoneo se resuspendieron en tampdn FACS.

Las muestras de bazo fueron lisadas para eliminar los eritrocitos mediante resuspension en
tampdn de lisis (150 Mm NH4Cl/10 mM NaHCO3/0.1 mM EDTA-Na; a pH 7.38) e incubacion 5
min a TA. Tras la incubacién las muestras fueron lavadas dos veces con 5 ml tampdn de FACS

y resuspendidas finalmente en 1 ml de tampdn FACS.

2.7.2 Aislamiento de islotes pancreaticos mediante digestion con colagenasa.

Se utilizdé colagenasa tipo IV (Roche) para digerir el pancreas con el fin de poder aislar los
islotes; la colagenasa se utilizé a una concentracidn equivalente a 5 U/ml, junto con DNAasa
(10 pg/ml) en HBSS (Lonza). El protocolo seguido consistié en inyectar 5 ml de la solucidn
colagenasa/DNAasa a través del conducto pancreatico. A continuacion se extrajeron los
pancreas y se incubaron 30 min a 37°C. La reaccion se paré ainadiendo HBSS frio y pipeteando
sucesivas veces provocando la disgregacién mecanica del pancreas. Posteriormente se lavé 2
veces con HBSS para eliminar los restos de colagenasa y enzimas pancreaticas. Finalmente, se
resuspendid en medio RPMI media 10 % FCS, 50 U/ml penicilina, 50 pg/ml estreptomicina y 2

mM glutamina, y se procedié al aislamiento de islotes manual bajo lupa microscdpica.

2.7.3 Marcaje de antigenos de superficie y BCR mediante anticuerpos y

octameros de periferina.

2.7.3.1 Muestras de raton.

Una vez repartidas las diferentes muestras, se llevé a cabo un bloqueo con avidina 0.5 mg/ml,
incubando las muestras 1 h a TA. A continuacién, se realizd la tincion con los diferentes
octdmeros de A8’/PRPH y A®” control a una concentracion final de 8.5 pg/ml durante 15 min
en hielo. Los octdmeros se prepararon previamente incubando las proteinas A8’/PRPH vy
A87/GPI con SA-PE o SA-APC (Columbia Biosciencie) a un ratio final de 5:1 en tampdn FACS ON
o 1 h a 37°C. Posteriormente, las células fueron incubadas con los anticuerpos

correspondientes durante 30 min a 4 °C.
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Paneles de anticuerpos utilizados:
Analisis de linfocitos B anti-PRPH convencionales:

- Tincién simple: CD19/B220 FITC, A¥’/PRPH o A¢”/GPI PE, CD3 PE-Cy5, F4/80 PE-
Cy5, CD11c PE-Cy5.

- Tincién doble: CD19/B200 FITC, A€’/ PRPHC o A¥’/GPI PE y APC, CD3 PE-Cy5,
F4/80 PE-Cy5, CD11c PE-Cy5.

1. Seleccion de
linfocitos por
tamaiio y forma
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Figura 5. Estrategia de deteccion de linfocitos B anti-PRPH mediante el uso de octameros de
A¢’/PRPH 467-507C. En la imagen se muestran la jerarquia de andlisis aplicada para la deteccion de

linfocitos B especificos, tanto por tincion simple como doble.

Anilisis de linfocitos B anti-PRPH Marginales/Foliculares: CD23 FITC, A®’/PRPH 467-507C o
A8’/GPI PE y APC, CD3 PE-Cy5, F4/80 PE-Cy5, CD11c PE-Cy5, CD19 APC-Cy7 y CD21 Pacific

Blue.

Andlisis de linfocitos B anti-PRPH Bla y B1b: CD5 FITC, A%’/PRPH 467-507C o A8’/GPI PE y
APC, CD3 PE-Cy5, F4/80 PE-Cy5, CD11c PE-Cy5, CD19 APC-Cy7, Mac-1 Pacific Blue.

Anilisis de linfocitos B anti-PRPH B T1/T2: IgM FITC, A¢’/PRPH 467-507C o A8’/GPI PE y APC,
CD3 PE-Cy5, F4/80 PE-Cy5, CD11c PE-Cy5, CD19 APC-Cy7 e IgD Pacific Blue.
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CD 23

Figura 6. Clasificacion de las diferentes poblaciones de linfocitos B en periferia seglin marcadores de
expresion en superficie. Linfocitos B tipo B1: Bla (Mac-1+, CD5+), Blb (Mac-1+, CD5-). Linfocitos B
transicionales y maduros: T1 (IgM+lgD'**/), T2 (IgM+IgD+) y M (IgM '°*/IgD+). Linfocitos B tipo B2: FO
(CD23+CD21°%") y MZ (CD23'°¥/-CD21+).

Finalmente, se lavaron las células y se resuspendieron en tampdn FACS con ioduro de propidio

(PI, Sigma) 5 pg/ml para tefiir y eliminar las células muertas.

Anticuerpo Clon Tabla 5. Listado de anticuerpos usados para analisis por
1gG FITC Poly4053 citometria. En la tabla se muestran los clones de los anticuerpos
1gM FITC RMM-1 utilizados. Todos ellos fueron adquiridos en Biolegend.

1gD Pacific Blue 11-26c.2a

CD5 FITC 53-7.3

Macl Pacific Blue M1/70

CD21/CD35 Pacific Blue 7E9

CD23 FITC B3B4

B220 FITC RA3-6B2

CD19 FITC/APC Cy7 6D5

CD44 Pacific Blue IM7

CD86 Pacific Blue GL-1

CD3 Pe/Cy5 17A2

CD11cPe/Cy5 N418

F4.80Pe/Cy5 BMS

2.7.3.2 Tincion de superficie del hibridoma I6.

Para realizar este experimento se recogieron las células tras alcanzar una confluencia en
cultivo del 50-60 %, con el objetivo de garantizar la maxima viabilidad celular. En un primer
paso, para confirmar la expresién de BCR en superficie, se realizé una tincién con un
anticuerpo anti-IgG FITC de superficie incubando las células 30 min a 4°C. Finalmente, se
lavaron las células y se resuspendieron en tampén FACS con ioduro de propidio 5 pg/ml para

tefir las células muertas.

Al igual que para las muestras de raton, la tincién con las diferentes construcciones de
A&’/PRPH y sus correspondientes controles, se llevé a cabo tras un blogueo previo con avidina

0.5 mg/ml incubando las células 1 h a TA. A continuacidn se realizé la tincién con los
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octameros a una concentracion final de 20.1 pg/ml durante 15 min en hielo. Los octameros se
prepararon tal y como se describe en el apartado anterior, a excepcion de los preparados
para los ensayos de competicién donde se incubaron previamente con mAb del sobrenadante

de cultivo del hibridoma 228E1 ON a una concentracion de 20.1 pg/ml.

2.7.3.3 Analisis mediante citometria de flujo.

Para el andlisis por FACS, se utilizaron los citémetros de flujo BD FACScan, BD FACScalibur, BD
FACScanto Il y BD LSRII Fortessa (BD Biosciences). Los resultados fueron analizados con el

programa FlowJo versién 8.7.1 (Tree star, Inc. 1997- 2008).

2.7.4 Aislamiento de linfocitos B anti-periferina y deteccion especifica de
secrecion de anticuerpos mediante ELISPOT.

Para llevar a cabo este experimento, se aislaron esplenocitos y células procedentes de
peritoneo, y se realizé una tincidn doble con los octdmeros APC-A8’/ A8’/PRPH 467-507C vy PE-
A8’/ A87/PRPH 467-507C, y el panel de anticuerpos FITC anti-CD19, PE-Cy5 anti-CD3, anti-F4/80
y anti-CD11c, segun se describe en el apartado 3.1.

A continuacién se llevé a cabo una separacién celular de linfocitos anti-A%/PRPH APC+PE+
utilizando el separador celular FACSAria (Becton Dickinson, USA). Por otra parte, se prepararon
las placas de ELISPOT (nitrocellulose bottomed 96-well Multiscreen HA filtration plates;
Millipore) mediante preincubacién ON a 4°C con 80 pg/ml de proteina recombinante PRPH
429-507 o GST como control. Al dia siguiente se realizaron tres lavados con PBS/0.1% Tween
20y se bloqued con 100% FCS durante 3 h a 37°C. Una vez finalizado el proceso de separacidn,
se retird el FCS de los pocillos y se sembraron 4000 células positivas por A8’/ A#/PRPH 467-
507C -APC y -PE, 4000 células B CD19+ (control negativo) y 1000 células del hibridoma 16
(control positivo) por pocillo en 200 pl de medio RPMI 10 % FCS, 50 U/ml penicilina, 50 pg/ml
estreptomicina, 2 mM glutamina, 1 mM piruvato sddico, y 50 uM 2-B mercaptoetanol
suplementado con 2.5 pg/ml of anti-CD40 Ab (Biolegend), a excepcion de los pocillos con el
hibridoma. Las placas de ELISPOT se incubaron durante 72 h a 37°C. A los 3 dias de estimulo, se
lavé la placa tres veces con PBS/0.1% Tween 20 y se incubo 2 h TA con el anticuerpo anti-Ig
kappa contra ratén conjugado a biotina (Biolegend). Se continuo con el proceso mediante tres
lavados con PBS/0.1% Tween 20, y se realizd una ultima incubacién con avidin-HRP

(Bioscience, USA). Finalmente se llevo a cabo el revelado afiadiendo sustrato AEC (Sigma-
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Aldrich, Mo, USA) y se pard la reaccidon con H,0. La lectura de la placa se realizé lector

automatico de ELISPOT (AID EliSpot Autoimmun Diagnostika GmbH).

3 ANALISIS ESTADISTICO.

Para el andlisis estadistico de datos se utilizaron los programas GraphPad Prism 4.0 y
Statgraphics Centurion. Todos los valores mostrados en las graficas representan la media +

desviacion estandar (SD).

La comparativa estadistica entre los diferentes grupos experimentales se realizé aplicando
Student t test y ANOVA con un pos-test comparativo de Bonferroni. Para experimentos con
tamafios muéstrales pequefios se aplicd el test U Mann-Whitney. Valores de p <0.05 son

considerados estadisticamente significativos.
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RESULTADOS

1 IDENTIFICACION Y CARACTERIZACION DEL EPITOPO
RECONOCIDO POR LINFOCITOS B ANTI-PERIFERINA

1.1 Determinacion de la secuencia del epitopo reconocido por
hibridomas de células B anti-periferina infiltrantes de islote.

Con el objetivo de identificar y caracterizar la regiéon antigénica o epitopo presente en la
periferina (PRPH), en este estudio se generd una libreria completa de proteinas recombinantes
de fusidn a glutation S-transferasa (GST) con diferentes fragmentos de la isoforma mads larga
de la periferina denominada Per 61. En la figura 1 se muestra la estructura general de las
proteinas. Las diferentes proteinas presentan una regién N-terminal formada por una region
GST, seguida de una regidén central correspondiente a la secuencia del péptido de PRPH

expresado y una region C terminal con una secuencia de 6 histidinas.

Figura 1. Esquema general de la estructura de las proteinas recombinantes de periferina. Los diferentes péptidos
de periferina utilizados en este estudio, se expresaron en la cepa bacteriana E. coli en forma de proteinas
recombinantes de fusidon a GST (glutatién S-transferasa). Dentro de la estructura, el péptido se localiza entre la

secuencia de GST del extremo N terminal y una secuencia de 6 histidinas localizada en el extremo C terminal.

La proteina GST, de 211 aa de longitud (26 KDa), se expresa de forma soluble en bacterias E.
coli y puede ayudar a solubilizar proteinas recombinantes. Por este motivo, su fusidon a
cualquier péptido puede favorecer la expresion de este, ademas de impedir su degradacién y
facilitar el proceso de purificacion, al igual que ocurre con la secuencia de histidinas.

Para la generacion de la libreria de proteinas recombinantes, se llevd a cabo la clonacién de los
diferentes fragmentos dentro del vector final de expresidon pAK-1 entre la secuencia de la GST
y la secuencia de histidinas. A continuacion, las proteinas fueron expresadas en E. coli y

purificadas secuencialmente con glutatidn S-sefarosa y Ni-NTA agarosa.
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Con el objetivo de facilitar la comprensiéon y seguimiento del estudio se ha asignado una

nomenclatura a las diferentes proteinas recombinantes generadas. En la tabla 1, se muestra la

nomenclatura de cada péptido y la regidén dentro de la periferina donde se localizan.

Nomenclatura Secuencia
Proteinas Recombinantes deaa
PRPH 1-84 M1-F84
PRPH85-140 $85-E140
PRPH129-193 L129-K193
PRPH182-239 A182-E239
PRPH230-293 E230-5293
PRPH282-386 K282-E386
PRPH375-450 N375-E450
PRPH429-507 1429-Y507
PRPH 429-466 1429-Q466
PRPH 446-485 P446-E485
PRPH 467-507 D467-Y507
PRPH 486-507 K486-Y507
PRPH 478-507 T478-Y507
PRPH 467-495 T478-Y507
PRPH 476-490 1476-E490
PRPH 481-495 T481-Q495
PRPH 473-495 M473-Q495
PRPH 475-495 L477-Q495
PRPH 477-495 L477-Q495
PRPH 475-493 R475-Q493
PRPH 475-491 L475-5491

Tabla 1. Nomenclatura de las proteinas recombinantes de periferina generadas en este estudio. En la columna de

la izquierda se indica el nombre asignado a cada proteina, y en la columna de la derecha el aminodcido y la posicion

del primer y ultimo residuo de la isoforma Per 61 de la proteina.

El estudio inicial de antigenicidad de los diferentes fragmentos se llevd a cabo mediante

analisis por Western Blot (WB). Para ello, se utilizd un repertorio de hibridomas de células B

anti-PRPH procedentes del infiltrado de islotes pancreaticos, cedidos por el Dr. J. Verdaguer.

En la tabla 4 de la seccién de materiales y métodos se listan las diferentes lineas de hibridomas

de células B utilizados en este estudio.

En un primer paso se generd una libreria de 8 péptidos solapantes desde el extremo N

terminal al C terminal. Una vez obtenidas las diferentes proteinas, se llevd a cabo un anlisis
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mediante SDS-PAGE (figura 2) con el objetivo de verificar su correcta expresion. El tamaio de
todas las proteinas resultd ser el correcto, a excepcién del fragmento PRPH 1-84, donde se
observé una expresion truncada o parcial de la proteina.

Una vez expresadas y purificadas todas las proteinas, se llevé a cabo un analisis por WB con el
mAb del sobrenadante de cultivo del hibridoma 16, uno de los 20 hibridomas generados en el
laboratorio del Dr. J. Verdaguer que reconocen PRPH. Como se observa en la parte inferior de
la figura 2, de todas las regiones de la PRPH expresadas Unicamente fue reconocida la region

de los ultimos 79 aa de la regidn C-terminal denominada PRPH 429-507.

PROTEINAS RECOMBINANTES DE PRPH Figura 2. El epitopo de la periferina se localiza en los

ultimos 79 aa de la region C terminal. En la parte
superior de la figura, se muestra el analisis por SDS-PAGE

al 12.5% de las diferentes proteinas recombinantes

expresadas y purificadas. En la parte inferior, se puede

SOS-PAGE observar el resultado del WB llevado a cabo con el mAb

del hibridoma anti-PRPH, 16.

ws

En un segundo paso, con el objetivo de delimitar la secuencia del epitopo, se disefié una
segunda libreria de proteinas recombinantes de la regién C terminal. Inicialmente, se
generaron 3 nuevas proteinas solapantes de aproximadamente 40 aa de longitud, cubriendo la
secuencia completa de PRPH 429-507 (figura 3A). Estas proteinas recibieron el nombre de
PRPH 429-466, PRPH 446-485 y PRPH 467-507. Una vez expresadas y purificadas, se llevo a
cabo un andlisis mediante WB con el mAb del sobrenadante del hibridoma 16. Como se
muestra en figura 3B, de los tres fragmentos, Unicamente PRPH 467-507 fue reconocido por el
hibridoma 16, delimitando asi el epitopo a los ultimos 41 aminoacidos de la regién C terminal

de la periferina.
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A B PROTEINAS RECOMBINANTES DE PRPH
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Figura 3. El epitopo de la periferina reconocido por el hibridoma 16 se localiza en la regién L475-S491 de la
proteina. A. Esquema orientativo de la localizacion de los péptidos analizados dentro de la secuencia de PRPH 429-
507. B. En la parte superior de la figura, se muestra el analisis por SDS-PAGE al 12.5% de la expresion de las
diferentes proteinas recombinantes generadas. En la parte inferior, se puede observar el resultado de WB realizado

con el mAb del hibridoma anti-PRPH 16. En negrita se sefialan las secuencias reconocidas por el hibridoma.

Como se puede observar en la figura 3A, a continuacidn se generaron nuevas proteinas
recombinantes con péptidos de menor tamafio, que cubrian diferentes regiones de PRPH 467-
507. Estas proteinas recibieron el nombre de PRPH 486-507, PRPH 478-507, PRPH 467-495,
PRPH 476-490, PRPH 481-495, PRPH 473-495, PRPH 475-495, PRPH 477-495, PRPH 475-493 y
PRPH 475-491. Una vez expresadas y purificadas, se llevd a cabo un analisis por WB con el mAb
de 16. El resultado final, mostrado en la figura 3B, revelé la presencia de una secuencia
consenso de reconocimiento de 17 aa, localizada en la region L475-S491 de la periferina,
presente en las proteinas PRPH 467-495, PRPH 473-495, PRPH 475-495, PRPH 475-493 y PRPH
475-491.

Una vez definida la secuencia del epitopo, y con el objetivo de determinar si la respuesta
frente a esta region estd restringida Unicamente al hibridoma 16, o se trata de una respuesta
generalizada frente a la proteina, se analizd el patréon de reconocimiento del resto de
hibridomas de células B anti-PRPH (Tabla 4-seccidon materiales y métodos). Para ello, se llevé a
cabo un andlisis mediante dot blot con las proteinas PRPH 429-507, PRPH 467-507, PRPH 473-
495 y PRPH 475-491, y los mAbs del sobrenadante de cultivo de las diferentes lineas. Como se

puede observar en la figura 4, los resultados confirmaron que todos los clones de hibridomas
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reconocen la misma regién L475-S491, apuntando asi a la presencia de un epitopo dominante

dentro de la periferina

Figura 4. Las diferentes lineas de

hibridomas generados a partir de

linfocitos B infiltrantes de islotes

pancredticos reconocen la secuencia
L475-S491 localizada en la region C
terminal de la PRPH. En la imagen se
muestra el resultado del dot blot llevado
a cabo con las proteinas PRPH 429-507,
PRPH 467-507, PRPH 473-495, PRPH 475-
491 y la proteina control GST. Los mAb
de los clones utilizados, se indican en la

parte derecha cada imagen.

Por otra parte, aunque todos los mAbs de las lineas reconocen la misma regién, la longitud de

la secuencia del epitopo parece ser determinante en la capacidad de unién de los anticuerpos.

Como se puede observar en la figura 5, el andlisis comparativo mediante ELISA de los

fragmentos PRPH 429-507, PRPH 467-507, PRPH 473-495 y PRPH 475-491, revela como el

péptido minimo presente en la proteina PRPH 475-491, es peor reconocido por los mAb de las

lineas de hibridomas 16, H161 y H259B, comparado con los de mayor longitud. Este resultado

podria indicar que la secuencia minima del epitopo es reconocida con menor afinidad,

probablemente debido a la ausencia de algun residuo importante en el reconocimiento.

0.15

19G (oD 492 nm)

0.00

1
M
w2 880

Q?-?‘\??g ?@?‘\?@?

1 \o1 A
w0 p97 0
K ™

0.15

19G (0D 492 nm)

H259B

Figura 5. La longitud del epitopo presente en la PRPH determina la capacidad de unién de los anticuerpos. Analisis

por ELISA del reconocimiento de las regiones PRPH 429-507, PRPH 467-507, PRPH 473-495 y PRPH 475-491, con los

mADb de los clones H6, H161 y H259B. Los datos mostrados (media + SD) proceden de la sustraccidn previa de los

valores obtenidos para la proteina control GST, y son representativos de 3 experimentos independientes. El analisis

estadistico aplicado es el modelo ANOVA de un factor (***P < 0.001, *P < 0.05).
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1.2 El epitopo presente en la periferina es de tipo lineal y de baja
afinidad.

Los analisis por WB llevados a cabo en este estudio con las diferentes proteinas
recombinantes, se desarrollaron bajo condiciones desnaturalizantes mediante previo
calentamiento de las muestras. Por lo tanto, y bajo estas condiciones, podriamos decir que la
naturaleza del epitopo presente en la PRPH seria de tipo no conformacional o lineal. Con el
objetivo de verificar la linealidad del epitopo, se llevd a cabo un analisis mediante ELISA con la
proteina PRPH 429-507 en presencia o ausencia de urea 8 mM, agente desnaturalizante
quimico. Para ello se utilizé el sobrenadante del hibridoma 16. Como se puede observar en la
figura 6, el tratamiento con urea no afecta al reconocimiento de la proteina, por lo que

podemos decir que se trata de un epitopo lineal.

[ GST Control Figura 6. El epitopo presente en la PRPH es lineal. Analisis por ELISA del
[J PRPH 429-507 reconocimiento de la proteina PRPH 429-507 por el mAb del hibridoma 16,
0.4 ns en presencia de urea 8 mM o en estado nativo. Los datos mostrados (media

+ SD) proceden de la sustraccién previa de los valores obtenidos para la
proteina control GST, siendo representativos de 3 experimentos

independientes. El andlisis estadistico aplicando es el modelo ANOVA de un

19 G (0D 492 nm)
(=]
[N

factor.

e
i

Urea Nativa

Para demostrar la especificidad de unidn de los anticuerpos frente a los péptidos de periferina,
dado que estos podrian reconocer otras regiones de la proteina recombinante, se llevaron a
cabo diferentes experimentos. Por una parte, se realizaron ensayos de competicion mediante
ELISA con los mAb de los hibridomas 16, 228E1 y 259B. En estos experimentos, se utilizd la
proteina PRPH 473-495 para la deteccién. Para ello, se llevé a cabo un bloqueo inicial de los
mAb, con concentraciones crecientes de péptido sintético soluble PRPH 473-495, utilizando
como control un péptido irrelevante a las mismas concentraciones. Como se puede ver en la
figura 7, el péptido sintético PRPH 473-495 fue capaz de inhibir al 100% la unién de los mAbs
de las diferentes lineas de hibridoma a la proteina PRPH 473-495, confirmando asi que los
anticuerpos secretados por estos hibridomas anti-PRPH reconocen especificamente el péptido

y no otras regiones de la proteina.
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Como se puede observar en la grafica, la inhibicion alcanza valores del 100% a
concentraciones de péptido altas (ImM aproximadamente), lo que podria indicar que los

anticuerpos reconocen el epitopo presente en esta regidon con baja afinidad.

228E1 259B 16
0 ~ © Péptido PRPH 473495
e c -~ -
;E © R v { <+ Péptido Irrelevante
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Figura 7. El péptido sintético PRPH 473-495 es capaz de inhibir la union de los mAb 16, 228E1 y 259B frente a la
proteina recombinante PRPH 473-495. ELISA de competicion llevado a cabo con proteina PRPH 473-495 pegada a
placa. Los Abs de las lineas 16, 228E1 y 259B utilizados para la deteccién fueron incubados previamente con
diferentes concentraciones del péptido sintético PRPH 473-495, y un péptido irrelevante como control. Los valores

mostrados (media = SD) son representativos de tres experimentos independientes.

En una segunda aproximacidon experimental, y con el objetivo de analizar la capacidad de
bloqueo del péptido PRPH 473-495, en la unién de los anticuerpos a periferina expresada en
forma nativa, se llevd a cabo un ensayo de competicién mediante inmunofluorescencia. Para
ello, se utilizé la linea de neuroblastoma N1E-115 que expresa periferina en el citoesqueleto. El
experimento se realizé con el sobrenadante del hibridoma 228E1, bloqueando los mAbs con
péptido sintético PRPH 473-495 o un péptido irrelevante a 100uM. Como se puede observar en
la figura 8, el péptido PRPH 473-495 compite de forma especifica con la PRPH nativa,

inhibiendo al 100% la unién del anticuerpo.

Hoechst Alexa555+228 mAb Superposicion Figura 8. El péptido PRPH 473-495 inhibe la
- unién del mAb del hibridoma 228E1 a la
Peptido periferina expresada en la linea celular N1E-115.
En la imagen se muestra el ensayo de
competicion  mediante  inmunofluorescencia

|r:z;i:::e bloqueando la unién del mAb 228 con el péptido
PRPH 473-495, un péptido irrelevante o PBS. La

deteccidon se llevé a cabo con un anticuerpo

PR::';‘;‘;:QS secundario anti-lgG de ratén Alexa 555 (color
rojo). En azul se muestra la tincién de nucleos

celulares con Hoechst. Las imagenes mostradas

son representativas de tres experimentos independientes.
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Para finalizar, y teniendo en cuenta que en este estudio no se ha podido analizar el
reconocimiento frente a los primeros 84 aa de la periferina, los resultados obtenidos en este
apartado confirman que los linfocitos B procedentes del infiltrado de islotes pancredticos
reconocen de forma comun, un epitopo lineal de 17 aa de longitud localizado en la regién
L475-S491 del extremo C-terminal de la periferina. Estos datos concuerdan con el trabajo
publicado por la Dr. C. Puertas [167], donde el andlisis del reconocimiento de los hibridomas
anti-PRPH aislados del infiltrado pancreatico, revelo que Unicamente reconocian las isoformas
Per58 y Per61. Como se puede observar en la figura 9, los ultimos 6 aa del epitopo minimo
presente en PRPH 475-491, se encuentran truncados en la isoforma Per 56 de la periferina

debido a un proceso de procesamiento alternativo, lo que explicaria este resultado.

507 aa
17 aa
EPITOPO
Per 61 N LIRTIETRDGEKVVTES c
Per 58 N — LIRTIETRDGEKVVTES c
Perse N I c

Figura 9. El epitopo L475-5491 de la periferina, se encuentra presente tnicamente en las isoformas Per58 y Per61
de la proteina. Esquema de la estructura de las diferentes isoformas de la PRPH. La isoforma Per56 presenta la

secuencia del epitopo truncada debido a procesos de splicing alternativo de la proteina.
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2 ESTUDIO DE LA RESPUESTA HUMORAL ANTI-PERIFERINA EN
RATONES NOD Y CEPAS RESISTENTES A DT1

2.1 Determinacion del desarrollo e isotipo de la respuesta de
anticuerpos anti-periferina generada en ratones NOD.

Una vez determinada la secuencia del epitopo, utilizando como herramienta principal los
hibridomas procedentes de linfocitos B anti-PRPH infiltrantes de islotes, se llevd a cabo un
analisis de la respuesta de anticuerpos generada frente a la periferina en ratones. Para ello, se
analizaron por ELISA sueros de ratones de 24 semanas de edad utilizando las proteinas PRPH
85-140, PRPH 129-193, PRPH 182-239, PRPH 5 230-293, PRPH 6 282-386, PRPH 375-450 y PRPH
429-507. La deteccién se realizd con anticuerpos secundarios anti-IgG y anti-lgM de ratén.
Como se puede observar en la figura 10, en ratones NOD existe una respuesta predominante
de anticuerpos con isotipo IgG frente a la proteina PRPH 429-507, reconocida también por los
hibridomas anti-PRPH. Por el contrario, la respuesta de anticuerpos IgM anti-PRPH es casi

indetectable tanto a 5 semanas (datos no mostrados) como a 24 semanas.

£ 025 ok T 025
s 0.20 S 0.20
¥ 0.5 S 0.5
2 0.10 S o0.10 s
S 0.05{. Em 0.05
= 0.00 = 0.00
PR O, 6%,90 S S\
e QS N AP PR
QT RV R A2 A N b UG ACNC
FRARXRRXRR KRR
CEEEEEE VLELEEE
Proteinas Recombinantes Proteinas Recombinantes

Figura 10. Los ratones NOD desarrollan una respuesta IgG frente a la proteina recombinante PRPH 429-507 de la
periferina. ELISA de detecciéon de anticuerpos IgG (izquierda) e IgM (derecha) en suero de hembras NOD de 24
semanas de edad frente a las proteinas PRPH 85-140, PRPH 129-193, PRPH 182-239, PRPH 5 230-293, PRPH 6 282-
386, PRPH 375-450 y PRPH 429-507. Los datos mostrados (media + SD) son representativos de 3 experimentos
independientes. Los valores obtenidos para la proteina GST control han sido sustraidos previamente. El analisis

estadistico aplicado es el modelo de ANOVA de un factor (***P < 0.001, **P < 0.01, *P <0.05).

Con el objetivo de confirmar la especificidad anti-PRPH de los anticuerpos IgG detectados en
suero de ratones NOD, se llevd a cabo un ELISA de competicién. Para ello, se bloquearon los

anticuerpos de suero de ratones de 24 semanas, con concentraciones crecientes de péptido
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sintético PRPH 473-495, y un péptido no relevante como control. En este experimento, se
utilizé proteina PRPH 473-495 pegada a placa. Como se puede observar en la figura 11, el
péptido sintético PRPH 473-495, es capaz de inhibir la unién de los anticuerpos IgG de ratones
NOD a la proteina PRPH 473-495. Nuevamente la inhibicién de la unidn, alcanza casi el 100% a
altas concentraciones de péptido, de forma similar a los resultados obtenidos con los mAb de
los diferentes hibridomas, indicando que en ratones NOD la respuesta de anticuerpos anti-
periferina tendria un perfil de baja afinidad.

© Péptido PRPH 473-495

X Figura 11. El péptido sintético PRPH 473-495 es capaz de inhibir la unién de
S Péptido Irrelevante

los anticuerpos IgG presente en suero de ratones NOD. ELISA de competicion

s ° v con diferentes concentraciones de péptido sintético PRPH 473-495 y péptido
g 50 irrelevante como control. La detecciéon es llevada a cabo con proteina
E recombinante PRPH 473-495 pegada a placa. Los valores mostrados (media +
® 100 SD) son representativos de tres experimentos independientes.

S N o & ®
\,@.\@

Concentracién péptido

[uM]

Con el objetivo de estudiar el desarrollo de esta respuesta de anticuerpos, se analizaron los
niveles de 1gG presentes en suero de ratones NOD de diferentes edades. Para ello, se llevd a
cabo un analisis de suero de hembras y machos de ratones NOD de 5, 7, 14 y 24 semanas de

edad, mediante ELISA. Para la detecciodn se utilizd proteina PRPH 429-507 pegada a placa.

NOD/LtJ Machos NOD/LtJ Hembras

-+ 5 Semanas
« 7 Semanas
=+ 14 Semanas

= 24 Semanas

0.205 0.20-

0.151 0.15-

Anti-PRPH 429-507 1gG
(UR)

0.104 0.104
0.05 ' 0.05
0.00———7———————— 000 .
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Factor Dilucién Suero

Figura 12. La respuesta Ig G anti-PRPH detectada en suero de ratones NOD aumenta con la edad. ELISA de
deteccién de anticuerpos IgG en suero de machos y hembras NOD de 5, 7, 14 y 24 semanas de edad frente a la
proteina PRPH 429-507. Los datos mostrados en forma de unidades relativas (UR) en cada punto y edad, son la
media + SD de los valores obtenidos para 5 ratones independientes, tras la previa sustracciéon de los valores

obtenidos para la proteina control GST.
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Como se puede observar en la figura 12, la presencia de anticuerpos anti-PRPH es detectable al
menos a partir de las primeras 5 semanas del desarrollo, y en el caso de las hembras parece

aumentar con la edad.

2.2 Analisis de los niveles de anticuerpos anti-periferina en cepas de

ratones resistentes a diabetes tipo 1.

La generacidon de una respuesta IgG de anticuerpos anti-PRPH en ratones NOD de forma
temprana, y su incremento durante el desarrollo, podria ser reflejo del proceso de infiltracion
y destruccién de los islotes pancreaticos. Con el objetivo de analizar esta relacidn, se llevé a
cabo un analisis de anticuerpos anti-PRPH en suero de diferentes cepas de ratones resistentes
a la diabetes. En este experimento, se analizd la respuesta en ratones NOR (no desarrollan ni
insulitis, ni DT1), ratones procedentes del cruce F1 [NODxNOR] (desarrollan insulitis, pero no
DT1) y ratones C57BL/6. Para ello, se obtuvo suero de ratones entre las 3 y 31 semanas de
edad, y se analizd la presencia de anticuerpos frente a la proteina recombinante PRPH 429-

507. Estos experimentos fueron realizados en colaboracidn con el laboratorio del Dr. J.

Verdaguer.
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Figura 13. La respuesta de anticuerpos anti-PRPH se desarrolla también en cepas de ratones resistentes a
diabetes. ELISA de deteccion de anticuerpos IgG frente a la proteina PRPH 429-507, en suero de hembras y machos
NOD/Ltj, NOR, F1 [NODxNOR] y C57BL/6, de 3, 5, 7, 12, 20 y 31 semanas de edad. Los valores se muestran en forma
de unidades relativas (RU), y proceden de la sustraccion previa de los valores obtenidos para la proteina control GST
y la estandarizacién frente a los valores obtenidos con un anticuerpo anti-histidinas. En cada barra se representa la
media + SD de 5 ratones. El analisis estadistico aplicado es el modelo de ANOVA de un factor (***P < 0.001, **P <

0.01, *P < 0.05).
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Como se puede observar en la figura 13, las diferentes cepas de ratones resistentes a diabetes
analizadas en este estudio, desarrollan una respuesta de anticuerpos anti-PRPH. De forma
similar a la respuesta detectada en ratones NOD, las hembras parecen desarrollar una
respuesta superior comparado con los machos. Sin embargo, el fondo genético NOD parece
condicionar la susceptibilidad al desarrollo temprano de esta respuesta, pues en ratones
C57BL/6 no emparentados genéticamente con estos, los anticuerpos se detectan de forma
mas tardia a partir de las 12 semanas. Por tanto, la respuesta de anticuerpos anti-PRPH parece
no estar vinculada con el proceso de infiltracidn destructiva de islotes, lo que indica que podria
tratarse de una respuesta natural de anticuerpos. Sin embargo, hay que tener en cuenta que
en ratones NOD la presencia temprana de anticuerpo anti-PRPH, podria favorecer el proceso

de destruccion de células B pancreaticas.

2.3 Induccion de anticuerpos anti-periferina en ratones NOD tras
inmunizacion con proteina recombinante PRPH 429-507.

Con el objetivo de analizar la capacidad de respuesta in vivo de los linfocitos B anti-PRPH, se
llevaron a cabo experimentos de inmunizacién de ratones NOD de 12 semanas con 2 dosis de
100 ug de proteina GST-PRPH 429-507 en presencia de CAF (Complete Freund’s Adjuvant) en la
primera inmunizacién, y 100 ug de proteina en presencia de IAF (Incomplete Freund’s
Adjuvant) en la segunda a los 21 dias. Como control se utilizaron ratones naive de la misma
edad. Los ratones fueron sacrificados a los 6 dias, y se analizaron los niveles de anticuerpos
IgG en suero frente a la proteina recombinante PRPH 467-507, y la proteina control GST
mediante ELISA. Como se puede observar en la figura 14, la inmunizacién con proteina PRPH
467-507 (derecha) induce la produccién de anticuerpos anti-PRPH de forma débil comparado

con la respuesta de anticuerpos desarrollada frente a GST (izquierda).
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4 Inyectado con PRPH428-507
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Figura 14. La inmunizacién de ratones NOD con proteina PRPH 429-507 induce una débil respuesta de anticuerpos
IgG anti-periferina en suero. ELISA de deteccidn de anticuerpos Ig G en suero de hembras NOD/Ltj de 12 semanas
de edad inmunizadas con dos dosis de 100 pg de proteina recombinante PRPH 429-507, a 0 y 21 dias, en presencia
de adyuvante CAF e IAF respectivamente. Para la deteccidn de anticuerpos se utilizé la proteina PRPH 467-507. A la
izquierda de la figura, se muestra la grafica de deteccidn de anticuerpos anti-GST y a la izquierda la de anticuerpos
anti-PRPH. Los datos representados son la media + SD de los valores obtenidos para un total de 5 ratones por
grupo; en el caso de los anticuerpos anti-PRPH, se han sustraido previamente los valores obtenidos para la proteina

GST control. El andlisis estadistico aplicado es el modelo de ANOVA de un factor (***P < 0.001).

2.4 Respuesta de anticuerpos anti-periferina en ratones transgénicos

NOD TCRa -/-.

Con el objetivo de analizar la importancia de la contribucion de los linfocitos T en la respuesta
anti-PRPH, se llevé a cabo el andlisis de esta respuesta en ratones NOD TCRa-/-. Esta cepa de
ratones presenta una mutacién a nivel de los genes de expresion de la cadena a del TCR que
impide el correcto desarrollo y la maduracién de linfocitos T af. Se analizaron mediante ELISA
los niveles de anticuerpos frente a la proteina PRPH 429-507, en ratones de 9 semanas de
edad. Como se puede observar en la figura 15, estos ratones presentan una menor respuesta
de anticuerpos en suero comparado con ratones control NOD de la misma edad, lo que

pondria de manifiesto la colaboracién de los linfocitos T y B en la respuesta.

; 1.5 TM' Figura 15. Los ratones NOD.TCRa -/- desarrollan una respuesta deficiente de
% £ —_ anticuerpos anti-PRPH. ELISA de deteccion de anticuerpos anti-PRPH frente a la
Elé 101 proteina PRPH 429-507, en suero de machos NOD/Lt) y NOD.TCRa -/- de 9
é CD), 0.5- semanas. Los datos representados son la media + SD de los valores obtenidos
-ilé - i para 5 ratones por grupo. Los valores obtenidos para la proteina GST control
< 0.0 N han sido sustraidos previamente. El valor de p se ha calculado mediante analisis
e00\\‘}\ «GQP‘X estadistico por t de Student.
Ko
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3 ESTUDIO DE LA RESPUESTA CELULAR ANTI-PERIFERINA EN EL
MODELO DE RATON NOD

3.1 Desarrollo de moléculas octaméricas para el estudio de linfocitos B

anti-periferina.

Con el objetivo de analizar el desarrollo de la respuesta de linfocitos B ex vivo, en este estudio
se desarrollaron multiples estrategias direccionadas a la generacidon de moléculas de deteccidn
especifica de linfocitos B anti-PRPH.

En una primera aproximacion, se generaron tetrdmeros con la proteina recombinante PRPH
429-507 conjugada a moléculas de estreptavidina-ficoeritrina (SA-PE). La tincidn de linfocitos B
resultante mostrd un elevado ruido de fondo, posiblemente debido a la unién inespecifica de
linfocitos B a la regiéon GST de la proteina. En un segundo intento, se generd por un lado
mondmero de péptido sintético PRPH 475-491 conjugado directamente a FITC, y por otro,
tetrdmeros de péptido sintético PRPH 475-491 conjugados SA-PE. Ambas estrategias
fracasaron tifiendo linfocitos B, posiblemente debido a la baja afinidad de los anticuerpos por
el epitopo.

Para aumentar la valencia de unidn del anticuerpo-péptido y solventar el problema de la baja
afinidad, se desarrollé una nueva molécula en forma de octamero con los péptidos presentes
en las proteinas PRPH 467-507 y PRPH 473-495. Para ello y usando las construcciones y
tecnologia utilizadas en la produccidon de tetrdmeros de clase Il de nuestro laboratorio, se
fusionaron estas secuencias de PRPH a la cadena a y B de la molécula A#’, en posicion Ny C
terminal segun se explica en el apartado 1.2 de la seccidén de materiales y métodos.

Las diferentes estructuras generadas, asi como las moléculas control de cada una de ellas se
muestran en la figura 16. Como se puede observar, esta estructura presenta una regién de
unién a biotina que permite su conjugacién a moléculas de estreptavidina fluorescentes. Una
vez conjugados los dimeros con la estreptavidina, se generan moléculas finales en forma de

octamero con los péptidos PRPH 473-495 o PRPH 467-507.
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Figura 16. Esquema de la estructura de los
octameros de periferina en posicion C terminal y N
terminal y sus correspondientes moléculas
control. Los fragmento PRPH 467-507 y PRPH 473-
495, estan fusionados a la regidon C o N terminal de
la cadena a y B de la molécula de clase Il A¢’. La
cadena a contiene una secuencia de unién a biotina
con capacidad de wunirse a una moléculas
fluorescentes de estreptavidina (SA-PE) generando

asi estructuras finales en forma de octamero.

3.2 Validacion de los octameros de periferina para estudios de

deteccidon de linfocitos B anti-periferina ex vivo en ratones NOD.

Una vez expresadas y purificadas las diferentes construcciones A8/PRPH 467-507 y A8’/PRPH

473-495 y sus correspondientes controles, se procedié al andlisis de su reconocimiento y

funcionalidad. En la figura 17, se puede observar un gel con las diferentes proteinas

purificadas.
\3
(O o
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V“‘;Q l“.‘b Q\‘\" v?"(' Qgﬁ“’%ﬁﬁ
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EPITOPO SECUENCIA
PRPH 357.507 DSHSKKMYLIRTIETRDGEKVVTESQKEQHSDLDKSS IHSY
PRPHy473. 405 MVLIRTIETRDGEKVVTESQKEQ

Figura 17. SDS-PAGE de las diferentes proteinas fusionadas a A#’ en posicion C y N terminal, y sus

correspondientes controles. En la tabla de la parte inferior, s

e muestra la secuencia de la PRPH expresada y en

negrita se resalta la localizacidn dentro de la secuencia del epitopo L475-5491.
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En un primer paso se analizd mediante ELISA el reconocimiento de las proteinas por los
anticuerpos IgG presentes en suero de ratones NOD de 24 semanas de edad. Como se puede
observar en la grafica de la figura 17, los anticuerpos presentes en suero reconocen las
estructuras A%/PRPH 467-507 y A®/PRPH 473-495 tanto en posicion N como C terminal,
aunque frente a esta Ultima se detecte una menor sefial. A la derecha, se muestra el

reconocimiento de las proteinas por los anticuerpos de suero mediante Dot Blot.

0.4+

1gG (OD 492 nm)

Figura 18. Los péptidos de periferina fusionados a moléculas de A87 son reconocidos por el hibridoma anti-PRPH
16 y los anticuerpos presentes en suero de ratones NOD. En la imagen de la izquierda, se muestra el resultado del
analisis del reconocimiento de las proteinas por el mAb del sobrenadante anti-PRPH 16. En la grafica de la derecha,
se muestra mediante ELISA el reconocimiento de anticuerpos IgG de suero de ratones NOD de 24 semanas frente a
las diferentes proteinas. Las proteinas se unieron a placa mediante interaccidon avidina-biotina. Los datos

representados son la media + SD de los valores obtenidos por pocillo.

Tras comprobar el reconocimiento de las proteinas generadas, a continuacion se llevd a cabo
la tincion de superficie del hibridoma 16 con los diferentes octameros conjugados a SA-PE. El
andlisis de las células se realiz6 mediante citometria de flujo. Como se puede observar en la
figura 19, la molécula A®/PRPH 467-507 en posicidn C terminal es capaz de unirse a la
superficie del hibridoma, mientras su correspondiente control es negativo. Sin embargo, en el
caso de la molécula A®/ PRPH 467-507 en posicion N terminal, a pesar de unirse a la superficie
del hibridoma, no se puede diferenciar del ruido de fondo de la molécula control, lo que la
invalida para su uso. Como se puede observar en la figura, las construcciones con el péptido
PRPH 473-495 no se unen al hibridoma, posiblemente debido a un problema de accesibilidad
al epitopo dentro de la estructura.

Para todas las moléculas, se probaron diferentes condiciones de tincién, variando el tiempo,

temperatura y concentracién, con el objetivo de optimizar la tincion.
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Control A8 Nt A¥[PRPH467-507 Nt A#’/PRPH 473-495 Nt
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[ AntidgG

Control A27/GPI Ct Af/PRPH467-507Ct  A®/PRPH 473-495 Ct
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Figura 19. Tincion del hibridoma anti-PRPH 16 con octameros de periferina. En la parte derecha de la figura, se
muestra el histograma del analisis de la expresion de IgG de superficie del hibridoma. En la parte izquierda, se
muestran los histogramas resultantes de la tincidn con las diferentes construcciones octaméricas de periferina

conjugadas a estreptavidina-PE.

La tincidn inicial observada con las moléculas A8’/PRPH 467-507 C a pesar de ser positiva, es
poco intensa, probablemente debido a la inestabilidad del hibridoma y a la pérdida de
expresion de BCR de superficie. Por este motivo, se decidid realizar una seleccién por
citometria de las células mas positivas. Como se puede observar en la figura 20, tras el proceso
de separacion celular, el hibridoma 16 se tifie mas intensamente con los octdmeros A8’/PRPH
467-507 C. Por otra parte, y para verificar la union especifica del octdmero a la superficie de las
células, se realizd un experimento de tinciéon control con la linea de células pre-B E300.19.
Como se puede observar en la figura 20 resulté ser negativa. Por tanto, este resultado
confirma que la unién del octamero a la superficie del hibridoma 16, no es aleatoria sino que

esta determinada por la especificidad del BCR de superficie.

Figura 20. Especificidad de As?/PRPH
E300.19 16 Postsorting € P /

[ A9TIGPI Ct 467-507C por el hibridoma 16. A la
a7 g

[ ] ATIPRPH 467-507 Ct izquierda, se muestra la tincion de la

linea pre-B E300.19 con los octameros

de A87/PRPH 467-507C. A la derecha,

la tincion obtenida tras realizar un

Octamero PE sorting del hibridoma 16 con el

octamero Ag’/PRPH 467-507C. As7/GPI

Ct es la molécula control de la tincién.
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Con el objetivo de demostrar la unidn especifica del octdmero al BCR de superficie, se llevo a
cabo un experimento de bloqueo de la tincién. Para ello, se incubaron previamente los
octdmeros A®/PRPH 467-507C y A®’/GPI, con el mAb del sobrenadante del hibridoma anti-
PRPH 228E1. Como se puede observar en la figura 21, el mAb 228E1 es capaz de bloquear la
unién de los octdmeros A®/PRPH 467-507C al BCR de superficie del hibridoma 16, lo que
demuestra que ambas inmunoglobulinas reconocen el epitopo presente en la molécula

octamérica.

Figura 21. El mAb del hibridoma 228E1 bloquea la unién de octameros

Ag7/PRPH 467-507C al BCR de superficie del hibridoma 16. En el

histograma se muestra la union de las construcciones A&’/PRPH 467-507C

y Ag7/GPI sin bloquear (lineas continuas) y bloqueadas con el

I
Octamero PE

monoclonal de la linea 228E1 (lineas discontinuas) a la superficie del
= Aq7/PRPH467-507C hibridoma anti-PRPH 16.
Ag7IGPI
meesns Aq7/PRPH467-507C|+228E1
— = AgQ7IGPI mAb

Una vez analizada la especificidad de unién de los octdmeros A8”/PRPH 467-507C a la superficie
del hibridoma 16, se llevd a cabo un andlisis de deteccién de linfocitos B CD19 en nddulos
pancreaticos, bazo y peritoneo de hembras de ratones NOD de 7 semanas. Como se puede
observar en la figura 22, A¥/PRPH 467-507C es capaz de detectar linfocitos B anti-PRPH que
varian en porcentaje segun el érgano. Asi pues, en nédulos pancredticos se detecta un 0.09%,
en bazo un 0.07% vy en peritoneo un 0.38%. El porcentaje mostrado esta referenciado a la

poblacién linfocitos B CD19 totales.

A9 /PRPH47.507Ct AJIGPI

0.19% 0.1% Figura 22. Los octimeros A8’/PRPH 467-507C

Nédulos detectan linfocitos anti-PRPH en diferentes drganos
Pancreéticos

de los ratones NOD. Tincidn de nédulos pancreaticos,

bazo y peritoneo de hembras de ratén NOD de 7

0.09% semanas de edad. Analisis por citometria de flujo,
B o

utilizando el panel de anticuerpos CD19+, CD8-, CD4,

Bazo

F4/80-, PI- y octdmeros A8&/PRPH 467-507C o

A87/GPI control, conjugados a SA-PE.

Octamero

047% | .- 0.08%

Peritoneo
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Por tanto, estos resultados muestran como los octdameros A®/PRPH 467-507C son
herramientas utiles en la deteccién de poblaciones de linfocitos B anti-PRPH en ratones NOD.
Como se puede observar en la figura 23, la técnica de tincidén no esta exenta de ruido de
fondo. Este ruido puede proceder del reconocimiento del fluorocromo, la estreptavidina u
otras regiones de la molécula, aunque en principio los andlisis por ELISA no detectan en suero
de ratones anticuerpos frente a la molécula control.

Con el objetivo de reducir el ruido de fondo introducido por los fluorocromos, se llevé a cabo

una doble tincién con octdmeros A8’/PRPH 467-507C y A8’/GPI, conjugados a PE y APC.

Figura 23. La doble tincion con octameros

As7/PRPH  467-507C conjugados a dos

0.032% 1.

fluorocromos diferentes reduce el ruido de fondo

de la técnica. Tincion de linfocitos B de peritoneo

de hembras de ratén NOD de 7 semanas de edad

A% /GPI PE

utilizando el panel de anticuerpos CD19+, CDS§-,

A7 {PRPH467-507Ct PE

CD4-, F4/80- y PI-, y los octameros A87/PRPH 467-
A&7 /PRPH 467-507Ct APC A®? /GPI APC

507C o A&7/GPI control conjugados a PE y APC.

Como se puede observar en la figura 23, la tincidn especifica de linfocitos B con la molécula

A®’/PRPH 467-507C, se mantiene mientras el ruido de fondo de la molécula control se reduce.

Por dltimo, con el objetivo de demostrar la especificidad anti-PRPH de los linfocitos B
marcados con octdmeros A8’/PRPH 467-507C en ratones NOD, se llevé a cabo un ensayo de
ELISPOT con linfocitos B previamente purificados por separacién celular mediante doble
tincion con octdmeros de A8/PRPH 467-507C en PE y APC. Para la deteccién se utilizé la
proteina recombinante PRPH 429-507. Tras la separacion celular, se sembraron por pocillo
4000 células CD19 anti-PRPH purificadas, 4000 células CD19 totales como control negativo, y
1000 células del hibridoma 16 como control positivo, estimuladas con anticuerpo anti-CD40.
Tras 72 horas de cultivo se analizé la secrecion de anticuerpos.

Como se puede observar en la figura 24, solamente el hibridoma anti-PRPH y los linfocitos B
purificados con los octdmeros de A8/PRPH 467-507C, secretan anticuerpos capaces de

reconocer la proteina recombinante PRPH 429-507.
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Figura 24. ELISPOT de linfocitos B anti-PRPH purificados con octameros A8’/PRPH 467-507C. En este experimento,
se cultivaron linfocitos B CD19 anti-PRPH procedentes de la separacion celular mediante doble tincién con
octameros A&’/PRPH 467-507C PE y APC, linfocitos B CD19 totales como control negativo y células de hibridoma 16
como control positivo. Las células se estimularon durante 72 horas en presencia de anticuerpo anti-CD40, en placas
con proteina PRPH 429-507 y proteina GST control unida a membrana. La deteccidén de anticuerpos se llevd a cabo
con anticuerpo anti-kappa. La grafica superior muestra los valores (media + SD) representativos de uno de dos

experimentos. El anadlisis estadistico aplicado es el modelo de ANOVA de dos factores (***P < 0.001).

En conjunto, estos experimentos demuestran que la técnica de deteccién con octameros

A8 /PRPH 467-507C, es vélida para el estudio de linfocitos B anti-PRPH.

3.3 Estudio de la distribucion de linfocitos B anti-periferina durante el

desarrollo de la DT1.

Con el objetivo de analizar el desarrollo de la poblacién de linfocitos B anti-PRPH en ratones
NOD, se llevod a cabo un andlisis de la frecuencia de estos linfocitos a 4, 6, 8 y 15 semanas de
edad en bazo, nddulos pancreaticos y peritoneo. En paralelo, también se analizo el infiltrado
celular de islotes pancredticos de ratones NOD de 5, 10 y 15 semanas de edad. Las muestras
obtenidas se procesaron por citometria de flujo, utilizando un panel de anticuerpos especifico
para linfocitos B compuesto por CD19+, CD8-, CD4-, F4/80-, PI- y octdmeros A%’ /PRPH 467-
507Cy A®/GPI control.

El andlisis de la frecuencia de linfocitos B anti-PRPH muestra la presencia de estos linfocitos en
todos los érganos analizados en el estudio, a partir de las 4 semanas de edad (figura 25A). Tal

como se observd anteriormente con la respuesta de anticuerpos, las hembras presentan
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frecuencias superiores de linfocitos B anti-PRPH, comparado con los machos. Como se puede
observar en la grafica de peritoneo, las frecuencias detectadas en esta regién son muy
superiores a las observadas en el resto de compartimentos analizados, alcanzando

sorprendentemente valores de hasta un 0.5% en hembras de 15 semanas de edad.
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Figura 25. Estudio de la frecuencia de linfocitos B anti-PRPH durante el desarrollo de ratones NOD. A. Analisis por
citometria de flujo de la frecuencia y evolucion de la poblacidn de linfocitos B anti-PRPH en nddulos pancredticos,
bazo y peritoneo de hembras de ratéon NOD de 4, 6, 8 y 15 semanas de edad. Panel de anticuerpos utilizados CD19+,
CD8-, CD4-, F4/80- y PI- y octameros A87/PRPH 467-507C o A&7/GPI control. Los porcentajes se muestran dentro
de la poblacidn total de linfocitos CD19, una vez sustraidos los valores del octamero control Ag7/GPI. El valor de p se
ha calculado mediante andlisis estadistico por t de Student. B. Analisis de la evolucién de la poblacién de linfocitos B
anti-PRPH y de linfocitos B totales, dentro del infiltrado de islotes pancredticos de ratones NOD de 5, 10 y 15
semanas, utilizando el mismo panel de anticuerpos. A la derecha, se muestra una tincidn de islotes pancreaticos a

15 semanas de edad.

Por otra parte, se observd un aumento progresivo de la frecuencia de esta poblacion en
nodulos pancreaticos y peritoneo hasta las 15 semanas de edad. A nivel de islotes pancreaticos
(figura 25B), en ratones de 5 semanas de edad no se pudieron detectar células anti-PRPH
presentes en el infiltrado, pero si a partir de las 10 de edad, con una frecuencia del 0.15% que
se mantiene constante hasta las 15 semanas de edad. En la figura 25C, se muestra un ejemplo

de tincion de islotes con octdmeros A8’/PRPH 467-507C.
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3.4 Analisis del fenotipo y estado de activacion de la poblacion de
linfocitos B anti-periferina presente en ratones NOD.

La elevada frecuencia de linfocitos anti-PRPH en peritoneo comparado con otros érganos
podria relacionar a esta poblacidon con el compartimento de linfocitos B de tipo B1. Con el
objetivo de caracterizar la naturaleza de esta poblacién, se llevd a cabo un andlisis de fenotipo
en ratones NOD de 7 y 10 semanas. Para ello, se utilizaron 2 paneles de anticuerpos, el panel |
con los marcadores IgD e IgM, con el objetivo de determinar el estado de maduracidn de las
células en fase transicional T1 (IgM+IgD-) o T2 (IgM+IgD+), y el panel Il, con los marcadores
Mac1l y CD5, para detectar poblaciones de células B tipo B1 (Mac+, CD5+ [Bla] o CD5-[B1b]) y
tipo B2 (Macl-, CD5-). Ambos paneles comparten un marcaje comun con anticuerpos CD19+,
CD8-, CD4-, F4/80- y Pl-, y doble marcaje con octdmeros A8’/PRPH 467-507C PE y APC.

Como se puede observar en la la figura 26A, los octdmeros A8’/PRPH 467-507C PE detectan
linfocitos B anti-PRPH transicionales de tipo 1 (IgM+IgD-) en bazo y peritoneo. Por otra parte,
en todos los compartimentos se detectan linfocitos B anti-PRPH transicionales de tipo 2
(lgM+1gD+), y en torno a un 50% en bazo y nddulos pancreaticos, y un 30% en peritoneo,
parecen haber entrado en el compartimento de linfocitos B maduros. Curiosamente a esta
edad en peritoneo, se detectan entorno a un 5% de linfocitos negativos para los marcadores
IgD e IgM, que parecen haber sufrido procesos de cambio de isotipo. En experimentos
paralelos, se intenté comprobar la presencia de linfocitos B anti-PRPH I1gG, dado que es la
respuesta mayoritaria detectada en suero de ratones, pero debido a la reactividad cruzada con

otros isotipos, los resultados no fueron concluyentes.

Por otra parte, el analisis del infiltrado de islotes pancreaticos de ratones NOD de 10 semanas
de edad (figura 26C), reveld la presencia de aproximadamente un 68% de linfocitos B anti-
PRPH en estado transicional tipo 2 y un 19% en estado de linfocito maduro. No se detect6 la
presencia de linfocitos B con signos de activacién y cambio de isotipo en este compartimento,
al menos a esta edad. Es importante destacar que el estudio mediante la deteccion con
octameros, se restringe a linfocitos B que presentan inmunoglobulinas de superficie, por lo
que si estas células con perfil 1gG estuvieran en fase terminal de célula plasmatica, no

podriamos detectar la respuesta.
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Figura 26. Fenotipo de los linfocitos B anti-PRPH detectados en ratones NOD. A y B. Andlisis por citometria de
flujo, de células anti-PRPH presentes en nddulos pancreaticos, bazo y peritoneo de hembras de ratén NOD de 7
semanas de edad. Panel de la parte inferior IgD+ e IgM+, panel de la parte superior Macl+ y CD5+. Panel de
anticuerpos comun CD19+, CD8-, CD4-, F4/80- y PI- y doble marcaje de octameros A87/PRPH 467-507C PE y APC.
C. Analisis por citometria de flujo del infiltrado de islotes pancreaticos de ratones NOD de 10 semanas de edad.
Panel de la parte superior IgD+ e IgM+, panel de la parte inferior Macl+ y CD5+. Panel de anticuerpos comun

CD19+, CD8-, CD4-, F4/80- y PI-, y doble marcaje de octameros As7/PRPH 467-507C PE y APC.

Por otra parte, como se muestra en la parte inferior de la figura 26A, la poblacién de linfocitos
B anti-PRPH detectados con octdmeros de A®/PRPH 467-507C se distribuye de forma
heterogénea entre poblaciones de tipo B2 y tipo B1. En el caso de peritoneo nicho natural de
poblaciones B1l, en torno a un 50% presentan fenotipo B2, mientras un 35% presenta
marcadores de linfocitos B1. Las poblaciones de linfocitos B1 se caracterizan por su capacidad
de auto-renovacion y como ya se ha explicado anteriormente por la secrecién de anticuerpos
naturales y autoanticuerpos. Este resultado reforzaria la idea de que el peritoneo podria ser un
nicho de linfocitos B anti-PRPH secretores de anticuerpos autoreactivos de isotipo IgG o de
linfocitos B anti-PRPH de memoria tipo B2.

Por otra parte, a nivel del infiltrado de islotes pancreaticos de ratones NOD de 10 semanas

(figura 26C), pese a detectar la presencia linfocitos B tipo B1, Unicamente se han podido
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detectar linfocitos anti-PRPH de tipo B2. Por tanto, este resultado indica que pese a la
heterogeneidad de esta poblacidn, Unicamente la respuesta de linfocitos B2 estaria

relacionada con el proceso de infiltracién de los islotes.

Por otra parte, se llevd a cabo el analisis de la distribucidn de los linfocitos anti-PRPH dentro
del compartimento de linfocitos B foliculares (CD23+CD21-) y linfocitos B marginales (CD23-
CD21+). Para ello, se analizaron muestras de bazo de ratones NOD de 7 semanas con el panel
de anticuerpos CD23+, CD21+ CD19+, CD8-, CD4-, F4/80- y PI-, y doble marcaje con octdmeros
A8’/PRPH 467-507C PE y APC. Como se puede observar en la figura 27, la poblacién de

linfocitos B anti-PRPH presenta una distribucién heterogénea entre ambos compartimentos.

Linfocitos B totales Linfocitos B PRPHc

i ] Linfocitos B PRPH¢
[ Linfocitos B totales

cD23
% Linfocitos B

Figura 27. Distribucion de los linfocitos B anti-PRPH dentro del compartimento de linfocitos B foliculares y
marginales. Andlisis de la poblacidn de linfocitos B foliculares y marginales anti-PRPH en bazo de hembras de ratén
NOD de 7 semanas. Panel de anticuerpos utilizados para el analisis CD23+, CD21+ CD19+, CD8-, CD4-, F4/80- y PI-,
y doble marcaje con octameros Ag7/PRPH 467-507C PE y APC. A la izquierda de la imagen, se muestra un ejemplo
de tincidn, y a la derecha una gréfica comparativa de la frecuencia de distribucién de los linfocitos B anti-PRPH y la
poblacion de linfocitos B CD19 total. La grafica muestra los valores (media + SD) de un grupo de 5 ratones. El

andlisis estadistico aplicado es el modelo de ANOVA de 1 factor (***P < 0.001).

Por dltimo, se analizd el estado de activacidon de los linfocitos anti-PRPH en bazo, nédulos
pancreaticos y peritoneo. Para ello, se analizé la expresion de la molécula CD86 (B7.2)
implicada en sefiales de activacion, y la expresion de CD44 molécula de adhesion implicada en
procesos de migracion. Para este experimento, se utilizaron hembras NOD de 7 semanas de
edad. Como se puede observar en la figura 28, la expresién de CD86 es similar en todos los
compartimentos. A nivel de CD44, los linfocitos anti-PRPH de peritoneo presentan una mayor
expresion comparado con el resto de drganos y la poblacidn general de linfocitos CD19, lo que
podria indicar que los linfocitos B anti-PRPH son células con una elevada capacidad de

recirculacién y migracidn hacia otros tejidos.
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Figura 28. Expresion de CD86 y CD44 en linfocitos B anti-PRPH Andlisis de la expresion de CD44 y CD86 en células
anti-PRPH por citometria de flujo, en nddulos pancreaticos, bazo y peritoneo de hembras de raton NOD de 7
semanas de edad. El panel de anticuerpos utilizado comprende CD44+, CD86+ CD19+, CD8-, CD4-, F4/80-, PI-, y
doble marcaje con octameros A&’/PRPH 467-507C PE y APC. Los valores representados proceden del analisis de 3

ratones. El experimento mostrado, es representativo de 2 experimentos independientes.

3.5 Deteccion de linfocitos anti-periferina en ratones resistentes a

diabetes C57BL/6.

En este apartado, se llevd a cabo el andlisis de la frecuencia de la poblacién de linfocitos anti-
PRPH, en el modelo de ratén C57BL/6. Los ratones C57BL/6, tal y como observamos
previamente, presentan una respuesta de anticuerpos anti-PRPH mas tardia que los NOD.
Como se puede observar en la figura 29, el analisis en paralelo de los compartimentos de bazo
y peritoneo de ratones C57BL/6 de 7 semanas de edad, revelo la presencia de una frecuencia
de linfocitos B anti-PRPH significativamente menor, de casi la mitad, en ratones C57BL/6 con
respecto a NOD.

Por lo tanto, pese a que la respuesta anti-PRPH se desarrolla en ambas cepas de forma
independiente al proceso de la DT1, se encuentra incrementada tanto a nivel celular como

humoral en ratones NOD, lo que podria contribuir al desarrollo del proceso autoinmunitario.
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Figura 29. La frecuencia de linfocitos B anti-PRPH es significativamente menor en ratones C57BL/6 comparado
con ratones NOD. Deteccion de células anti-PRPH en bazo y peritoneo de hembras de ratén NOD y C57BL/6 de 7
semanas de edad. Panel de anticuerpos CD19+, CD8-, CD4-, F4/80- y PI- y octameros A&’/PRPH 467-507C o As’
/GPI control. Los porcentajes se muestran dentro de la poblacidn total de linfocitos CD19, tras haber sustraido
previamente los valores del octdmero control. La grafica muestra los valores (media + SD) de un grupo de 5 ratones

por cepa. El valor de p se ha calculado mediante analisis estadistico por t de Student.
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4 IMPLICACION DE LA POBLACION DE LINFOCITOS B ANTI-PERIFERINA
EN DT1

4.1 Aumento de linfocitos B anti-periferina en peritoneo de ratones

NOD diabéticos.

Mediante el analisis de la frecuencia de la poblacion anti-PRPH en peritoneo de ratones NOD,
se observd la presencia de una elevada dispersidon en la frecuencia de esta poblacién en
ratones de 15 semanas, edad a la cual muchas hembras debutan como diabéticas.

Por este motivo, y con el objetivo de confirmar la relacion de estas variaciones con el estado
de la enfermedad, se analizaron los niveles de glucosa en orina de ratones de 15 semanas y se
establecieron dos grupos, uno diabético y otro pre-diabético. Posteriormente, se analizd la
frecuencia y el nimero total de linfocitos anti-PRPH presentes en peritoneo. Como muestra la
figura 30, el grupo de ratones diabéticos presentaba un mayor niumero de linfocitos anti-PRPH
en peritoneo, comparado con el grupo control de ratones pre-diabéticos. Estos resultados
podrian indicar una implicacion del compartimento peritoneal en el desarrollo de la

enfermedad.
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Figura 30. Los linfocitos B anti-PRPH se acumulan preferencialmente en el peritoneo de ratones diabéticos.
Anadlisis por citometria del lavado peritoneal de hembras de ratén NOD de 15 semanas de edad pre-diabéticas y
diabéticas. Panel de anticuerpos CD19+, CD8-, CD4-, F4/80- y Pl-, y octdmeros A&’/PRPH 467-507C o A&’ /GPI
control. Los porcentajes se muestran dentro de la poblacién total de linfocitos CD19, tras haber sustraido
previamente los valores del octdmero control. La grafica muestra los valores (media + SD) de un grupo de 5 ratones

por grupo experimental. El valor de p se ha calculado mediante andlisis estadistico por t de Student.
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Los linfocitos B intervienen de forma activa en el desarrollo de diversos procesos
autoinmunitarios como artritis, lupus y diabetes tipo 1 (DT1). En el caso de la DT1, se han
descrito multiples autoantigenos implicados en el desarrollo de la enfermedad como la
insulina, GAD-65 o IA-2 [163]. La presencia de autoanticuerpos frente a estas proteinas se
considera como un importante marcador de prediccidén y diagnéstico de la DT1 en humanos. La
secuencia y naturaleza de los epitopos reconocidos por linfocitos B presentes en estas
proteinas ha sido descrita en numerosos trabajos [209, 212] .

La periferina (PRPH) es una proteina perteneciente al grupo de filamentos intermedios, con
expresion en neuronas del sistema nervioso periférico como células de Schwann y en células
del sistema endocrino como las células B-pancreaticas. La presencia de anticuerpos frente a
PRPH, fue descrita por primera vez a principios de los afios 90 en ratones diabéticos NOD [204,
213], y mas recientemente en pacientes diabéticos afectados por diferentes neuropatias [134].
Aungue hasta el momento se desconoce su papel dentro de la DT1, un estudio reciente llevado
a cabo por el equipo del Dr. J. Verdaguer [167], ha revelado la presencia de linfocitos B anti-
PRPH en el infiltrado de islotes pancredticos de ratones NOD, susceptibles al desarrollo de
diabetes, y en ratones F1 [NOD x NOR] y F1 [NOD x NOR]-8.3, que a pesar de no desarrollar
diabetes presentan insulitis. La presencia de linfocitos B anti-PRPH en ratones resistentes a
diabetes, apuntaria a la posible implicacion de esta poblacion en los pasos iniciales de
destruccién de las células B pancreaticas. Estos resultados junto con trabajos que apuntan al
desarrollo de una respuesta temprana en islote frente a elementos nerviosos [156], refuerzan
la idea de que la periferina podria ser un autoantigeno con un papel importante en el inicio de
la respuesta autoinmunitaria.

Dada la importancia del estudio de esta poblacion, en este trabajo se ha llevado a cabo un
analisis para determinar y caracterizar la secuencia de epitopos presentes en la periferina, para
posteriormente mediante el desarrollo de una innovadora técnica de marcaje especifico de
linfocitos B anti-PRPH, analizar la evolucién y fenotipo de esta poblacidon durante el desarrollo
de ratones NOD.

Estudios previos sobre la especificidad de los linfocitos B infiltrantes de islote [167], muestra
como la mayoria de linfocitos B anti-PRPH reconocen Unicamente dos de las tres isoformas
generadas por procesamiento alternativo, Per 58 y Per61. Dado que la diferencia existente
con la tercera isoforma mas corta Per56, son los uUltimos 21 aa del extremo C terminal, este

trabajo postuld la presencia de un epitopo dentro de esta region. En concordancia con estos
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resultados, el analisis de antigenicidad de la isoforma Per61 llevado a cabo en este trabajo,
revela que la mayoria de los mAbs secretados por los diferentes hibridomas de linfocitos B
anti-PRPH infiltrantes de islote analizados, reconocen un epitopo lineal minimo de 17 aa de
longitud localizado en la region L475-S491 del extremo C terminal de la periferina.
Posteriormente, mediante el analisis de anticuerpos en suero de ratones NOD de diferentes
edades, hemos comprobado que la respuesta frente a este epitopo es detectable también en
periferia. Sin embargo, y a pesar de que estos resultados muestran la presencia de un epitopo
dominante dentro de esta regidon, es necesario tener presente que este analisis no tiene en
cuenta los posibles epitopos conformacionales presentes en la proteina en estado nativo, ni en
los primeros 84 aa de la regién N-terminal, debido a su expresién truncada en el sistema
bacteriano utilizado. Por tanto, podemos descartar el desarrollo de una repuesta de linfocitos
B anti-periferina frente otros epitopos de origen conformacional o localizados en la regién N
terminal de la proteina.

El analisis de la respuesta de anticuerpos anti-PRPH en ratones NOD a diferentes edades,
muestra el desarrollo de una respuesta mayoritaria en suero de tipo IgG, detectable a partir de
las 3 semanas de edad, que aumenta de forma progresiva con la edad del animal. Por el
contrario, la presencia de anticuerpos IgM anti-PRPH en estos ratones es casi indetectable.
Por otra parte, se ha observado que durante el desarrollo de la respuesta anti-PRPH las
hembras presentan un mayor titulo de anticuerpos comparado con machos. En este sentido,
estudios llevados a cabo por el grupo de la Dra. B. Diamond muestran la importancia de los
receptores de estrégenos en la regulacién del desarrollo y supervivencia de los linfocitos B
autoreactivos, de manera que los estrégenos podrian aumentar los niveles de Bcl2
favoreciendo la supervivencia de linfocitos B autoreactivos [214].

La presencia de linfocitos B anti-PRPH infiltrantes en cepas de ratones resistentes a diabetes
con insulitis, F1 [NOD x NOR] y F1 [NOD x NOR]-8.3, pone de manifiesto la importancia de la
respuesta frente a esta proteina durante las primeras etapas de inflamacién de los islotes. Con
el objetivo de analizar la relacién entre el proceso de insulitis y la respuesta de linfocitos B
anti-PRPH, en este trabajo hemos llevado a cabo un andlisis comparativo de la respuesta de
anticuerpos detectada en suero de ratones NOD, que desarrollan insulitis y diabetes, ratones
NOR resistentes a diabetes, sin desarrollo de insulitis, ratones F1 [NODxNOR] resistentes a
diabetes, pero con desarrollo de insulitis, y ratones C57BL/6 que no desarrollan ni diabetes ni
insulitis. Los resultados obtenidos, muestran la presencia de una respuesta anti-PRPH de tipo
IgG en todas las cepas analizadas, aunque hay que sefialar que en el caso de la cepa C57BL/S6,
los anticuerpos anti-PRPH se detectan de forma mas tardia, a partir de las 12 semanas de

edad. Un estudio reciente corrobora nuestros resultados, al describir la presencia de
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anticuerpos anti-PRPH en otras cepas de ratones resistentes a la diabetes, conejos y humanos
[215].

Por tanto, a pesar de que la respuesta autoreactiva de linfocitos B anti-PRPH parece no estar
relacionada exclusivamente con el proceso de infiltracion de islotes, podria estar aumentada
en ratones con susceptibilidad a procesos autoinmunitarios. En este sentido, se ha descrito el
desarrollo de otros procesos autoinmunes como sialitis en las cepas de ratones NOD y NOR.
Los niveles de expresiéon de periferina pueden aumentar en situaciones de inflamacidn
mediadas por citocinas pro-inflamatorias como la IL-6 [216], asi como en situaciones de
regeneracién postraumatica [217]. Estos datos junto con estudios que demuestran la
presencia de una remodelacién del sistema nervioso simpatico del pancreas en ratones de 3
semanas de edad [153], nos llevan a pensar que el aumento de expresidon de periferina
durante este proceso podria ser una fuente de autoantigeno, favoreciendo la captacion de
periferina por parte de los linfocitos B y la presentacion a linfocitos T CD4 autoreactivos que
podrian colaborar y activar a los linfocitos B anti-PRPH, induciendo procesos de cambio de
isotipo en estas células. Esta hipdtesis se basa en estudios recientes, donde se ha descrito la
presencia de linfocitos anti-PRPH en islotes pancredticos con signos de hipermutacion
somatica o maduracién de afinidad [208]. Hay que sefialar que tras la captacién del antigeno,
el proceso de presentacion podria darse in situ o tener lugar en otras regiones. Se ha descrito
gue los ndédulos pancredticos son la principal regién implicada en la presentacién de antigenos
B-pancreaticos y en la activaciéon de linfocitos T CD4 autoreactivos [181], y ademds se ha
demostrado que la presencia de linfocitos B en esta region es necesaria para el desarrollo de
esta respuesta [182]. No obstante, a pesar de los indicios que apuntan a una colaboracion
estrecha con los linfocitos T CD4, hay que tener en cuenta que el cambio de isotipo de
linfocitos B, podria ser mediado también por la interaccion con células dendriticas del entorno,
a través de un mecanismo independiente de la interaccion CD40-CD40L [218].

El andlisis de la respuesta de anticuerpos de suero de ratones NOD.TCRa”/ deficientes en
linfocitos T CD4, muestra la presencia de una respuesta de anticuerpos anti-PRPH disminuida
comparada con ratones NOD, lo que reforzaria la idea de estar ante una respuesta de tipo T-
dependiente.

A pesar de ello, con los resultados obtenidos hasta el momento no podemos descartar que la
respuesta anti-PRPH, pueda tratarse también de una respuesta T-independiente mediada por
autoanticuerpos naturales de tipo IgG. Los autoanticuerpos naturales son producidos
principalmente por linfocitos de tipo B1, y se sabe que participan en el mantenimiento de la
homeostasis de tejidos y el aclaramiento de proteinas liberadas al entorno extracelular

durante procesos de senescencia y apoptosis [219]. Se ha descrito la presencia de anticuerpos
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naturales frente a otras proteinas del citoesqueleto, como actina o tubulina [220]. Un posible
indicio de que los anticuerpos anti-PRPH forman parte del repertorio de anticuerpos naturales,
es el resultado obtenido en los experimentos de competicién con el péptido PRPH 473-495,
donde se observa la baja afinidad de los anticuerpos detectados en suero de ratones NOD vy
secretados por los hibridomas 16, 228E1 y H259B, una caracteristica comun con los anticuerpos
naturales.

Posiblemente la poblacidon natural de linfocitos B autoreactivos anti-PRPH en condiciones
normales o de no autoinmunidad, contribuye al mantenimiento natural de la homeostasis de
diferentes tejidos. En situaciones de apoptosis inducida por procesos de inflamacidn
acompafiada de defectos a nivel inmunitario, podria convertirse en una poblacién con un
papel potencialmente patogénico que podria contribuir al proceso de destruccion del tejido.
En ratones NOD, se ha descrito un defecto en la capacidad de fagocitosis de los macréfagos
[221], lo que implicaria una deficiencia en el proceso de aclaramiento de proteinas liberadas al
entorno extracelular.

Uno de los objetivos planteados en este trabajo de tesis, ha sido el desarrollo de una estrategia
de marcaje y deteccién especifica de linfocitos B, que nos permitiese analizar en detalle la
poblacién de linfocitos B anti-PRPH, para comprender mejor su naturaleza y su
comportamiento durante el desarrollo de la DT1 en ratones NOD.

Para ello, se generaron multiples construcciones y se analizé su capacidad de unién mediante
citometria, usando como herramienta de andlisis el hibridomas 16, uno de los clones de
linfocitos B anti-PRPH aislados del infiltrado de islote con expresion de BCR en superficie.

Tras multiples intentos, conseguimos obtener una molécula con capacidad de unién a la
superficie del hibridoma 16. Esta molécula que recibe el nombre de A®/PRPH 467-507C, se
compone fundamentalmente de dos copias del péptido 467-507, fusionadas en posicion C
terminal a las cadenas a y B del complejo mayor de histocompatibilidad 1-A%”. Tras la
biotinilacién de la cadena a y la conjugacién a moléculas fluorescentes de SA, se generan
estructuras octaméricas fluorescentes.

Paralelamente al desarrollo de la molécula A®/PRPH 467-507C, se generé también una
segunda molécula con la secuencia 473-495 de la periferina en posicién C terminal que recibid
el nombre de A8/PRPH 473-495C. A pesar de ser reconocida por los anticuerpos presentes en
suero de ratones NOD mediante ELISA, a nivel de deteccidén por citometria el resultado fue
negativo. Una posible explicacidn a la no funcionalidad de esta molécula, podria residir en las
diferencias de afinidad observadas por ELISA entre las proteinas PRPH 467-507 y PRPH 473-
495. En paralelo a estas construcciones, se generaron dos moléculas homélogas donde las

secuencias de los péptidos se localizan en posicién N terminal, A8’/PRPH 467-507N y A8’/PRPH

119



DISCUSION

473-495N. En este caso, pese a presentar un patron similar de reconocimiento mediante ELISA,
la unién inespecifica de la molécula control desarrollada A®’Nt descartd su posterior uso para
estudios de deteccion.

El disefio de esta estrategia aparentemente mdas compleja a las utilizadas por otros
investigadores hasta el momento [193,196,197], se llevd a cabo tras comprobar en una serie
de experimentos paralelos, que la tincidon directa con péptidos de periferina o proteinas
recombinantes conjugadas a fluorocromos no funcionaba, bien debido a la baja afinidad de los
receptores de superficie en el caso de los péptidos, o al elevado ruido de fondo introducido
por la proteina GST en el caso de las proteinas recombinantes.

Apoyandonos en los datos que muestran la baja afinidad de los anticuerpos, esta técnica
proporciona una ventaja afiadida puesto que el aumento de valencia de los octdmeros,
favoreceria la unién estos linfocitos B autoreactivos de baja afinidad. La direccién de esta
estrategia es similar a la aplicada en la generacién de tetrdmeros de MHC de clase | y clase II,
para el estudio de linfocitos T CD8 y CD4 autoreactivos respectivamente, en el contexto de
enfermedades autoinmunes [222]. El desarrollo de una técnica similar con estructuras
tetraméricas de péptido, ha demostrado ser eficaz en la deteccién y caracterizacién de la
respuesta de linfocitos B anti—dsDNA desarrollada en pacientes afectados por lupus [198] .

Con el objetivo de comprobar la especificidad de unién de las moléculas de A#/PRPH 467-507C
al receptor de los linfocitos B anti-PRPH, se ha llevado a cabo un proceso de andlisis meticuloso
demostrando la capacidad de estas moléculas, para detectar frecuencias de linfocitos B
discretas pero especificas en ratones naive NOD. Uno de los experimentos mds determinantes
de la especificidad de las moléculas, ha sido la comprobacién mediante ELISPOT de la
especificidad de reconocimiento de los anticuerpos secretados por linfocitos B purificados con
octdmeros de A8’/PRPH 467-507C, frente a la proteina recombinante PRPH 429-507. Por otra
parte, hemos demostrado como la unidn de los octdmeros de A8’/PRPH 467-507C al hibridoma
16 puede ser bloqueada por los anticuerpos del hibridoma 228E1, y de forma mas importante
aun, como el péptido sintético PRPH 473-495 es capaz de bloquear la unién de los anticuerpos
secretados por el hibridoma 228E1 a la proteina periferina nativa expresada en la linea de
neuroblastoma N1E-115.

Tras la validacién de los octdmeros de A8/PRPH 467-507C, realizamos un andlisis previo de
deteccion en diferentes compartimentos del raton NOD. La frecuencia de linfocitos B anti-
PRPH detectable en bazo, nddulos pancredticos y peritoneo de ratones NOD, a pesar de ser
discreta era superior a los valores detectados con la molécula control A% /GPI.

A continuacion se analizé el desarrollo de esta poblacién en estos compartimentos, utilizando

para ello grupos de ratones NOD, de entre 4 y 15 semanas de edad. Los resultados revelaron,
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al igual que ocurre con el desarrollo de la respuesta de anticuerpos, una frecuencia superior de
linfocitos anti-PRPH en hembras con respecto a machos, y un aumento progresivo de esta
poblacién en nddulos pancredticos y peritoneo. La frecuencia de linfocitos B anti-PRPH
detectada en peritoneo, fue muy superior a la presente en el resto de compartimentos,
alcanzando valores de hasta un 0.6% en ratones de 15 semanas de edad. Estos resultados
inicialmente no esperados, nos trasladaron nuevamente a la idea de que la naturaleza de esta
poblacién de linfocitos B podria ser de tipo B1, puesto que el peritoneo es la regién donde se
localizan de forma preferencial estas poblaciones.

Con el objetivo de caracterizar la naturaleza de esta poblacidn, se llevé a cabo un analisis del
fenotipo. Los resultados obtenidos tras el analisis de la expresién de moléculas especificas de
estas poblaciones, CD5 y Macl, revelaron la presencia de una poblacién de linfocitos B anti-
PRPH heterogénea dentro de este compartimento. Mientras en peritoneo se detecta un 35%
de linfocitos B1 (CD5+/-Macl+) y un 65% de linfocitos B2 (CD5-Macl-), en el resto de
compartimentos analizados como bazo, ndédulos pancreaticos e islotes las poblaciones
mayoritarias detectadas son de tipo B2. Por tanto, pese a las evidencias que apuntarian a la
posible naturaleza B1 de esta poblacidn, parece que, al menos en ratones NOD se desarrollan
ambas repuestas. Esta dualidad poblacional, podria explicarse con el modelo de seleccién, que
propone el origen comun de ambas poblaciones. Segun este, sefiales de fuerte intensidad
estarian relacionadas con la diferenciacién a linfocitos B1, mientras que sefales de intensidad
intermedia o débil dirigirian los linfocitos hacia el compartimento B2 [72]. Por tanto, los
octdmeros A8/PRPH 467-507C, serian una herramienta de gran utilidad a la hora de
comprender los mecanismos que subyacen a la diferenciaciéon poblaciones autoreactivas en
ratones NOD.

A pesar de que la respuesta anti-PRPH de tipo B1 esta minoritariamente representada en los
ratones NOD, hay que tener presente que podrian desarrollar una funciéon importante dentro
de la DT1. Estudios llevados a cabo por el equipo del Dr. JW Thomas han demostrado la
importancia de los linfocitos B1 peritoneales en el desarrollo de la DT1, de forma que la
eliminacion de esta poblacién mediante lisis hipotdnica se traduce en una disminucién del
infiltrado pancreatico y de la DT1 en ratones NOD [179].

Con el objetivo de analizar la distribucion de esta poblacién dentro del compartimento B2, en
este trabajo, se llevd a cabo un andlisis de la distribucion de los linfocitos B anti-PRPH dentro
de las subpoblaciones de linfocitos FO CD23+CD21- y MZ CD23-CD21+ presentes en bazo. Los
resultados obtenidos, revelaron la presencia de linfocitos B anti-PRPH esplénicos en ambos
compartimentos. Aproximadamente un 15% de los linfocitos anti-PRPH presentan un fenotipo

marginal, mientras que el porcentaje mayoritario presente en bazo es de tipo folicular, lo que
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nuevamente indicaria la importancia de la sefializacion a través del BCR en la maduracién y
diferenciacién de esta poblacion autoreactiva.

Investigaciones recientes han descrito la presencia de linfocitos B MZ en islotes pancreaticos,
capaces de procesar y presentar antigenos de insulina activando linfocitos T CD4 in vitro [178].
Actualmente, en este estudio no hemos podido confirmar la presencia de linfocitos B anti-
PRPH con fenotipo MZ en esta regidn, pese a que ha sido descrita la presencia de poblaciones
MZ en islotes. Sin embargo, si se ha podido detectar la presencia de linfocitos anti-PRPH de
tipo B2 (Mac1-CD5-), dentro del infiltrado de islotes, lo que indica la importancia este fenotipo
poblacional dentro de la respuesta anti-islote.

Por otra parte, con el objetivo de analizar los compartimentos involucrados en la activacién y
cambio de isotipo de esta poblacion en ratones NOD, se llevé a cabo un andlisis de la expresion
de IgM e IgD de superficie. Los resultados obtenidos, revelaron la presencia de linfocitos B
anti-PRPH en bazo, nddulos pancreaticos e islotes pancreaticos sin signos aparentes de cambio
de isotipo. Sin embargo, es necesario sefialar que el analisis llevado a cabo con los octameros
de A®/PRPH 467-507C, detecta solamente linfocitos B naive o de memoria con expresion de
BCR de superficie, por lo que linfocitos en etapas posteriores de diferenciacion a célula
plasmatica, donde hay una internalizacién del receptor, escaparian a la deteccién mediante
esta técnica. Sin embargo, los resultados del analisis de expresién de IgM e IgD en la superficie
de linfocitos B anti-PRPH localizados en la regidn peritoneal ratones NOD, muestran como
alrededor de un 5 % de estos linfocitos parece haber sufrido procesos de cambio de isotipo.
Estos resultados nos llevan a pensar, que los linfocitos B anti-PRPH con isotipo 1gG2b
detectados en islotes de ratones NOD en trabajos previos [208] probablemente han sido
activados previamente en una regién diferente a islote, como por ejemplo peritoneo,
pudiendo migrar posteriormente a pancreas donde se encontrarian en forma de células
plasmaticas.

Los fendmenos de hipermutacién somatica y cambio de isotipo de los linfocitos B, tienen lugar
a nivel de los centros germinales de los 6rganos linfoides secundarios. Recientemente se ha
descrito, que los drganos linfoides omentales o cuerpos reticulares de peritoneo son capaces
de dar soporte a la activacién de linfocitos T y B [223]. Por tanto, y teniendo en cuenta esto,
seria factible pensar, que estas regiones podrian estar implicadas en la activacion y cambio de
isotipo de los linfocitos B anti-PRPH, y en la consecuente activacién de linfocitos T CD4
autoreactivos, que posteriormente migrarian a islote. Este proceso por tanto, podria ocurrir en
paralelo al descrito en nddulos pancredticos para otros autoantigenos B-pancreaticos.

Como ya se ha comentado anteriormente, durante el desarrollo del ratén NOD, la frecuencia

de linfocitos B anti-PRPH en peritoneo alcanza valores de hasta un 0.6%, muy superiores al
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resto de compartimentos analizados. Este resultado indicaria que la regidn peritoneal podria
tener un papel fundamental en el mantenimiento esta respuesta, generando un ambiente
idéneo para la acumulacion o incluso proliferaciéon de esta poblacién durante el desarrollo de
la enfermedad. En este sentido, el analisis del compartimento peritoneal de ratones C57BL/6
de 7 semanas de edad, revelo la presencia de una frecuencia de linfocitos B anti-PRPH inferior
al detectado en ratones NOD de la misma edad. Por otra parte hemos observado como tras el
debut diabético, los ratones NOD presentan un aumento significativo de linfocitos anti-PRPH
en peritoneo comparado con los pre-diabéticos, lo que pone de manifiesto la relacidn
existente entre esta poblacidn de linfocitos anti-PRPH y el peritoneo durante el desarrollo de la
enfermedad.

Para finalizar y a modo de resumen en este trabajo hemos determinado y caracterizado por
primera vez la secuencia de un epitopo reconocido por linfocitos B autoreactivos dentro de la
periferina. Ademas y mediante el desarrollo de una innovadora técnica de marcaje con
octdmeros de A®/PRPH 467-507C, hemos podido analizar y caracterizar la poblacién de
linfocitos B anti-PRPH en ratones NOD, revelando un posible rol del peritoneo en la dindmica
de esta poblacién y la DT1. Estudios posteriores seran necesarios para analizar cudl es la

funcién estos linfocitos B anti-PRPH peritoneales dentro de la enfermedad.
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1. Los anticuerpos secretados por los hibridomas anti-periferina (PRPH) procedentes de
islotes pancreaticos de ratones F1 [NOD x NOR], F1 [NOD x NOR] 8.3 y NOD 8.3,

reconocen un epitopo minimo localizado en la regidn L475-S491 de la proteina.

2. Los ratones NOD desarrollan una respuesta mayoritaria de anticuerpos de tipo IgG de baja
afinidad temprana frente a la periferina. Sin embargo otras cepas de ratones diabeto-
resistentes NOR, F1 [NODxNOR] y C57BL/6 desarrollan también anticuerpos anti-PRPH,
por lo que podria tratarse de una respuesta de anticuerpos naturales. A pesar de ello el
fondo genético autoinmune NOD parece estar relacionado con el desarrollo acelerado de

la respuesta.

3. Las moléculas octaméricas A8’/PRPH 467-507C son reconocidas de forma especifica por el
hibridoma 16 y los linfocitos B anti-PRPH de ratdn, por lo que los octdmeros A%’ /PRPH 467-
507C son una herramienta potencialmente util para el estudio de la respuesta de

linfocitos B anti-PRPH en ratones NOD.

4. En ratones NOD se desarrolla una respuesta de linfocitos B temprana detectable a partir
de las 4 semanas que aumenta de forma progresiva en nédulos pancreaticos y peritoneo
siendo este ultimo el compartimento donde se registran las frecuencias mas elevadas de

la poblacion.

5. Los linfocitos B anti-PRPH en ratones NOD presentan un perfil de fenotipo poblacional
heterogéneo. En bazo, nddulos pancredticos e islotes se detectan linfocitos de tipo B2,
mientras en peritoneo se localizan en el compartimento B2 y el B1. Asi mismo el analisis
dentro del compartimento B2 revela la presencia de linfocitos B anti-PRPH de tipo

folicular y marginal.

6. El analisis del compartimento peritoneal de ratones NOD revela la presencia de linfocitos
B anti-PRPH con signos de cambio de clase, lo que indica la importancia de esta regidn en
el proceso de activacién y maduracién de esta poblacion. Por otra parte hemos observado

como estas células se acumulan preferencialmente en el compartimento peritoneal de
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ratones diabéticos NOD, lo que pone de manifiesto la relacidn existente entre los

linfocitos B anti-PRPH V% el curso de la T1D.
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aa: aminoacidos

AEC: 3-amino-9-etilcarbazol

AE7: MHC Il expresado en ratén NOD

A®’ /PRPH8.3Ct: octdmeros de PRPHS8.3

APC: Allophycocyanin

APC-Cy7 : Allophycocyanin Cyanine 7

BCA: Bicinchoninic acid

BCR: Receptor de antigeno de células B

BSA: albumina sérica bovina

cDNA: DNA complementario a la cadena de
RNA mensajero

DNA: Acido desoxiribonucleico

dNTPs: Deoxinucledétido trifosfato

DTT: Ditiotreitol

ECL: enhanced luminol-based chemiluminescent
substrate

ELISA : Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay
ELISPOT: Enzyme-Linked Immunosorbent SPOT
FCS: Suero fetal bovino

FITC: Fluorescein

FO: Linfocitos B foliculares

GST: Glutation S-transferasa

HBSS: Hank’s Balanced Salt Solution

HRP: Horseradish peroxidase

Ig: Inmunoglobulina

IPTG: isopropil-B-D-1-tiogalactopirandsido

LPS: Lipopolisacérido

mAb: monoclonal antibody

MHC II: Major Histocompatibility Complex class
Il
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MCS: Multiple Cloning Site

MZ: Linfocitos B marginales

NOD/LtJ: Non-obese diabetic mouse
NOR: Non-obese resistant mouse

ON: Overnight

OPD: o-phenylenediamine

PBS: Tampon fosfato salino

PCR: Reaccidn en cadena de la polimerasa
PE: Phycoerithrin

PE-Cy5: Phycoerithrin Cyanine 5

Pl: Propidium lodide

PRPH: Periferina

TA: Temperatura ambiente

SA: estreptoavidina

SDS: Dodecil sulfato sédico

SDS-PAGE:  electroforesis en  gel
poliacrilamida con dodecil sulfato sddico
SPF: Specific Pathogen Free

T1: Linfocitos B transicionales tipol

T2: Linfocitos B transicionales tipo2
DT1: Diabetes tipo 1

Tampon FACs: PBS 2% FCS

Tampoén TBS: Tris-HCI 10 mM, NaCl 100 mM

WB: Western blot
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con el titulo: “Estudio del reconocimiento de anticuerpos anti-periferina”. Master oficial en
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In Vivo Detection of Peripherin-Specific Autoreactive B Cells
during Type 1 Diabetes Pathogenesis

Nahir Garabatos,* Raimon Alvarez,* Jorge Carrillo,” Jorge Carrascal,’ Cristina Izquierdo,*
Harold D. Chapman,” Maximiliano Presa,* Conchi Mora,” David V. Serreze,
Joan Verdaguer,” and Thomas Stratmann*

Autoreactive B cells are essential for the pathogenesis of type 1 diabetes, The genesis and dynamics of autoreactive B cells remain
unknown. In this study, we analyzed the immune response in the NOD mouse model to the neuronal protein peripherin (PRPH),
a target Ag of islet-infiltrating B cells. PRPH autoreactive B cells recognized a single linear epitope of this protein, in contrast to the
multiple epitope recognition commonly observed during autoreactive B cell responses. Autoantibodies to this epitope were also
detected in the disease-resistant NOR and C57BL/6 strains. To specifically detect the accumulation of these B cells, we developed
a novel approach, octameric peptide display, to follow the dynamics and localization of anti-PRPH B cells during disease progres-
sion. Before extended insulitis was established, anti-PRPH B cells preferentially accumulated in the peritoneum. Anti-PRPHB cells
were likewise detected in C57BL/6 mice, albeit at lower frequencies. As disease unfolded in NOD mice, anti-PRPH B cells invaded
the islets and increased in number at the peritoneum of diabetic but not prediabetic mice. Isotype-switched B cells were only
detected in the peritonewm. Anti-PRPH B cells represent a heterogeneous population composed of both Bl and B2 subsets, In
the spleen, anti-PRPH B cell were predominantly in the follicular subset. Therefore, anti-PRPH B cells represent a heterogeneous
population that is generated early in life but proliferates as diabetes is established. These findings on the temporal and spatial

progression of autoreactive B cells should be relevant for our understanding of B cell function in diabetes pathogenesis. The

Journal of Immunology, 2014, 192: 3080-3090,

cells are important components of the immune system
B that assure adequate defense against pathogens in verte-
brates. However, their dysregulation can cause autolmmune
discases, being well documented, for example, in the case of lupus
erythematosus where the generation of autoantibodies is the pri-
mary cause leading to pathology (1). B cells are also implied in
autoimmune discases such as type 1 diabetes (T1D) that has long
been thought to be primarily dictated by autoreactive T cells that
infiltrate pancreatic islets and selectively destroy insulin-producing
3 cells (2, 3). In NOD mice, to date one of the best murine models
to study the natural pathogenesis of T1D without the necessity of
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artificial manipulation, the discase is highly dependent on the
presence of B cells, as it is prevented through their elimination by
homozygous disruption of membrane [g-p (4, 3).

How exactly B cells contribute to the pathogenesis of T1D is still
an unsolved question. Ag specificity is key in this process. The
reintroduction of transgenes encoding for a BCR that recognizes
the xencantigen hen egg lysozyme into the NOD.u ™'~ background
does not restore diabetes in these mice {6); however, the presence
of a transgenic insulin-reactive BCR not only restores T1D but
even accelerates it (7). The genesis of antoreactive B cells, their
tissue distribution, as well as the exact site where they might
impinge on antoreactive T cell activation have remained unknown.
It is uncertain whether autoreactive B cells play a role in the
initiation of the discase and are implicated in early T cell acti-
vation and proliferation, for example, in the pancreatic draining
lymph nodes (LLNs), or whether they are rather instrumental in the
final steps of 3 cell destruction in the islets (8). It has been difficult
to track these cells in vivo in wild-type animals owing to their
presumed low frequencies and their low BCR affinities to cognate
Aps. Thus, studies of these cells have been confined essentially to
BCR transgenic mice.

A recent approach to assess the Ag specificities of B cells that
might be implicated in T1D has been the generation of hybridomas
using B cells present within infiltrated pancreatic islets of NOD
mice and related insulitis-prone strains. About half of the B cell
hybrids generated in this study recognized the peripheral ner-
vous tissue (9). It was subsequently suggested that all neuronal
reactive B cells recognized the C-terminal portion of peripherin
(PRPH), a cytoskeleton class ITT intermediate filament protein ex-
pressed in neuroendocrine tissues (10). These findings confirmed
previous observations of anti-PRPH Abs in NOD mice (11, 12). In
humans, anti-PRPH Abs were detected in patients with autoimmune
neuropathies and endocrinopathies, but not in T1D patients without
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accompanying neurslogic disorders or in healthy subjects (131, A
different group found anti-PRPH Abs in humans and animals in-
dependent of T10; however, the authors reported incressed serum
titers in the NOD strain compared with other, diabetes-resistant
mouse strains (14).

Murine PRPH is expressed in at least four different isoforms of
61, 58, and 56 kDa (hereafter termed PRPH 61, PRPH 58, and
PRPH 56, respoctively) and 45 kDa (15, 16). With a single ox-
ception, in the study of Verdaguer and colleagues (10) all anti-
PRFH B cell hybridomas originating from isl et-infiltmting B cells
from NOD and related mouse strains mecognize PRPH 61 and
PRPH 58, but not PRPH 56. All three isoforms are composed of
an M-terminal head, a central md, as well a8 a C-terminal tail
sequence. Whereas PRPH 61 and PRPH 58 share an identical tail
sequence, replacement of the last 21 aa by an alternate eight-
residue sequence is chamcteristic for PRPH 56, Apart from this
variation, PRPH 38 mnd PRFH 56 are identical in their sequences.
In combination, these data suggested, but did not definitively
demonstrate, that the recognized epitope was either entirely or
partially located in the C-terminal tail sequence of PRPH 61 and
58,

In this study, we have identified the epitope recognized by
PRPH-specific, islet-infilirating B cells. We show that the anti-
PRPH B cell response is essentially confined to a single linear
epitope in MOD mice. Using a novel approach, that is, the octa-
meric display of this epitope, we have tmcked anti-PRPH B cells
and show that these cells segregate into different subpopulations in
4 tissue-specific manner. Surpnsingly, anti-FRPH B cells prefer-
entially accumulate in the peritoneal cavity even before insulitis is
initiated and further increase in frequency especially in diabetic
animals, in parallel with their penetmtion into the islets. Thess
findings st the hasis to further study peritoneal B cells, as they
might be implicated in disbetes pathogenesis. The octamer ap-
proach should provide a valuable tool to scarch for additional
B cell specificities in dishetes pathogenesis.

Materials and Methods
Reagents

For molacular cloning, enzymes were obtained from Fermenias (Madrd,
Spain). Proiein purification was performed using Ni-NTA—Sepharose and
gluathione-Sepharose obixned from Amersham Biosclences (Bancelona,
Spain). All Abs were purchased from Biolegend {San DMego, CA), Invi-
irpgen (Barcelona, Spain), or BD Pharmingen (San Diego, CA). Strepa-
vidin-PE and -alloplyeocyanin were abiained from Columbia Bisciences
(Columbia, MD). Cell culwre media wee oviained from Lonza (Basee-
lona, Spain). Peplides PRFH 4 4 and PRPH, 5 o, penerated by Fmaos
snld-phase synihesis exceeded 9% purity and were obtained from GL
Biochem (Shanghad, China). Unles oherwise mentionad, all other reagenis
were obned from Sigma-Aldrch (Madrd, Spain).
Mice and immunizations
NODAL1 and NOR mice were obtained from The Jackson Laborsiory
{Bar Harbor, ME) and funther bred in our specific pathogen-free animal
facilities. CSTBLSS mice were obtained from (harles River Laboratories
{Spain).

To tea the humoral or cellular B cell response to PRPH, NODVLY mice

were immunized {p. or s.c. af 612 whk of age with 100 pg recombinant
PRPH s emukifisd in CFA (Sigma-Aldrich) or CFA only a3 a control

(ieneration of recombinant PRPH peptides

The cDMNA encoding PRFH 61 was amplified by PCR o generate ne-
oombinant peptides as indicated (Fig. 1, Table I). Peptides were cloned nio
a modified pGEX vector (pA K1) {17) between the Neol and Xbal sites.
The final consructs coded for an N-terminal GST portion fused to the
pepiide and an exiended C-lerminal hexahistidine tail. Recombinant pep-
tides were expressed in Excherichia coli strain BL21. Unless otherwise
apecifisd, recombinant fragments were purified in principle by saqueniial
affinity chromatography using glutsthione- Sepharose followed by Mi-
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NTASephase o published (18). Purified peoiein was aosed in PBS
under addition of 150 mM NaCl & —80°C.

Generation af AY/PREH yor carC octamers

A dewiled procedure for e generation of AP TFRIH, 5 _gC octamers will
be published elsewhere (NG, ME, CM., LY. and TS., manuseript in
preparation). In brief, soluble A¥ mdecules tetherad to the N-lenninal
glucose-f-phospaie isomerase (GF1) peptide mz-zgzm*”x:rm: {19 wene
used as scaffold for the expression and presentation of peptide PRPHa_sor.
The a- and f-chains of A* were modified C-teminally by addition of
PRPHq sop. Tollowed by the extended hexahistidine tail as for e GST
fusion pokin. The a-chan was fother modified by imening 2 die-spacific
bdotimylation sequence na. &5 (200 beiween the PRPH and the hexahistdine
tail Constmcts were trandecied into Drosephis melanogaie r—derived
S5C2 cells along with 2 vecior conferring puromycin resigance. Protein
was expressed using dable cell lines and purifiad from culiue spematants
by metal chelate chromatograply, follvwed by size exclusion chroma-
tography 23 published (21, 22). Purified protein was biotinylated wsing the
Bird enzyme a3 published {19). Biotinylation was measred by immma-
depletion an auid:in—caaedzg,ame besds (Pieroe, Rockfiord, IL), followed
by SDE-PAGE analysis. AR VPRPH o 500 C ocamers wene generated by
incubation of the modified A®” dimers with PE- ar allophycocyanin-labe led
strepatavidin in a 5:1 molar ratio.

lsler isolation

Pancreatic islets from NOD females were isolated wing a collagensse
inflation method (23) and further handpdcked into HBESS under a dissecting
i crodooge be fore ovendght culiue

Cell staining and flow cytometry analysis

Single-cel] sispensions of spleen, bone manrow, amd LNs wene generatad
by mechancal dsmption of the comespmding orgam in PBS2% FCS.
Peritoneal cells were obtained by flushing the pertoneal cavity with cold
solution of PBS2% FCS. Erythrocyies were removed by lysis. Ag-specific
B cell analysts was carded out using PE- or allophyeoeyanin-labelad A%
PRPHrsoC octmens o AY/GP tetmmers & negative contiol. Cells
were mcubaied with octamers & a fimal concentration of 8.5 pg/ml n
FACS buffer (FBS/5% RCS) for 15 min on ice. For inhibdtion studes, AT
PRPHq s00C octamers were preincubated ovemdght with mAb 228 E1 at
4°C hefore cell gaining (100 For FRPH: B cell diswribution gudies and
cogtaining of addiional cell surface markers of isktesident B oells,
FITC-labeled anti-B220 or CD19 as well & PE-CyS5—labeled anti-CD3,
anti-CIM le, and anti-FA/80 (domp channel) were nsed. Exclusion of
dead cells was done by addition of § pg/ml propidium iodide mmediae by
before acquisition. For activation marker analysis, cells wene costained
using ﬁ”.l’PRP[-L.;-J_mf octamers bbelad with allophyoocyanin as well 2z
with PE {double saining approach) &5 mentonad above; however, allo-
phycocyann-CyT-labeled anti-CD19, Pacific Blue-labeled anti-CDRE, or
anti-CIxM4 were wsed in addiion o he mentonad PE-CyS—labelad Abs fior
the dump channel. Folicularmarginal zone (MZ) and IgMAgD PRFH
B cell phenotype analysis was camied oot by the octamer double staining
approach together with FITC-labe led anti- CD2 1 o anti-lghM, Pacific B e
labeled anti-CD21, or and-Igh 2 well = allophycocyann-Cy T-labelad
anti-C9 and PE-CySabeled anti-CD3, anti-CD11e, and anti-F4/80
anti-CD3 and propidium dedide. Data scquisition was performed using
FACScan, FACSCalibur, FACSCanio 11 and LSR 11 instraments { Becton
Dickinsm |mmunocytomery Sydems, Momtain View, CA). Data wene
analyzed vsing the Flowlo software ( Tree Star, Ashland, OR ).

B cell isolation and activation

B cells wene isolied from e respective organs and purified to 97% by
positive s lection wing ant-CD19 Ab-coated MACS MicoBeads soeonding
o ithe mamifacriuner's specifications (Miltenyi Biotec, Cologne, Gemmany ).
Pertoneal cells were enriched for B cells by remaoval of adhenent cell
through incubation during 2 h at 37°C in complete RFMI 1640 media
comaining 10% FCS, 50 Udnl pendcillin, 50 pg'm] swreptomycin, 2 mM
glutamine, 1 mM sodium pyrovate, and 50 pM 2-ME. Purity of CINS"
ly mphocytes was =§0%. Pancreatic islets werne isolated by collagenase
digestion of perfused pancreata as described (24).

For activation, enriched toial CD19 B cells and pancrestic iskis wene
resusgpended in complete RPMI 1640 meda. B cells were culumed at
a density of 5 x 10° cellsfwell in 24-well plaes in 1 ml; pancrestic islet
werne seded nto Me-well plates using 250 ) final volume and 20 Blets/
well. For activation, LPS was added at 10 pofml. After 14 d, colture
supematanis wene colleied 1o test Ig secretion by an isotype-specific
ELISA.
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Western and dot blot analysis

For dot blot analysis, 1 pg protein was directly spotted on a nitrocellu-
lose membrane. For Western blot analysis, 5 pg purified protein or total
E. coli cell lysates were separated by SDS-PAGE and transferred onto
nitrocellulose membranes. Membranes were blocked with 5% skim milk
in 10 mM Tris, (.1 M NaCl, pH 7.5, with 0.1% Tween 20 for 2 b at room
temperature (TBS-B), incubated ovemight at 4°C with sera or hybrid-
oma culture supernatants diluted in TBS-B, and washed. Bound Igs were
detected by incubation with HRP-conjugated goat anti-mouse IgG (H+L)
or biotin anti-mouse IgM (both from BioLegend), followed by avidin-HRP
(eBioscience). Binding of secondary Abs was revealed through chemilu-

minescence using a Fujifilm LAS-3000 system (R&D Systems).
ELISPOT assay

Total splenocytes and peritoneal cells were costained with allophycocyanin-
labeled AF/PRPH ;. 50,C and PE-labeled AF [PRPH.g; s07C octamers as
well as FITC anti-CD19, PE-Cy5 anti-CD3, anti-F4/80, and anti-CD11e
Abs. Labeled cells were sorted using a FACSAria cell sorter (Becton
Dickinson). ELISPOT plates (ritrocellulose-bottomed 96-well MuldScreen-
HA filtration plates; Millipore) were coated with 80 ppg/ml PRPH0 500
fused to GST or GST only and incubated at 4°C overnight. Plates were
washed three times with wash buffer (PBS5/0.1% Tween 20) and blocked
3 hoat 37°C using plain FCS. The FCS was replaced with 4000 sorted
PRPH B cells, CD19" total B cells, or 1000 I6 hybridoma cells per well
as positive control in 200 pl RPMI 1640 medium containing 2.5 pg/ml
anti-CD40 Ab (except for the hvbridoma). Plates were incubated for 72 h
at 37°C. Wells were washed three times and incubated for 2 h at room
temperature with biotin-conjugated goat anti-mouse Ig k (BioLegend).
Washed plates were incubated for an additional hour at room temperature
with avidin-HRP (eBioscience) and developed by adding 3-amino-9-
ethylcarbazole substrate. To stop the reaction, plates were washed with
water. The number of spots was evaluated using an AID ELISPOT reader.

ELISA and ELISA competition

MaxiSorp flat-hottomed plates (Nunc) were coated with 10 pg/ml Ag
overnight at 4°C, Whenever GST fusion proteins were used as coating Ags,
GST protein lacking the PRPH peptide was used to establish blank con-
trols. For comparative analysis of PRPH fragments varying in length, equal
molarity of protein was used for coating, and coating efficiency was ver-
ified by a separate ELISA detecting the equal presence of hexahistidine
tails using an anti-histidine Ab, Washed plates were blocked with PBS-B
(PBS/1 mM EDTA/2.5% BSA) for 3 h at 37°C. Sera or culture super-
natants prediluted in PBS-B as indicated for each experiment were
added and incubated overnight at 4°C. Bound Igs were detected using
the same Abs as indicated for Western blot analysis. Plates were de-
veloped with e-phenylenediamine substrate solution and the ODgos am
was measured using a Tecan Infinite M200 microplate reader. Wherever
appropriate, values of the GST blank control were subtracted during
analysis. For ELISA competition, sera or culture supernatants were pre-
incubated overnight at 4°C with varying concentrations of the synthetic
peptide PRPHy75_401 or PRPH a5 440 as negative control, transferred to
Ag-coated plates, and processed as above. For intraexperimental com-
parison, experimental values were normalized using an anti-histidine Ab
as internal control.

To measure Ab responses of mice immunized with GST-PRPH, 20 507
fusion proteins, AE"?E‘R_[-‘H%?_:,U-; was used as coating agent rather
than the GST fusion protein to avoid detection of the dominant anti-
GST Ab response. A®/GP1 was used to establish blank controls in these
setups.

All ELISAs were repeated at least three times in independent experi-
ments,

Statistical analysis

The data are presented as means = SEM. Statistical analysis was per-
formed using GraphPad Prism software 4.0 (GraphPad Software, San
Dicgo, CA). A p value </(L05 was considered significant. A r test or one-
way ANOVA was performed wherever appropriate. Bonferroni pairwise
comparison was used to assess significance between different groups.

Animal experiments

All experiments were performed in accordance with the Animal Care and
Veterinary Services of the Barcelona Science Park and following the current
legislation. All protocols were approved by the Ethics Committee of Animal
Experimentation of the Barcelona Science Park.

AUTOREACTIVE B CELL DETECTION IN THE NOD MOUSE

Results
Epitope mapping of islet-infiltrating anti-PRPH B cells

To identify the epitope recognized by anti-PRPH B cells, we gen
erated a serics of eight overlapping recombinant peptides embedded
between an N-terminal GST portion and a C-terminal hexahistidine
tail and covering the entire length of PRPH 61 (Fig. 1, Supplemental
Fig. 1). A sequential purification approach using the GST as well
as the histidine tag allowed the gencration of full-length peptides
as indicated by the expected m.w. during SDS-PAGE analysis with
the exception of the N-terminal fragment, PRPH, _gy, which was
consistently expressed in a truncated form (Fig. 1A). Western
blot analysis confirmed recognition of the last C-terminal 79 aa
(PRPH420_s07, Table I) by mAb 16, 1 of =20 anti-PRPH mAb
previously generated by the Verdaguer Laboratory (9, 10) that had
been randomly selected for this study. To further narrow down the
epitope, three additional overlapping peptides of the C terminus
were generated, of which only the one containing the last 41 aa
(PRPH ¢7.s07) was recognized by the mAb (Table I). Further analysis
of N- as well as C-terminal trancated versions of this peptide revealed
a consensus sequence of 17 aa, PRPHy75_401, recognized by mAb
I6 (Fig. 1B, Table I). As shown in Table L, the last 6 aa of this epitope
are missing in PRPH 56 owing to alternate splicing, explaining the
loss of recognition of this isoform by the anti-PRPH mAbs analyzed
in the previous study (10).

To establish whether recognition of the PRPH ;5 45, cpitope
was limited to mAb I6, or common to most anti-PRPH B cell
hybridomas, we analyzed the reactivity of 14 additional, ran
domly selected B cell hybrids from our collection by dot blot.
Indeed, all mAbs recognized PRPH, 75 49, (not shown), indicating
that this epitope is a major or even the sole epitope recognized by
islet-infiltrating anti-FRPH B cells. A previous analysis of the
variable BCR regions of the anti-FRPH B cell hybrids revealed
that these clones were all independent, with some of them prob-
ably deriving directly from the preimr
showing clear signs of somatic hypermutation (25). Although all
mAbs derived from these clones reacted with PRPH, 5 45, the
optimal epitope might differ between the individual B cells. In-
deed, a comparative ELISA analysis of four PRFH fragments
containing the 475-491 epitope but differing in length owing 1o
adjacent N- and C-terminal amino acids showed that the analyzed
mAbs had different affinities for these fragments. Unexpectedly,
but possibly due to steric hindrance, the longest fragment was not

always best recognized (Fig. 1C).

e repertoire with others

A nonconformational-dependent PRPH epitop
by islet-infiltrating B cells

The PRPH target Ag of islet-infiltrating B cells was detected by
analysis of cell lysates under denaturing conditions (10). Similarly,
to carry out the epitope mapping, GST fusion proteins were
denatured by heating prior to SDS-PAGE and Western blot anal
ysis. Epitope recognition under these conditions argued for the
epitope to be nonconformational. To further test this possibility,
we carried out a dot blot analysis using a selection of recombinant
PRPH-derived peptides that either had been denatured by heating
or had been left untreated. The I6 hybridoma chosen for this
analysis recognized the epitope both in the untreated or treated
form (not shown). Similarly, treatment with urea of PRPH 20 507
did not alter its recognition by 16 when tested by ELISA (Fig. 1D).
A synthetic version of peptide PRPH4;5 49, was able to partially
prevent binding of I6 by competition to plate-bound PRPH,20 507
(not shown). Inhibition assays using a longer peptide, PRFH, 73 405,
which was recognized with higher affinity according to the ELISA
shown in Fig. 1D, inhibited three randomly selected anti-PRPH

is recognized

155



ANEXO

The Journal of Immunology 3083

PRPH Peptides

A PRP

I

Peptides B

C D

Hl GST Control
[ PRPH 429-507
0.4 ns
2 —
Bf
- ©§o2
g

: o

2

[=] 0.

S Urea Native
£ E © PRPH 473-495 Peptide
-]

5 NOD/Ltj mice S Imrelevant Peptide
o
2 s : - §
-]
2 50
E
0.00 . : - 2
1l 1 - 3 1 1 M 100
4o R a_glg L lyoﬁ,’ (5]
AT et A7 Cad
@-’9055‘&1 - \}?9'9;6 Iy ° ’\\Q\g@\@

Free Peptide [uM]

FIGURE 1. Identification of a C-terminal epitope recognized by islet-infiltrating anti-PRPH B cells. (A) SDS-PAGE analysis of purified overlapping
PRPH peptides (top) and Western blot analysis of the same fragments using mAb I6 as primary Ab (bottom). The recognized peptide is highlighted in bold
(see also Supplemental Fig. 1). (B) Fine mapping of the epitope recognized by mAb 16. SDS-PAGE analysis (rop) and Western blot analysis of the same
fragments using I as primary Ab (bottom). Crude E. coli protein extracts from induced cultures were analyzed. The recognized peptides are highlighted in
hold (see also Table I). (C) Differential recognition of peptides PRPH 24 <00, PRPHug; s09, PRPHLgq 49, and PRPHys 4o, by representative B cell
hybridomas and sera collected from 19-wk-old NOD mice. Peptides were coated to ELISA plates, incubated with culture supernatants from the hybridoma
cultures or mouse sera, and specific Abs were detected using anti-mouse IpGG. Values of the GST bhlank control were subtracted during analysis. Sera
dilution was 1:300. (D) mAb 16 recognizes a linear epitope. ELISA analysis of coated PRPHyge spr and GST as a control, both treated with urea or left
untreated, is shown. Bound mAb was detected as in (C). Data (means = 5D) are representative of three independent experiments. The p value was de-
termined by a Mann=Whitney ¢ test; not significant at p = (.05, (E) mAb 16 recognizes a synthetic version of PRPH.;3_s0s. An ELISA competition assay is
shown using plate-bound GST-PRPH.y449s and free, synthetic peptide PRPH.y3495 for competition. mAb 16 was preincubated using the indicated con-
centrations of free peptide overnight and next added to coated plates. Bound mAb was detected as in (C). The irrelevant synthetic PRPH 150 peptide was
used as a control in this assay. Data (means * S5D) are representative of three independent experiments,

mAbs binding to 100% at | mM (Fig. IE, Supplemental Fig. 2A). the genetically closely related but diabetes-resistant NOR, (NOD X

PRPH73_405 was also able to completely block binding of mAb
228 El, the Ab used previously by us to identify PRPH as an
autoantigen (10), to native PRPH expressed by the neuroblastoma
NIE-115 (Supplemental Fig. 2B). Taken together, the results
confirmed that PRPH475_45) was the minimal linear epitope rec
ognized, although longer epitopes confer stronger Ab binding.

Anti- PRPH humoral response in insulifis-prone and
insulifis-resistant mouse strains

We further investigated how the response to the C-terminal portion
of PRPH evolved in the diabetes-prone NOD mouse compared with
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NOR) Fy, as well as C57BL/6 strains. Whereas (NOD X NOR) F,
mice develop insulitis, this pathology is negligible in NOR mice
and completely absent in C57BL/6 mice. Sera of 3- 1o 31-wk-old
mice were analyzed by ELISA for Abs against PRPHy2e 507
PRPH-specific Abs were detected in all strains (Fig. 2). However,
the response was delayed and less pronounced in C57BL/6 mice.
These data indicated that although neither insulitis nor diabetes
was a requirement for the generation of anti-PRPH Abs, genes
related to the NOD background were possibly implicated in this
accelerated response. In all strains, at ages of 20 and 31 wk, the anti-
PRPH response was more pronounced in females than in males.
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Table 1. Mapping of the epitope recognized by islet-infiltrating anti-PREPH B cells
Recognition
430 440 450 460 470 480 490 00 by 16
. . . . . . . * Amino Acid® Hybridoma
IATYRKLLEGEESRISVPVHSFASLSLETTVPEMEPLODSHSKEMVLIRTIETRDGERVVTESQRKEQHSDLDESSIHSY 429-507 1
IATYRKLLEGEESRISVPVHSFASLSLKTTVPEMEPLO 420466 -
PVHSFASLSLETTVPEMEPLODSHSKEMVLIRTIETRDGE 446-485
DSHSKKMVLIRTIETRDGEKVVTESQKEQHSDLDKSSIHSY 467-307 +
EVVTESQKEQHSDLDKSSIHSY 486-507
TIETRDGERKVVTESQKEQHSDLDKSSIHSY #78-507 -
DEHSKEMVLIRTIETRDGERVVTESOREED 467-495 1
IRTIETRDGEKVVTE 476490 -
TRDGEEKVVTESQKEQD 481-495 -
MVLIRTIETRDGEKVVTESDEED 473495 +
LIRTIETRDGERKVVTESCKED 475-495 +
RTIETRDGEKVVTESQEEQ 4T1-495 -
LIRTIETRDGEEVVTESCE 475-493 +
LIRTIETRDGEKVVTES 475491 1
IATYRKLLEGEESRISVPVHSFASLSLKTTVPEMEPLODSHSKKMVLIRTIETRDGELLR POPEL Ceterminal -
of PRPH 56"

Amino zeid sequence of the GST-PFRPH-6H fusion proteins comesponding to PRPH only i3 shown. Consenans sequence 15 in bold; partial epitope of PRPH 5615 i bold and imhies,

“The amino acid numeration of the 61-kDa isoform of PRPH is indicated.

*Fag comparison, the C terminus of PRPH 56 is shown. The last 21 aa of PRPH 61 and PRPH 58 are deleted in PRPH 56 and replaced by an eight-residue sequence
{underlined).

The anti-PRPH response in the NOD mouse is focused to the
C terminus

This result indicated that a sizable proportion of the anti-PRPH
response was directed against PRPHy7:_405. However, based on
the high peptide concentration needed for competition, the Abs
were likely of low affinity. Bearing in mind the caveats that the
first 84 aa were incompletely analyzed, as PRPH, g, did not ex-
press at full length in E. eoli, and that only nonconformational
peptides or peptides of unconfirmed conformations of PRPH were
scanned in these assays, these results suggest that a dominant and
possibly exclusive response was generated against the C terminus
of PRPH. Because Abs against PRPH 0 5oy were detected as
carly as 3 wk of age in NOD mice when these mice are still free of
insulitis, this argued for a response originating in tissues different
from pancreatic islets.

All B cell hybridomas analyzed in this study that had been isolated
from pancreatic islets recognized the C terminus of PRPH 61 and
PEPH 58. This prompted us to analyze whether this was an islet-
restricted phenomenon, or whether the C-terminal response was
systemic. Of the seven overlapping fragments (covering PRPHgs to
PRPHsy;) analyzed by Western blot (not shown) or ELISA, only
PRPH, 30507 was clearly recognized by sera from 3- (not shown)
and 24-wk-old NOD females. Of the two Ig classes analyzed, IgG
was clearly detected, whereas the IgM response was much less
pronounced (Fig. 3A, 3B). To test the extent to which the in vivo
response was directed against the PRPH 72_405 epitope, we carried

out a competition ELISA using NOD sera. The synthetic peptide
PRFH,4;1_405 inhibited polyclonal Ab binding to plate-bound
PRPH71 4905 by ~B0% at high concentration (1 mM; Fig. 3C).

A weak boost response upon immumization with PRPH ;56_s07

Because the anti-PRPH response was present in mouse strains that
develop neither insulitis nor diabetes and was detectable as carly as

NOD/LtJ NOR
|+1 ok
— r P !
| — ]
Di08S " 0.015 # [] Females
|
0.010 ot @ Males
FIGURE 2. Anti-PRPH humoral response in diabe-
tes-prone and diabetes-resistant strains. ELISA detee- 0.005 0.008
ton of anti-PRPH IpgG in sera harvested from NOD, 0.000
NOR, (NOD x NOR) F, hybrids, and C57TBL/6 mice. ) 3 5 7 12 20 3 0.000
For detection, PRPH.2g 5oy was coated to plates. Rel- 36 7 12 20
ative unit (RU) values were normalized to an internal F1[NODXNOR] CS7BU6

anti-hexahistidine Ab control run in each experiment to
allow cross-plate comparisons of data. Sera dilution
was 1:300. Data are the means * SD of three to five
mice in each group. The p value was determined by
a one-way ANOVA test for each female and male
group. *p << 0.05, **p < 0,01, ***p < 0.001.

PRPH 492-507 IgG-Binding (RU)

5 7 12 20 3 3 5 7 12 20

Weeks of Age
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FIGURE 3, IgG, but not IgM, anti-PEFPH response in NOD mice. (A)
ELISA detection of anti-PRPH Ig( in sera harvested from 24-wk-old NOD
mice. For detection, overlapping peptides covering PRPHgs_sgp (compare
with Fig. 1) were coated to plates. Bound IgG was detected using anti-
mouse 1gG. Values of the GST blank control were subtracted during
analysis. Data (mean values = SD) are representative of three independent
experiments. The p value was determined by a one-way ANOVA test. ¥p <
0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001, comparing Ab binding to PRPH peptides
with the GST control. (B) ELISA detection of anti-PRPH IgM in sera
harvested from 24-wk-old NOD mice. The assay was cammied out as in (A)
with the difference that bound IghM was revealed using an anti-IgM Ab.
Values of the GST blank control were subtracted during analysis. Data
(mean values = SD) are rep ive of three independent experiments.
The p value was determined by a one-way ANOVA test. *p << 0.05, ¥*p <
001, ***p << 0,001, comparing Ab binding to PRPH peptides with the
GST control. (€) Detection of Abs specific for the synthetic PRPH;4 404
peptide in NOD sera. An ELISA competition assay is shown using plate-
bound PRPH44 455 and free, synthetic PRPH.y5 405 for competition. Sera
from 24-wk-old NOD females were preincubated using the indicated
concentrations of free peptide overnight and next added to coated plates.
Bound mAb was detected as in (A). The imelevant synthetic PRPH 35 40
peptide was used as a control in this assay. (D) ELISA detection of
PEPHus;_sps-specific 1pGoin sera from NOD females after immunization
with two doses of 100 pg PRFH.6 <57 at days 0 and 21 emulsified in CEA
and IFA, respectively. Age-matched (12-wk-old) naive NOD females
served as controls. Recopnition of plate-bound PRPIL;g)_sqy was analyzed.
Specific IgG was detected as in (A): values of the GST blank control were
subtracted during analysis. Sera dilution was 1:300 unless indicated oth-
erwise in the figure. Mean values * SD of from five mice per group are
shown. The p value was determined by a two-way ANOVA test, ¥¥¥p <
0.001, comparing immunized with naive control mice.

3 wk after birth, it possibly represented a natural Ab response.
Such responses cannot be boosted upon immunization with Ag
and are primarily made up by IgM Abs. To test whether the re-
sponse to PRPH increased upon immunization, we injected into
NOD females recombinant PRPH5g_sp; emulsified in CFA, boosted
after 3 wk using the same protein emulsified in IFA and ana-
lyzed the specific Ab response 4 d later by ELISA. Immunization
with GST only served as control. Animals mounted a strong hu-
moral response to GST, indicating that anti-GST B cells were
fully responsive (Supplemental Fig. 3). Conversely, the response
to PRPH 4;_sy0 was substantially weaker (Fig. 3D). In conclusion
and in light of the lacking IgM response mentioned ecarlier, the
comparatively weak boost response pointed toward a low-affinity
Ab response.
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In vive detection of PRPH-specific B cells by
A¥PRPH 457_s507C octamers

To analyze the genesis of the anti-PRPH response, we searched for
Ag-specific B cells in vivo using fluorescently labeled peptide.
However, several conventional approaches, such as FITC labeling
of synthetic peptide, peptide coating of fluorescent beads, bio-
tinylated GST peptide fusion proteins, or biotinylated synthetic
peptide, both incubated with PE-labeled streptavidin, failed to
detect PRPH-specific B cells. The GST fusion protein stained B cells
nonspecifically, and the synthetic peptide did not substantially stain
16 (not shown), the sole hybridoma of islet-infilirating anti-PERPH
B cells of our collection that expressed surface IgG. We argued that
this problem might be overcome by increasing the peptide valency.
Ta do so, we used the intrinsic heterodimeric nature of MHC class
I molecules and fused PRPH457_s07 to the C termini of the a- and
the (-chain of soluble, recombinant AET molecules, the sole MHC
class II variant expressed by the NOD mouse. PRPH g7 sgy rather
than PRPH,4s_45; was used to generate these constructs because,
overall, this peptide was best recognized by all hybridomas ana-
lyzed. A®" heterodimeric molecules were further stabilized by
fusion of a peptide {GFI) at the N terminus of the [f-chain that
folds into the peptide-binding groove (19). In this format, the A®7/
GPI molecule served as scaffold to facilitate expression and pu-
rification of the PRPH peptides. Site-specific biotinylation at the
C terminus of the A®” a-chain and incubation of these fusion
proteins (A*/PRPH,67_507C) with fluorescently labeled strepta-
vidin leads to the octameric display of the peptide (Fig. 4A).

We first verified the specificity of the reagent by assessing its
ability to stain clone I6. The B cell hybrid was stained by an anti
IgG Ab as well as by A¥PRPH,¢7_s07C octamers, but not by the
A control scaffold reagent that lacked PRPH4g7_507 (tetramers of
AF/GPL; Fig. 4B). The BCR was key for staining by the octamers,
as a pre-B cell line lacking surface Ig was not stained (not shown).
The staining was peptide specific as it could be blocked by pre
incubation of the As'?fI‘RI’H«,—; 507C octamers with the anti-PRPH
mAb 228E1 (Fig. 4B). When spleens from 7-wk-old NOD females
were analyzed (Fig. 4C), on average 0.19% of B cells were stained
by A®/PRPH,e7_s507C octamers compared with 0.1% by the A®7/
GPI tetramer control, suggesting that ~0.09% of B cell were
specific for PRPHe;_sp7 and demonstrating that the octamers did
not stain all B cells indistingnishably.

An Ab response against A% in the NOD mouse has been sug
gested previously, and B cells of this specificity therefore should
recognize and thus might be stained by AEPRPH 47_sp7C 0Ctamers
as well (11). Additionally, the analysis of rare Ag-specific B cells is
hampered by the presence of B cells that recognize PE (26). B cell
staining by our control reagent also suggested that some recognition
irrelevant to the PRPH peptide occurred. To minimize nonspecific
B cell detection, we generated AX/PRPH 47_s07C octamers labeled
with either PE or allophycocyanin and incubated peritoneal cells
with both octamers simultaneously. In parallel, peritoneal cells were
incubated with control A®/GPI tetramers prepared with the same
fluorochromes. If, on the one hand, A¥ specific B cells were
present and stained by the octamer, they should also be stained by
the tetramer control, owing 1o the identical A®” scaffold. On the
other hand, the double color approach should serve to eliminate
either allophycocyanin- or PE-specific B cells, as those cells would
be stained by either the PE- or the allophycocyanin-containing re-
agent only, but not by both simultaneously. As shown in Fig. 4D,
A specific B cells were essentially absent or not stained, as no
double-positive cells using the tetramer control reagent became
apparent. On the contrary, ~0.25% of B cells were detected by
the double color octamer staining approach, alleviating concerns of
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B cells, labeled using the two-color approach as explained in (C), or 4000 CD197 total B cells were sorted by FACS into ELISPOT plates, coated
with PRPH,92_507 01 GST as background control. Cells were cultivated for 72 b in the presence of anti-CD40 Abs, and secreted Ag-specific Abs
were detected using an anti-mouse « Ab. As positive control, only 1000 16 hybridomas cells were seeded in parallel to compensate for the stronger
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proliferative capacity of these cells. Data (means = SD) are representative of two independent experiments. The p value was determined by a two-

way ANOVA test, ***p < 0.001.

single PE- or allophycocyanin-positive B cells. Therefore, the
two-color approach served to detect PRPH-specific B cells only
{herealter referred 1o as PRPHq B cells).

As a final proof of the suitability of the A¥/PRPH,q;_s0,C
octamer for FRPH: B cell identification, we applied the double
color octamer staining approach to sort B cells and to analyze
their specificity by ELISPOT. Four thousand octamer” or total
CDI19%octamer B cells were sorted into plates coated with GST
PRPH, 25 507 or with GST only, stimulated with anti-CD40 Ab,
and secreted Abs were detected with a anti-mouse k Ab (Fig. 4E).
For comparison, 1000 I6 hybridoma cells were seeded into coated
plates as parallel experiments showed that after the 3-d incubation
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period, a similar cell number was obtained in the three cultures
due to the strong proliferation of the hybridoma. Similar amounts
of spots were identified in the well containing either PRPHe
B cells or 16 hybridoma cells, whereas CD19 octamer B cell

comtaining wells were undistinguishable from wells containing
medium only. The presence of PRPH-specific Ab secretion was
also evidenced by a darker color of the membrane found exclu
sively in wells that had received either octamer” B cells or 16
hybrids and that had been coated with FRPH,20_sq7. Neither 16 nor
PRPHe B cells recognized coated GST. Collectively, these results
conclusively validated A®"/PRPH,4; <o;C octamers as a tool to
detect PRPHg B cells.
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In vive distribution of PRPH¢ B cells

We used the A¥/PRPH,4_507C octamers to analyze the distri

bution of PRPH; B cells in vivo in NOD mice (Figs. 4C, 5A).
FRPH¢ B cells were detected in the spleen, LNs {only pancreatic
LNs are shown), as well as in the peritoneum at ages between 4
and 15 wk. Overall, more PRPH- B cells were detected in females
compared with males. Unexpectedly, the highest percentages of
PRPH¢ B cells were found in the peritoneum with up to 0.5% of
total B cells in females. In the peritoneum and pancreatic LN
PRPHg, B cells progressively increased in females where they
peaked at week 15, the oldest age analyzed. We wondered whether
the increment of PRPH B cells correlated with disease progres-
sion. Indeed, a separate set of experiments revealed that the
peritoneum of 153-wk-old diabetic NOD females contained sig-
nificantly more PRPH- B cells than did age-matched, nondiabetic
individuals (Fig. 5B). In pancreatic islets, PRPH- B cells were
undetectable at 5 wk of age, but at 10 and 15 wk of age, ~0.2% in
infiltrating B cells stained with the octamers (Fig. 5C, only 15-wk

old mice are shown). These resulis suggested that the primary site
of PRPH B cell proliferation might not be the pancreas or pan-
creatic islets but rather the peritoncum. Alternatively, PRPH-
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B cells may preferentially home to the peritoneum. A third ex-
planation for the dearth of PRPHe octamer” B cells in pancreatic
islets could be their rapid conversion at this site into a plasma
cell-like phenotype that would escape detection by the octamer
due to downregulation of the BCR as previously shown (Ref. 27
and N.G., not shown). Further support for this idea was the de-
tection of anti-PRPH Abs in islet culture supernatants (not shown).
To establish whether PRPHe B cells were angmented in diabetes
prone NOD mice compared with disease-resistant C37BL/6 mice,
we analyzed 7-wk-old females from both strains side-by-side.
Although present in both strains, PRPHe B cells were signifi-
cantly elevated in females of the NOD compared with the C57BL/6
strain in spleen and peritoneum (Fig. 5D).

Tissue-dependent phenotypic variations of PRPH: B cells

The presence of PRPHy B cells in the peritoneum was a further
indication that at least a portion of these cells might belong to the
natural B-1 B cell compartment. Approximately 30% of PRPH
B cells expressed CD5 in the peritoneum (Fig. 6A, tap panels),
indicating that these cells belonged to the B-la subtype. Addi-
tionally, 15% of PRPH B cells were stained by Mac-1 but not by
CD3, a hallmark of B-1b B cells (28), which was close to triple the
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FIGURE 5. PRPH. B cell distribution in NOD and CSTBL/6 mice. (A) FACS analysis of PRPH B cells in the peritoneum, spleen, and pancreatic LNs in
NOD males and females (# = 5-15/age group). PRPHe B cells are shown in the indicated organs and apes as percentage of total CD19" B cells. AE"/
PRPH,i57_507C octamer” cells were pated on CD3 7, CD11e ™, B4/80, propidium iodide (P1) ", and B220", Values obtained with the A5'/GPI control were
subtracted during analysis. Error bar indicates mean values = 5D, The p value was determined by a Mann-Whitney ¢ test. (B) Analysis of PRPH, B cells in
the peritoneum of diabetic and prediabetic 15-wk-old NOD/LU females (n = 5). PEPHe B cells were analyzed as in (A). In lefi panel, FPRPHe B cells are
indicated as a percentage of total i.p. B220™ B cells; in right panel, total numbers of i.p. PRPHe B cells of the same analysis are shown, Error bar indicates
mean values = SD. The p value was determined by a Mann—Whitney ¢ test. (€) Representative FACS profile of islet-infiltrating PRPH.- B cells from 15-wk-
old NOD/Lt females (a pooled analysis of five animals is shown). PRPHe B cells were analyzed as in (A). (D) Comparative analysis of PRPHe B cells in
the peritoneum and spleen in 7-wk-old NOD and C57BL/6 females (n = 5). PRPHe B cells were analyzed as in (A). Error bar indicates mean values = SD.

The p value was determined by a Mann-Whitney ¢ test.
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percentage detected in total CD19" B cells at the same site. In the
spleen and pancreatic LNs, most PRPHe B cells were CD5™
Macl™. Whereas percentages, owing to the relatively low cell
number, are susceptible 1o fuctuation, the results nevertheless

A Spleen Pancreatic LN Peritoneum
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FIGURE 6. PRPH: B cells seprepate into different subpopulations and
are activated in a tissue-specific fashion. (A) FACS analysis of PRFH: B

cell subpopulations in the peritoneum, spleen, and pancreatic LNs of 7-wk-
old NOD females. PRPH B cells were gated using the two-color approach
explained in Fig. 4C and further analyzed using anti-CD5 and Mac-1 (rop
panels) or anti-IgM and anti-IgD Abs (bottom panels). Plots are repre-
sentative of three independent experiments. (B) FACS analysis of islet-
infiltrating PRPH; B cell phenotypes from 10-wk-old NODVLLI females (a
pooled analysis of five animals is shown), Analysis as in (A); left panels,
CD19" total B cells; right panels, PRPHe B cells. Top, IpM versus IgD,
bottom CDS5 versus Mac-1 analysis. Plots are representative of two inde-
pendent experiments. (€) Analysis of PRPH- B cell phenotypes in the
spleen of 8-wk-old NOD/Lt] females (n = 5). PRPHc B cells were first
guantified by the two-color approach explained in Fig. 4C and further
analyzed using the CD23 and CD21 markers (FACS profiles not shown).
Total B cells are shown for comparison. FO, follicular B cells; MZ, MZ B
cells. Error bars indicate mean values = SD. Values were not significantly
different as determined by a one-way ANOVA test.
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mirrored the percentages of total CD19" B cells at these sites and
clearly demonstrated that PRPH- B cells are a heterogeneous
population. Costaining with anti-IgM and anti-IgD revealed that in
all sites the majority of PRPH.- B cells were either IgD™ or [gM”
IgD", very similar to total CD197 B cells (Fig. 6A, botiom panels).
However, some switching to IgG, the isotype expressed by vir-
tually all PRPHe B cell hybridomas derived from pancreatic islets
(25), might be supported in the peritoneum, the only site where
IgM™IgD™ cells among this population were observed. On the
contrary, ~10% of IgM IgD  cells were found at all sites within
the total CD19" B cell population. In infiltrated islets, B-1a and B
1b B cell were identified in CD19" total, but not in PRPHe B cells
(Fig. 6B). Contrary to total B cells where ~30% had switched
their isotype based on absence of IgM/IgD expression (3-fold
more than found in spleen, pancreatic LNs, or peritoneum), [gM
IgD PRPH B cells were essentially absent at this site.

Finally, we analyzed the phenotype of PRPHe B cells in the
spleen by costaining with anti-CD21 and anti-CD23 Abs (Fig.
6C). At this site, ~50% of PRPH B cells were double positive for
these markers, a typical phenotype of follicular B cells, whereas
~15% of PRPH B cells resembled MZ B cells (CD21"#'CD23').
This was comparable to the frequencies detected in the total B cell
population and a further confirmation of the heterogeneity of anti
PRPHc B cells.

Discussion

The implication of B cells in TID has long been recognized.
Humoral responses toward autoantigens such as insulin or glutamic
acid decarboxylase were discovered several decades ago, and
autoantibodies have served 1o establish the diagnosis of T1D nisk
in the clinic (29, 30). The study of the corresponding cellular
responses, however, has proven much more cumbersome. Cyto-
metric detection of Ag-specific B cells by increasing the valency
of epitopes has been reported for BCR transgenic or immunized
mice, using cither random coupling to a fluorescent carrier mol-
ecule or tetramerization of the biotinvlated Ag (31-33). The de-
tection of autoreactive B cells in nontransgenic naive mice or
patients using similar methods either failed or was not reported to
our knowledge (7, 34). Especially in wild-type NOD mice, the
identification of autoreactive B cells that recognize natural auto
antigens has been hampered by the low affinities of autoreactive
BCRs for their cognate Ags (35). However, recent achievements
to prevent TID by targeting Ag-specific B cells call for novel
approaches to be able to track these cells for preclinical and
clinical studies (36). The previously suggested presence of PRPH
specific B cells in pancreatic islets (9, 10) prompted us to conduct
an in-depth analysis of this B cell reactivity using a novel ap-
proach consisting of the octameric display of the cognate Ag and
to search for the sites of autoreactive B cell accumulation.

The first relevant finding in the present study was that all PRPH-
specific B cells recognized the same core epitope, although, as
expected owing to the BCR variants previously described (25),
their fine specificities were different. Our findings also indicate
a dominant response 1o this epitope in young animals that is
maintained at least until 24 wk of age, the oldest age that was
analyzed in a side-by-side comparison of the seven expressed
fragments covering the 61-kDa isoform of PRPHgs s47. Do other
epitopes of a similar significance exist that we may have over
looked in our study? We cannot completely exclude this for several
reasons, including the partially missing N-terminal 84 aa that cluded
our analysis as well as the mentioned lunitation that we only ana-
Iyzed protein fragments of unknown tertiary structure. Furthermore,
some epitopes close to the fragment boundaries might have been
lost. However, albeit PRPH as a target Ag of islet-infiltrating



ANEXO

The Journal of Immunology

B cells has been detected using denaturalizing conditions (10), the
neuronal recognition pattern of all clones had been carried out
using air-dried cryosections (9), a technique that can preserve
three-dimensional protein structures. If, at least in case of the islet,
a dominant B cell population recognizing a different epitope of
PRPH was present at this site, it is likely that this population
would form part of the hybridoma collection previously generated.
However, all hybrids that we analyzed recognized the C-terminal
epitope. The humoral response toward the PRPH C tenminus was
not restricted to the NOD strain but was also found in other NOD

related and unrelated strains. In the four strains analyzed, the re

sponse was weakest in C37BL/6 mice and delayed compared with
other strains. In all strains, the response was more pronounced
in females. Although the function of anti-PRPH B cells still
needs to be established, it is tempting to speculate that NOD
background-related genes might be involved in the increase of
this cell specificity.

The second noteworthy finding, facilitated by the octamer ap
proach, was the tissue distribution of PRPH B cells. The highest
percentages of these cells were found in the peritonewm. However,
these cells were not limited to the NOD strain, but were also
found, albeit at lower levels, in C37BL/6 mice, as expected from
our data demonstrating the existence of anti-PRPH Abs in this
strain. The high percentages of PRPHe B cells in the peritoneal
cavity combined with the low Abs affinities detected by ELISA
inhibition and the comparatively weak Abs response upon im
munization were indicative that these cells may form part of the
natural B cell compartment or produce low-affinity Abs (37). The
CD5/Mac-1 analysis indicated that FRPH- B cells did not form
a homogenecus B cell population. In the peritoneum, ~50% of
these cells belonged either to the B-1a or the B-1b population, but
the vast majority of PRPHg B cells in pancreatic LNs and spleen
were CD5 | indicating that they were either follicular B cells, MZ
B cells, or possibly in part B-1b cells that are CD5™ and do not
express Mac-1 owtside the peritoneum (28, 38). A BCR analysis
should reveal whether the B-1 peritoneal population is of different
clonal origin that may explain the heterogeneity of PRPH B cells.
B-1 cells have been implied previously to play a role in T1D
pathogenesis. Hypotonic lysis leading to B-1a B cell depletion in
the peritoneum leads to a delayed disease onset in NOD mice (39).
Very recently, its has been suggested that the possible role of B-1
cells in T1D is to promote autoreactive T cell access to pancreatic
islets, possibly by the induction of VCAM-1 expression on the
pancreatic vasculature {40). It is thus possible that some of the
PRPH: B cells are involved in a similar process. PRPH- B cells in
the islet were negative for Mac-1 and CD3; however, it is possible
that these markers were lost during the overnight culture process.
Coanalysis of CD21 versus CD23 expression revealed that PRPH.
B cells were not limited to the B-1 B cell compartment. Rather, we
detected tissue-specific differences: in the spleen, most PRPH-
B cells resembled follicular B cells, yet ~15% could also be
classified as MZ B cells. MZ B cells have recently been described
to invade pancreatic islets and to have the capacity to present
autoantigens such as insulin, leading to T cell activation in vitro
{41). We have not vet established whether some PRPH- B cells in
the islets could be classified as MZ B cells.

A further question remaining to be solved is whether and where
these cells are implicated in Ag presentation. A recent report has
shown that even tolerant anergized B cells are fully capable of
Ag presentation and T cell activation (42). Ag presentation could
occur in the peritoneum or in pancreatic LNs, besides others. Tt
has previously been suggested that pancreatic LNs are the critical
site of islet Ag-specific T cell priming to condition their capacity
to infiltrate the islets (43), and the removal of these LNs led to an
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almost complete protection against insulitis and diabetes (44).
Passive or active transport of PRPH from the pancreas released
during physiological |} cell death {43) could be a source of Ag for
PRPH: B cells that is subsequently presented to the corresponding
T cells. However, PRPHp B cells may also pick up Ag or simply
get activated in the peritoneum and then home direcily to pan
creatic LNs, a mechanism previously described (45). In females,
as the disease progressed, the increment of PRPHg B cells in
the peritoneum was paralleled by an increment of these cells in
pancreatic LNs. Whether this is due to proliferation in one of these
sites only, followed by trafficking, or whether these populations
proliferate or simply accumulate at different sites independently
remains 1o be established.

As mentioned previously, islet-infiltrating PRPH- B cells se-
creted IgG, and in the present study, serum IgM levels were only
marginal. This begs the question where and under which con-
ditions isotype switching is induced in NOD females. The IgM/
IgD analysis suggests that it occwrred neither in the spleen nor in
pancreatic LNs, as essentially no IgM/TgD double-negative cells
were detected at these sites. Switching might take place in the
peritoneum where CD19" IgM/IgD double-negative cells were de-
tected. In case of the peritonewm, it is possible that omental milky
spots are involved in this process, as it has recently been described
that isotype switching and somatic hypermutation are supported in
this tissue (46). Another possibility is that switching and affinity
maturation take place in the islets themselves. However, if this is
the case, it is much less pronounced compared with the total B cell
population that was composed by almost a third of switched B cells.
Tertiary lymphoid structures associated to pancreatic islets have
been described previously (47-49), and therefore local switching
events could be supported at this site.

Whether the response to PRPH is T cell-dependent is still an
open issue. We are currently investigating this question. The BCR
analysis of islet-infilirating PRPH-reactive B cells showed that
some, but not all, had undergone somatic hypermutation (25),
a clue that argues for a T cell/B cell interaction. The rather high
percentages of PRPHe B cells in the peritoneum already detect-
able at young age seemingly advocates against it, as does the
finding that some PRPH- B cells belong to the B-1 B cell sub-
population. Because the phenotypical analysis argues for a het
erogencous B cell population, it is possible that this response is
partially, but not completely, T cell-independent. T cell-inde
pendent activation of autoreactive B cells has recently been de
scribed, which is not staged in germinal centers but at the T cell
zong/red pulp border (50, 51). Whether the same holds true for
FPRPH B cells needs to be analyzed further. The identification of
PRPH-specific autoreactive T cells, that is, by MHC tetramers,
would prove invaluable to gain a deeper insight of the collabo-
ration between both cell types in T1D pathogenesis.

The response against PRPH adds to a growing list of auto-
antigens derived from neuronal tissues for which a causative link to
the pathogenesis of T1D has been shown (52, 53). The detection of
elevated percentages of B cells especially in recent-onset diabetic
animals recognizing such an Ag in the peritoneum is unexpected.
It should encourage the search for further autoreactive B cell
populations in the peritonewn. The octamer approach is likely
to prove valuable for this endeavor.
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Supplemental Figure S1 PRPH G5T fusion proteins.

{A) PRPH peptides were cloned into a modified pGEX vector. The vector coded for G5T, followed
by the PEPH peptide and a tail sequence containing a histidine tag.

(B) Approximate location of the § PRPH peptides within the PEPH 61 KD isoform. All but the first
2 peptides overlapped by 10 to 22 amino acids.

(C) Table showing the first and last amino acid of PRPH peptides 1 to 8.
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Supplemental Figure 52, Identification of PRPH, 73 4e: as the epitope recognized by anti-PRPH
mAbs.

(A) mAb 228 E1 (left) and 239 B (right) recognize a synthetic version of PREPH,5;.55. An ELISA
competition assay is shown, using plate-bound GST-PRPHy7;455 and free synthetic peptide PEPH.:;.
435 for competition. mAbs were premmcubated using the indicated concentrations of free peptide
overnight and next added to coated plates. Bound mAb was detected using anti-mouse IgG. Values
of the GST blank control were subtracted during analysis. The urelevant synthetic PRPH435-440
peptide was used as a contrel in this assay.

(B) PRPH+73-455 blocks binding to native PRPH.

Murme NI1E115 neuroblastoma cells expressing PRPH were seeded on poly-lysine cover slips
overnight, fixed with PBS 4% formaldehyde and permeabilized with PBS contaimmg 0.01% of
Triton. Cells were stained overmight with mAb 228 El pre-meubated with PBS only, with 100 pM
PR PHs754s5 peptide or with 100 pM PPPHsas449 as irelevant peptide, followed by incubation of a
secondary amhbody Alexa 555-tagged goat ant-mouse IgG anbbody (10 pg/ml). Cells were
counterstained with Hoechst and analyzed in a DMIRB Leica Fluorescence Microscopy. Data

are representative of three independent expeniments.
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Supplemental Figure 53 Humoral response to GST in NOD females.
NOD females were immumized at day 0 and day 21 1p. with G5T emulsified m CFA and IFA,
respectively, and the presence of anti-GST IgG was analyzed 4 days later in sera by ELISA using

coated GST protein. The response of naive versus immumzed mice is shown.
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