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Introduccion

INTRODUCCION.

1.- El receptor de antigeno de la célula T.

El sistema inmunoldgico, potencialmente capaz de neutralizar la entrada de un elemento
extrafio en el organismo, se divide en sistema inmunolégico adaptativo, que discrimina entre los
distintos elementos extrafios o antigenos (Ags) vy potencia la respuesta frente a éstos en funcion del
nimmero de exposiciones, y sistema mmmmologico no adaptativo, independiente del nimero de
exposiciones al Ag (1).

La respuesta inmunolégica adaptativa estd mediada por los linfocitos B y T, los cuales
inician su participacion en la respuesta tras el reconocimiento del Ag a través de sus receptores
especificos. El 30% de las células que componen el sistema inmunoldgico son linfocitos y de elios
el 70% son células T (1). Los receptores de la célula T implicados en el reconocimiento antigénico
se denominan Receptores de Antigeno de la Céhula T (TCR) (2).

El TCR esta formado por dos glicoproteinas altamente polimorficas clonalmente
distribuidas, heterodimeros al} o y3, asociadas a un complejo de cadenas invariables denominado
CD3 (3) (Fig. 1). El 95% de las células T de sangre periférica expresan TCRs formados por
dimeros oB. Ambas cadenas estin codificadas por distintos segmentos génicos denominados
regiones variables (V), de diversidad (D) (Onicamente en cadenas B), de unién (J) y constantes (C)
que se recombinan durante la ontogenia de los linfocitos T y que generan la diversidad de
receptores necesaria para el reconocimiento especifico de los Ags (4).

Los aminoéacidos codificados por las regiones génicas V, D y J definen en cada cadena un
dominio denominado V. Los domimios V son extracelulares y su variabilidad de secuencia es muy
elevada. Cada uno esta estabilizado por un puente disuifuro intracatenario y, en el caso de la cadena
a, presenta un sitio de glicosilacion. Los dominios V de ambas cadenas son los responsables del
reconocimiento antigénico.

La region génica C de cada cadena codifica un dominio C, una zona bisagra, una porcion
transmembrana y una cola intracitoplismica. Las regiones C, como su nombre indica son
practicamente constantes. Cada uno de los dominios C presenta un puente disulfirro intracatenario.
El dominic C de la cadena ¢ presenta un sitio de ghicosilacion y dos el de la cadena B. Los dominios
C de ambas cadenas interaccionan con los componentes del complejo CD3 (3).

Cada una de las cadenas presenta una pequefia zona bisagra comprendida entre el dominio
C y el dominio transmembrana. Ambas estan unidas a través de un puente disulfuro intercatenario y
presentan un sitio de glicosilacion. Recientemente se ha demostrado que inchiyen motivos de
secuencia que controlan la eficiencia de la sefializacion inducida por el reconocimiento del Ag. Asi,
s¢ ha comprobado que la secrecion de I[L-2 tras la activacidn es menor si se mtan residuos
conservados en los dominios bisagra de las cadenas ¢ y B de varias especies y se sustituyen por los
de sus respectivas cadenas homodlogas, 5 y y (5, 6).

Cada cadena atraviesa la membrana citoplasmatica con un tinico dominio transmembrana y
termina en su extremo carboxi-terminal (Ct) con una pequefia cola citoplasmdtica de 5 aminoacidos
en el caso de la cadena o y de 9 amino4cidos en el de la cadena . La region transmembrana de la
cadena §3 se ha implicado en la asociacion del heterodimero aff con determinados componentes del
CD3 (7). Se ha comprobado que céhulas T cuyos TCRs carecen de la cola intracitoplasmatica de la
cadena o no son capaces de internalizar el TCR tras la activacién con un mitdgeno (8).

Los heterodimeros o8 aparecen en la superficie celular unidos al complejo CD3 con el que
forman el TCR. CD3 estid compuesto por tres cadenas polipeptidicas asociadas en forma de

1
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Figura 1: Modelo “minimo™ de la estructura del TCR. Tl modelo dimérico supondria Ja existencia
de dos dimeros e} asociados a un dimero £8. un ey v un 22,
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Introduccidn

dimeros ve y 3¢ ¥ un homodimero & Los altimos estudios indican que la estructura del TCR es
(aBY(ye)(SeXEL) (9). Cada una de las cadenas del complejo contiene en la regién citoplésmica
secuencias denominadas Motivos de Activacidn de Inmunorreceptores basados en Tirosina
(ITAM) que son dianas de tirosin-quinasas y cuya fosforilacion es el primer evento detectado en ia
sefializacion tras el reconocimiento de Ag a través del dimero o3 (10).

1.1.- Nomenclatura, organizacion, reordenamiento y diversidad de los genes TCRA y
TCRB.

La nomenclatura de los segmentos génicos que forman cada cadena del dimero af} fue
definida por el subcomité de nomenclatura de la Uni6én Internacional de Sociedades de Inmunologia
(IUIS). Las regiones génicas de las cadenas o y B del TCR se denominan TCRA y TCRB,
respectivamente. Cada elemento génico se designa V, D, J o C indicando con un mimero la
subfamilia (en segmentos V) o la agrupacion génica (en el resto de segmentos). La letra S seguida
de otro nimero sefiala a qué miembro nos referimos. Se define subfamilia como el conjunto de
segmentos TCRV que poseen una homologia de secuencia de nucledtidos superior al 75% (11). La
homologia entre las distintas subfamilias varia entre el 16% y el 58% (11). De esta manera las 81
secuencias distintas obtenidas de segmentos V de cadenas o definen 32 subfamilias y las 138
secuencias distintas de segmentos V de cadenas B definen 34 subfamilias (11). En funcion del tipo
de estudio, puede ser conveniente agrupar los segmentos V en funcion de su homologia en la
secuencia de nucledtidos (12) o en funcién de los aminodcidos que aparecen en las posiciones 61 y
62 (13) (Tabla 1).

Los genes TCRAV se localizan en el cromosoma 14 (14qll) en humanos (14). La
secuencia parcial del locus indica que en Ia linea germinal y de posicién 5' a 3' existe una agrupacion
génica formada por los 70-80 segmentos TCRAYV, los segmentos génicos de la cadena § del TCR,
los 63 segmentos TCRAJ y, en el extremo 3' del gen, el inico segmento TCRAC (Fig. 2).

El locus TCRB, situado en el cromosoma 7 en humanos, se ha secuenciado completarnente
(15). Los genes de la linea germinal estan separados en 3 agrupaciones génicas: En la posicion '
del locus, se encuentra una agrupacion que contiene 64 segmentos TCRBV. A continuacién de
ésta, se sitGa una agrupacion que contiene el segmento TCRBDI1, 6 segmentos TCRBJI y el
segmento TCRBCI. Tras ésta existe una tercera agrupacion que contiene el segmento TCRBD?2, 7
segmentos TCRBJ2 y el segmento TCRBC2. Por ultimo, en el extremo 3' de la regién, se
encuentra el segmento TCRBV308S1, cuya lectura esta invertida respecto al resto de los segmentos
del locus TCRBV (Fig. 2).

Los segmentos TCRA y TCRB se reordenan en un estadio temprano de la maduracion de
los timocitos, precursores de las células T. El reordenamiento se produce secuencialmente (Fig. 3)
de forma que en primer lugar se recombina uno de los alelos TCRB, mientras el otro permanece
bloqueado (16). TCRA no se reordena hasta que existe una recombmacion correcta de TCRB.

El reordenamiento de TCRB comienza con la unién de un segmento TCRBD a umo
TCRBJ. A continuacion, un segmento TCRBV se recombina con el TCRBD-J (17). Entre las
zonas de union de los segmentos V y D y los D y J, la enzima deoxinucleotidil transferasa terminal
(TdT) introduce aleatoriamente nucledtidos no codificados en la linea germinal que conforman la
region N. Se ha descrito la translocacién de las Gltimas bases de la region V (region P) pero
practicamente no se produce en TCRA ni TCRB. Los segmentos génicos comprendidos entre los
recombinados se eliminan, por lo que el gen TCRB de las células T maduras es de menor tamatio y
carece de parte de los segmentos. La union de uno de los segmentos TCRBC se produce durante la
maduracion del mRNA vy, ademas, se eliminan los intrones internos de la regién V, el comprendido
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SUBFAMILIA SUBGRUPO SUBFAMILIA
SUBGRUPO TCRAV TCRBV TCRBV
TCRAV (Chothia)
(Chothia)
1 2.8, 15, 17, 21 ‘ la 6,8, 16, 21, 22, 26
3.5, 10, 13, 18, 19, 23, 24, |
2 25,26, 27, 28, 29, 30, 32 1o 10, 18,19, 25
3 6,12, 14 Ic 1.5.23
4 1,9, 16,22, 31 2 7.9, 24
5 4,20 3 2,4
6 | 7 4 3,11, 12, 13, 14, 15, 17
Otros 1 5 20
i ——— | Ee—
SUBGRUPO SUBFAMILIA SUBGRUPO SUBFAMILIA
TCRAV (Schiffer) TCRBV
(Schiffer)
1.2, 4,5.6.7.8.9, 10, 16, 18,
I 1,9, 16,22 I 19, 21, 22, 23, 24, 25, 26
I 2.7, 14, 17. 21 i 3,11, 12, 13, 14, 15, 17, 20
- 3,5, 10, 13, 15, 19, 23, 25,
27, 28, 30, 32
4,6,8, 11, 12, 18, 20, 24, |
MISCELANEA 2.5, 31 :

Tabla 1: Clasificacion de las subfamilias de TCRAV y TCRBV en subgrupos de homologia segin
las definiciones de Chothia y col. (12) y Schiffer y col. (13).




Introduccion

entre la region J y la C y los de la region C, tanto los que separan los exones correspondientes al
dominio C como los comprendidos entre la region bisagra, la transmembrana y la cola
citoplasmética. Se han descrito mecanismos de empaime o "splicmg" alternativo durante la
maduracion del mRNA que pueden aumentar la diversidad debida al reordenamiento de los
segmentos (18). La protema codificada por el producto del reordenamiento se expresa en la
membrana del timocito asociada a una cadena denominada pT- y a parte del complejo CD3 (19).
Si se produce este paso, comienza el reordenamiento de los segmentos TCRA. Si por el contrario,
la cadena 8 no puede expresarse en la superficie del timocito, se continGa reordenando TCRB hasta
lograr un reordenamiento productivo. E! reordenamiento productivo de uno de los alelos de TCRB
implica un mecanismo de exclusion alélica que bloquea el reordenamiento y transcripcion del otro,
por lo que en general cada célula T madura solo transcribe el mRNA que codifica una cadena B
(16), aunque aproximadamente ¢l 1% de las células T obvian la exclusion alélica y expresan dos
TCRs funcionales con distintas cadenas 8 (20, 21).

El reordenamiento de TCRA se produce de forma andloga al de TCRB. A diferencia de
éste, ambos alelos TCRA reordenan simultaneamente y siguen reordenando hasta que un dimero
af se expresa en la membrana del timocito. Al igual que en el caso de TCRB, el segmento TCRAC
se une al V-J durante la maduracién del mRNA y también en este caso se han descrito empalmes
alternativos (18). El reordenamiento simultianeo de los dos alelos TCRA mmplica que se pueden
transcribir dos mRNA y por ello hasta un tercio de fas células T maduras pueden expresar dos
TCRs funcionales con distintas cadenas ¢ (22). Se han realizado estudios con anticuerpos anti-
TCRVa que sugieren que en humanos el mimero de células T con dos TCRs funcionales es
cercano al tedrico (21) v que los fendmenos de transcripcion preferente y emparejamiento
mayoritario de una cadena son minoritarios, al contrario de lo observado en ratones (23, 24).

No se ha detectado hipermutacion somdtica en los TCRs, pero existen muiltiples
mecanismos y elementos cuya combinacion es capaz de generar 10"-10" heterodimeros of
distintos (2, 25, 26), como por ejempio: la existencia de distintos alelos de los segmentos TCRBV y
TCRALV, las miiltiples combmaciones entre segmentos TCRV, TCRD y TCRJ, los distintos inicios
de lectura de las regiones D, la adicion de nucledtidos no codificados en la linea germinal a las
regiones N, los distinfos ensamblajes entre ios exones durante la maduracion del mRNA y las
posibles combinaciones entre cadenas ¢, y 8.

La totalidad de TCRs expresados clonalmente por las células T de un individuo se
denomina repertorio de TCRs. Los estudios del repertorio en sujetos sanos indican que existen
usos sesgados de los distintos elementos generadores de diversidad (Fig. 4 y 5 y Tablas 2 y 3).
Estos sesgos se deben a la influencia de distintos factores que son capaces de modificar el
repertorio. Se ha descrito que el repertorio estd limitado por factores genéticos (31, 32), por
reordenamientos preferentes de determinados segmentos TCRV (27) y TCRJ (30, 33), por la
dependencia de tamafios de las regiones N y N+D en funcion de los segmentos TCRY empieados
(30) y por la mayor utilizacion de determinados amino4cidos en las regiones N y N+D en funcion
de su posicidn (29) o del segmento TCRV empleado (30). El repertorio también estd modificado y
limitado por factores ambientales, la exposicion a distintos Ags a lo largo de la vida del individuo y
por los procesos que conducen a la tolerancia. A pesar de ello, ¢l repertorio de TCRs es lo
suficientemente amplio como para cubrir las necesidades de reconocimiento antigénico del
individuo.



I TCRB |Gly | Ala | Ser ] Thr | Leu | Val | Met | Phe | Tyr | Trp | His | Arg | Lys | Asp | Glu | Gin | Asn | €ys | Pro |}
I TOTAL 1231163 185 177 173 139 (1.1 [20 120 116 114184 117 160 145 137 [24 {03 {50 |
i VB3 1227154 197 188 |16.1125 (09 |28 114 125 109 (79 [14 158 120 (30 139 |01 {57 1
[ VB4 1250160 178 182165 145109 [1.3 [1.6 [1.1 [2.0[10.1]3.0 |65 {3.0 137 116 105 |39 |
I VB5S1 1301182195 194 (141138 112 |44 [1.4 1.6 109 173 123157 155 [44 116 104 159 |
i VBIZ 12332162 1105170 135 142 111 108 |21 104 [1.4 (80 1.1 179 193 143 115 [0l [42 |
I VBI3S2 1195142 187 174 158 126109 109 (81126 109 [103]26 142 132 126 142 [03 |81 1}
I VB17 1223162 (81 (89 158 129117 119113119 119183 23 j62 125 133 129 {03 |48 |
[ VB20 1217175186 |44 (65 (82 [24 [27 |10 |13 {24 110303 [27 [3.1 151 120 13 148 |
| VB22 |214187 |102 65 50 |56 (03 [15]18 |28 [09 |77 ]09 |71 [80 |40 |18 |03 [43

Tabla 2: Frecuencia de aminoécidos en la regién N+D en funcién del segmento TCRBV. Porcentaje total en funcion de la subfamilia
TCRBYV. Los amino4cidos mas usados tras Gly aparecen en negrita y los menos empleados, subrayados. Tomado de Quiros y col (30).



TCRAJ % TCRAJ % TCRBJ %
1 0 32 03 18t 14.0
2 0 33 23 152 9.6
3 21 34 1.0 183 7
4 48 35 0 154 3.5
5 4.1 36 0.7 185 7.4
6 2.8 37 38 156 26
7 1.3 38 21 . 251 19.2
8 2.1 * 39 31 252 6.1
9 38 | 40 28 283 7.9
10 3.1 41 03 254 22
11 0.7 42 1.3 235 7.4
12 0.7 43 2.1 256 1.3
13 L3 44 2.1 257 17.0
14 0 45 31
15 31 46 0
16 1.0 47 23
17 13 48 23
18 1.0 49 31
19 { Y 50 0.7

. 20 34 51 0
21 0.7 52 4.1
22 21 53 L3
23 3 54 21

; 24 2.1 55 0
25 0 56 1.0
26 13 57 23
27 07 58 1.7
28 1.0 59 0
29 23 60 0
30 23 61 0
31 2.1 - -

Tabla 3: Frecuencia de uso de segmentos TCRJ. Media obtenida de 300 transcritos
procedentes de PBLs de 3 individuos sanos no relacionados. Tomado de Moss y cols.
(29) y de Quiros-Roldan y cols. (30).
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Figura 4: Frecuencia de uso de segmentos TCRV. A: Uso de segmentos TCRAV. Frecuencias
calculadas a partir de las secuencias de 300 transcritos procedentes de 3 individuos sanos no
relacionados. Tomado de Moss y col. (27). B: Uso de segmentos TCRBV. Frecuencias calculadas a

partir de las secuencias de 300 trénscritos procedentes de 5 individuos sanos no relacionados.
Tomado de Rosenberg y col (28).
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CDR3a y Cys-Ala-Ser-Ser...(X),...Phe-Gly-X-Gly. Los amino4cidos se agrupan de la siguiente
manera; Hidrofobico: Leu, Ile, Phe, Met, Val, Ala. Polar: GIn, Asn, Thr, Ser. Acido: Glu, Asp.
Biésico: Arg, Lys, His. Tabla tomada de Moss y col. (29).



Introduccién

2.- Antigenos y su reconocimiento.

Los TCRs reconocen basicamente dos tipos de Ags: péptidos presentados por moléculas
del Complejo Principal de Histocompatibilidad (MHC) (34, 35) y superantigenos (SAg). El
epitopo, o porcion del Ag reconocida por el TCR de un linfocito individual, estd formado por
residuos tanto del péptido como de la molécula del MHC. El reconocimiento de los SAg se¢ lieva a
cabo independientemente de la especificidad antigénica del TCR y depende de qué region V
expresa su cadena B, por lo que no se define epftopo en el reconocimiento de SAg. No existen
diferencias enire la activacion de las células T por un complejo péptido/molécula del MHC y un
SAg, como demuestran distintos estudios que cuantifican la internalizacion del TCR (36), la
movilizacion de calcio intracehlar ([Ca2+]i), la respuesta proliferativa y la secrecion de citoquinas
(36, 37).

2.1.- HLA, péptidos y estructuras del TCR implicadas en su reconocimiento.

El MHC es un sistema de genes altamente polimdrfico y poligénico que en humanos se
localiza en el brazo corto del cromosoma 6 (38). Gran parte de los genes del MHC codifican
proteinas relacionadas con el procesamiento y presentacion de péptidos en la superficie de las
células. En humanos, las moléculas del MHC encargadas de la presentacion de péptidos a las
cétulas T se denominan Antigenos Leucocitarios Humanos (HLA) y estan codificadas en la region
de clase I (HLA-A, HLA-B y HLA-C) y en la region de clase I (HLA-DR, HLA-DQ y HLA-DP}
del MHC (38). El MHC codifica, ademds, otras proteinas relacionadas con el procesamiento y
presentacion de péptidos (HLA-E, -G, -DM, etc.).

La expresion de los alelos del HLLA es codominante, por lo que cada individuo puede
expresar 6 moléculas de clase I distintas y 6 de clase II. Las moléculas presentadoras de clase I y
clase II no sélo se diferencian por su localizacion en el MHC, sino por su estructura (Fig. 6): las de
clase I estan formadas por una glicoproteina de membrana asociada a una cadena extracelular
denominada 82 microglobulina (32m) y presentan un sitio de union para CD8, correceptor de una
subpoblacion de células T (39); las de clase II estdn formadas por dos glicoproteinas de membrana
de aproximadamente ¢l mismo tamafio y tienen un sitio de unién para CD4, correceptor expresado
por otra poblacion de céhulas T.

A pesar de estas diferencias, los dominios que incluyen son homélogos: Los dos dominios
mas distales respecto a la membrana forman, en ambos casos, una hendidura consistente en una
limina § de 8 cadenas antiparalelas flanqueada por dos hélices o (Fig. 6C y 6D) (40). Tanto las
moléculas de clase 1 como las de clase II pueden alojar péptidos en la hendidura: las primeras alojan
preferentemente péptidos de 8 a 9 aminoécidos, aunque se han llegado a aislar péptidos de 13-14
aminodacidos (41-43); la hendidura de las segundas es mis abierta por los extremos y permite alojar
péptidos de hasta 25 aminoacidos, aunque la mayoria oscila entre 11 y 13 aminoécidos.

Los péptidos unidos a las mokéculas del MHC de clase | proceden mayoritariamente de la
digestion parcial de proteinas citoplasmaticas, tanto propias como de virus o de bacterias
intracelulares. Se ha descrito que también se pueden presentar péptidos de origen extracelular por
lisis de endosomas (44), regurgitacion de los productos de degradacion de lisosomas (45), etc. Los
péptidos unidos a moléculas de clase I en general derivan de la degradacion de particulas
fagocitadas, por lo que pueden proceder de restos de otras células del organismo, de bacterias o de
parasitos extracelulares. A pesar de ello, se han encontrado péptidos derivados de proteinas
citosélicas unidos a moléculas de clase II (46), probablemente procedentes de los restos de otras
células.
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Figura 6: Estructura de las moléculas del MHC. A v C: molécula del MIIC de clase 1. A: vista
lateral. C: vista frontal, indicando el sitio de union del péptido. B v D: molécula del MHC de clase
II. B: vista lateral. D: vista frontal. indicando el sito de unidn del péptido.
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Determinados residuos de la hendidura de union del péptido forman subcavidades o
"pockets" a los que se unen los residuos de los péptidos denominados residuos de anclaje: en HLA
de clase I es fundamental la union de los residuos en posicion 2 y 9 del péptido (P2 y P9), que se
alojan respectivamente en las subcavidades B y C-F del HLA (47); en clase I, en cambio, e!
principal residuo de anclaje del péptido es P1 que se aloja en la subcavidad 1, pudiendo anclarse
otros residuos a las subcavidades 3, 5 y 7 (47). El polimorfismo de los distintos alkelos del HLA se
concentra en los residuos de estas subcavidades {48), por lo que cada HLA aloja peptidos
diferentes (47). Los estudios de difraccién de rayos-X de cristaies de complejos HLA/péptido
unidos a dimeros a3 del TCR de los que se han eliminado las regiones transmetnbrana (49, 50) han
confirmado datos anteriores que ndicaban que ambos dominios V del heterodimero o8 del TCR
interaccionaban con ¢l complejo péptido-HLA a través de unos giros § denominados Regiones
Determinantes de Complementariedad (CDRs) (2, 34). El TCR presenta 6 regiones CDR: 3 en la
cadena ¢ ¥ 3 en la cadena B (Fig. 7). Las regiones CDR1 de ambas cadenas comprenden
aproximadamente del residuo 23 al 34 y las CDR2 entre el residuo 47 y el 57 {nurneracion tomada
de Kabat y cols. (51)). Tanto CDR1 como CDR2 estan codificadas en los respectivos segmentos
TCRV. Las CDR3 se sittan entre los residuos 90 y 100, estan codificadas por las zonas de unién
entre los segmentos TCRV y TCRJ e incluyen los nucledtidos de las regiones N y N+D (26). Las
regiones D codifican mayoritariamente Gly, mientras que los nucledtidos de las regiones N se
mtroducen al azar durante la ontogenia, por lo que la variabilidad de las CDR3 es atin mayor que la
de CDR1 y CDR2. CDR1 y CDR2 interaccionan mayoritariamente con residuos del HLA,
mientras que CDR3 contacta principalmente con residuos del péptido (34) (Fig. 8).

2.2.- Superantigenos y su reconocimiento por el TCR.

Los SAg son proteinas de origen viral o bacteriano capaces de estimular grandes
subpoblaciones de células T, independientemente de su especificidad antigénica. La activacion por
SAg mduce la proliferacion celular y, una vez desaparecido el estimulo, se produce la disminucion
de fa subpoblacion estimulada.

Los SAg de origen bacteriano (bSAg) son proteinas solubles secretadas por bacterias,
como Staphylococci, Mycoplasma, Yersinia, etc. Tienen dos dominios, uno de los cuales puede
interaccionar con el TCR y el otro con una molécula del MHC de clase 11, aunque la mteraccion
con la molécula del MHC no es necesaria para conseguir la activacion de la cétula T (37). Los SAg
de ongen viral (vSAg) son codificados por retrovirus y pueden estar integrados en el genoma del
individuo (52). Se han estudiado en ratones, principalmente las proteinas del virus de tumor
mamario murino (MMTYV) y se han identificado con los antiguamente denominados Ags menores
estimuladores de linfocitos (Mls). Se expresan como proteinas de membrana y poseen un dominio
capaz de unirse al TCR, otro a la molécula de clase I, una regién transmembrana y una pequefia
cola intracitoplasmdtica.

Los SAgs interaccionan con la cadena B del TCR. Se ha descrito que los bSAg y vSAg
interaccionan con diferentes regiones del dominio VB. Los bSAg contactan con CDR2 y
minoritariamente con la regidon HiperVariable 4 (HV4), codificada por la region V y que
comprende los residuos 68 al 78 det dominio V. Los vSAg se unen principalmente a través de HV4
y de CDR1 (53) y cubren parcialmente el péptido. Cada SAg es capaz de estimular todas las células
T que utilizan determinados segmentos TCRBV en su TCR. Asi, la enterotoxina B de S. aureus
(SEB) es capaz de activar células T humanas que expresen V83, VB12, VB14, VB15, V817 o
VB20. Recientemente se han descrito SAgs que, ademds de contactar con CDR1, CDR2 y HV4,
presentan requerimientos de secuencia en las CDR38B (54, 55).

5



Figura 7: Estructura cristalografica del TCR. Los numeros 1, 2 v 3 indican la posicién de los
CDRs, formando una estructura relativamente plana que facilita ¢l reconocimiento v unién a
complejos antigénicos. Tomado de Gareia v eols. (49).



Figura 8: Estructura cristalografica del complejo TCR-péptido-HI.A. A: TCR (arriba) unido al
complejo antigéruco. Los CDRs se expresan coloreados: CDR1 v CDR2 de la cadena B en azul
claro y azul oscuro, respectivamente. CDR1 y CDR2 de la cadena o en parpura claro v oscuro,
respectivamente. CDR3[] amarillo v CDR3a pardo. La region HV4 de la cadena P rojo. B:
Complejo antigémco en vista frontal. Las dreas indicadas indican los sitios de interaccion de cada
uno de los CDRs, segin el codigo de colores que se ha indicado. El TCR se sitha sobre ¢l
complejo antigeénico. Los CDR3s se situan mayoritariamente sobre el péptido, en color amarillo-
pardo. Tomado de Garcia y cols. (49),
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3.- Activacion de la célula T.

Simultianeamente a la interaccion del TCR con un Ag (complejo péptido-HLA o SAg), los
correceptores CD4 o CD8 se asocian con el TCR y contactan con el HLA de clase [1 y de clase I,
respectivamente. CD4 y CD8, cuya expresion en células T maduras es mutuamente excluyente,
actian sinergisticamente con el TCR pues poseen un dominio intracitoplasmatico que interacciona
fuertemente con la tirosin-quinasa lck que, junto a otras tirosin-quinasas de la familia src, se activa y
fosforila las tirosinas presentes en los ITAMs de CD3. No se ha podido concluir con exactitud si
cada ITAM controla una ruta o via de activacion distinta o si son redundantes. En cualquier caso,
tras la fosforilacion de los ITAMs se detecta activacion de ZAP-70, aumento de los niveles de
nositol trifosfato, liberacion de [Ca2+]i, etc. (56). La activacién completa provoca distintos efectos
a cada subpoblacién de células T:

- Las células T CD4’, también denominadas células T cooperadoras o "helper" (Th),
proliferan y secretan citoquinas que actian sobre linfocitos B y T, macrofagos, células del endotelio
vascular, leucocitos inflamatorios, etc.

- Las células T CD8 o células T citotoxicas (CTLs) también proliferan y secretan
citoquinas al activarse, principatmente IFN-y. Su caracteristica principal es su capacidad de lisis de
la céhila que le presenta el Ag, denominada c€lula diana o célula presentadora de Ag (APC),
mediante secrecion de perforinas y granzimas o mediante fenémenos apoptoéticos (57). Hay que
indicar que se ha descrito una poblacion minoritaria de céhiias T CD4" con capacidad citotoxica
(58).

No se conoce el mecanismo por el cual el reconocimiento del Ag se transmite a los
diferentes ITAM y desemboca en la cascada de eventos que finalmente provoca la activacion de la
célula T, pero se han propuesto modelos que suponen la oligomerizacion de los TCRs (59),
cambios conformacionales en éstos {(60) o su aciimulo en el 4rea de contacto entre las dos células y
la consiguiente polarizacion del linfocito T (61, 62).

La estabilidad de! complejo trimoiecutar TCR/complejo péptido-HLA esta modulada por la
presencia de otros receptores que pueden matizar la respuesta a diferentes Ags. Como detallaremos
en el siguiente apartado, la activacion de la célula T requiere, ademas de la interaccion del TCR con
el Ag, una segunda sefial coestimuiatoria sin ia que el linfocito T no es capaz de responder (63).

Segin su estado de activacion y sus contactos previos con el Ag los linfocitos T se
clasifican en:

- Células T activadas. Estas células han interaccionado con su Ag y estan llevando a cabo
las funciones efectoras que ks corresponden. Su estado activado puede mantenerse mediante el
reconocimiento de un nimero minimo de complejos antigénicos, incluso en ausencia de
coestimulos (64). Su fenotipo inchuye varias moléculas (CD25, CD26, CD70, HLA-DR, etc.) que
pueden emplearse como marcadores de activacion. Elesmdlodelaexpremondeestosencelulas de
sangre periférica ha revelado que representan una proporcion minima de los linfocitos T del
individuo. Las células T activadas expresan en membrana elevados niveles de Fas (65) y los
primeros estudios indicaban una alta sensibilidad a la apoptosis por la via Fas-Fas-L (66). A pesar
de ello, estudios recientes han matizado dicha sensibilidad, indicando que los linfocitos T activados
a través de su TCR resisten la apoptosi si existen simultancamente sefiales coestimulatorias via
CD28 (67) y que Unicamente son sensibles a la forma de membrana de Fas-L, por lo que en
presencia de la forma soluble se produce una competencia entre ambas especies que puede regular
los fendmenos apoptoticos en estas células (68). La sensibilidad a las formas solubles de Fas-L. de
las células activadas aumenta conforme envejecen (69, 70) o si se elimman las citoquinas
circundantes (71).
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Dentro de las células T en reposo ("'resting”) de un adulto, las virgenes oscilan entre el 50%
y el 90%, siendo el resto células T de memoria (72). Este porcentaje es variable en funcion de la
edad, exposicion a Ags, etc. Ambas subpoblaciones presentan distintos marcadores de membrana,
poseen distintas caracteristicas de migracién a érganos ("homing") y su capacidad de respuesta es
diferente.

- Células T virgenes. Nunca han sido expuestas a su Ag ni se han activado desde su
maduracién en el timo. Su fenotipo suele ser CD44°CD45RB"CD62L", aunque su caracteristica
principal es la baja expresion de CD44 y los altos niveles de CD45RA y CD45RB (73). Presentan
ademads bajos niveles de Fas y son poco sensibles a apoptosis (65, 68). Carecen de la mayoria de las
moléculas de adhesion implicadas en extravasacion y sélo se detectan en los drganos linfaticos y en
tejidos en los que existe una inflamacion crénica. Unicamente se activan si el reconocimiento del
Ag es simultaneo a un fuerte coestimulo, habituaimente procedente de células que expresan gran
cantidad de moléculas coestimuiadoras y de adhesion, como las células dentriticas u otras APCs
profesionales.

- Células T de memoria. Han respondido a su Ag y han retornado a un estado quiescente.
Se diferencian de las virgenes porque su capacidad de respuesta frente a una nueva aparicion del
Ag es mas rapida, incluiso cuando el Ag es presentado por células con niveles reducidos de
moléculas coestimuladoras (74). Su fenotipo suele ser CD44”CD45RBCD62L". El rasgo més
caracteristico es la elevada expresion de CD44, pudiendo variar la expresion de CD45RB y CD62L
(73). Habitualmente expresan elevados niveles de CD45RO que aumentan a mayor nimero de
divisiones tras la activacion antigenica (75), asi como distintas mokcuias de adhesion implicadas en
extravasacion a tejidos inflamados. Ochen y cols. (76) han propuesto que no existen células T
CD8" de memoria sino que solo hay céhilas T virgenes o células T en un estado de activacion
continuo debido a que encuentran bajos niveles de Ag capaces de reestimular a la célula.
Mullbacher (77) y Tanchot y cols. (78) demuestran que las células T CD8™ de memoria pueden
mantenerse largos periodos en ausencia de Ag y que el simple contacto con una molécula del
MHC, incluso distinta de la que presenta el Ag, permite la supervivencia de la poblacion
CD8'CD44" (78).

4.- Tolerancia.

Se define tolerancia inmunologica como la ausencia de repuesta mmunoldgica contra un
Ag. El mantenimiento de la tolerancia se realiza mediante la inactivacidn o muerte de los linfocitos
especificos de Ag y desemboca en la incapacidad del organismo para responder a éste.
Habitualmente se diferencian dos tipos de tolerancia:

- Tolerancia central. La eliminacion de las células potencialmente autorreactivas se lleva a
cabo en el timo durante la ontogenia de las células T. La seleccion timica asegura que los linfocitos
T que abandonan ¢l timo sean capaces de reconocer Ags presemtados por moléculas del MHC
propias y elimina Ias células T potencialmente autorreactivas. De hecho, se ha cakulado que
tmicamente el 5% de los timocitos finaliza su maduracion. La seleccion timica puede dividirse en
seleccion positiva, que elimina los timocitos que no reconocen complejos antigénicos expresados
por células epiteliales del cortex timico, y seleccion negativa, que suprime los timocitos que
responden a Ags presentados por células del estroma timico derivadas de médula 6sea (macréfagos
cortico-medulares y células dentriticas nterdigitadas). La especializacion celular en el timo no es
absoluta y, de hecho, se ha descrito que la eliminacion de las células del estroma o mpide el
correcto desarrollo del proceso de seleccion (79-81). Actualmente se discute como dos procesos
contrapuesto como la seleccion positiva y 1a negativa pueden basarse en el reconocimiento de Ag
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via TCR. Se ha propuesto que los péptidos presentados por las distintas céhulas del timo son
diferentes (82) y que tanto la ausencia de reconocimiento como una sefial intensa via TCR
producen la eliminacion de los timocitos, conservandose tnicamente los linfocitos con afinidad o
avidez moderada por los Ags propios (83, 84).

- Tolerancia periférica. Los procesos que desembocan ¢n ella actiian sobre células maduras.
Neutralizan las células potencialmente autorreactivas no eliminadas en el timo y controlan la
intensidad y duracion de las respuestas antigénicas mediante procesos de apoptosis y anergia de
manera que la exposicion prolongada a un antigeno puede desembocar en una ausencia de
respuesta contra éste.

La primera barrera para impedir respuestas inmunolégicas indeseadas es la ausencia de
receptores de migracion en las células T virgenes que impide su infiltracion en tejidos no linfaticos y
por ello su acceso a los Ags especificos de tejido.

Se ha comprobado que la interaccion TCR-Ag no es suficiente para que se produzca una
respuesta (63, 85), sino que es necesario que simultaneamente al reconocimiento antigénico se
produzcan otras sefiales, ya sea a través de la interaccion de otros receptores de la célula T, como
CD28, con sus ligandos en la APC, B7.1 (CD80) y B7.2 (CD86), o bien por la presencia de
distintas citoquinas, como [L-1, TNFq o IL-6 que pueden rescatar a las células T de la apoptosis
inducida tras la activacion (86, 87). La mtensidad y duracion de la respuesta también se controlan
por la sensibilidad de las células T efectoras a la apoptosis, mayor a mayor mimero de divisiones
tras la activacion (88).

5.- Respuestas alorreactivas.

La alorreactividad es la respuesta del sistema inmunologico a células de individuos de la
misma especie. Se describio al observar la fuerte respuesta que se inducia tras los trasplantes y que
podia conducir al rechazo del injerto. La respuesta, mediada principalmente por células T, se
produce principalmente por el reconocimiento de complejos péptido/molécula del HLA del
respondedor (89). En los casos en los que no existen diferencias entre el HLA de las células diana y
las células T, toman importancia los Ags menores de histocompatibilidad, es decir, péptidos propios
de la céluia extrafia no expresados por el respondedor, como pueden ser los especificos de sexo,
etc.. Se ha descrito también una alorreactividad indirecta, debila al reconocimiento de péptidos
derivados de la célula extrafia, pero presentados por APCs del respondedor. Su influencia en la
respuesta alogénica total es limitada y solo se ha estudiado la induccion de respuesta por péptidos
derivados del HLA extraiio.

Se supone que los linfocitos T alorreactivos se activan por una reaccidn cruzada entre un
complejo péptido/molécula del MHC propia y los complejos antigénicos alogénicos, que mimetizan
la estructura del primero a través de residuos del HLA y del péptido (90). Los linfocitos T que
pueden participar en una respuesta alogénica suman entre el 1% y el 10% de las céhulas T del
individuo (91). Este elevado porcentaje se debe a que durante ia seleccion timica no se eliminan
células T con capacidad de reconocimiento de HLLAs no expresados por el individuo.

A pesar det gran nimero de células T con diferentes especificidades que participan en una
respuesta alogénica se han descrito motivos comunes en los TCRs de las células T alo-especificas
de un mismo alelo HLA, inchiso cuando proceden de varios individuos diferentes (92-99). Estos
usos preferentes pueden deberse a que: 1) determinados residuos del TCR mnteraccionan
preferentemente con aminoacidos del HLA y, si todos los complejos antigénicos reconocidos tienen
en comiin ¢l mismo HLA, es logico pensar que los diferentes TCRs empleen residuos similares para
mteraccionar con la molécula del MHC; 2) los péptidos presentados por determinado HLA estdn
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parcialmente condicionados por éste y consecuentemente, los TCRs de las células alorreactivas
pueden emplear residuos similares para reconocer los aminoacidos del péptido condicionados por
el alelo. Asi, a partir de linfocitos de sangre periférica (PBLs) de distintos individuos se han
generado in vitro clones HLLA-B27 especificos, se han analizado las secuencias de sus TCRs y se ha
observado que existen usos preferentes de TCRAV2 y de determinados residuos en las CDR3a y
CDR3B8, aunque los sesgos mas acusados se observan en la utilizacién de segmentos TCRBV (6, 7,
14 y 17) (92-94). Los autores proponen que la limitacion més acusada en el uso de segmentos
TCRBV se debe a que, aunque ambas cadenas del dimero aff del TCR interaccionan con la
molécula del MHC, el dominio VB interacciona preferentemente con el dominio més polimorfico
del HLA y por tanto la secuencia de dicho dominio de HLLA-B27 limita los segmentos TCRBV que
interaccionan con €1 (93). La interaccion preferente del dominio V[ con et dominio o2 del HLA ha
sido recientemente confirmada por los datos sobre la estructura de los complejos TCR/Ag
deducidos por difraccion de rayos-X (50). Otros grupos han encontrado limitaciones
preferentemente en el uso de TCRBYV, tanto en alorrespuestas contra HLA de clase [ (97, 99),
como de clase II (95, 96, 98) (Tabla 4). Se ha postulado que la mayor restriccion de TCRBV se
debe a que el dominio VB tiene un papel predominante en el reconocimiento del HL.A, mientras que
Va determina la especificidad antigénica interaccionando preferentemente con ¢l péptido (100). La
interaccion de una cadena del TCR preferentemente con el HLA y Ia otra con el péptido contradice
los resultados deducidos a partir de la difraccién de rayos-X, que indica una interaccion similar de
ambas cadenas tanto con el péptido como con el HLA (50).

6.- Enfermedades autoinmunes.

Las enfermedades autoinmunes son aquelias en las que el sistema inmune adaptativo
responde contra Ags propios, destruyendo tefidos sanos. Tanto si son sistémicas como locales, se
caracterizan por la presencia de un infiltrado de células T en los tejidos afectados. Esta infiltracion
de células T en las lesiones asi como la asociacion de muchas de las enfermedades con
determinados alelos HLA (Tabia 5) apoya la hipotesis de una implicacion directa de las células T en
el inicio y desarrollo de las patologias a través de una respuesta contra dichos alelos, aunque
plantea la incognita de como las células T autorreactivas han podido eludir los mecanismos que
desembocan en la tolerancia. El desarroilo de la enfermedad aumtoinmune no puede achacarse
exclusivamente a la existencia de células autorreactivas, ya que se pueden aslar clones
autorreactivos de individuos sanos (102). La obtencién y mantenimiento en cultivo de dichos
clones requiere la activacién por un agente mitogeno, asi como un aporte exdgeno de citoquinas y
el empleo de APCs autdlogas que expresen niveles elevados de compiejos péptido-HLA. Estas
condiciones normalmente no se dan in vivo, por lo que las células potencialmente autorreactivas no
siempre responden a los autoantigenos. Su existencia sugiere que la reaccion autoinmune puede
iniciarse si algin desencadenante varia las condiciones de presentacién de los péptidos o la
capacidad de respuesta del linfocito.

Determinados péptidos s6lo son presentados por las APCs si una causa externa modifica su
entorno y aumenta su sintesis de proteinas o varia sus mecanismos de procesamiento y presentacion
de péptidos (103). Estas modificaciones del entorno también afectan a péptidos que se presentan a
niveles tan bajos que no provocan una respuesta. Estos péptidos, habitualmente denominados
péptidos cripticos, pueden revelarse por:

- Procesos inflamatorios (Fig. 9). Las c€lulas fagociticas secretan IL-1, IL-6, IL-8, IL-12,
IFN-y y TNF-q. durante las infecciones y traumatismos. Estas citoquinas provocan inflamaciones
locales y aumentan la expresion del HLLA y de moléculas de adhesion en las APCs (104), con lo que
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Figura 9:Mecanismos de revelacion de epilopos criplicos. A: Inflamacidn. Las ciloquinas inllamatorias aumentan la expresion de moléculas de
adhesion, modifican los patrones de digestion y aumentan la expresion de moléculas del MHC en la APC. B: Intemalizacion de receptores. Una vez
unidos a sus ligandos, los receplores pueden ser internalizados junto a éstos y provocar el aumento de la presentacion de los péptidos derivados tanto
del receptor como del ligando hasta 1000 veces. C: Infeccion, Las infecciones modifican los patrones de digestian y pueden provocar la aparicion de

nueves peptidos.



TCRA TCRB
HLA v N J v N+D ] REF.
B7 2,6 NUP. | N.UP. 14 N.UP. NUP. | (99
B*2705 2 N.UP. 120 67,1417 | Funcion de TCRBV [ 282,257 | (g4
B35S 253 | lle-His/Arg | 136 4S1 Gly-Gly |~ 287 N
DRB 0L | subgr.1* | NUP. | NUP. | subgr.1y3* N.UP. NUP. | (96
DRBI*0101 | N.UP. | NUP. | N.UP. | 2,1351,18,20 N.UP. NUP. | (o3
DRBI*0301 { N.UP. | NUP. | N.UP. 2,16,17 N.UP. NUP. | (og)
DRBI*0404 | N.UP. | N.UP. | NUP. | 2,5.6,7,1352,18 N.UP. NUP. | (95
DRBI*1301 | N.UP. | N.UP. | NUP. 4,6,8,18 N.UP. NUP. | (o8
DRBI*1501 | N.UP. | N.UP. | N.UP. 2,8,1382 N.U.P. NUP. | (98)

Tabla 4: Usos preferentes de segmentos TCR por clones alogénicos restringidos por el HLA
indicado. N.U.P.: no existe uso preferente. 'subgrupos definidos por Chothia y cols. (12).2
motivos diferentes en funcion del segmento TCRBV empleado.

FRECUENCIA
ENFERMEDAD HLA*
Pacientes | Controies RR®
™ Espondilitis anquilosante B27 >95 9 150
Enfermedad de Reiter B27 >80 9 >40
Uveitis anterior aguda | B27 | 68 9 520
Tiroiditis subaguda B35 70 14 4 14
Psoriasis vulgar Cwé 87 33 7
Narcolepsia DQ6 >95 33 >38
Enfermedad de Graves DR3 65 27 4
Miastenia gravis DR3 50 217 2
Enfermedad de Addison DR3 J 69 27 5
Artritis renmatoide DR4 81 33 9
Artritis reumatoide juvenil DRS 38 7 8
Enfermedad celiaca DQ2 99 28 >250
Esclerosis maltiple DR2,DQ6 86 33 12
Diabetes tipo 1 DQS8 81 23 14

Tabla 5: Asociacion de algunas enfermedades con el HLA.

? HLA definido seroldogicamente.

® Riesgo Relativo (cuantas veces es mas frecuente la enfermedad en individuos
con ¢l alelo que en individuos sin éste).

Tomado de Thorsby (101).
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se optimiza la presentacion y se posibilita el inicio de la respuesta. Las citoquinas inflamatorias
también aumentan los niveles de proteasas de las APCs por lo que se incrementa el mimero y
variedad de péptidos presentados (105).

- Presentacién por APCs profesionales (Fig. 9). Cada estirpe celular emplea distintas
baterias de proteasas y, por tanto, genera distintos péptidos en funcion de los puntos de corte de las
proteasas (106). Incluso cuando se presentan Jos musmos péptidos, la capacidad estimuladora de
cada APC es distinta en funcion de los niveles de moléculas coestimuladoras (107). Se ha descrito
que las células T pueden responder a péptidos presentados por células dentriticas que no son
reconocidos al ser presentados por otras estirpes celulares (108).

- Internalizacion de receptores (Fig. 9). Las inmunoglobulinas (Ig) de membwana, los FcR y
otros receptores se internalizan tras la union a su ligando (Ag, Ig, etc.) y lo arrastran al interior de la
célula donde ambos son procesados. La APC puede presentar péptidos tanto del ligando como del
receptor v se ha descrito que la internalizacién de un anticuerpo unido a su Ag en ¢€lulas B o
céluias con receptores FcR, provoca la aparicion de nuevos epitopos unidos al HLA ¢ incrementa la
expresion de otros hasta dos 6rdenes de magnitud (109).

- Infecciones virales (Fig. 9). Las infecciones virales pueden provocar procesos
inflamatorios que revelen péptidos cripticos o, si penetran en la célula a través de un receptor
especifico, pueden revelar epitopos mediante el mecanismo detallado en el apartado anterior. Asi se
han detectado céhilas T autorreactivas durante la infeccion por el Virus de la Inmunodeficiencia
Humana (VIH) (110, 111). Las infecciones virales, ademas, pueden disminuir la sintesis de
determinadas proteinas e incrementar la de otras (112), incluso hasta niveles que la hagan visible al
sistema mmunologico.

Determinados péptidos no son accesibles a las células T porque se localizan en tejidos no
linfaticos en los que las células T tmicamente pueden penetrar una vez que han adquirido fenotipo
de célula efectora o de memoria. Esta activacion en la periferia puede deberse a:

- Respuestas contra superantigenos (Fig. 10). La activacion por SAgs inicamente deperne
de la expresion de un segmento TCRBV. Las células T efectoras resultantes de esta activacion
policlonal pueden penetrar la barrera endotelial y reconocer el Ag especifico de tejido.

- Exportacion del Ag especifico de tejido a los drganos tinfaticos (Fig. 10). Los macréfagos
y células dentriticas pueden fagocitar particulas en el tejido, migrar a los érganos linfiticos y
presentar alli péptidos derivados de dichas particulas.

- Activacion de células T con dos TCRs (Fig. 10). Las células T con dos TCRs diferentes
pueden activarse en la periferia como respuesta a un Ag y una vez activadas, migrar a los érganos
no linfiticos y responder a Ags especificos de tejido a través del otro TCR (113).

- Respuesta contra Ags homdlogos (114) (Fig. 10). La similitud emtre dos especies
moleculares 0 mimetismo molecular supone que puedan producirse reacciones nrmnologicas
cruzadas: una célula T puede responder inicialmente a un péptido procedente de una infeccion
virica o bacteriana y, una vez activado, mfiltrarse en un tejido y reconocer un péptido especifico de
éste (115). La factibilidad de este mecanismo queda evidenciada por el estudio de la respuesta de
clones a distintas baterias de péptidos, que revela la existencia de miles de Ags capaces de activar
un determinado clon de célula T (116). Ei mimetismo molecular entre distintos complejos
antigénicos no implica necesariamente una homelogia de secuencia, sino que incluso péptidos con
secuencias muy diferentes pueden adoptar configuraciones tridimensionales analogas o poseer una
distribucion de carga y unos perfiles de hidrofilia parecidos (117). La importancia de las reacciones
cruzadas debidas al mimetismo molecular en et desarrollo de enfermedades autoinmunes ha sido
recientemente demostrada en un modelo murino de queratitis herpética, en €l que tnicamente los
ratones infectados por virus que contienen una secuencia andloga a la de un fragmento de proteina
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Circulaciéon periférica

c¢lula T virgen BAp célula T sctivadu o memoriu
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Figura 10: Mecanismos de revelacion de epitopos especificos de tejido. Todos los mecanismos suponen una activacion previa de la célula T en la
periferia que avmente su capacidad de infillracién en drganes no linfaticos. A: Activacion por SAgs. B: Mimetismo molecular. C: Activacion de células
T con dos lipes de TCRs. D exportacidn del antigeno especifico de tejido por APCs profesionales.
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especifica de la cormea desarrollan la enfermedad, mientras que st la cepa virica carece de ella,
permanecen sanos (118).

El desarrollo de la enfermedad autoinmune, ademas del reconocimiento y respuesta contra
Ags propios, supone que se eluden los sistemas de control de la respuesta mmunologica. Se han
propuesto dos posibles mecanismos que explican la perpetuacion de la respuesta inmunologica y
obvian su control: 1) inhibicién de los fenémenos apoptoticos. La presencia de citoquinas como TL-
2, IL-4, TL-7, IL-13 o IL-15 en las inflamaciones locales puede inhibir la apoptosis (119). La
apoptosis también puede inhibirse en ausencia de citoquinas, como han demostrado experimentos
in vitro en los que c¢élulas T cocultivadas con fibroblastos en ausencia de citoquinas se mantienen
quiescentes y no sufren apoptosis, probablemente por la expresion de Ia proteina bel-xi (120). Se
han detectado células T infiliradas en la cavidad sinovial de enfermos afectados por artritis
reumatoide que expresan bekxi (121), por lo que se ha propuesto que las células T quiescentes
infiltradas en las articulaciones pueden mantenerse durante largos periodos y reactivarse
episodicamente de manera que sean responsables de la cronicidad de la artritis reumatoide (122); 2)
extension de la respuesta a nuevos autoantigenos. Los restos celulares producidos por la respuesta
pueden ser procesados y presentados por las APCs de manera que aparezcan nuevos epitopos
frente a los que se reaccione, perpetuando asi fa respuesta (123). Las células activadas, presentes en
las zonas afectadas, son mas eficientes en la presentacion antigénica y también pueden revelar
nuevos Ags. Incluso se ha comprobado que linfocitos T humanos activados a través de su TCR son
capaces de actuar como APCs en respuestas alogénicas (124).

7.- Enfermedad de injerto contra huesped (EICH).

Las leucemias, inmunodeficiencias y otras enfermedades que afectan los sistemas
hematolégico o inmunologico son tratadas con terapias que eliminan todas las células del sistema
inmyuno-hematologico y sus precursoras de la médula ésea. Una vez finalizada la terapia es
necesario reconstituir estas poblaciones celulares mediante trasplante de médula 6sea (TMO).
Algunas de estas patologias no permiten la infusion de células propias que podrian provocar la
recaida en la enfermedad y por ello la reconstitucién se realiza mediante TMO alogénico. La
maduracion de los precursores de médula 6sea en las distintas estirpes puede observarse muy
temprano; 60 dias tras el TMO practicamente todas las células detectadas en sangre periférica
proceden del donante (125), aunque el niimero total de células es muy bajo y no se alcanzan los
niveles y proporciones habituales de cada especie celular hasta aproximadamente un afio tras el
TMO. Asi, Ia repoblacion de células T CD8’ se completa en unos 2 meses, mientras que la de las
células CD4" tarda entre 6-12 meses (126).

La mayor complicacion que puede presentarse como consecuencia del TMO alogénico es
la enfermedad de mjerto contra huésped (EICH), ¢n la que células del sistema inmunolégico
procedentes del donante inician una respuesta frente a las células del receptor. La EICH puede
dividirse en dos entidades clinicas distintas: la enfermedad aguda y la crénica.

La EICH aguda (aEICH) se manifiesta durante los 60 dias posteriores al trasplante y se
caracteriza por dafios a tejidos epiteliales: en piel se presentan erupciones maculopapulares y
descamaciones; en el higado existen dafios que se evidencian por los elevados niveles de bilirrubina;
la afectacion del tracto intestinal varia entre diarreas a dolores abdominales severos. La aEICH se
presenta en aproximadamente el 50% de los receptores de TMO alogénicos y su mortalidad puede
llegar al 75% de los casos en los grados mayores de la enfermedad. Los estudios histolégicos de los
tejidos afectados por aEICH comparados con muestras de controles revelan que los enfermos
presentan una elevada infiltracion de céhulas T B CD45RO" (127), ausencia de células dentriticas,
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tales como las células de Langerhan, ausencia de células asesinas naturales (NK) y elevada
expresion de HLA-DR en queratinocitos (128).

La EICH crénica (cEICH) se presenta a partir de dos meses tras el TMO y sus sintomas
son erupciones cutdneas, junto a hiper o hipopigmentacion y alopecia que finalmente puede
degenerar en los mismos sintomas que la aEICH. Se presenta en el 10% de los trasplantados y en
un 30% de los supervivientes de larga duracion (>150 dias). La mortalidad ronda el 10% y como
factor de riesgo se inchiye haber padecido aEICH por lo que no se sabe si ambas enfermedades son
distintas o simplemente son distintas fases de una misma patologia.

Dado que la aEICH aparece en momentos muy tempranos tras el TMO, se considera que
la reaccion se debe a céhlas T maduras infundidas junto a las precursoras. Por ello, como
tratamiento profilictico, se eliminan las células T del njerto previamente al TMO. Se consigue asi
la disminucién del nimero de afectados, pero aun asi la patologia sigue siendo frecuente,
probablemente por la imposibilidad de eliminar completamente las células T infiltradas en el injerto.
También como profilaxis se administran a los trasplantados medicamentos que impiden la
proliferacion de las céhulas T activadas: ciclosporina A (CsA) u otras ciclofosfamidas, metotrexato
(MTX), etc. que también se emplean como tratamiento una vez ha aparecido la enfermedad,
combinados en ocasiones con anticuerpos especificos de citoquinas o sus receptores, para bloquear
las sefiales coestimuladoras. Puesto que los medicamentos afectan a las células proliferativas, su
suministro puede interferir con la colonizacion de la médula 6sea lo que, unido a su toxicidad,
impide su utilizacion a concentraciones elevadas que pudieran eliminar completamente la aEICH.

Las EICHs pueden considerarse respuestas alogénicas de las céhulas del donante corntra el
receptor, ya sea contra alelos del HLA diferentes o contra Ags menores de histocompatibilidad.
Dado que las EICH afectan principalmente a tejidos epiteliales, se piensa que la respuesta alogénica
esta dirigida a complejos antigénicos especificos de células epiteliales del receptor. Basindose en
esta idea se han propuesto varios modelos de patogenia de las EICHs: a) revelacion de Ags
especificos de tejido por APCs profesionales. Segun este modelo, las APCs del receptor captarian
Ags en los tejidos epiteliales y los presentarian en los 6rganos linfiticos a células T del donante que,
como células T activadas o con fenotipo de memoria, aumentarian su capacidad de mfiliracion en
tejidos no linfiticos y podrian migrar a los tejidos epiteliales ¢ iniciar la respuesta (129); b) procesos
inflamatorios. Los regimenes condicionantes y los propios medicamentos profilacticos de la EICH
pueden dafiar tejidos, y en consecuencia pueden provocar la secrecion de citoquinas inflamatorias
que podrian aumentar la expresion de moléculas de adhesion y facilitar 1a migracion e infiltracion en
el tejido de las células T del donante (130); c) diferenciaciéon incorrecta. Como mecanismo
especifico de cEICH se ha propuesto que la CsA puede interferir en los procesos de seleccion
timica, permitiendo la seleccidn positiva pero impidiendo la seleccion negativa con lo que se
producirian céhilas T maduras capaces de reconocer Ags presentados por las células del receptor
(131).

Se ha descrito que las posibilidades de recaida en la enfermedad original, sobre todo en
casos de leucemia, son menores en los post-transplantados afectados por EICH (132). Este efecto,
denominado efecto Injerto Contra Leucemia (ICL) es consecuencia directa de la presencia de
células T del donante infundidas con el TMO, como evidencia un estudio en el que se observa
mayor efecto ICL cuanto mayor es el atimero de linfocitos infundidos (133). Se piensa que el ICL
se produce porque células T responden a complejos antigénicos especificos del tumor,

Dada la importancia del efecto ICL en la eliminacion de las células malignizadas, se han
reatizado estudios que pretenden predecir la presencia y el grado de la EICH (134). Una reaccién
EICH de bajo grado puede aportar las ventajas asociadas del ICL sin conllevar excesivos
problemas derivados de la enfermedad. El efecto ICL se ha intentado relacionar con los niveles de
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determinadas citoquinas, presentes en sobrenadantes de cultivos de células T del donante junto a
células del receptor. Los niveles de IFN-y, TNF-o e IL-2 pueden utilizarse como pardmetros
predictivos de la EICH, al menos en individuos HLA-idénticos (135). El andlisis por dilucion limite
de los cultivos mixtos también relaciona la presencia de EICH con Ia frecuencia de precursores de
células T especificas de células del receptor (131). En aquellos casos en los que existen diferencias
entre el HLA del receptor y del donamte es previsible que la alorrespuesta sea muy intensa, de
forma que en dichos casos los parametros anteriores pueden no ser Utiles como prondstico de la
enfermedad. La caracterizacion de las células T implicadas en la EICH podria permitir el disefio de
terapias previas a la infusién de las células del donante en el receptor que minimicen los dafios
causados por éstas y puede sugerir modelos terapéuticos aplicables al receptor tras el trasplante que
eliminen la EICH y conserven un prendimiento correcto y el efecto ICL. Existen varios estudios
que analizan el repertorio de TCRs en muestras de piel de afectados por EICH y lo comparan con
el repertorio de TCRs en PBLs del enfermo y del donante: Liu y cols. (136) han analizado el
repertorio de TCRs de los linfocitos mfiltrados en muestras de piel de 8 transplantados comparado
con el de PBLs y han observado que los TCRs en piel utilizan preferentemente el segmento
TCRBV?2. Kubo y cols. (137) han comparado el repertorio en piel y en PBLs de un enfermo con el
del donante y han hallado un uso preferente de TCRAV2 y TCRBV6. Dietrich y cols. (138)
encuentran usos preferentes de TCRAV11 y TCRBV16. Las expansiones especificas encontradas
por cada uno de los grupos no parecen estar relacionadas, probabiemente porque las distintas
células T reaccionan frente a distintos HLLA. Los estudios anteriores no consideran los alelos HLA-
DQ ni -DP de los pares receptor/donante cuya participacion e importancia en ¢l desarrollo de la
EICH sigue siendo motivo de controversia (139-141). Asi pues, parece logico pensar que el
estudio de los TCRs de las células T infiltradas en las lesiones epiteliales de EICH debe considerar
su especificidad HLA, la cual puede evidenciar patrones de uso entre los elementos generadores de
diversidad del TCR en funcion de dicha especificidad.

8.- Espondiloartropatias.

Las espondiloartropatias son un grupo de enfermedades reumdticas que comparten
caracteristicas clinicas, radiologicas y genéticas, tal y como se refleja en los criterios de clasificacién
del Grupo Europeo de Estudio de las Espondiloartropatias (142) o del grupo de Amor (143).
Incluyen la espondilitis anquilosante, Ia artritis psoriasica, la artritis asociada a la enfermedad
inflamatoria del mtestino, la artritis crénica juvenil pauciarticular, la artritis reactiva y la
espondiloartropatia indiferenciada. Sus caracteristicas principales son la sinovitis, la sacroileitis y la
ausencia de factor reumatoide (autoanticuerpos contra la regién Fc de IgGs propias). Suelen
aparecer acompaiiadas de psoriasis, afectacion de la membrana sinovial, dactilitis, oligoartritis, etc.
La localizacion de las mflamaciones es asimétrica afectiandose mayoritariamente la articulacion
sacroiliaca y extendiéndose al endotelio articular. Pueden presentarse en asociacion con otras
enfermedades como la uveitis ¢ el sindrome de Crohn. Las espondiloartropatias suelen iniciarse al
final de la etapa de desarrollo, pueden presentarse tras infecciones bacterianas y se han relacionado
con HLA-B27 (142-145). El patron de secrecion de citoquinas ha sido amplamente estudiado
midiendo los niveles de citoquinas en kquido sinovial, mediante nmunohistoquimica o
cuantificando la cantidad de mRNA de cada citoquina en céhulas smoviales. Las articulaciones
afectadas presentan elevados niveles de IL-4, IL-2, TNF- y TNF-B (146-149). Aproximadamente
el 50% de las células que infiltran las articulaciones afectadas son linfocitos T, de las que
préacticamente el 100% tiene fenotipo de memoria (150), oscilando la proporcion de células T
CDS8’ entre el 20% y el 50% de las células T infiltradas (151, 152).
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8.1.- Espondiloartropatias y HLA.

La asociacion de las espondiloartropatias con HLA-B27 es préxima al 70% aunque si
analizamos independientemente cada enfermedad encontramos una asociacion diferencial: 96%
para espordilitis anquilosante, 70% para espondiloartropatia indiferenciada, hasta 80% para artritis
reactiva y 25% para artritis psoriasica y espondiloartropatia asociada a la enfermedad inflamatoria
intestinal (142-145). Se han descrito 12 subtipos de HLA-B27 y no todos se asocian con
espondilitis anquilosante (153). También se ha deserito la asociacion con HLA-B39 (154, 155),
aunque es menos acusada que la descrita con HLA-B27.

Se han sugerido diversas explicaciones para justificar la marcada asociacion con HLA-B27:

1) HLA-B27 es marcador de otro gen. Se ha propuesto que HLA-B27 no esta
directamente relacionado con las espondiloartropatias, sino que es marcador de otro gen cercano a
ély verdadero responsable de la enfermedad.

2) Péptidos derivados de HLA-B27 son presentados por moléculas del MHC. Se ha
sugerido gue un fragmento de HLA-B27 es presentado por otra molécula del MHC, normaimente
una proteina de clase I (156) u otra molécula de HLA-B27 (157, 158).

3) Las caracteristicas de HLA-B27 como molécula presentadora de péptidos favorecen Ia
enfermedad. Esta suposicion implica que la enfermedad puede producirse porque:

- existen modificaciones o peculiaridades en HLA-B27 que son reconocidas por células T
autorreactivas. El estudio de PBLs de afectados por espondiloartropatias ha permitido detectar
células T citotoxicas que responden a células propias tratadas con homocisteina o infectadas por
Salmonella typhimurium (159). Teniendo en cuenta que la homocisteina es producida naturatmente
por distintos tipos de bacterias y que determinadas espondiloartropatias se han relacionado con
infecciones bacterianas, se ha propuesto que la asociacion de estas enfermedades con HLA-B27
esta relacionada con la existencia de una Cys susceptible de unirse con homocisteina en la
subcavidad B de HLA-B27, fundamental para el anclaje del péptido. La modificacion de dicha Cys
alteraria el sitio de unién del péptido y permitiria la unién de Ags radicalmente distimos de los
normalmente presentados por HLA-B27. La Cys de la subcavidad B es exclusiva de HLA-B27 y
HLA-B39, ambos aklos asociados a ias espondiloartropatias. Otra pecufiaridad de HLA-B27 que
puede estar relacionada con su asociacion a las espondiloartropatias ha sido descrita por David y
cols., que han comprobado que HLA-B27, pero no otras moléculas de clase I, puede expresarse en
la membrana de las células disociado de B2m (160). Las espondiloartropatias se producirian porque
los Hi.A-B27 "libres" podrian mimetizar a moléculas de clase 11 y ser reconocidos por células T
CD4' (161).

- determmnados péptidos presentados por HLA-B27 son reconocidos por células T
autorreactivas. La estructura del HLA condiciona la secuencia de los péptidos que puede alojar
(47), por lo que la implicacion de HI.A-B27 en la patogenia podria deberse a que presentara los
péptidos responsables del inicio y desarrollo de las espondiloartropatias. Estos péptidos tendrian
Arg o Gln en P2 y distintos residuos, en funcion del subtipo, en P9. Se ha observado que los
subtipos asociados a la enfermedad presentan péptidos con Tyr er P9, mientras que los no
relacionados presentan péptidos con residuos basicos (162).

8.2.- El péptido artritogénico y las células T implicadas en su reconocimiento.

Existe una marcada influencia de factores ambientales en la aparicién y desarrollo de las
espondiloartropatias, como indica el hecho de que la enfermedad se manifieste durante
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determinadas etapas del desarrollo y en determinadas épocas del afio (163). La distribucién de la
enfermedad en gemelos homocig6ticos indica una discordancia para el desarrollo de la enfermedad
que tGnicamente puede explicarse por la existencia de un desencadenante ambiental en su patogenia
(164). Se considera que todas las espondiloartropatias se desencadenan por factores ambientales,
como evidencian la asociacion con infecciones bacterianas de la artritis reactiva y el sindrome de
Reiter (165, 166), pero en muchas otras enfermedades del grupo, como la espondilitis anquilosante
o la artritis psoridsica, no han podido identificarse los desencadenantes abientales. La asociacién
con HLA-B27 y la influencia ambiental fueron integrados por Parham en una propuesta de
patogenia de la enfermedad denominada teoria del péptido artritogénico que supone que la
enfermedad se desarrolia porque HLLA-B27 presenta péptidos derivados de proteinas bacterianas.
Como consecuencia de ello, se inicia una respuesta inmunolégica contra los epitopos bacterianos
pero se produce una respuesta cruzada con péptidos propios que da lugar a la reaccion autoinmune
(167).

Se ha intentado corroborar la validez de esta teoria estudiando las caracteristicas de las
células T implicadas en respuestas in vitro contra los posibles desencadenanies de las patologias.
Asi, Hermann y cols. cultivaron, en condiciones de dilucion limite, PBLs de enfermos con
espondilitis anquilosante junto a células autdlogas incubadas con K pnewmoniae inactivada y
encontraron que la frecuencia de clones proliferativos especificos de APC+bacteria es inferior en
enfermos que en controles (168). Los autores sugieren que esta menor frecuencia se debe a que, en
los enfermos, la mayoria de células T especificas de la bacteria y presumiblemente involucradas en
la respuesta autoinmune estan mfiltradas en los tejidos inflamados. Esta explicacion esta de acuerdo
con los resultados obtenidos del estudio de uso de segmentos TCRBV por PBLs de enfermos
afectados simultaneamente por la enfermedad de Crohn y espondilitis anquilosante en los que se
detecta una proporcion baja de determinados segmentos TCRBV (V10, V17, V19 y V21), menor
cuanto mas acusados son los episodios de inflamacién articular (169). Ninguno de los dos grupos
amplié su estudio a muestras de liquido smovial que pudieran corroborar sus hipétesis.

Como aproximacion alternativa, determinados grupos han estudiado si las células T de los
enfermos responden a péptidos derivados de proteinas propias, expresadas en las articulaciones,
que poseen elevada homologia con proteinas bacterianas. Tedricamente, durante la respuesta
contra la bacteria en la periferia puede producirse una respuesta cruzada contra el péptido propio
derivado de una proteina articular que puede ser la causa de la enfermedad. Micecz y cols. han
cultivado PBLs de afectados por espondilitis anguilosante tras incubarlos con proteoglicanos
purificados y han aisiado clones CD4™ que proliferan especificamente frente a céhilas autologas
preincubadas con proteoglicanos del 30% de los enfermos (170).

En conjunto, la mayoria de los estudios suponen que las células relevantes en el desarrollo
de ia enfermedad estdn infiltradas en los tejidos afectados, por lo que se han centrado en el
aislamiento, a partir de liquido sinovial (SF), de clones con diferentes especificidades que, debido a
su localizacion, pudieran ser relevantes a las espondiloartropatias. El grupo de E. Hermann se ha
centrado en ¢l aislamiento de células T especificas de APCs incubadas con bacterias. Tras cultivar
SF de un paciente afectado por el sindrome de Reiter junto a células autélogas incubadas con Y.
enterocolitica inactivada, se obtuvo un clon CD4" que proliferaba en respuesta a células propias
estresadas por calentamiento o preincubadas con la proteina de choque térmico humana, hsp65
(171). Dada la elevada homologia entre las proteinas de choque térmico de Yersinia y las humanas,
este resultado sugiere que durante la reaccion contra la bacteria se produce una reaccion cruzada
con algin péptido derivado de 1a hsp65 del enfermo. Ademas de haber determinado que en SF de
enfermos se encuentran células T capaces de responder contra hsp65, se ha determinado la
existencia de células T con otras especificidades. Asi, a partir de SF de afectados por artritis
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reactiva y mediante cultivo de las células en condiciones de dilucion limite en presencia de APCs
alogénicas, se han obtenido clones proliferativos especificos de células autélogas incubadas con Y.
enterocolitica inactivada (172). Los ensayos de proliferacion frente a células propias preincubadas
con distintas fracciones cromatograficas de la bacteria indican que la mayoria de los clones
responden a la subunidad B de la ureasa (173). Utilizando el mismo procedimiento de clonaje se
han aislado células T CDS8' citotoxicas que lisan céhilas autélogas preincubadas con Y.
enterocolitica inactivada pero sin restriccion por HLA (174). También se han generado clones con
estas caracteristicas mediante dilucion limite de cultivos de SF de enfermos con artritis reactiva.
Como APCs se afiadieron células de ratén transfectadas con HLA-B27 e infectadas con
Y.enterocolitica. Los ensayos de bloqueo con AcM indican que Ia respuesta no es restringida por
HLA de clase I, pero las células sin moléculas de clase I no son lisadas. Los autores sugieren que
puede existir un mecanismo citotéxico dependiente de HLA pero que no mvolucra el
reconocimiento de éste, Por 1iltimo, el cultivo junto a células de raton transfectadas con HLA-B27
més Y.enterocolitica ha permitido aislar céllas T citotoxicas CD8" que en los ensayos de
citotoxicidad lisan células autélogas via reconocimiento de HLA-B27 (175, 176), lo que indica que
puede existir una implicacion directa de HLA-B27 como molécula presentadora en la patogenia de
la enfermedad.

Los estudios que hemos descrito parecen confirmar que existen células T mfiltradas en los
tejidos inflamados implicadas en respuestas contra Ags de origen bacteriano y contra Ags propios
pero, dado que el aislamiento de los clones mplica estimulaciones in vitro que pueden provocar la
expansion de determinadas pobiaciones de células T, no se ha podido determmnar la importancia de
cada clon en la respuesta local in vivo.

8.3.- Problemdtica del estudio de espondiloartropatias. Posibles soluciones.

Las posibilidades de caracterizacién de las células T infiltradas en tejidos inflamados asi como el
andlisis molecular de los receptores en afectados por espondioartropatias presentan limitaciones
inherentes a la propia enfermedad: i) El diagnéstico de las espondiloartropatias no es mmediato y
habitualmente no se obtiene un diagnostico definitivo hasta semanas después de ia llegada del
enfermo a la consulta. Puesto que se desconoce como se inicia y se desarrolla la enfermedad, es
esencial controlar el momento de la toma de muestra. Idealmente, las muestras deberian obtenerse
lo antes posible, incluso cuando (micamente se tienen indicios de la enfermedad; i) los enfermos
con espondiloartropatias suelen ser tratados con antiinflamatorios no esteroideos (AINE) que
impiden la migracion y proliferacion de las células T, lo que puede conducir a errores en la
interpretacion de los resultados. Este problema puede obviarse tomando las muestras previamente
al micio del tratamiento; iii) las espondiloartropatias, al igual que el resto de las enfermedades
autoinmunes, pueden perpetuarse porque la respuesta se extienda a Ags diferentes de los que
iniciaron el transtorno vy, si la patologia se cronifica, incluso pueden infiltrarse células virgenes no
implicadas en respuestas locales. Al igual que los dos problemas anteriores, la influencia de este
efecto puede minimizarse si se controla el momento de la toma de muestras; iv) la mayoria de los
afectados por espondiloartropatias solo presentan inflamacion en la articulacion sacroiliaca, de la
que solo pueden obtenerse muestras de liquido o membrana smovial mediante operacion
quirargica. En la practica sélo es posible obtener muestras locales de aquellos enfermos que
presenten artritis periférica; v) se desconoce el Ag responsable del inicio de ia enfermedad, lo que
impide el mantenimiento en cultivo de las células T. Actualmente se han desarrollado protocolos de
infeccion con Herpesvirus Saimiri (HVS) que permiten mantener las células T en cultivo durante
mas de 1 afio en medios suplementados con IL-2 sin necesidad de mitégenos o APCs (177, 178).
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Las células transformadas, tanto CD4™ como CD8’ expresan fenotipo de céluias T activadas
(CD2'CD3'CD45R0'CD26 CD25 HLA-DR") y conservan su capacidad proliferativa o citotoxica
via TCR (179, 180). La cinética de fosforilacion es identica a la de células no infectadas, indicando
que no existen diferencias en las rutas de sefializacion (181). La transformacion de células T de
enfermos con espondiloartropatias puede permitir el cultivo de las células durante tiempo
indefinido, separar las poblaciones expandidas, realizar el andlisis molecular de sus receptores y
estudiar su reactividad frente a distintas dianas.

9.- Aproximaciones metodologicas para el estudio de repertorio de TCRs.

Los estudios de repertorio pretenden estimar el uso de TCRs dentro de una poblacion
celular. La base tedrica supone que las células T que responden a un Ag proliferan. EI aumento de
células T especificas del Ag se refleja en el repertorio de TCRs como una mayor proporcion de los
TCRs expresados por dichas céhulas. A otro nivel, una modificacion del repertorio puede ofrecer
informacion indirecta sobre la naturaleza de los Ags que la han producido. Asi, una expansion
policlonal indicaria que, probablemente, se ha producido una respuesta a un SAg, mientras que una
{inica expansion oligoclonal se produciria por una respuesta especifica de Ag y varias expansiones
oligoclonales sugeririan respuestas contra varios complejos antigénicos. Los estudios de repertorio
realizados en PBLs de individuos sanos indican que las expansiones oligoclonales aparecen de
forma natural (182), mas frecuentemente en personas de edad avanzada (183) y que difieren entre
distintos individuos probablemente como consecuencia de la exposicion a diferentes Ags. Son més
frecuentes en la poblacién CD8" (184), en concreto en la subpoblacion CD8'CD45RO" (185), que
representa células de memoria, y en la subpoblacion CD8 CD57" (186).

En funcién de la informacion que se pretende obtener, los estudios de determinacion del
repertorio se pueden dividir en dos grupos:

- Estudios de uso de los segmentos TCRYV. Este tipo de estudio valora la contribucién al
repertorio de cada subfamilia TCRV. Habitualmente evidencia expansiones o disminuciones muy
acusadas de una subfamilia. Dado que los SAgs son capaces de activar todas las células T con
determinados segmentos TCRBYV, los estudios de uso de los segmentos TCRV habitualmente son
capaces de revelar la intervencion de SAgs en las modificaciones del repertorio. Los estudios se
realizan mediante citometria de flujo o Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) con iniciadores
especificos de cada subfamilia TCRV.

- Estudios de uso de regiones N o N+D. Una expansion oligoclonal se puede detectar
como aumento en la proporcion de TCRs con una misma region N o N+D. La sensibilidad de estos
estudios es superior que la de los de valoracion de segmentos TCRV y puede detectar expansiones
de una sola célula en ausencia de sesgos en el uso de segmentos TCRV. Se han descrito 2
diferentes procedimientos para la determinacion del uso de regiones N y N+D: i) secuenciacion
directa. Conlleva la insercion de los trdnscritos de TCR en plasmidos, la transformacion de
bacterias con estos vectores, el clonaje de éstas y la secuenciacion de los nsertos contenidos en las
bacterias. El procedimiento es extremadamente laborioso pues obtener datos estadisticamente
significativos supone la secuenciacion de gran cantidad de insertos; i) tipaje espectral Este
procedimiento permite la udentificacion de las expansiones mediante la cuantificacion de los
transcritos de TCR de una subfamilia con diferentes tamafios de las regiones N+D separados por
electroforesis en geles de alta resolucién. Los estudios deben fimitarse a transcritos TCRB porque
la ausencia de exclusion alélica y el reordenamiento simultaneo de los dos alelos de TCRA se
traducen en la complicacién de su patron de separacion en funcion del tamafo y dificulta la
interpretacion de los resultados. Habitualmente se considera que existe una expansion oligoclonal si
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Introduccion

al menos el 50% de los transcritos de una subfamilia son del mismo tamafio (184). La
oligoclonalidad debe corroborarse mediante secuenciacion para descartarse que la informacion
obtenida por tipaje espectral corresponde a varios trinscritos diferentes pero del mismo tamaiio.
Unicamente se secuencian los transcritos correspondlentes a las subfamilias con expansiones por lo
que disminuye enormemente el mimero de secuencias necesarias para confirmar la expansion. A
diferencia de la secuenciacion directa, no permite valorar la extension de la expansion respecto al
total de transcritos, sinc que Unicamente indica si existe expansion respecto al resto de transcritos
de la misma subfamilia.

Los estudios de repertorio deben inchiir controles adecuados para poder delimitar si las
expansiones o usos preferentes se deben a diferencias de haplotipo HLA entre los individuos
estudiados, a fendomenos de tolerizacién o a la exposicién a un antigeno. El estudio de patologias
locales, como las espondiloartropatias, presenta como ventaja la posibilidad de comparar las
muestras locales con muestras de sangre perif€rica de los enfermos. Los resultados de dicha
comparacion indicarian qué expansiones son especificas del tejido afectado.
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Objetivos
OBJETIVOS.

Nuestra investigacion pretende caracterizar los receptores de antigeno expresados por
células T que infiltran los tejidos afectados por enfermedades en las que parecen existir
respuestas inmunologicas locales. El estudio se ha desarrollado en dos patologias distintas en
las que se pretende cubrir diferentes objetivos:

A.- Estudio de células T que infiltran lesiones de piel de afectados por aEICH tras TMO
alogénico.

1- Estudio de la especificidad HLA de las células T obtenidas de exudados de biopsias de
lesiones de aEICH. Estimacion de la importancia de las diferencias en los loci de clase I y II
ante una seleccion donante/receptor.

2- Valoracion de la amplitud de la respuesta mmunolégica local en lo concerniente a su
diversidad clonal.

3- Identificacion de motivos comunes en los TCRs de las células T, con especificidad frente al
HLA del receptor con objeto de disefiar un modelo terapéutico para la eliminacion selectiva
pre-transplante de las células portadoras de dichos motivos.

B.- Estudio de las diferencias entre el repertorio de TCRs en muestras locales y en PBLs
de enfermos con espondiloartropatias. Relaciéon con la respuesta autoinmune local.

1- Disefio y evaluacién de una metodologia que, evitando la exposicion previa a antigenos que
puedan modificar el repertorio de TCRs, permita caracterizar expansiones especificas de
células T procedentes del liquido sinovial de enfermos afectados con espondiloartropatias.

2- Determinacion de la existencia de células T expandidas exclusivamente en las articulaciones
afectadas e identificaciéon de motivos comunes en sus secuencias de TCRs. Estimacion del
origen y tipo de antigeno responsable de las posibles expansiones.

3- Si se alcanza el objetivo anterior, examen de la capacidad de las células expandidas de

proliferar frente a células propias con objeto de establecer si estdn realmente implicadas en la
respuesta autoinmune local responsable de la espondiloartropatia.
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MATERIALES Y METODOS.

A.- Estudio de células T que infiltran lesiones de piel de afectados por aEICH tras TMO
alogénico.

El procedimientc general empleado para el estudio aparece esquematizado en la figura
11.

A.1.- Obtencion de clones de células T.

Los clones empleados en este estudio se aislaron y caracterizaron conjuntamente con
el grupo del Dr. H. Vié, del Instituto Nacional de la Salud y la Investigacion Médica
(INSERM) de Nantes. Los tipajes, tanto de los pacientes como de las lineas linfoblastoides B
(B-LCL) utilizadas, se detallan en la Tabla 6.

A.1.1- PACIENTES.

Paciente HER. Varén de 7 afios que sufria leucemia linfoblastica aguda (ALL) en
remision completa tras radioterapia y quimioterapia, fue transplantado con médula 6sea
procedente de su madre. Previamente al transplante y como profilaxis contra la EICH, la
médula Osea se incubd con anticuerpos monoclonales (AcM) anti-CD2 y anti-CD7 y a
continuacién los inmunocomplejos se expusieron a complemento de conejo, que lisé las
células T unidas a los AcM. Ademas, se suministraron intravenosamente (i.v.} AcMs anti-
CD2 y anti-LFA-1 (0.2 mg/Kg/d desde el dia -2 al dia 11 y desde el dia -3 al dia 10,
respectivamente) para minimizar la mteraccion de las células T del donante con moléculas
coestimuladoras y evitar su migracion a tejidos inflamados. A partir del dia 19 post-transplante
se detectaron lesiones en la piel. El dia 22 se realiz6 una biopsia de piel (biopsia HER-2) y el
dia 23 se comenzo un tratamiento con CsA (3mg/Kg/d iv.) y esteroides (2mg/Kg/d 1.v.). A
pesar de ello las lesiones rebrotaron. El dia 27 se tomé una segunda biopsia (biopsia HER-b) y
se modificé el tratamiento contra la EICH inyectando por via i.v. AcM anti-CD25 (5mg/d del
dia 29 al dia 39 y 2.5mg/d del 40 al 80) y anti-TNFq (5mg/d del dia 29 al dia 32). La EICH
desaparecio completamente y no se presentdé cEICH pero el dia 120 el paciente recidivo y
finalmente murié.

Paciente P. Varén de 10 afios con mielodisplasia idiopatica y pancitopenia severa y
una historia de 7 afios de transfusiones (hematies y plaquetas). Fue tratado con radioterapia y
quimioterapia y posteriormente transplantado con médula 6sea de su madre. El tratamiento
profilactico contra la EICH fue el mismo que para el paciente HER. La aspiraciéon de médula
no mostrd células del donante, lo que indicaba que el injerto no habia prendido. El paciente
fue sometido a un segundo tratamiento condicionante consistente en busuifan (8mg/Kg
durante 2 dias) y ciclofosfamida (200mg/Kg durante 4 dias) y se le transplanté médula 6sea
del padre tras la deplecion de células T. Como al paciente anterior, se le suministraron AcMs
anti-CD?2 y anti-LFA-1. El dia 31 tras el segundo transplante se observé una erupcién en la
piel y diarrea, por lo que se tomo una biopsia de piel en la que se encontré una elevada
infiltracion linfocitica en la que mas del 80% eran calulas T CD4". Por ello se le suministraron
intravenosamente esteroides (2mg/Kg/d) y CsA (3mg/Kg/d). A pesar de ello las lesiones
persistieron y el paciente muri® de EICH intestinal severa 89 dias despues del segundo
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Figura 11: Procedimiento metodologico empleado en el estudio de las muestras de piel de los
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I“:;;‘::" Sexo | HLA-A HLA-B | HLA-DR | HLA-DQ g};ﬁ;
HER | V 932 1727 438 4.8 0401,1001
Donante
ER) M 9,32 8,17 3.8 2.4 0601,1001
P v 129 44,17 0402,7 2,8 | 1301,1901
D"‘z;‘)“el M 12 57,62 0402,11 78 | 03011301
D"'(’;‘)"ez \Y 29,32 44,40 7,14 2,5 0401,1901
BOLETH | V 2 W62.3 0401 8 0401
BM14 vV 3 7 4 8 0401
BSM M 2 W62.3 0401 8 0201
BTB v 2 27 0801 4 0401
DAB ; 211 18,55 8.11 2.4 0401,0501
DEM ; 2 57 16,4 58 0301,0401
HOM2 M 3 27 1 5 0401
IBW9 vV 33 W65 7 5 0101
JB10 ; 26,28 38 0402 7 -
JHA v 31 w51 0407 7 0301
T RML_ | M 2 51 1602 7 0402
ROU M 23 51,44 4.13 6.7 0301,1301
RSH v 68,30 Wa2 0302 4 0101,0402
T7526 - 2 W46 0901 9 1301
TONY v 12 7.8 3.13 2 0101,1901
VAVY M 1 8 0301 2 0101
WT24 % 2 27 1602 2 0301
DMG vV 2.9 21 7.11 R R
MTSM M 23 12,27 L1t - -
LG2 - 2 27 1 - -
LG15 i 32 727 1 - R

Tabia 6: Tipaje HLA de los individuos y de las lineas celulares linfoblastoides (B-LCL)
empleados en ambos estudios. Las celdas con fondo blanco corresponden a los tipajes de las
células empleadas en el estudio sobre aBICH. Las celdas con fondo gris corresponden a las
células utilizadas en el estudio de las espondiloartropatias.
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transplante.

A.1.2.- CLONAJE DE CELULAS T DE LAS BIOPSIAS DE PIEL.

Las muestras de piel se lavaron al menos 5 veces con RPMI completo (RPMI 1640
+10% de suero humano + Gln 2mM + gentamicina 50mg/!) y se cultivaron en una placa de 24
pocillos (Nunclon) en RPMI completo suplementado con IL-2 recombinante (150 u/ml,
Hoffinan-Roche) a 37°C y 5% de COa. La proliferacion de las células T fue detectable a partir
de 3 dias tras el inicio de! cultivo. El dia 5, las células se sembraron a una concentracion de 0.3
células/pocillo en placas de 96 pocillos de fondo redondo. Se afiadieron células alimentadoras
("feeder") alogénicas procedentes de una reserva (5-10* PBLs/pocillo) y células B del receptor
transformadas con el virus de Epstein-Barr (5-10° células/pocillo). Estos dos tipos celulares
habian sido previamente irradiados con 30Gy para evitar su proliferacion. El medio se
suplementé con leucoaglutinina-A (1pug/ml, Pharmacia) e IL-2 (150 w/ml, Roche) y todos los
cultivos se mantuvieron a 37°C con 5% de COx.

A.1.3.- ANALISIS DE LA DIVERSIDAD CLONAL Y CONFIRMACION DE LA
CLONALIDAD.

Se extrajo ¢l DNA gen6mico de los supuestos clones mediante el método "Salting out”
(187) y se digirié con EcoRI o HindIIl, tras lo cual las muestras se sometieron a electroforesis
en gel de agarosa al 1%. Tras la electroforesis, se detectaron las bandas especificas mediante
Southern blot (protocolo 1) empleando como sonda PH60, que contiene el segmento TCRGJ1
y que muestra hibridacién cruzada con TCRGJ2 (188), marcada con *°P mediante un sistema
de marcaje por iniciacion al azar (Random Primed DNA labeling Kit, Boehringer Mannheim).

Protocolo 1. Southern blot (189).

- El DNA separado por electroforesis se transfiere desde el gel a una membrana
Hybond N+ (Amersham) o Z-probe-GT (BioRad) mediante un sistema de transferencia por
vacio (Pharmacia) o por transferencia alcalina (transferencia por capilaridad durante un
minimo de 6h wtilizando como tampon NaOH 0.4M, el cual se muestra muy eficiente en los
casos en los que fragmentos de no superan los 1000-1500bp).

- La membrana se lava con 2xSSC (NaCl 0.3M, citrato sodico 0.03M) a temperatura
ambiente para neutralizar el NaOH.

- Se incuba durante 45-60 min en solucion de prehibridacion (NaCl 0.9M, Na:HPOy
50mM pH7.4, EDTA SmM, ficol 0.2%, polivinil pirrolidona 0.2%, albumina de suero bovino
(BSA) 0.2%, SDS 0.1% y DNA de esperma de salmon 40yg/mi).

- Se elimina la solucion de prehibridacion y se sustituye por una solucion de
hibridacion (NaCl 0.9M, Na:HPO; 50mM pH7.4, EDTA 5mM, Ficol 0.1%, polivinil
pirrolidona 0.1%, BSA 0.1%, SDS 0.1% y DNA de esperma de salmén 40ug/ml) que contiene
la sonda marcada.

- La hibridacion se lleva a cabo durante periodos que superan las 3h. Tanto la
prehibridacién como la hibridacion se realizan a 65°C si se emplea una sonda de mds de 25
nucleétidos o a 5°C por debajo de la temperatura de fusion (Tm) si la sonda es un
oligonucledtido. La Tm se caleula con el siguiente algoritmo: Tm=[4(G+C)+2(A+T)['C,
siendo G, C, Ay T el nimero de dichas bases en el oligonucledtido.

- Tras la hibridaciéon, las membranas se lavan 3 veces a temperatura ambiente con
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6xSSC (NaCl 0.9M, citrato sédico 0.09M) durante periodos de 15 min y una cuarta vez a la
temperatura de hibridacion durante 5 min.

- La deteccién de las bandas que hibridan especificamente con la sonda se realiza
mediante autorradiografia, usando peliculas X-Omat S (Kodak).

El estudio se continué en aquellas muestras cuyo patrén de reordenamiento de TCRG
correspondia con la presencia de un tnico clon. Los clones con distintos patrones de
reordenamiento TCRGJ se consideraron diferentes, se determind su especificidad y se
caracterizaron sus TCRs.

A.2.- Estudios de especificidad de los clones.

La especificidad de los clones se determind mediante ensayos de proliferacion
(protocolo 2) y citotoxicidad (protocolo 3) frente a un panel de dianas alogénicas. Los clones
se mantuvieron sin estimulacion durante al menos 15 dias antes de realizar los ensayos. Para
confirmar la especificidad, se realizaron nuevos ensayos de proliferacion y citotoxicidad con
células estimuladoras o dianas preincubadas durante 30 min con anticuerpos monoclonales
especificos de cada uno de los alelos HLA (Tabla 7).

Protocolo 2. Ensayo de proliferacion.

- 5-10" células T respondedoras se cocultivan, por triplicado, 42h junto a 5-10°
células estimuladoras irradiadas (30 Gy) en placas de 96 pocillos de fondo plano.

- Se afiade a cada pocille 14Ci de ’H-timidina y se mantiene el cultivo 6h mds en las
mismas condiciones.

- Se recolectan las células, se lavan y se cuantifica la incorporacion de ’H-timidina
en un contador de radiactividad f3

- Cada punto se determina por triplicado.

Protocolo 3. Ensayo de citotoxicidad.

- 5-10° células diana se resuspenden en 5044 de Y Cren Jorma de cromato sédico (50
mCi/ml, Amersham) y 5044 de STF.

- Se incuba a 37°C durante 1h, agitando cada 15 min para evitar la decantacion
celular.

- Se lavan las células exhaustivamente con RPMI para eliminar el ’'Cr no
incorporado y se resuspenden en RPMI+5%STF de manera que 504l contengan un minimo
de 500-800 cpm y que la concentracién sea aproximadamente 40000 células/ml.

- Se distribuyen 504 de células diana marcadas en placas de 96 pocillos de fondo en
V (Sterilin) y se afiaden distintas proporciones de células efectoras. El volumen final en cada
pocillo debe ser 1504.

- La placa se centrifuga suavemente (120xg 5 min) y se incuba durante 4h a 37°C.

- Tras un pulso de centrifuga, se recogen 100yl de sobrenadante y se cuentan en un
contador de radiactividad y.

- La liberacion mdxima de *'Cr se determina afadiendo 100y de HCI 0.1M a 5041
de diana marcada y la liberacion espontdnea afiadiendo 1004] de RPMI+5%STF a 5044 de
diana.

- La lisis especifica se calcula segun el siguiente algoritmo:
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Anticuerpo Especificidad ref./casa comercial
Leu-4 Anti-CD3 Becton Dickinson
Len-3 Anti-CD4 Becton Dickinson
Leu-2* Anti-CD8 Becton Dickinson

VER 2.32 Anti TCRVB12 Immunotech
TrC7 AntiHLA-A29 | (190)
GSP41 AntiHLA-DR (191)
1A3 Anti-HLA-DQ (192)
B7-21 Anti-HLA-DP (193)
HP2/6 | Anti-CD4 (195)
BY/4 | Anti-CD3 (196)
MAR108 Anti-CD25 (197

MCA1509 AntiTCRBV17 | Serotec

Tabla 7: Anticuerpos empleados en citometria de flujo o bloqueo de Ia
proliferacion en el estudio de aEICH (celdas con fondo blanco) y en citometria de
flujo o separacion de subpoblaciones en el estudio de espondiloartropatias (celdas
con fondo gris).
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%lisis= 100x (X-E)/(M-E)

Donde X son las cpm liberadas al enfrentar las células diana con las efectoras, E la
liberacion espontdanea y M la liberacion mdxima. No se consideran los experimentos en los
que la relacion E/M es superior a 0.35.

- Cada punto se determina por triplicado.

A.3.- Determinacion del uso de segmentos TCR.

La determinacion del uso de TCRs por los clones se realizd siguiendo el procedimiento
descrito por Bragado y cols. (92) y Lauzurica y cols. (93) para obtener las secuencias de
TCRA y TCRB de linfocitos T monoclonaies. Consiste en ia amplificacion especifica de los
transcritos correspondientes a cada una de las cadenas del TCR. Asi pues, 2-10- 10° células de
cada linea clonal se lisaron con NP-40 al 0.5% en presencia de complejos de
vanadilrribonucle6tidos (VRC, Gibco-BRL), que inhibieron la accién de las ribonucleasas, y el
RNA se aislé mediante sucesivas extracciones con fenol/cloroformo (fenol 49.5%, cloroformo
49.5%, alcohol isoamilico 1%), se precipitd en etanol y tras resuspenderio en 20ul de H2O se
cuantifico la cantidad de RNA por espectrofotometria a 260nm.

Se emple6 1ug del RNA aislado como molde para cada reaccion de sintesis de cDNA
mediante transcripcion reversa. Como iniciador se empled oligo(dT)is, con lo que se obtuvo
cDNA de todos los mRNA presentes en la muestra.

El cDNA se utilizd como molde para llevar a cabo una bateria de PCRs (protocolo 4).
Cada PCR emplea como cebadores pares de oligonuclestidos distintos: un oligonucleétido
hibrida en una posicién 5' de todos los segmentos TCRAV o TCRBYV de una subfamilia, pero
no con el resto de subfamilias. El otro oligonucle6tido, comun para todas las PCRs, hibrida en
una posicion 3' del segmento TCRAC o de los TCRBC (Tablas 8 y 8B). De esta forma se
amplifican fragmentos de DNA que contienen parte de la region V, las regiones N (¢ N+D) y J
al completo y parte de la regién C. Los oligonucledtidos se seleccionaron empleando los
programas "Local" (Molecular Biology Computer Reseach Source) y "Pattern Matching"
version 4.3 para el sistema operativo MS-DOS (DNA and Protein Sequence Analysis
Programs) asi como el paquete informatico "Wisconsin Package" version 8.0 para el sistema
operativo Open VMS (Genetics Computer Group, Inc). Los oligonucledtidos presentaban al
menos 4 desapareamientos con los miembros de otras subfamilias y entre todos cubrian mas
del 85% de todos los segmentos. No se incluyeron oligonucledtidos para las subfamilias
descritas durante la realizacién del estudio pues su representacion en el repertorio no supera el
10% en el caso de segmentos TCRAV y el 3% en TCRBV (27, 28).

Protocolo 4. PCRs de subfamilias TCRV.

- Se alicuota el cDNA (1/25 del producto de reaccion de la sintesis de cDNA) en tubo
eppendorf (0.6mi).

- A cada alicuota se afiade el par de oligonucleotidos cebadores correspondiente
(Tablas 84 y 8B). La concentracion de cada oligonucledtido en la mezcla de reaccion fue
1uM

- La mezcla de reaccion (V=504d) contiene ademds del cDNA y los cebadores,
tampon IxTAQ (Tris-HCl 10mM pHS8.8, KCI 50mM y Triton X-100 0.1%), MgCl; 1.5mM,
dNTPs 200uM cada uno y 1.25u de Taq DNA polimerasa (Replitherm, Ecogen).

- Previgmente a la PCR se afiaden unas gotas de aceite mineral sobre la mezcla de
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Nombre Secuencia Nombre Secuencia
VAlaE - GCTGAGGTGCAACTACTCAAT
VAIIL ATCTCTTCTGGTATGT

VAIbE TCTGTGAGCCAGCATAACCAC

VA2E GAAGATGGAAGGTTTACA - -

VA3E - CAGGGAGAAGAGGATCCTCAG VA31 ACTAGTATAAACAATTTACAG
VAdaE AGCCAAATTCAATGGAGAGTA

VA4l GAAGACAGAAAGTCCAG

VA4bE CCTCCATGGATTGCGCTGAAG

VASE GAGGCCCTGAACATTCAGGAG VASI L AACTATTCTCCAGCATACTTA
VAGE AAGATAACTCAAACCCAACCA VA6I ACCAGTGATCAAAGTTATGGT
VATE CACGTACCAGACATCTGGGTT r VATI CTGGTACCAGCAACATG
VASE ACCCTGAGTGTCCAGGAGGG VASRI ATTATAGACATTCGTTC
VAIJE AGAGTGACTCAGCCCGAGAAG VAN TATTCTGGGAGTCCTGAACTC
VAIOE CTGCTGGAGCAGAGCCCTCAG VAI0] AGTGTTTTTTCCAGCTTACAA
VAIIE GACCAAGTGTTTCAGCCTTCC VAIlll GTGTCCAATGCTTACAACTTC
VAI2ZE AAGGTAACTCAAGCGCAGACT L VAI21 ACCCOTGATACTACTTATTAC
VAI3E CCTCCAGACCTGATTCTCCAG VA3 GACTCTGTGAACAATTTGCAG
VAI4E ACAGTCACTCAGTCTCAACCA VAl4l ACCAGTGAGAGTGATTATTAT
VAILSE GATGTGGAGCAGAGTCTTTTC VAI15] i AGCTCCTCCACCTACTTATAC
VALGE CAGTCAGTGGCTCAGCCGGAA VAl6l GGAAACCCTTATCTTTTTTGG
VAILTE CAGCAGGTGAAACAAAGTCCT VALTI ACTGCGTTTGACTACTTTCCA
VAISE CTGAACGTGGAACAAGGTCCT VAILSI TCCAGCAATTTTTATGCCTTA
VAI9E | CAGAACCTGACTGCCCAGGAA B VAIL9I GTAGGAATAAGTGCCTTACAC
VA20E B TCCATGGACTCATATGAAGGA VA201 AACATTGCTACAAATGATTAT
VA21E CAGCAAGTTAAGCAAAATTCA VA2II AACAGCATGTTTGATTATTTC
VA22E ATGTCAGGCAATGACAAGGGA VA221 AACAAAGGTTTTGAAGCCACA

CAE CTTGTCACTGGATTTAGAGTC CAI CAGCTGGTACACGGCAGGGTC

Tabla 8A: Bateria de oligonucledtidos empleados para amplificar por PCR los ¢cDNAs que
codifican cadenas « del TCR (93).



T Nombre

Secuencia Nombre Secuencia

VBIE TCCCCTAGGTCTGGAGACCTCTCT VBI1I CAGGGCCTCCAGTTCCTCATT
VB2E TTTCAGGCCACAACTATGTTTTG VB2I CTCATGCTGATGGCAACTTCC
VB3E GATATGGACCATGAAAATATGTTC VB3l AAAATGAAAGAAAAAGGAGAT
VB4E ACGATCCAGTGTCAAGTCGA VB4l CTGATCGCAACTGCAAATCAG
VBSE CTGATCAAAACGAGAGGACAGCA VBsI CTGGGGGACTCGGCCCT

B VB6E TCAGGTGTGATCCAATTTC -- -—
VBTE CAACATATGGGGCACAGGGCAATG VB71 TTCTCACCTGAATGCCCCAAC

| VBSE GAGGTGACAGAGATGGGACA VBSI TACTTTAACAACAACGTTCCG
VB9E GAACAAAATCTGGGCCATGATACT VB9 ATTATAAATGAAACAGTTCAA R
VBI0E GTTCCTATAAAAGCACATAGTTAT VB10I ATTCAGAAAGCAGAAATAATC
VBI1E TCTCAAACCATGGGCCATGACAAA VBl ACAGAGAAGGGAGATCTTTCC

B VBIZE CTGAGATGTCACCAGACTGAG VB121 ACATCTGTGTACTTCTGTGCC
VBI3E GCATGACACTGCAGTGTGCCC VB131 TCATTACTCAGTTGGTGCTGG
VBI4E ACCCAAGATACCTCATCACAG VB14] AACAGTGACTTGTTCTCAGA
VBISE TCTCAGACTAAGGGTCATGATAGA VB15I TTTGATGTCAAAGATATAAAC
VBI6E GACCCAATTTCTGGACATGATAAT VB16l GTGAAAGAGTCTAAACAGGAT%
VBI7E B GAACAGAATTTGAACCACGATGCC VB171 CAGATAGTAAATGACTTTCAG
VBISE AGCCCAATGAAAGGACACAGTCAT VBI18I CTGGTATCGGCAGCTCCCAGA
VBI19E ACCCCCGAAAAAGGACATACTTIT VBI19t GGTATCAACAGAATCAGAATA
VB20E GAGGGAACATGAAACCCCAACCTA VB20I ACCGACAGGCTGCAGGCAGGG

CBE TTTTGGGTGTGGGAGATCTC CBI TTCTGATGGCTCAAACAC

Tabla 8B: Bateria de oligonuclettidos empleados para amplificar por PCR los cDNAs que codifican
cadenas B del TCR (92).
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reaccion para evitar la evaporacion.
- Las alicuotas se someten a PCR en un termociclador (PTC-100, MJ Research).
- Los programas empleados para las amplificaciones son:
- Para cadenas o, 30 ciclos en las siguientes condiciones:
1 mina 95°C (desnaturalizacion),
1 min a 42°C (hibridacién) y
1 min a 72°C (elongacion).
El dltimo ciclo se prolonga con 5 min mds a 72°C.
- Para cadenas g se utilizan condiciones similares pero disminuyendo la
temperatura de hibridacion a 39 °C.

Una vez finalizada la amplificacion especifica se tomaron alicuotas de 10ul y se
sometieron a electroforesis en gel de agarosa. La deteccion de las bandas especificas se realizd
mediante Southern biot (protocolo 1) en el que se emplearon como sondas oligonucledtidos
internos de los productos de PCR que hibridan con las regiones TCRAC o TCRBC (CAl y
CBI, respectivamente) (Tablas 8A y 8B). Las temperaturas de hibridacién fueron 65°C y 47°C,
respectivamente. El marcaje de los oligonucleétidos se realizo incubandolos con y-[nP]-dATP
(actividad especifica >3000uCi/mmol (Amersham o ICN)) en presencia de T4 polinucle6tido
quinasa.

Tras la identificacion de la subfamilia amplificada, el resto del producto de PCR de
dicha subfamilia se extrajo 2 veces con fenol/cloroformo y una con cloroformo. El DNA
purificado se precipitd afiadiendo 1/20 volumen de NaAc 3M pH5.3 y 2 volimenes de etanol y
se sometio a electroforesis en gel de agarosa de bajo punto de fusiéon (NuSieve GTG, FMC) al
2%, se cortd el fragmento de gel de agarosa que contenia la banda especifica y parte de este
material se utilizé como molde en reamplificiones asimétricas en las que la proporcién entre
los cebadores estaba descompensada (protocolo 5) para generar DNA de cadena sencilla y
emplearlo como molde en las reacciones de secuenciacion.

Protocalo 5. Amplificaciién asimétrica.

- Se emplean como cebadores un nuevo grupo de oligonucledtidos, VAnl y VBnl
(Tablas 84 y 8B) que hibridan en posiciones mds internas que VAnE y VBnE.

- Las condiciones de las PCRs son las mismas que las descritas en el protocolo 4
pero incorporando las siguientes variaciones:

- El volumen de reaccion se aumenta a 1004

- Como molde se emplean 2-6 (d de agarosa fundida conteniendo el DNA
amplificado en la PCR anterior.

- Las concentraciones de los oligonucledtidos son 10nM de VAnE o VBnE y
1 uM de CAI o CBI, para generar la cadena - o 1M de VAnl 0 VBnl y 10nM de CAE o CBE
para generar la cadena +.

- El producto de la reaccion se extrae 2 veces con fenol/cloroformo y 1 vez con
cloroformo y se concentra con un microconcentrador microcon-30 (Amicon), que se
centrifuga a 10000xg a £C durante 15 min para eliminar el exceso de cebadores y dNTPs.

- El producto de la amplificacion asimétrica, retenido en el volumen no filtrado, se
recupera invirtiendo el microconcentrador y centrifugando a 2000xg durante 3 min.

- 1/10 del producto recuperado se somete a electroforesis en gel de agarosa para
comprobar el rendimiento de la purificacion.
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El producto purificado de las amplificaciones asimétricas se secuencié mediante el
método de los ddNTPs (198) utilizando el sistema "Sequenase version 2.0" (Amersham) segin
las recomendaciones del fabricante. Los productos de las reacciones de secuencia se
resolvieron en gel de poliacrilamida en presencia de urea (urea 42%, Tris-borato 0.09M,
EDTA 2mM, acrilamida 6%, bisacrilamida 0.13%, APS 0.05% y TEMED 0.03%), que
permite separar fragmentos de DNA con diferencias de tamafio de hasta una base. Tras la
electroforesis, el gel se sec6é a vacio durante 2h a 80°C y se expuso a autorradiografia con
peliculas X-Omat S (Kodak).

En aquelios casos en que las secuencias de los transcritos de TCR no pudieron
deducirse a partir del material obtenido por amplificacién asimétrica, el material amplificado
tras la PCR convencional se insertd en el vector pCR-script, se transformé en bacterias y se
secuencié como se describe en los apartados correspondientes a Materiales y Métodos para el
estudio del repertorio de TCRs en espondiloartropatias.
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B.- Estudio de las diferencias entre el repertorio de TCRs en muestras locales y en PBLs
de enfermos con espondiloartropatias. Relacion con la respuesta autoinmune local.

El procedimiento general empleado en el estudio se esquematiza en la figura 12.

B. 1.- Obtencion de linfocitos T y manipulacion de células.

B.1.1.- PACIENTES.

Paciente MTSM. La paciente, mujer de 56 afios acude a consulta afectada por artritis
periférica y sinovitis en ambas rodillas asi como con un largo historial de artritis. No se
detectan indicios de infecciones en ningin momento del diagnéstico ni durante las siguientes
consultas. Sus sintomas se ajustan a los criterios de diagnéstico de espondiloartropatias (142,
143) v a los criterios de diagnostico de espondilitis anquilosante (199, 200). Tras
diagnosticarsele dicha enfermedad, es tratada con AINE. Durante los 3 afios siguientes no se
detectan nuevos episodios. Cuando la paciente contaba 60 afios, se le present6 un 2° episodio
inflamatorio (el 1° cronico). Se obtiene entonces una muestra de liquido sinovial de Ia rodiila
derecha (MTSMSFR1) y una de PBLs (MTSMPBLI1). 6 meses después, se volvio a extraer
liquido sinovial, en esta ocasién de ambas rodillas (MTSMSFR2 de la rodilla derecha y
MTSMSFL2 de la izquierda) y de sangre periférica (MTSMPBL2). El tipaje de HLA se
muestra en la tabla 6 (MTSM).

Paciente DMG. El paciente, varon de 22 afios cuyo tipaje HLA se muestra en la tabla
6, se present6 en consulta mostrando artritis periférica y sinovitis afectando la rodilla derecha.
Se detectaron ademas signos de dactilitis y velocidad de sedimentacién globular elevada. En
ningin momento se detectaron signos de infeccion bacteriana ni virica. Dichos sintomas
encajan en los criterios de diagndstico de espondiloartropatias, tanto segun el ESSG (142)
como Amor (143). Finalmente se le diagnostica espondiloartropatia indiferenciada.
Previamente a cualquier tratamiento se obtuvieron muestras de liquido sinovial (DMGSF), asi
como de sangre periférica (DMGPBL1). 6 meses después, tras tratamiento con AINE, se
tomo otra muestra de sangre periférica (DMGPBL2) y 4 meses mas tarde se extrajo una
tercera muestra de sangre periférica (DMGPBL3).

B.1.2.- AISLAMIENTO, CONGELACION Y DESCONGELACION DE MUESTRAS Y
LINEAS CELULARES.

Las muestras de liquido sinovial (SF) y PBLs se diluyeron a la mitad con solucién
salina (SS) (NaCl 0.9%) y se sometieron a centrifugacién en gradiente de ficol (Limphoprep).
La interfase que contenia los linfocitos se recuperd y se lavo 3 veces con SS para eliminar los
restos de ficol.

Las células se congelaron en medio de congelacion (90% suero de ternera fetal (STF)
y 10% de DMSO) a una concentracién que oscilé entre 5-10° y 5-10° células/ml La
susopcnsi('m se conservo en viales de congelacion que se mantuvieron un minimo de 24h a -
80°C antes de transferirse a contenedores de nitrogeno liquido donde se almacenaron por
tiempo indefinido.
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La descongelacion se realizo afiadiendo SS a la suspension, diluyéndola hasta 14ml. Se
centrifugd 5 min a 500xg. Esta ultima operacion se repitié 3 veces antes de afiadir el tampén o
medio correspondiente para las subsiguientes manipulaciones.

B.1.3.- CITOMETRIA DE FLUJO.

La expresion en superficie celular de los diferentes marcadores se determiné mediante
citometria de flujo en un citometro EPICS-XL (Coulter). Las células se incubaron 30 min a
4°C con el AcM especifico correspondiente acoplado a FITC o PE. Como contro! de
especificidad se emplearon Igs policlonales de ratén acoplados a los mismos compuestos
fluorescentes. En los casos en que se emplearon AcM no acoplados, tras la incubacién con el
1% anticuerpo, las células se lavaron 2 veces con SS y se incubaron con un 2% Ac anti-fraccién
Fc de las Igs de ratén acoplado a FITC o a PE. En estos casos se considerd negativa la
fluorescencia medida tras la incubacion de las células directamente con el Ac anti-fraccion Fc
de las Igs de ratén acoplado al compuesto fluorescente. Los anticuerpos empleados se detallan
en la Tabla 7.

B.1.4.- SEPARACION DE SUBPOBLACIONES.

Tras el aislamiento de las células mononucleares mediante centrifugacion en gradiente
de ficol, las muestras obtenidas del enfermo DMG se separaron en las subpoblaciones CD4” y
CD8" por incubaci6n (45 min a 4°C) con Acs especificos de dichos marcadores acoplados a
bolas magnéticas {Dynabeads CD4 o Dynabeads CD8, Dynal) y seleccion de las células
adheridas a las bolas por aplicacién de un imén al que se unieron las bolas.

En determinados casos ¢l AcM utilizado no estaba aCOplado a las bolas magnéticas y
las células se incubaron con el Ac especifico durante 30 min a 4°C, se lavaron 3 veces con SS
y se incubaron con Ac-anti fraccion Fc de Igs murinas acoplado a bolas magnéticas
(Dynabeads Goat anti-mouse IgG, Dynal) otros 30 min a 4°C, tras lo que las células se

separaron con €l iman.

La homogeneidad de cada poblacion celular aislada se comprobd mediante citometria
de flujo.

B.2.- Determinacion de uso de TCR en células T expandidas especificamente en liquido
sinovial.

B.2.1.- TIPAJE ESPECTRAL.

Tras la extraccion de RNA de las muestras y la sintesis de cDNA, se realizaron baterias
de PCRs para cadenas TCRB similares a las descritas en el protocolo 4, con las siguientes
variaciones:

- Como molkde de la PCR se empleé 1/100 del producto de la sintesis de cDNA
(paritendo de 1pg de RNA).

- El volumen finai de la reacciéon fue de 10ul, manteniéndose la concentracion de todos
los reactivos excepto la de los oligonucledtidos, que se utnhzaron a 0.5uM.

- La temperatura de hibridacién se aument6 a 49°C para aumentar la especificidad de la
reaccion.

- Se realizaron 40 ciclos de amplificacion en lugar de 30 para incrementar la cantidad
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de DNA. Una vez finalizada esta amplificacion, el material se reamplifico cambiando uno de
los oligonucledtidos por otro més interno, lo que permitié aumentar la especificidad de la
amplificacion. La reamplificacion (PCR2A) se realiz6 en condiciones similares a las que
acabamos de describir pero con las siguientes modificaciones:

- Como molde se emplearon 0.5yl de una dilucion 1/200 del producto de la primera
PCR.

- Se sustituyé el oligonucleétido CBE por CBI marcado con y-[32P]-dATP para
facilitar la deteccion del material amplificado.

- Se realizaron 25 ciclos de amplificacion.

Una vez finalizada la 2° amplificacion, se afiadieron 5ul de tampdn de parada
(formamida 95%, EDTA 20mM, azul de bromofeno! 0.05% y xilenecianol 0.05%). La mezcla
se desnaturalizd a 95°C durante 5 min y se cargé en gel de poliacrilamida en presencia de urea.

La autorradiografia se densitometré (ImageQuant, Molecular Dynamics) y se
cuantificé la intensidad de las bandas obtenidas en la amplificacién de cada subfamilia. Se
considerd que contenian una expansion oligoclonal aquellas amplificaciones en las que 1 banda
suponia mas del 50% de la amplificacion total de la subfamilia (184) y cuyas bandas
adyacentes no suponian mds del 30% de dicha banda (201).

El estudio se continud en aguellas subfamilias que presentaban expansiones
oligoclonales en las células del SF pero no en PBLs, descartandose el resto.

B.2.2.- OBTENCION DE COLONIAS Y SECUENCIACION.

Se realizaron 2* PCRs a mayor escala que las que se acaban de describir con objeto de
generar material suficiente para ser introducido en vectores de clonaje y empleando CBI no
marcado. El material obtenido se purifico6 mediante el sistema Wizard PCR-preps (Promega)
para eliminar oligonucleétidos y dNTPs, tras lo que se insertd en un vector de clonaje (pCR o
pBlueScript) mediante incubacion en presencia de T4 polinucledtido ligasa. Los productos de
la reaccion de ligacién se mtrodujeron mediante choque de calor en bacterias E. coli de la
cepa DHS5-¢x que se sembraron en placas petri con LB-Agar (bacto-triptona 10gr/1, extracto de
levadura 5gr/l, NaCl 10gr/l, agar 15g/1, IPTG 0.1mM y X-GAL 40mg/l) con ampicilina
(100mg/1). Las colonias obtenidas se chequearon para comprobar si el vector habia
incorporado el material amplificado mediante PCR (Protocolo 6) o Southern blot (Protocolo
.

Protocolo 6. Chequeo de colonias por PCR.

- Se replica cada colonia en una placa con LB-Agar+Amp y el resto de la colonia se
resuspende en 104 de SS.

- Se afiaden 1044 de solucion de lisis (KCl 50mM, Tris-HCIl 10mM pHS8.3, MgCl;
1.5mM, NP-40 0.45%, Tween-20 0.45% y proteinasa K 0.06mg/ml) para lisar la membrana
de las bacterias y se incuba 30 min a 37°C.

- El producto de la lisis se divide en dos tubos y se somete a dos PCR distintas. En
una se emplean como cebadores los oligonucieotidos CBl y T3 (ATTACCCCTCACTAAAG) y
en la otra CBI 'y T7(AATACGACTCACTATAG). Las condiciones de PCR son iguales que las
descritas en el protocolo 4 para la amplificacion de cadenas p.

Protocolo 7. Chequeo de colonias por Southern blot.
- Se hacen dos réplicas de la colonia, una sobre LB-Agar y otra sobre una membrana
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de Nylon (Amersham) colocada sobre otra placa de LB-Agar.

- Ambas réplicas se incuban 16-20h a 3 7c.

- Las colonias presentes en las membranas se lisan durante 15 min en NaOH 0.4M,
2x 1 min en Tris-HCl! IM pH7.6 y 15 min en Tris-HCI 0.5M pH7.6, NaCl 1.5M.

- El DNA se fija a la membrana incubandola 2h a 80°C,

- Los procesos de prehibridacion, hibridacion y exposicion son iguales a los descritos
en el protocolo 1.

Parte de las colonias que incorporaron inserto se crecieron en 1.5ml de LB+Amp
durante unas 20h y se extrajo ¢l DNA plasmidico mediante los sisternas Wizard minipreps
(Promega) o Flexiprep kit (Pharmacia). El DNA se desnaturalizé con NaOH/EDTA (NaOH
20mM y EDTA 0.2mM) durante 1h a 37°C tras lo que se neutralizd con NaAc y se precipité
con etanol. El DNA desnaturalizado se disolvid en H20 y se secuencio como se ha detallado.

B.3.- Cuantificacion de trdnscritos con una determinada region N+D.

Las colonias obtenidas como se acaba de describir se replicaron y se chequearon por
Southern blot empieando como sonda CBI. Tras determmanar el nimero de colonias
positivas, las membranas se lavaron en 6xSSC durante 10 min a 95°C para deshibridarlas y se
rehibridaron utilizando como sonda un oligonucleétido cuya secuencia coincidia con la de la
region N+D estudiada (V 17IRS(AGTAGTATAAGATCGGGC)) y se determiné la proporcién
de colonias que hibridaban con V17IRS dentro de las TCRB Para aumentar la especificidad,
la hibridacion se realizd a la Tm del oligonucledtido (56 C).

B.4.- Estudio de la capacidad autorreactiva de las células T que expresan determinada
cadena .

B.4.1.- TRANSFORMACION DE LINFOCITOS Y MANTENIMIENTO EN CULTIVO.

Células T de las muestras DMGPBL2 y DMGPBL3 se infectaron con el virus del
herpes de saimiri (HVS) siguiendo el protocolo 8.

Protocolo 8. Infeccion con HVS.

- Las células se siembran a 0.5-10° células/ml en placa de 24 pocillos.

- Se incuban en 1ml de medio RPMI/CG (RPMI 68%, medio CG (Serotec) 22%, STF
10%, Gin 2mM, gentamicina 50mg/l y fungizona 1mg/ml) suplementado con IL-2 (Hoffman-
Roche) 40w/ml y PHA a 10yg/ml. A este medio se afiade 1ml del sobrenadante obtenido tras
la incubacion a 37°C de células OMK (células renales de macaco) junto a HVS hasta la lisis
completa de las células.

- Se mantienen durante 7 dias en presencia del virus, tras lo cual se retira el medio y
se aitiade RPMI/CG+IL-2.

- Tras 1 mes en este medio, el cultivo estd completamente compuesto por células T
CD8', como demuestran los andlisis de las muestras por citometria de flujo, que pueden
considerarse transformadas.

- Las células transformadas se mantienen en RPMI/CG+1L-2, que se renueva cada 3-
4 dias.
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Con objeto de obtener célula B inmortalizadas de DMG para emplearlas como APCs,
parte de la muestra DMGPBL3 se infectd con el virus de Eptein-Barr (EBV). El
procedimiento de transformacion se detalla en el protocolo 9.

Protocolo 9. Infeccion con EBV.

- Los PBLs se resuspenden a 3-10-1 0° células/ml en 2ml del sobrenadante obtenido
tras el cultivo durante 1 semana de linfocitos de titi infectados con EBV.

- Se mantiene a 37°C durante 2h y se afiade RPMI completo (RPMI 90%, STF 10%,
Gin 2mM, gentamicina 50yug/ml y fungizona Img/ml) hasta dejar las células a una
concentracion de 10° células/ml.

- Las células se cultivan en estufa durante 7-15 dias tras los cuales la transformacion
es completa.

- Se retira el medio con EBV y se sustituye por RPMI completo fresco.

- Las células transformadas con EBV se mantienen en RPMI completo que se renueva
cada 3-4 dias.

B.4.2.- COCULTIVO DE CELULAS T TRANSFORMADAS CON LINEAS B
LINFOBLASTOIDES.

Las lineas T transformadas se cocultivaron en presencia de lineas B linfoblastoides,
pero en ausencia de IL-2 u otros coestimulos (protocolo 10). Asi, teéricamente, solo las
células T que reconocen especificamente un Ag deben proliferar, mientras que el resto
deberian permanecer quiescentes o morir por falta de estimulos.

Protocolo 10. Cocultivo.

- Las células T itransformadas se siembran en placas de 24 pocillos a 5-10°
células/pacillo, concentracion celular limitante para las células T transformadas con HVS.

- A cada pocillo se anaden células B linfoblastoides irradiadas (60 Gy) en una
proporcion de 2/1 respecto a las células T.

- Cada pocillo contiene 2ml de medio RPMI/CG sin IL-2 (para evitar el crecimiento
de las células que no reconozcan un Ag).

- El medio se renueva cada 3-4 dias y cada 7 dias se afiaden 10° células B
linfoblastoides irradiadas.

- El cocultivo se mantiene 30 dias, para que las células T no estimuladas queden
minimizadas en el cultivo.

- Se aiiade IL-2 al medio y se deja de afiadir células B para lograr la proliferacion de
las células activadas via TCR.

Tras el ensayo, las células se mantuvieron en cultivo en presencia de IL-2 el tiempo
minimo necesario para disponer de células suficientes para el anlisis por PCR de las mismas.
Se extrajo RNA, se sintetizo cDNA y éste se utilizé6 como molde para la PCR con el par de
oligonucledtidos CBE y VBI17E como se ha detallado (protocolo 4 con las variaciones
descritas en el apartado B.2.). El producto amplificado se diluy6 (1/200) y se reamplificé tal y
como se ha descrito en el apartado B.2. utilizando como cebadores los oligonucledtidos CBI y
VBI17E. El producto de amplificacion se resolvié en gel! de agarosa al 1.5% y las bandas
especificas se detectaron mediante Southern blot (protocolo 1) usando como sonda CBI
(hibridacién a 49°C). Tras exposicién en autorradiografia, la membrana se lavé durante 10 min
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a 95°C en 6xSSC, v se rehibrid6 con la sonda V17IRS (temperatura de hibridacion 56°C).
La expresion relativa de TEV17 en cada cocultivo se calculé empleando el siguiente
algoritmo:

Expresion relativai= (IVi/IC)/(IVL-2/ICw2)

Siendo IV, la intensidad de la banda i medida mediante densitometria tras la hibridacion
con la sonda V17IRS ¢ ICi la intensidad de la banda i medida por densitometria tras
hibridacién con la sonda CBI. IVIL-2 e ICIL-2 intensidad de las banda obtenidas tras cultivo
en presencia de IL-2 tras hibridaciéon con las mismas sondas. La division de cada intensidad IV
entre IC elimina la variacidn debida a las diferencias de cantidad de material correspondiente a
la amplificacién de TCR sometido a electroforesis. La division entre el crecimiento en
presencia de IL-2 relativiza el valor anterior haciéndolo independiente de la actividad de la
sonda y las diferencias entre distintos momentos de cultivo.

32



Resultados

RESULTADOS.

A.- Estudio de células T que infiltran lesiones de piel de afectados por aEICH tras TMO
alogénico.

A.1.- Obtencion de clones T, confirmacion de la clonalidad y andlisis de la diversidad
clonal.

Con objeto de obtener células T activadas infiltradas en las muestras locales, las
biopsias de piel se mantuvieron en medio de cultivo enriquecido con IL-2. Puesto que las
células activadas expresan elevados niveles del receptor de alta afinidad de IL-2 (202), a
priori, (inicamente €stas proliferaran como respuesta a dicha citoquina, por lo que en principio
se evita la seleccion antigénica in  vitro. En las 3 biopsias de piel estudiadas, las células T
comenzaron a exudar del tejido durante los 3 primeros dias de cultivo. Tras 5 dias de cultivo
en estas condiciones, estas células T se sembraron en placas de 96 pocillos en condiciones de
dilucion limite (0.3 células/pocillo) en presencia de células B del receptor. Las condiciones de
dilucién limite impiden que el sobre-crecimiento de alguna célula T pueda desembocar en un
enmascaramiento de la presencia de otras células T. El anlisis por dilucién limite indicé una
frecuencia de proliferacion de entre el 50 y el 100% de la tedrica. Por tanto, el cultivo en las
condiciones de dilucion limite empleadas permitié obtener la mejor representaciéon de las
células T que inicialmente crecieron en presencia exclusiva de IL-2. No se obtuvieron células a
partir de biopsias de transplantados en los que no se desarrollé aEICH.

De este modo, se obtuvieron 59 lineas celulares T del paciente HER, 21 derivadas del
cultivo de la biopsia obtenida 22 dias tras ¢l trasplante (3 dias desde la deteccion de l1a lesion
dérmica) y 38 de la biopsia tomada ei dia 27 tras el transplante (8 dias desde la manifestacion
de la enfermedad), asi como 24 lineas T de la biopsia del paciente P. Cada una de las lineas
estaba exclusivamente compuesta por células T CD4" o CD8’, como se confirmé mediante
citometria de flujo.

Para confirmar la clonalidad de las lineas celulares, éstas se analizaron por Southern
blot con una sonda especifica del segmento TCRGJ1 que también reconocia €l segmento
TCRGI2.

El analisis de las lineas obtenidas del enfermo HER mostré que todas las lineas CD4’
aisladas a partir de la primera biopsia presentaban el mismo patrén de reordenamiento del gen
TCRG, por lo que se dedujo que debian corresponder a un solo clon que se denominé HER-1.
Todas las lineas CD8" de la primera biopsia de HER fueron reconocidas por un AcM anti-
VB12, por tanto se asumi6é que tambi€én procedian de la expansién de un dnico clon, HER-3.
La segunda biopsia de HER permitié aislar 38 clones, 26 CD4" y 12 CD8". El andlisis de los
reordenamientos TCRG indicé que los clones CD4" (nicamente presentaban 3
reordenamientos distintos y por tanto correspondian a 3 clones, HER-27, HER-28 y HER-29,
diferentes de HER-1 (Fig. 13A). Todos los reordenamientos TCRG de los clones CD8" de la
segunda biopsia fueron iguales (Fig. 13B), lo que indicaba que correspondian a un tmico clon,
HER-30, diferente de HER-3.

El andlisis de las 24 lineas T de la biopsia del paciente P reveld que todas eran CD4" y
que presentaban 7 patrones de reordenamiento de TCRG diferentes, lo que permitié deducir
que derivaban de 7 clones distintos: P1, P3, P6, P7, P10, P11 y P14 (Fig. 13C). Puesto que el
paciente P se sometié a dos transplantes, el primero procedente de su madre y el segundo del
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padre, se determind mediante citometria de flujo el fenotipo HLA de los clones. Este andlisis
indic6 que todos los clones aislados eran HLA-A29’, alelo expresado tinicamente por el padre,
por lo que se dedujo que procedian del segundo transplante.

La clonalidad de las lineas, ademas de apoyarse en los patrones de reordenamiento de
TCRG, fue confirmada por los datos obtenidos por PCR de familias TCRAV y TCRBV y su
posterior secuenciacion (ver el epigrafe A.3).

A.2.- Andlisis de la especificidad de los clones obtenidos. Diversidad clonal de la respuesta.

A fin de determinar si los clones obtenidos eran especificos de los alelos HLA del
receptor, éstos se enfrentaron con un panel de lineas linfoblastoides en presencia o ausencia de
anticuerpos monoclonales especificos de distintos alelos HLA y se determiné la capacidad
proliferativa de los clones asi como, en aquellos casos en los que procedia, su capacidad
citotoxica.

El clon HER-1 proliferé frente a las lineas BM14 (HLA-A3; -B7; -DR4; -DQ8; -
DP0401), DEM (HLA-A2.2; -B62.3; -DR4; -DQ8; -DP0202) y HOM2 (HLA-A3; -B27; -
DR1; -DQS5; -DP0401) y no frente a BSM (HLA-A2.2; -Bw62.3; -DR0401; -DQ8; -DP0201)
(Fig. 14A). Puesto que el tinico alelo coincidente entre las lineas frente a las que proliferé
HER-1 fué HLA-DP0401, se supuso que HER-1 responde especificamente a dicho alelo. Esta
especificidad se confirmé mediante ¢l bloqueo de la proliferacion frente a HOM2 con AcM
especificos. El clon HER-27 prolifer6 frente a las lineas BSM y BOLETH (HLA-A2.2; -
Bw62.3; -DR0401; -DQ8; -DP0401)} pero no en presencia de JTHA (HLA-A31; -Bw51; -
DR0407; -DQ7) ni BTB (HLA-A2.2; -B2705; -DR0801; -DQ4; -DP0401) (Fig. 14A). HER-
29 proliferd frente a las mismas lineas, pero no frente a RSH (HLLA-A68.1,30.3; Bw42; -
DR0302; -DQ4; -DP0101,0402) ni BTB (Fig. 14A). Puesto que el anico alelo no coincidente
entre donante y receptor presente en las lineas linfoblastoides reconocidas y ausente en el resto
era HLA-DQS8 se supuso que tanto HER-27 como HER-29 eran especificos para dicho alelo.
Esta suposicion se vio reforzada los la ausencia de proliferacion de ambos clones al ser
cultivados junto a la linea BOLETH preincubada con un AcM especifico de HLA-DQ (1A3)
(Fig. 14B). HER-28 proliferé al enfrentarlo con BTB y BOLETH, pero no frente a BSM ni
RSH, por lo que tnicamente podia ser especifico de HLA-DP0401, alelo presente en las dos
lineas frente a las que proliferé y expresado por el receptor (Fig. 14A). La especificidad se
confirmé porque su proliferacion se bloqueé especificamente con el AcM anti-HLA-DP
(B7.21) pero no con los anti-HLLA-DR ni anti-HLA-DQ (Fig. 14B).

El clon CD8" HER-3 proliferé en presencia de la linea BTB pero no en presencia de
DAB (HLA-A2,11; -B18,55; -DR8,11; -DQ2,4; -DP0401,0501) ni ROU (HLA-2,3; -B51,44;
-DR4,13; -DQ6,7; -DP0301). Por su parte, HER-30 proliferé en presencia de BTB y de
WT24 (HLA-A2.2; -B2705; -DR1602; -DQ2; -DP0301) pero no lo hizo al enfrentarla con
IBW9 (HLA-A33.1; -Bw51; -DR7; -DQ5; -DP0101) ni VAVY (HLA-AL; -B8; -DR0301; -
DQ2; -DP0101) (Fig. 15A). Dado que los experimentos de citotoxicidad indicaron que ambos
clones lisaban BTB pero no RML (HLA-B27), se dedujo que tanto HER-3 como HER-30
reconocian especificamente HLA-B27 (Fig. 15B).

Los clones P1, P3, P6, P7 y P10 proliferaron al cultivarlos en presencia de BOLETH
pero no frente al resto de lineas linfoblastoides chequeadas: RSH, VAVY, TONY (HLA-A1,2;
-B7,8; -DR3,13; -DQ2; -DP0101,1901), BTB ni IBW9 (Fig. 16A). Estos datos, unidos a la
ausencia de proliferacion al enfrentar dichos clones con la linca BOLETH preincubada con el
AcM anti-HLA-DQ 1A3 (Fig. 16B) permitieron deducir que estos clones reconocen
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especificamente HLA-DQ8. P11, en cambio, proliferd tinicamente frente a T75.26 (HLA-A2; -
Bwd6; -DR0901; -DQ2; -DP1301) (Fig. 16A) y la proliferacién se bloque6 especificamente
por el AcM anti-HLLA-DP (Fig. 16B). Por tanto se dedujo que respondia especificamente
contra HLLA-DP1301, exclusivo del receptor. P14 proliferé al cultivarlo en presencia de JB10
(HLA-A26,28; -B38; -DR0402; -DQ7) pero no en presencia de T75.26 ni DEM (Fig. 16A).
La proliferacion de P14 se bloqued Unicamente cuando JB10 se preincubd con el AcM anti-
HLA-DR. Estos datos indicaron que la linea reconocia especificamente HLA-DR0402,

Los resultados anteriores permitieron concluir que todos los clones aislados de las
muestras locales del paciente HER asi como los obtenidos de P eran especificos de alelos HLA
de los receptores. Los clones aislados de HER se dirigian contra HLA-B27 (HER-3 y HER-
30), HLA-DQ8 (HER-27 y HER-29) o HLA-DP0401 (HER-1 y HER-28), cubriendo asi
todos los alelos HLLA del receptor no expresados por el donante. Por su parte, los clones
obtenidos a partir de la biopsia de P reconocian los alelos HLA-DQS8 (P1, P3, P6, P7 y P10),
HLA-DP1301 (P11) oc HLA-DR(0402 (P14), mientras que no se obtuvo ningun clon dirigido
contra HLA-A1 o HLA-B17, también expresados exclusivamente por el receptor.

A.3.- Diversidad de TCRs empleados por los clones.

Con objeto de confirmar la clonalidad de las lineas T aisladas a partir de las biopsias de
ambos enfermos, asi como para comprobar si la respuesta restringida a cada alelo se reflejaba
en la existencia de similaridades estructurales entre los TCRs que los reconocen, se procedié a
la caracterizacion de los TCRs expresados por cada supuesto clon. Asi pues, el RNA
procedente de los clones se retrotranscribié a cDNA y se sometié a baterias de PCRs con
objeto de amplificar el material correspondiente a la subfamilia TCRAV y TCRBV expresada
por ¢l receptor correspondiente. Puesto que, en principio, cada PCR de la bateria Ginicamente
deberia amplificar los trénscritos con segmentos TCRV de una subfamilia, el analisis por
Southern blot tedricamente deberia permitir la identificacion de los segmentos TCRV que
emplea cada clon (Fig. 17 y 18). En determinados casos los oligonucledtidos cebadores
pueden hibridar con miembros de otras subfamilias, por lo que puede detectarse mas de una
amplificacién ailn cuando la linea celular T sea clonal. Este problema se solvent6 secuenciando
todos los materiales amplificados en cada bateria de PCRs, determinindose la porcion 3' del
segmento TCRAV/TCRBYV, la region N/N+D, el segmento TCRAJ/TCRBJ y el extremo 5' del
segmento TCRAC/TCRBC de cada cadena analizada.

Con la bateria de PCRs realizada a partir del cDNA del clon HER-1 se amplifico
material correspondiente a las subfamilias TCRAV4 y TCRBV13 (Fig. 17). A pesar de los
repetidos intentos de reamplificacion y secuenciacién del material de TCRAYV, no fue posible
determinar la secuencia de dicho trnscrito, aunque si pudo determinarse la secuencia
correspondiente a la banda TCRBV 13 (Tabla 9).

Las PCRs del material aislado del clon HER-27 mostraron amplificaciones de los
tamafios esperados al emplear los pares de oligonucle6tidos para TCRAV4, AVI12 y BV9
(Fig. 17). La secuenciacion del material correspondiente a cada una de las bandas indico que
linicamente correspondfan a TCRAV12 y TCRBV9 (Tabia 9), siendo la banda TCRAV4 un
producto secundario de la amplificacién, probablemente correspondiente ala amplificacion de
un microsatélite o intron de RNA inmadure, y no correspondia a la secuencia de ningtn TCR.

La retrotranscripcién del RNA y PCR del ¢cDNA del clon HER-28 produjo ftres
amplificaciones: TCRAV16, TCRAV17 y TCRBV7. La secuenciacion de TCRAV16
demostr6é que correspondia a un reordenamiento no productivo del gen TCRA, mientras que
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Tabla 9: Reordenamientos V-J y secuencias de las regiones CDR3 de los clones aislados a partir de las muestras locales de enfermos afectados

por EICH.
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TCRAV17 correspondia a un alineamiento productivo (Tabla 9). El material correspondiente
a TCRBV7 se intent6 reamplificar y secuenciar repetidas veces, pero no se consigui6 material
adecuado para ello. El hecho de que no fueran posibles las reamplificaciones, aunque no
permitié una afirmacion rotunda, sugirié que el material que no pudo secuenciarse pertenecia
a una de las subfamilias descritas posteriormente al disefio de los oligonucleétidos.

La ampiificacion del material procedente del clon HER-29 proporciond productos
amplificados con los oligenucleétidos para TCRAV2 y AV8 asi como para TCRBV2 (Fig.
17). El material de TCRAV2 correspondia a un reordenamiento productivo, mientras que el
TCRAVS era improductivo (Tabla 9).

El RNA del clon HER-3 condujo a dos \inicas amplificaciones: TCRAV7 y TCRBV12
(Fig. 17) que tras la secuenciacion de sus productos indicaron que cada una correspondia a un
reordenamiento productivo (Tabla 9). El anilisis del material obtenido del clon HER-30 indicé
amplificaciones en las subfamilias TCRAV3, AV5 y TCRAV17 y en la subfamilia TCRBV1
(Fig. 17). La secuenciacion del material de TCRAV3 y TCRAV17 revelé que correspondian a
un tnico reordenamiento productivo perteneciente a la subfamilia TCRAV32, mientras que la
secuenciacion del material TCRBV1 confirmé su pertenencia a dicha subfamilia (Tabla 9). El
hecho de haber amplificado una subfamilia no incluida en el panel de oligonucleéttidos indica
que éste cubre mayor porcentaje de segmentos TCRV del inictalmente calculado, aunque la
especificidad de cada oligonucledtido es menos elevada. Dado que el disefio del panel se
realizé previamente a la descripcidn de todas las subfamilias TCRV es posible que algunos de
los oligonucledtidos hibriden con zonas de las nuevas subfamilias coincidentes con las de
subfamilias previamente descritas.

Los RNAs de los clones derivados del paciente P también se analizaron mediante
retrotranscripcion y PCR empleando los paneles de oligonucledtidos descritos como
cebadores. El material correspondiente a P1 produjo una amplificacion en TCRAV19 y una
en TCRBV6 (Fig. 18). De manera andloga, también se produjeron amplificaciones tnicas con
las baterias de PCRs correspondientes a P10 (TCRAV9 y TCRBV6) y P11 (TCRAV1 y
TCRB3) (Fig. 18). La secuenciacién del material correspondiente a las amplificaciones
confirmé la asignacion a las subfamilias determinadas mediante el andlisis por Southern blot,
excepto para la amplificacion TCRAV1 de P11, del que no se pudo obtener material valido
para la secuenciacion (Tabla 9). El analisis del material de P3 indica 3 amplificaciones
(TCRAV1, TCRAV16 y TCRBV7). No fue posible la reamplificacion de TCRAV 16, mientras
que la secuenciacion de la banda TCRAV1 indicaba la existencia de dos secuencias diferentes.
Como alternativa, el material de P3 amplificado se inserté en un vector de clonaje, se
transformé en bacterias y se secuenciaron 15 de las colonias que introdujeron el inserto lo que
revelé que P3 codificaba dos cadenas TCRA con reordenamiento productivo, ambas con
segmentos TCRAV1 (Tabla 9). El RNA extraido del clon P7 condujo a la amplificacion de las
subfamilias TCRAV3, TCRAVS, TCRAVS y TCRAV2! junto a la vinica amplificacion de
TCRBVS (Fig. 18). La secuenciacion de cada uno de ios materiales confirmé que unicamente
las bandas en TCRAV3 y en TCRBVS correspondian a amplificaciones de reordenamientos
productivos de TCR (Tabla 9), siendo el resto productos secundarios de la reaccién de
amplificaciéon no relacionados con genes que codifican el TCR. Los clones P6 y P14 no se
incluyeron en este estudio pues la sistemética contaminacion de éstos con cepas bacterianas no
permitio el aislamiento del material necesario.
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A.4.- Motivos estructurales en los TCRs de los clones aislados a paritr de las biopsias de
piel de afectados por aEICH.

La comparacion conjunta de las secuencias de los TCRs de los clones indicé una
elevada heterogeneidad de uso de cada elemento generador de diversidad. Sin embargo, y
dado que se obtuvieron varios clones con la misma especifidad HLA y que existen multiples
estudios que indican la existencia de motivos comunes entre los TCRs de células T
alorreactivas de igual especificidad (Tabla 4), se consideré interesante la comparacion de las
frecuencias de uso de segmentos TCRAV, TCRAJ,TCRBV, TCRBJ y de aminoacidos en
CDR3 en funcién de la especificidad HLA para detectar la existencia de elementos
generadores de diversidad comunes entre los TCRs de los clones. La existencia de motivos en
los TCRs de los clones en funcién de su especificidad HLA podria extrapolarse a otros
pacientes con las mismas diferencias de MHC entre donante y receptor y podria servir como
base para el disefio de aproximaciones terapeuticas que mediante la obtencion de Ac
especificos de dichos motivos permita la eliminacion selectiva de las células T especificas de
los alelos HLA discordantes.

El uso de los elementos generadores de diversidad en los TCRs de nuestros clones se
comparé con las frecuencias de uso de dichos elementos descritas en estudios en los que se
secuenciaron al menos 300 colonias que inclufan insertos TCR procedentes de los PBLs de al
menos 3 individuos sanos (27-30). Dado que estos estudios indican el uso de los elementos
generadores de diversidad tras los fendmenos de reordenamiento preferente, los fenomenos de
seleccion, etc., se puede asumir que si se detectan diferencias significativas de frecuencias de
uso de estos elementos 3entre los TCRs de nuestros clones y los de los individuos sanos,
deben ser consecuencia de su implicacion en la respuesta alogénica local. Excepto en aquellos
casos en los que se indique lo contrario, los motivos destacados a continuacién son aquellos
que, tras la comparacion, mostraron valores estadisticamente significativos (p<0.05).

Como ya hemos indicado, se supone que los linfocitos T alorreactivos reconocen
péptidos enddgenos asociados a moléculas del MHC (99). Dado que la posicion del TCR
sobre el Ag parece ser similar en todos los complejos TCR/Ag cristalografiados (49, 50, 203,
204), parece logico pensar que las regiones CDR1 y CDR2, que interaccionan
mayoritariamente con el HLA propio, también lo hagan con el HLA alogénico y que las
CDR3, que contactan principalmente con el péptido, interaccionen con areas similares del
complejo alogénico, ya sean otros péptidos o areas del HLA alogénico que mimetizan a éste.
Los usos preferentes de TCRAV o TCRBYV tendrian que deberse a la interaccién con el HLA,
mientras que los usos comunes en CDR3 y TCRJ deberian estar provocados por el
reconocimiento de péptidos semejantes, que en parte estin determinados por las
caracteristicas estructurales, en los alrededores de la hendidura, del HILA que los presenta.
Asi, Ia comparacion de la frecuencia de aminoacidos en CDR3 de los TCRs de nuestros clones
con los de PBLs de individuos sanos (30) podia aportar informacion acerca de la hidrofilia
general de CDR3 mientras que la comparacion de las CDR3 teniendo en cuenta la posicion
segin los criterios definidos por Chothia y cols. (Cys-Ala-X;-Xo-...-Xs para CDR3¢ y Cys-
Ala-Ser-Ser-Xi-Xz-...-Xa para CDR3p) [93], informaria adicionalmente sobre la distribucion
de los aminoacidos sobre el péptido y las hélices o del HLA y por tanto sobre distribucién
espacial de la carga en dicha 4rea.
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A.4.1.- USO PREFERENTE Y MOTIVOS ESTRUCTURALES EN LOS TCRS DE LOS
CLONES AISLADOS DEL PACIENTE HER.

Los 6 clones aislados a partir de ia biopsia obtenida det paciente HER se agrupan en 3
pares en funcion del HLLA contra el que responden. La comparacion global de los TCRs,
independientemente de la especificidad no revela ningin uso preferente de elementos de
diversidad. Por otra parte, dado que unicamente se dispone de dos clones de cada
especificidad, es dificil extraer reglas de uso de segmentos TCR y de aminoacidos en CDR3, e
incluso en aquellos casos en los que se alcanza significacion estadistica, los datos deben ser
considerados con precaucion, pues la simple utilizacién de una cadena puede llevar a que el
uso de dicho segmento aparezca como estadisticamente significativo.

Los clones HER-3 y HER-30, especificos de HLA-B27, empleaban respectivamente
los segmentos TCRAV7 y TRCAV32, poco frecuentes en PBLs de individuos sanos (2.3% y
0.6%, respectivamente) (27), mientras que el uso de segmentos TCRBV (12 y 1) no se alejé
de lo observado en controles (27), perteneciendo cada uno de los segmentos TCRV pertenece
a un subgrupo de homologia distinto (Tabla 1). Tampoco se observd uso preferente de
segmentos TCRAJ o TCRBJ en comparacion con los empleados por PBLs de individuos
sanos (27, 28).

Los clones HER-27 y HER-29, HLA-DQ8 especificos, no mostraban ningin uso de
segmentos TCRAV, TCRAJ y TCRBV estadisticamente significativo y cada segmento TCRV
pertenecia a un grupo de homologia distinto (Tabla 1). Podemos destacar que ambos clones
empleaban el segmento TCRBJ2S3 mientras que su uso en PBLs de individuos sanos era del
7.4%. Ningin aminoacido es utilizado en CDR3 en una proporcion lo suficientemente elevada
como para alcanzar significacion estadistica.

Puesto que fue imposible determinar la secuencia de TCRA del clon HER-1 y la de
TCRB del clon HER-28, ambos HI.LA*DP0401, no se pudo realizar un analisis de los usos de
los segmentos generadores de diversidad en los TCRs de dichos clones. Incluso considerando
correcta su asignacion a las subfamilias mediante las baterias de PCRs, el anilisis de frecuencia
de uso de segmentos TCRAV y TCRBYV de los clones HER-1 y HER-28 no revel el empleo
estadisticamente significativo de ningin segmento comparado con los obtenidos en estudios de
repertorio en PBLs de individuos sanos.

A.4.2.- USO PREFERENTE Y MOTIVOS ESTRUCTURALES EN LOS TCRS DE LOS
CLONES AISLADOS DEL PACIENTE P.

A diferencia de los clones obtenidos del enfermo HER, la mayoria de los clones del
paciente P son especificos de un inico alelo HLA: S clones eran especificos de HLA-DQS$,
mientras que uno, P11, era especifico de HLA*DP1301 y otro, Pi4 de HLLA*DR0402. {.a
bisqueda de motivos estructurales y generadores de diversidad se centré por ello en los clones
HLA-DQ8 especificos.

Los clones P1, P3, P7 y P10, especificos de HLA-DQ8 empleaban segmentos TCRAV
pertenecientes a los subgrupos de homologia 2 (P1, P7 y P10) y 4 (ambas cadenas de P3)
(Tabla 1). No se detectaron sesgos en el uso de segmentos TCRAJ, TCRBV o TCRBJ
respecto a individuos sanos. El analisis de la frecuencia de uso de aminodcidos en CDR3 no
revela incrementos estadisticamente significativos con respecto al las encontradas en PBLs de
individuos sanos. Aiin cuando no alcancen significacién estadistica, cabe destacar que 4 de las
5 regiones CDR3¢ (80%) contienen Asn y que 3 de las 4 regiones CDR38 (75%) conticnen
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Asp.

A.4.3.- USO PREFERENTE Y MOTIVOS ESTRUCTURALES EN LOS TCRS DE LOS
CLONES ESPECIFICOS DE HLA-DQS.

Dado la escasa informacion obtenida del andlisis por separado de los TCRs de ambos
individuos, se decidi® estudiar los TCRs de los clones T con la misma especificidad,
independientemente del enfermo del que se aislaron. Asi, se estudiaron conjuntamente HER-
27, HER-29, P1, P3, P7 y P10. De esta manera hallamos que la frecuencia de uso de
segmentos TCRAYV de los grupos de homologia 2 y 4 detectada en los clones HLA-DQ8
especificos aislados de P se atenuaba. No destacaba tampoco el uso preferente de segmentos
TCRAJ, TCRBV ni TCRBJ respecto a los datos obtenidos a partir de sangre periférica de
individuos sanos (27, 28, 30). Sin embargo, seguia destacando la utilizacién de Asn en 4 de las
7 CDR3¢, atn cuando no se observé un patron relacionado con la posicion relativa dentro de
esta region. Asimismo, cobrd importancia el uso de Thr en 4 de CDR3q, aunque tampoco
lleg6 a alcanzar significacion estadistica. Respecto a los aminoéacidos de CDR38, se observa
que 4 de los clones presenta Gla (el 12.5% de los aminoéacidos en la region N+D eran Gln,
mientras que en PBLs de individuos sanos no superaba ¢l 3.7%) y que otro clon la contenia
como primer aminoacido del segmento TCRBIJ. Por otra parte, 3 de los 4 clones derivados del
enfermo P también presentaban Asp en su CDR3B. Este uso no es estadisticamente
significativo, pero es destacable que HER-27 y HER-29, cuyas regiones N+D no contienen
Asp, emplean segmentos TCRBJ que lo incluyen en una posicién casi inmediatamente
adyacente.

Asi pues, podemos concluir que el andlisis de usos de elementos generadores de
diversidad entre los clones con igual especificidad HLA, incluso cuando procedian de
diferentes enfermos, revela la existencia de varios motivos, aunque no lo suficientemente
marcados para que adquieran significacidn estadistica al compararlos con los usos en
individuos sanos.

Unicamente se ha documentado un estudio en el cual se consiguieron aislar 5 clones
especificos de HLA-DQ8 y determinar la secuencia de sus TCRs (205) (Tabla 10). Estos
clones, aislados a partir de PBLs de 3 individuos sanos tras generar una alorrespuesta in vitro
emplean mayoritariamente (80%) segmentos TCRBV cuyas CDR1 contienen el motivo fle-
Ser-Gly-His. Este motivo aparecia también en el 50% de los clones HLA-DQ8 especificos
aislados en nuestro estudio. Por otra parte, el 100% de los clones aislados de PBLs utilizaban
segmentos TCRBJ2S3 o TCRBI2S5 (205). Andlogamente, el 50% de los clones HLA-DQ8
especificos presentados en nuestra investigacion empleaban uno de estos segmentos. Nuestros
clones presentaban ademads motivos propios no detectados en los clones alorreactivos aislados
de individuos sanos: €l 20% de los amincéacidos empleados en las regiones CDR3q de
nuestros clones eran Asn, que no se expresaba en los clones aislados de sujetos sanos
descritos, lo que indica que existian peculiaridades propias de los TCRs de nuestros clones. El
uso de Gln (12.5%) y Asp (9.4%) en CDR3B de nuestros clones era superior al de los clones
especificos de HLA-DQ8 descritos en el estudio con PBLs de controles en los que el uso de
estos aminodcidos era, respectivamente, 3.3% y 0%, pero las diferencias no alcanzaron
significacion estadistica. Las diferencias entre ambos grupos de clones parecian indicar gue
existian caracteristicas propias de los TCRs de los clones aislados de las lesiones de EICH que
principalmente se localizaban en CDR3. Dado que no podian existir diferencias en lo que
respecta al HLLA y que el reconocimiento de complejos antigénicos alogénicos no implica
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I | TCRA | TCRB I
Clon
| v N J | avaar | v N+D i | Bvas |
| ca VT L1G | vasuis |
BL22 CASS QVAGLEYP STDTQYFG | V7S1J253
| cw RGYS G| vasuw |
| BL2s | ca TDGE  TSGSRLTFG | v3$103 | CASS LTSRPWY  QETQYFG | V51255 |
IBL3s Jca  asLEy  onkivrG | vaisuoo | cass  sGGy TDTQYFG | V8521283 |
| oB4s [cL  vGRSY  NTDKLIFG | v2osin | cass  LVIGRA  DTQYFG | ves7i2s3 |
| Br37 | ca PW 11eG | vioros |cass  Lvvea ETQYFG | Vss3125s |

Tabla 10: Reordenamientos V-J y secuencias de las regiones N/N+D de los clones especificos de HLA-DQ8 aislados de PBLs
de 3 individuos sanos {205).
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Uunicamente la interaccion con ¢l HLA, sino también con los péptidos presentados,
determinados por éste, y dado que los analisis cristalograficos de los complejos
TCR/péptido/HLA indican que CDR3a y CDR3p se sittian mayoritariamente sobre el péptido,
los motivos en estas regiones reflejaban caracteristicas comunes entre los complejos
antigénicos alogénicos.
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B.- Estudio de las diferencias entre el repertorio de TCRs en muestras locales y PBLs de
enfermos con espondiloartropatias. Relacién con la respuesta autoinmne local.

Fl estudio de las espondiloartropatias pretendia, en primer lugar, definir una
aproximacién experimental que permitiera obtener informacion sobre las células T
especificamente infiltradas en los tejidos afectados sin necesidad de exponerlas a los supuestos
Ags responsables de la patologia que, para la mayoria de las enfermedades del grupo, ain no
han podido ser definidos.

Dado el caracter local de estas enfermedades, que se circunscriben {inicamente a las
articulaciones, se hizo la suposicién razonable de que las expansiones oligoclonales que se
detectaran Unicamente en las muestras extraidas de las articulaciones afectadas debian refiejar
una proliferacion de las células T implicadas en una respuesta inmunolégica local,
probablemente relacionada con la enfermedad.

Por tanto, una vez determinadas dichas expansiones, se intenté comprobar si las
células que portaban dichos TCRs tenian capacidad de respuesta contra células propias y, por
tanto, podian estar implicadas en una respuesta autoinmune. Para ello y dada la imposibilidad
de clonaje de las céiulas T en ausencia de su antigeno, las células T se inmortalizaron tras lo
cual se comprobo su capacidad proliferativa al ser cultivadas junto a células propias.

B. 1.- Tipaje espectral de las muestras recolectadas de la paciente MTSM.

Los primeros estadios del estudio suponian el andlisis por tipaje espectral de las
muestras derivadas de un enfermo cronico. El estudio en este tipo de enfermo presentaba la
clara ventaja de que si, como habiamos supuesto, existian expansiones especificas de los
tejidos afectados presumiblemente relacionadas con la respuesta local, la proliferacién de las
células T tras el inicio de la enfermedad seria mayor en un individuo con la enfermedad
cronificada y, por tanto, la oligoclonalidad de las células implicadas deberia ser mas acusada y,
consecuentemente, seria mas faciimente detectable. Incluso la ausencia de expansiones
oligoclonales podia aportar informacién sobre la implicacion de las células T en la patologia:
se podria deducir que la presencia de las c€lulas T se debia a una infitracion provocada por la
presencia de citoquinas inflamatorias, pero sin existir una proliferacion especifica en el tejido
inflamado, o que si existia una proliferacion en la articulacion provocada por un SAg y que
por tanto era de cardcter policlonal.

Hasta el momento, varios grupos de investigacion han logrado aislar clones de céhulas
T con distintas especificidades a partir de muestras locales de afectados por
espondiloartropatias, indicando la posible participacion de gran variedad de péptidos
homélogos de proteinas propias (170, 171, 173). No parece muy plausible la existencia de tal
variedad de péptidos artritogénicos en el inicio de la enfermedad. Dado que estos estudios no
han tenido en cuenta el matiz temporal en la toma de muestras, podria considerarse que la falta
de homogeneidad de resultados puede deberse a que las muestras en cada estudio se han
tomado en distintas fases de la enfermedad. Para comprobar esta suposicion, el estudio que
realizamos en el enfermo cronico se realizé tomando dos muestras en un intervalo de 6 meses
para comprobar si las expansiones variaban con el tiempo o se¢ mantenian constantes. Si existia
una variacion en el tiempo de las expansiones oligoclonales, indicaria que células T que
inicialmente no estaban implicadas en una respuesta local habian comenzado a participar en
ésta. Esto informaria sobre la existencia fen6émenos de perpetuacion de la respuesta
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relacionada con la extension de ésta contra nuevos Ags y confirmaria la necesidad de realizar
los estudios sobre muestras obtenidas durante los primeros estadios de la enfermedad, de
forma que se minimizaran los fenomenos de perpetuacion. Si, por el contrario, las expansiones
se mantuvieron constantes respecto al tiempo, el estudio podria realizarse sobre cualquier
paciente independientemente del momento de desarrollo de la patologia € indicarian que la
existencia de células con gran multitud de especificidades en las articulaciones afectadas debe
achacarse a otros motivos. Independientemente de cual de ambos resultados se obtuviera,
éstos podian servirnos como sistema de referencia en estudios del mismo tipo realizados sobre
muestras aisladas de individuos que sufrieran los primeros episodios de la patologia.

MTSM era una enferma crénica con un largo historial de episodios artriticos que, en el
momento de la toma de muestras, presentaba inflamacion articular. El analisis por tipaje
espectral de las distintas muestras aisladas de la paciente MTSM indicé que, en la primera
extraccion de liquido sinovial (MTSM(1)SFR), existia un elevado mimero de expansiones
oligoclonales, segin la definicion de Gregersen y cols., que supone la existencia de
expansiones oligoclonales cuando un tinico tamafio supone el 50% o mas de todos los tamafios
detectados mediante PCRs especificas para cada subfamilia TCRBV (184) y los tamaifios
adyacentes no suponen conjuntamente mas del 30% del tamafio mayoritario (201). La
determinacién de la intensidad de cada tamafio mediante densitometria permitié detectar
expansiones en las subfamilias TCRBV1, V2, V6, V11, V12, V15, V16, V17 y V18. Dichas
expansiones no eran evidentes en la muestra de sangre periférica obtenida simultinecamente,
MTSM(1)PBL (Fig. 19), como se confirmé por densitometria. Sin embargo, la expansién en
la subfamilia TCRBV6 se detecté en la segunda extraccion de sangre periférica,
MTSM(2)PBL, junto a una expansiéon en la subfamilia TCRBV14 que no aparecia en
MTSM(1)SFR (Fig. 19). A pesar de realizar varios intentos de amplificacion de las subfamilias
V19 y V20, no se logroé material de las subfamilias V19 y V20 en la muestra MTSM(1)SFR.

La comparacién de las expansiones oligoclonales de la 2* extraccion de SF de la misma
articulacion, MTSM(2)SFR, revelé que algunas de las expansiones obsevadas en
MTSM(1)SFR, TCRBV1, V2, V11 y V18, no se detectaban. Por contra se detectaron nuevas
expansiones en las subfamilias TCRBV3, V4, V7, V10 y V14 (Fig. 20), conservandose
respecto a MTSM(1)SFR las expansiones en las subfamilias TCRBV6,V9 y V16 (Fig. 20). La
muestra aislada de la otra rodilla, MTSM(2)SFL, revelé expansiones en la mayoria de las
subfamilias, incluyendo todas las que se observaban en la muestra MTSM(2)SFR mas
TCRBV11 y V17, también detectadas en MTSM(1)SFR, asi como expansiones no detectadas
en ninguna de las muestras anteriores en las subfamilias TCRBV9 y V10 (Fig. 19y 20).

Todas las expansiones detectadas en la rodifla izquierda de MTSM se observaron o
bien en la primera muestra de la rodilla derecha, MTSM(1)SFR, o bien en la segunda,
MTSM(2)SFR. Dado que se ha comprobado que la respuesta contra un Ag puede ser
responsable de la aparicién de expansiones oligoclonales, como ha demostrado por el estudio
de las células que responden in vivo a infecciones gripales (206) o por el estudio por tipaje
espectral de los PBLs de un control antes y despues de una vacunacion (207), se supuso que
cada expansiones iguales en ambas articulaciones podian corresponder a la respuesta contra un
mismo Ag o a varios Ags homdlogos presentes en ambas localizaciones. Asi pues, las
expansiones en MTSM(2)SFL parecian indicar que en dicha articulacion se respondia a Ags
que estaban presentes en MTSM(1)SFR asi como a otros localizados en MTSM(2)SFR.

Podemos concluir que la existencia de expansiones oligoclonales especificas de SF
indica que existi6 una respuesta contra complejos antigénicos localizados en las articulaciones
afectadas. El elevado niimero de expansiones en todas las muestras, asi como la variacién en el
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Figura 19: Tipaje espectral de la primera muestra de SF extraida de MTSM comparado con los
tipajes espectrales de dos extracciones de PBLs. La deteccion de determinadas subfamilias
necesité incrementar el tiempo de exposicion de las autorradiografias o, incluso sustituir los
oligonucledtidos TCRBVnE por otros mas internos, detallados en la Tabla 8B. Dichas
exposiciones se presentan compuestas en cada una de las autorradiografias.
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Figura 20: Tipaje espectral de las muestras de SF extraidas de MTSM obtenidas 6 meses
después que la primera comparado con el de 12 muestrg de PBLs obtenida simultineamente. La
deteccion de determinadas subfamilias necesité incrementar el tiempo de exposicién de las
autorradiografias o, incluso sustituir los oligonucleétidos TCRBVIE por otros mas internos,
detallados en la Tabla 8B. Dichas exposiciones se presentan compuestas en cada una de las
autorradiografias.
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tiempo de éstas, confirma las suposiciones hechas de forma general sobre la perpetuacion de la
respuesta mediante la extension a nuevos Ags de las respuestas autoinmunes.

A la vista de los resultados anteriores, no era de extrafiar que en los estudios en los ue
no se consideré el momento de toma de las muestras se pudieran aislar clones con las mas
variadas especificidades a partir de SF de enfermos (170, 171, 173). Por tanto se hizo evidente
la necesidad de realizar los estudios en individuos en las primeras fases de la enfermedad, en
las que los fenémenos de expansion a nuevos antigenos fueran minimos. Esto deberia permitir
identificar las expansiones correspondientes a las células T que hubieran proliferado durante
las primeras fases de la enfermedad y que, probablemente, eran las responsables del desarrollo
de ésta. El estudio de la enfermedad en sus primeros estadios eliminaria, ademas, la variable
debida al tratamiento con AINE, cuya interaccion con las céhulas T no ha sido evaluada en
términos de modificacion del repertorio de TCRs.

B.2.- Tipaje espectral de las muestras recolectadas del paciente DMG.

DMG era un paciente que se presentaba por primera vez en consulta con sintomas que
hacian sospechar que sufria una espondiloartropatia. Durante el episodio inflamatorio se
tomaron muestras de PBLs y SF del enfermo y muestras de PBLs durante los meses siguientes
al citado episodio. Los sucesivos reconocimientos y anilisis confirmaron la primera impresion
y condyjeron al diagndstico de espondiloartropatia no diferenciada.

En este punto del estudio se decidi6 estudiar separadamente las subpoblaciones CD8’
y CD4", como aproximacion que permitiera determinar la importancia de cada una de ellas en
el desarrollo de la enfermedad. Por otra parte, era previsible que el estudio diferencial de
ambas subpoblaciones  simplificaria el patron de expansiones, lo que facilitaria la
interpretacion de los resultados.

B.2.1.- SEPARACION DE SUBPOBLACIONES DE LAS MUESTRAS PROCEDENTES
DEL PACIENTE DMG.

Los enfermos afectados por espondiloartropatias presentan un porcentaje elevado de
células T CD8" infiltradas en las articulaciones en comparacion con los hallados en afectados
por otras enfermedades inflamatorias como la artritis reumatoide (143, 151). Esto ha sugerido
que las células T que presentan dicho fenotipo estan relacionadas con el desarrollo de las
patologias. A pesar de ello, estudios realizados en modelos animales indican que las
responsables de Ia enfermedad pueden ser células T CD4" (161, 208). Por otra parte, la
obtencion de clones de células T mediante el cultivo de PBLs o SF de enfermos junto a APCs
incubadas con diferentes bacterias o péptidos han conducido al aislamiento de células T
pertenecientes a ambas subpoblaciones (168, 170-176).

Por tanto, dada la necesidad de definir separadamente la posible implicacién de ambas
subpoblaciones en los primeros estadios de la enfermedad, previamente a cualquier
manipulacién, se separaron las muestras obtenidas del paciente DMG en funcion de su
expresion de los Ags CD4 y CD8 mediante el empleo de bolas magnéticas acopladas a Ac
especificos. La contaminacion de una subpoblaciéon por células de la otra no superd en ningiin
caso el 5% y, en su mayoria, fue inferior al 1% (Fig. 21).
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Figura 21: Histogramas de citometria de flujo de las subpoblaciones obtenidas tras separacion
mediante bolas magnéticas de las muestras aisladas de DMG. A: subpoblacion CD4+. B:
subpoblacion CD8+.
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B.2.2.- ANALISIS POR TTPAJE ESPECTRAL DE LAS SUBPOBLACIONES CD4™ DEL
PACIENTE DMG.

Como acabamos de indicar, actualmente existe controversia sobre la participacion de
las células T CD4" en la patogenia de las espondiloartropatias. Dado que, tedricamente, la
participacion en la respuesta local responsable de la patologia deberia reflejarse como una
proliferacion de éstas, el andlisis por tipaje espectral comparativo de las muestras CD4" de SF
versus PBLs podria facilitar informacion relativa a su posible participacion en los eventos
relacionados con el fendmeno inflamatorio local. El densitometrado de las distintas bandas
obtenidas tras el tipaje espectral revelé expansiones en DMG(1)PBL-CD4" (TCRBV1 y V11),
y en DMG(2)PBL-CD4" (TCRBV6 y V11), pero no en DMG(1)SF-CD4" (Fig. 22).

Podria especularse que las expansiones en DMG(1)PBL-CD4" se deben a una
respuesta en la periferia contra el péptido artritogénico y que, mas adelante, las células
activadas se infiltrardn en las articulaciones y se expandiran en ellas. Esta interpretaciéon no
parece correcta, puesto que los sintomas que presentaba el enfermo indicaban que en ese
momento se estaba produciendo una respuesta autoinmune locat y que, por tanto, las células
responsables de ésta estaban infiltradas en el tejido dafiado. Por tanto, la explicacion mas
plausible a la ausencia de expansiones en la subpoblacién CD4" seria que no estaban
directamente implicadas en el inicio de la enfermedad, aunque no podemos descartar una
participacion en los subsiguientes fendmenos de perpetuacion de la respuesta. Por otra parte,
el hecho de que la segunda extracciéon de PBLs indicara la aparicion de una nueva expansion
oligoclonal (TCRBV6) y la desaparicion de una existente en la primera extraccion (TCRBV1)
sugeria la variabilidad del repertorio respecto al tiempo y, aunque no podia relacionarse
directamente con la enfermedad por aparecer en PBLs, si apoyaba los resultados obtenidos
anteriormente del enfermo cronico MTSM.

B.2.3.- ANALISIS POR TIPAJE ESPECTRAL DE LAS SUBPOBLACIONES CD8" DEL
PACIENTE DMG.

El tipaje espectral comparativo de las muestras CD8’ de SF y PBLs podria aportar
informacion sobre la participacion de esta subpoblacion en los eventos iniciales de Ia respuesta
y en el posterior desarrollo de la espondiloartropatia. El analisis mostré expansiones en
DMG(1)PBL-CD8" (TCRBV2, V4, V10, V11, Vi4 y V19), en DMG(1)SF-CD8' (TCRBV2,
V4, Vi1, V12, V15, V17, V19 y V20) y en DMG(2)PBL-CD8’ (TCRBV2, V6, V7, V9, V10,
Vil y V19) (Fig. 23). Se detectaron expansiones exclusivas de PBLs (V10,V11 y Vi4 en
DMG(1)PBL-CD8" y V6, V7, V9 y V10 en DMG(2)PL-CDS") que, como ya hemos
explicado, podrian considerarse consecuencia de una respuesta inmunolégica po relacionada
con la enfermedad. Hay que destacar que varias de las expansiones detectadas en
DMG(1)PBL-CD8" aparecian también en DMG(2)PBL-CD8", lo que sugiri6 que existia una
cierta conservacion del repertorio en periferia, atin cuando las diferencias entre éstas indicaban
la variabilidad del repertorio en el enfermo. También se encontraron expansiones simultineas
en SF y PBLs como V2, V4 y V11 y V19. Incluso suponiendo que cada expansion en ambas
localizaciones correspondia a la proliferacion de un tnico clon, no fue posible diferenciar si era
consecuencia de una proliferacion en periferia y una infitracion de las células activadas en ¢l
tejido, facilitadapor la presencia de citoquinas inflamatorias o si, tras la respuesta en la
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periferia, las células infiltradas participaron en la respuesta contra Ags relacionados con la
enfermedad. Ambos fenémenos eran, en principio, indistinguibles. El hecho de que ninguna de
las expansiones detectadas en DMG(1)SF-CD8” y no en DMG(1)PBL-CDR" apareciera en
DMG(2)PBL-CD8" parecia implicar que, al menos durante los primeros meses de la
enfermedad y probablemente por influencia de la medicacion, las células T especificamente
expandidas en el SF no eran mayoritarias en la circulacién periférica, sino que praicticamente
se cirscunscribian al tejido inflamado. Nuestro estudio se centro en las expansiones exclusivas
de SF: V12, V15, V17 y V20 (Fig. 24), que deben aparecer como consecuencia de la
respuesta desarrollada en Ia articulacién afectada contra Ags localizados exclusivamente en
ella.

La existencia de expansiones exclusivamente en SF en la subpoblacién CD8" pero no
en la CD4" sugirié una participacion directa de las células T CD8" en la patogenia de la
espondiloartropatia desarrollada por DMQG, mientras que no parece existir una participacién de
las células T CD4" en los primeros estadios de la enfermedad.

B.3.- Andlisis de las secuencias de cadenas f expandidas en DMG(1)SF-CD§'.

Para confirmar la oligoclonalidad de las subfamilias con bandas expandidas en la
muestra DMG(1)SF-CD8’, el material de las PCRs correspondientes a cada subfamilia con
expansion oligoclonal se ligdé en vectores que se introdujeron en bacterias mediante choque
térmico. Se secuenciaron entre 10 y 12 colonias de cada subfamilia, que se estimaron
suficientes para confirmar los datos de oligoclonalidad obtenidos a través del analisis por tipaje
espectral. De esta manera, obtuvimos 12 secuencias TCRBV12", de las cuales 7, el 58.3%,
presentaban un Unico tamafic de CDR3 y por tanto correspondian a una tnica banda en el
tlpa]e espectral. Este tamafio mayoritario correspondia realmente a 5 secuencias distintas, pero
ninguna secuencia individual suponia el 50% o mas de las secuencias totales (Tabla 11), por lo
que la oligoclonalidad detectada no puede considerarse real. Del mismo modo, la
secuenciacién de 10 colonias TCRBV15 mostré que 8 de ellas (80%) correspondian a un
unico tamafic de CDR3 aunque, andlogamente a TCRBV12, ninguna de las 4 secuencias
individuales de este tamafio daba cuenta del 50% o mas de las secuencias obtenidas (Tabla
12), al igual que los 5 trénscritos del mismo tamafio dentro de los 10 TCRBV20" secuenciados

(50%) (Tabla 13). Sin embargo, de las 11 colonias con insertos TCRBV17" secuenciadas, 10

tenfan el mismo tamafio (91%), correspondiendo 7 (64%) a una unica secuencia (Tabla 14).
Hay que sefialar que los porcentajes de transcritos de cada tamafio obtenidos por
secuenciacion se alejaban en mayor o menor medida de los obtenidos mediante tipaje espectral
porque, obviamente, el mimero de secuencias necesario para que los resultados fueran
similares habria supuesto la secuenciacion de un niimero de trinscritos muy superior para cada
subfamilia.

De este analisis cabe destacar que las subfamilias TCRBV12, V15 y V17 pertenecian al
subgrupo de homologia 4, definido por Chothia y col (12), mientras que TCRBV20 pertenecia
al subgrupo 5. Dado que esta clasificacion se basa en la homologia de los amino4cidos en las
CDR1 y CDR2, que interaccionan mayoritariamente con residuos del HLA, pero también con
aminoacidos del péptido, podemos suponer que existia una cierta homologia entre los
complejos antigénicos reconocidos.
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Figura 24: Analisis densitométrico de las amplificaciones de DMG CD8+ indicadas, obtenidas
por tipaje espectral, y contribucion de cada banda 2 la radiactividad total de su amlificacion. El
analisis densitométrico se realizo sobre exposiciones que no saturaban el grano de la pelicula o
directamente en Phosporimager. [.as aparentes incongruencia respecto a la intensidad de
determinadas bandas respecto a su cuantificacion se deben al sistema de densitometrado, que
corrige la intensidad restando el fondo correspondiente a cada una.



FDR . Tamatio tr;?cfi:os
TCRBJ | n | % de transcritos de
Vp12 N+D p CDR3 de ca?a
tamano
CASS YDEN EQFFG | 1281 |1 8.3 7
CASS  FGQG YEQYFG | 1287 |1 8.3 7
CA ITGGP  SYEQYFG| J287 |1 8.3 7
CASS SSSG YEQYFG | 1287 |2 16.7 7 o6
CASS SLSG YEQYFG | 1287 |2 16.7 7
CAS QGLI _ NQPQHFG | J1s5 |1 8.3 7
CAS  GHRAGH _ YEQYFG | J287 |1 8.3 8 8.3
CASS LLGGDL  YEQYFG| 1287 |1 8.3 9
CASS _ YSNGVS _ YGYTFG| J1s2 |2 16.7 9 20

Tabla 11: Secuencias de la CDR3f de transcritos TCRBV12+ de la muestra DMG(1)SF-CD8+. El
tamario de la CDR3 se midi6 contando el nimero de amino4cidos entre las secuencias CAXX y XFG.
n indica el nimero de veces que se obtuvo la secuencia.

0
= Y
TCRBY | n | % de transcritos de o ead S
VP15 N+D B CDR3 ¢ caca
tamarno
CATS DRAQ QPQHFG | 1185 |1 10 7
CAT GEG SNQPQHFG | JI1S5 | 1 10 7 20
CATS GGEGGHG AFFG | 1nis1 |2 20 8
{CATS DNRGDTED FFG | ns1 |2 20 8 %0
CAT IDTTT NQPQHFG | 1185 |2 20 8
CATS DSGP NQPQHFG | nss 2| 20 | s

Tabla 12: Secuencias de la CDR3p de transcritos TCRBV 15+ de {a muestra DMG(1)SF-CD$+. El
tamafio de la CDR3 se midié contando el nimero de aminodcidos entre las secuencias CAXX y XFG.
n indica el nimero de veces que se obtuvo la secuencia.




R . Tamafio tr::c;'ii:os
TCRBJ | n | % de transcritos de
VP20 N+D B CDR3 de caiia
N — tamafio
CAWS KDXTXX HFG ;) JIS1 | 1 10 6 10 _|
CAWS WQGFGVQ EAFFG | J185 __L 10 7
CAWS PWGN FFG | JIS1 1 10 7
| CAWS TRTGXX LHFG | JiSeé _1_ 10 7 50
CAWS TGTG SPLHFG | 287 __1_ 10 7
I CAWS VRGTDT QYFG | J287 _1__ 10 7
CAWS DQTGD YEQYFG | 287 _1_ 10 8
CAWS TGTG SYEQYFG | J287 _1_ 10 8 30
CAWS VGVG SYEQYFG | J287 |1 10 8
“ CA SSIRIRSXNEX FFG | J1S84 ; 10 9 10

Tabla 13: Secuencias de la CDR3p de transcritos TCRBV20+ de la muestra DMG(1)SF-CD8+. El
tamafio de la CDR3 se midié contando el nimero de amino4cidos entre las secuencias CAXX y XFG.
n indica el mimero de veces que se obtuvo la secuencia.

0
Tamaifio ,/o Si:os
TCRBJ | n | % de transcritos de
CDR3 de cada
. tamafio
Js1 1 9.1 6
— 20
J287 i 9.1 7
J281 7 63.6 7
J287 1 9.1 7 80
J287 | 1 91 7

Tabla 14: Secuencias de la CDR3J} de transcritos TCRBV17+ de la muestra DMG(1)SF-CD8+. El
tamario de la CDR3 se midié contando el mimero de aminodcidos entre las secuencias CAXX y XFG.
n indica el nimero de veces que se obtuvo la secuencia.
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B.3.1.- ANALISIS DE LAS SECUENCIAS DE LOS TRANSCRITOS PERTENECIENTES
A LAS SUBFAMILIAS TCRBV12, TCRBV15 Y TCRBV20 DE DMG(1)SF-CDS§".

A pesar de que las expansiones en los transcritos TCRBV12', TCRBV1S y
TCRBV20" no correspondian a la proliferacion de un anico clon, debemos recordar que no
existian bandas mayoritarias en PBLs, lo que indica que los TCRs del tamafio mayoritario se
encontraban en periferia en una proporcion baja y que estaban aumentados especificamente en
la articulacion lo que sugeria su participacion en una respuesta local. Adn cuando se han
realizado estudios de repertorio que indican el sesgo de determinados tamafios de CDR3,
tanto en TCRA como en TCRB de individuos sanos (29), no parece senciljo deducir una
relacion directa entre éstos y el posible reconocimiento antigénico aunque podemos considerar
que los CDR3 del mismo tamafio deben adquirir una orientacion espacial similar y, que deben
interaccionar con posiciones andlogas de los Ags. Puede pensarse que, si aminoacidos
similares ocupan las mismas posiciones, deben interaccionar con residuos homoélogos del
complejo antigénico. Asi pues, se analizaron los resultados de frecuencia de uso de segmentos
TCRBJ y de aminoacidos de las regiones CDR38 en funcion de la posicion en dicha region, y
que logicamente se relaciona con la posicion sobre el complejo antigénico de estos residuos.
Complementariamente se estudi6 la frecuencia de uso de aminoadcidos en CDR3p
independientemente de la posicién que puede informar sobre el perfil hidrofilico general de la
regién. Estos usos se compararon con los encontrados en PBLs de individuos sanos (29, 30).
Excepto si se indica lo contrario, los motivos gue se destacan en los siguientes apartados
demostraron ser estadisticamente significativos respecto a los controles (p<0.05).

6 de las 8 cadenas B de los transcritos TCRBV12 del tamafio mayoritario (75%)
empleaban el segmento TCRBJ287, frente al 17.6% de cadenas B TCRVBI2" que emplean
dicho segmento en PBLs de controles (30). La comparacion con el uso total de aminoacidos
en las regiones N+D con las de PBLs TCRBV12" de controles sanos revelé una frecuencia
elevada de uso de Ser (34.5%) y de Ile 0o Leu (17.2%) comparada con la obtenida en
controles, 10.5% y 3.5%, respectivamente. Se detectd, ademas, una frecuencia elevada de
determinados amino4cidos en cada posicién de la CDR3p frente a la documentada en PBLs de
controles. Asi, la presencia de residuos polares en posicion 3 (71.4%), Gly en posicion 4
(71.4%) y Tyr en posicion 5 (85.7%), destacaba sobre las proporciones en PBLs de sujetos
sanos: 22.3%, 26.8% y 3.2% respectivamente.

La secuenciacién de 10 colonias TCRBV15" indicé que la banda cuya intensidad
suponia mas dei 50% del total de las bandas obtenidas en el tipaje espectral correspondia a 4
cadenas B distintas (Tabla 12). Todas utilizaban segmentos TCRBJ del agrupamiento J1, al
igual que el resto de cadenas secuenciadas. Esta proporcién se aleja de los datos
documentados de uso de segmentos TCRBJ por PBLs de controles (38.9%). Respecto a la
frecuencia total de aminoacidos en la regidn N+D), se hizo patente que se empleaba Asp
(20.8%), mientras gue el uso de estos aminoacidos en PBLs de controles era del 6% (30).El
estudio de los residuos de la CDR38 en funcion de su posicion reveld el uso preferente de Asp
en posicion 1 {75% frente al 9.8% de uso de residuos 4cidos en PBLs de controles), y residuos
polares en posicion 2 (75% comparado con 27.3% en controles).

Al igual que en los casos anteriores, la secuenciacién de 10 colonias TCRBV20" indicé
que la supuesta expansion oligoclonal en dicha subfamilia se debia a la existencia de 5 cadenas
diferentes con el mismo tamafio de CDR3 (Tabla 13). Incluso aunque no fue posible
solucionar algunas indeterminaciones y compresiones en las secuencias, la informacién
obtenida permite deducir que la frecuencia de uso de Thr es significativo respecto a su uso por
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PBLs de individuos sanos: 28% frente a 4.4%, no habiendose detectado ningin otro motivo
estructural relavante.

Asi pues, podemos conchiir que, incluso en aquellos casos en los que las expansiones
oligoclonales no correspondian realmente a la proliferacion de un Unico clon, se podian
detectar usos preferentes en TCRBJ asi como en la frecuencia de aminoicidos en
CDR3p dentro de los transcritos de la misma subfamilia, Dado que la posicion relativa en el
giro CDR3 sobre el complejo antigénico es similar en todos los complejos TCR/Ag
cristalografiados (49, 50, 203, 204), se puede asumir que las homologias entre los TCRB
mayoritarios de cada subfamilia evidencian homologias entre los Ags presentes en SF
reconocidos por estos TCRs.

B.3.2.- ANALISIS DE LAS SECUENCIAS DE LOS TRANSCRITOS PERTENECIENTES
A LA SUBFAMILIA TCRBV17 DE DMG(1)SF-CD§’".

A diferencia de las subfamilias anteriores, las secuencias obtenidas a partir de
transcritos TCRBV 17" indicaron que 7 de los insertos secuenciados correspondian a una vinica
secuencia que suponia por si misma mas del 60% de las cadenas TCRBV17" secuenciadas
(Tabla 14).

El anélisis de las cadenas de tamaiio mayoritario revelé que todas empleaban
segmentos TCRBJ del agrupamiento 2 y que todas incluian el motivo Glu-Gln en su extremo
5'. La frecuencia de uso de Ser (25.6%), Ile+Leu (20.5%) y Arg (30.0%) en la region N+D
era muy superior a la descrita en PBLs TCRBV17" de individuos sanos: 8.1%, 5.8% y 8.3%,
respectivamente. Todos los transcritos del tamafio mayoritario presentaban residuos
hidrofdbicos en posicion 1 (100% frente al 34.1% en controles), basicos en posicion 2 (90%
frente al 12.5%), polares en posicion 3 (90% frente al 22.3%), Gly en posicion 4 (70% frente
al 26.8%) y Tyr en posicion 5 (30% frente al 3.2%). La CDR3 del transcrito mayoritario, que
en los subsiguientes estudios se denominé Transcrito Expandide V17 (TEV17), incluia la
secuencia aminoacido apolar-Arg-Ser. Este motivo se encontr6 en otros transcritos con el
mismo tamafio de CDR3 dentro de la misma subfamilia, apareciendo en el 90% de los
transcritos del tamafio predominante.

B.3.3.- COMPARACION DE LAS SECUENCIAS DE LAS SUPUESTAS EXPANSIONES
OLIGOCLONALES: MOTIVOS COMUNES ENTRE DISTINTAS SUBFAMILIAS.

Dada la existencia de motivos estructurales comunes dentro de los TCRs de tamario
predominante en cada subfamilia, parecié logico evaluar la existencia de motivos comunes
entre los TCRs de las distintas subfamilias. Dichos analisis podrian evidenciar homologia entre
los Ags reconocidos por las células T que expresan transcritos mayoritarios con independencia
de la subfamilia a la que pertenecen. Este analisis reveld un uso elevado de segmentos
TCRBJ2S1 y TCRBJ2S7 (25.8% y 32.3% frente a 19.2% y 17.0% en controles). Por otra
parte, 23 de los 31 trdnscritos mayoritarios (74%) tenian el mismo tamafio de CDR3p, tamafio
minoritario (6%) entre los encontrados en PBLs de individuos sanos. Este dato, de dificil
comprension por si solo, se mostré alin més relevante al introducir en el anilisis los datos
comparativos de uso de aminoédcidos en funcién de su posicién. Asi, se detectaron
aminodcidos basicos en posicion 2 (36.6% frente a 12.5% en controles), aminoacidos polares
en posicion 3 (62.1% frente a 22.3%), Gly en posicion 4 (60% frente a 26.8%) y Tyr en
posicion 5 (32.1% frente a 3.2%).
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Sorprendentemente, estos usos coincidian con los encontrados en el transcrito
expandido TCRBV17. Dada la enorme influencia del transcrito TEV17, representado 7 veces
en los célculos de frecuencias de uso de aminoécidos, que podia sesgar los resultados de las
comparaciones, procedimos también a calcular las frecuencias pero excluyendo el citado
transcrito. Incluso excluyendo de las comparaciones el trancrito TEV17, se encontré que el
66% de los transcritos tenian el mismo tamafio y que las frecuencias de uso de aminoécidos
polares en posicion 3 (50% frente a 22.3% en controles), Gly en posicion 4 (39.3% frente a
26.8%) y Tyr en posicion 5 (42.9% frente a 3.2%) eran elevadas.

Estos resultados indican que los requerimientos espaciales de la interaccion de los
TCRs correspondientes a los transcritos mayoritarios con los residuos de los péptidos y/o las
hélices ¢t de los HLAs que los albergan presentan similaridades y sugieren un perfil hidropatico
semejante entre los péptidos reconocidos por dichos TCRs.

B.4.- Estudio de los niveles de expresion del transcrito TEV17, Especificidad de las células
TEV17'.

Dado que el analisis de las frecuencias de uso de aminodcidos en las CDR3B de los
transcritos de tamafio mayoritario indicé que en gran parte de ellos aparecian residuos basicos
en 2, polares en 3 y Gly en 4 y puesto que TEV17, ademds de ser el transcrito mis veces
hallado entre los transcritos secuenciados, contenia los motivos anteriores, nos propusimos
confirmar si realmente representaba una proporcién elevada exclusivamente entre los
transcritos de SF y, tras ello, determinar si las células que lo expresan tienen capacidad

autorreactiva y, por ello, puede pensarse si estidn implicadas en la respuesta autoinmune
responsable de la enfermedad.

B.4.1.- CUAN'I'IFICACI(')I:J»r DEL TRANSCRITO MAYORITARIO EN LA SUBFAMILIA
TCRBV17. COMPARACION ENTRE LA MUESTRA LOCAL Y LOS PBLS.

Como primer paso, nos propusimos confirmar la oligoclonalidad del transcrito
mayoritario en TCRBV17 empleando un procedimiento que permitiera el rapido analisis de un
gran nimero de transcritos en un tiempo limitado y que, por tanto, pudiera confirmar que los
resultados obtenidos mediante secuenciacién no eran producto del azar. Para ello disefiamos
un oligonucleétido que hibridaba con la cadena complementaria a TEV17. Tras comprobar en
repetidos experimentos que la sonda era especifica para TEV17 y que incluso podia
distinguirio de transcritos que se diferenciaban Gnicamente en 2 bases, el RNA extraido de
DMG(1)PBL-CD8", DMG(1)SF-CD8’ y DMG(2)PBL-CD8" se¢ sometié6 a RT-PCR que
amplificé los transcritos TCRBV17". El material amplificado se inserté en vectores con los
que se transformaron bacterias. Se obtuvieron al menos 200 colonias de cada una de las
muestras y se¢ hibridaron con sondas especificas para TCRBC y para TEV17 (un ejemplo se
muestra en la Fig. 25A). La cuantificacion de colonias indicé que TEV17 tnicamente aparecia
expandido en la muestra local DMG(1)SF-CD8" (53.7%), mientras gue suponia un bajo
porcentaje de las células TCR-VB17" de PBLs, que practicamente no variaba a través del
tiempo: 13.7% en DMG(1)PBL-CD8" y 13.4% en DMG(2)PBL-CD8" (Fig. 25B). Los
célculos estadisticos indicaron que la diferencia entre el porcentaje de colonias positivas en SF
respecto a PBLs es significativa (p<0.05) y confirmaron que la expresion del transcrito TEV17
en la articulacién era muy superior & la expresion de éste en PBLs.
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Figura 25: A: Muestreo significativo de la hibridacion con las sondas Cbl y V17IRS de las colonias
obtenidas tras introducir en vectores y transformar los productos de PCR de la subfamilia TCRBV17.
Control A: colonia sin inserto; controles B y C: colonia con inserto TCRBV17+TEV17-; controles D y
E: colonias con inserto TCRBV17+TEV17+. B: Porcentajq gg colonias TEV17+ respecto a las colonias
TCRBC+ y, por tanto, proporcion de colonias TEV17+ reﬁgqcto al total de TCRBV17+.



Resuitados

B.4.2.- ESTIMACION DE LA CAPACIDAD DE RESPUESTA CONTRA AGS DE LAS
CELULAS T TEV1T7".

La aproximacién al estudio de las células T en las espondiloartropatias ha consistido en
el aislamiento de clones de células T especificos de presumibles Ags responsables de la
enfermedad a partir de distintas muestras de enfermos y, en casos muy limitados, se ha
determinado la secuencia de sus TCRs. Esta aproximacion conlleva, como primer paso en el
procedimiento de cultivo y clonacion, la estimulacién in vitro de las células con el supuesto Ag
y, por ello, modifica la proporcion de las células que lo reconocen y hace mwviable la
delimitacion de la importancia de los clones aislados e¢n la respuesta in vivo. Otra
aproximacién, no empleada hasta el momento para espondiloartropatias pero muy comin en
otros estudios de células T presentes en afectados por enfermedades autoinmunes, ha
consistido en estudios de repertorio o tipaje espectral que han determinado la elevada
frecuencia de algunos transcritos o el uso preferente de ciertos motivos en los TCRs de las
células T presentes en PBLs o muestras locales de los enfermos pero sin determinar la
especificidad de las células cuyos TCRs contienen dichos sesgos. A la vista de ello, parecia
evidente la necesidad de disefiar una aproximacion que pudiera aportar informacién conjunta
sobre el repertorio en el enfermo previamente a las estimulaciones y sobre la especificidad de
las células que expresan los TCRs mas frecuentes y que, por esta elevada frecuencia,
probablemente sean los principales responsables de la respuesta in vivo.

Asi pues, tras determinar que el transcrito TEV 17 estaba expandido en la muestra local
y que, por tanto, era previsible que estuviera implicado en la respuesta autoinmune, disefiamos
una aproximacion expermmental que nos permitiera evaluar la capacidad de respuesta de las
céhulas TEV17" contra céhulas autologas.

Dado que los intentos de clonaje de células TEV!7" fueron infructuosos, hasta el
punto que se consumieron completamente las células aisladas de SF, ello en gran parte debido
a las limitaciones derivadas del desconocimiento del posible Ag reconocido por éstas, optamos
por una aproXximacion alternativa basada en la transformacién de PBLs de DMG con HVS,
que permite ¢l mantenimiento en cultivo de las células T sin necesidad de exponerlas a su Ag
pero conservando su capacidad de reconocimiento antigénico y de activacion via TCR.

Una vez lograda dicha transformacién, debia disefiarse un procedimiento que
permitiera la deteccién de la capacidad de respuesta de las células TEV17". Puesto que se ha
observado experimentalmente que las células T transformadas con HVS necesitan
determinadas condiciones de densidad celular (Regueiro, J.R. y cols., comunicacién personal)
que dificultan su clonaje, ¢l disefio experimental debia tener en cuenta este hecho. Las medidas
convencionales de proliferacion celular o de lisis de dianas empleadas para medir la capacidad
de una célula contra un Ag no permiten detectar qué célula es responsable del efecto medido
en lineas no clonales, Por este motivo se opt6 por disefiar una aproximacién alternativa que
permitiera la estimacion de la capacidad de respuesta contra los Ags de las células T TEV17
dentro de una muestra con otras ¢€lulas T y cuya sensibilidad permitiera la deteccion del
fenémeno medido, incluso cuando las células estudiadas fueran minoritarias dentro de la linea
estudiada.

Asi pues, el primer paso para la determinacion de la capacidad de respuesta de las
células T TEV17 consistia en la obtencién de lincas T inmortalizadas con HVS que
permitieran el mantenimiento en cultivo de las células.
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B.4.2.1.- Obtencion y caracterizacion fenotipica de lineas T transformadas con HVS.

Se transformaron con HVS alicuotas de las muestras DMG(2)PBL y DMG(3)PBL. No
se empleé DMG(1)SF porque los infructuosos intentos de clonaje de las células TEV17"
consumieron completamente dicha muestra. Dado que las células que nos interesa estudiar son
CDS$’, en el momento de la transformacién afiadimos PHA, que favorece la infeccién por HVS
de dichas células. A priori, el hecho de emplear células T transformadas a partir de PBLs no
deberia suponer ninguna diferencia respecto a hacerlo con células T de SF, dado que el
protocolo de transformacién implica la activacion inespecifica de todas las células de la
muestra y, por tanto, el estado inicial de la célula T es irrelevante. Las lineas transformadas se
analizaron mediante citometria de flujo para determinar sus caracteristicas fenotipicas. Ademas
de determinar la expresion de CD3, CD4 y CDS8, para confirmar la homogeneidad de la
poblacion, se determiné la expresion de CD25, cadena de alta afinidad del receptor de IL-2
cuya expresion es fundamental para el mantenimiento en cultivo de la linea que es dependiente
de IL-2. Por otra parte se cuantificé el porcentaje de células T TCRBV17" transformadas,
entre las cuales debian encontrarse las células TEVI7 cuyo estudio pretendemos como
representativo de las células con motivos similares a ella. El fenotipo de ambas lineas
transformadas indicé que estaban formadas exclusivamente por células CD3°CDS8". El
desplazamiento del histograma de CD2S5 respecto al control apunté que todas las células
expresaban CD25, lo que indicaba que todas se habian transformado y que habian adquirido
caracteristicas fenotipicas de células T activadas. Se distinguieron dos poblaciones dentro de
cada muestra en funcién de su diferente expresion de CD25: 95% con expresion moderada y
5% con elevada expresion de CD25. Este hecho carecia de explicacién sencilla y tinicarnente
podria estar relacionado con el nimero de copias del virus que habia infectado cada célula.
Por 1ltimo, ambas muestras contenian una poblacién TCR-V817" de aproximadamente el
0.5% de las células T totales (Fig. 26). El pequefio porcentaje de células T TCRBV17'
transformadas podria explicarse porque UGnicamente 1 de cada 10000 células T son
transformadas por el virus. Dado que la infeccion se realizd sobre aproximadamente 10°
células, la linea obtenida deberia estar formada por, aproximadamente 100 células distintas.
Dado que existen 30 subfamilias TCRBV, el porcentaje de células de cada subfamilia
transformada no tenia por qué coincidir con la proporcidn que presentaban inicialmente en la
muestra. Afin cuando no se determiné la proporcién de células T TCRBV17" en las muestras
sin transformar, si suponemos que ésta era similar a la que se detecta en individuos sanos
(1.1%), la proporcién de células T TCRBV17" obtenida no se alejé excesivamente de lo
esperado.

B.4.2.2- Cuantificacion de transcritos TEV17 tras el cocultivo de células T transformadas
con lineas B linfoblastoides.

Una vez obtenidas las lineas celulares T inmportalizadas con HVS, aprovechamos el
hecho de que el crecimiento de estas células es dependiente de la presencia de 1L-2 (177).
Basandonos en este hecho, supusimos que al suprimir la [L-2 de los cultivos se detendria la
proliferacion de las células transformadas. En esta situacion Unicamente serian capaces de
proliferar aquellas células T que reconocieran su Ag especifico a través del TCR, ya que la
capacidad de respuesta a través de ese receptor permanece inalterada (177). Las células T
transformadas con HVS se cultivaron junto a diferentes lineas linfoblastoides B (B-LCL).
Debido a la pequefia proporcién de las células TCRBV17, supusimos que seria conveniente
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mantener el estimulo durante un periodo moderadamente largo que permitiera detectar el
aumento de céllas T TEV17'. Sorprendentemente, el motivo TCRBV17-IRSXX-TCRJ2
presentado por TEV17 también se ha detectado en los TCRs de células T especificas del
complejo péptido M58-66 de la proteina de matriz del virus A de la gripe/HLA-A2 (209). Por
ello se considerd que, a priori, podria existir una relacién entre los Ags reconocidos por las
células TEV17" de DMG v las especificas de M58-66/HLA-. Asi pues, como controles para la
determinacion de la capacidad autorreactiva de las células TEV17" se escogieron la linea LG2
(HLA-A2") y LG15, que comparte todos los alelos HLA con LG2 excepto HLA-A2 y que
podria indicar si la presentacion se producia a través de dicha molécula del MHC..

Tal y como hemos comentado, los ensayos convencionales de proliferacion o de lisis
de dianas no iban a permitir la deteccion de los efectos causados exclusivamente por las
células TEV17', y por ello se decidié emplear como medida de la capacidad de respuesta la
cuantificacién de la proporcién de transcritos TEV17 respecto al cultivo en presencia de IL-2,
por lo que, una vez finalizado el periodo de cultivo con la linea linfoblastoide, se extrajo RNA
y se sometio a PCR especifica para miembros de la subfamilia TCRBV17. Tras ello se realizé
Southern blot empleando como sonda V17IRS y posteriormente CBI para corregir el nimero
de transcritos TCRVB17 de cada muestra (Fig. 27). Los datos obtenidos demostraron que
tanto en los cocultivos de DMG(2)PBL-HVS como DMG(3)PBL-HVS (no mostrado) existian
mayor namero de transcritos TEV17 en las lineas cultivadas junto a DMG(3)PBL-EBV
(células B autologas transformadas con el virus de Epstein-Barr) (Fig. 27). Los andlisis de
viabilidad celular (no mostrados) no detectaron crecimiento celular de los cocultivos con L.G2
y LG15, mientras que tanto DMG(2)PBL-HVS como DMG(3)PBL-HVS evidenciaron una
marcada proliferacion celular al cultivarlas en presencia de DMG(3)PBL-EBV, equivalente a
la detectada en las mismas células suplementadas con IL-2. Evidentemente esta proliferacion
no correspondia tnicamente a las células TEV17", cuya proporcién dentro de la linea
transformada no superaba el 0.5%, sino que puede pensarse que, junto a la proliferacion de las
células TEV17" detectada por PCR también proliferan otras células, entre las que podrian
encontrarse aquellas que también estaban expandidas en SF.

Se detectd incremento en la proporcién de trénscritos TEV17 al cultivar las células en
presencia de células autélogas, pero no frente a LG2. Estos resuitados parecian indicar que la
presentacién antigénica no era llevada a cabo por HLA-A2. A pesar de ello no sc puede
descartar la posibilidad de que si se respondiera a un complejo HLA-A2/péptido pero que el
péptido reconocido no fuera producido por las células LG2. Esta suposicion no es
descabellada si consideramos que las células de individuos sanos cuyos TCRs prezentan
motivos similares a TEV17 reconocen especificamente M58-66, procedente de una infeccion
viral, unido a HLA-A2 pero no las diferentes APCs HLLA-A2" sin infectar (209). Incluso sin
considerar qué alelo presenta el péptido, el crecimiento de las células T HVS' frente a las
células propias infectadas con EBV evidencié que los linfocitos T de DMG eran capaces de
proliferar como respuesta a un autoantigeno. Estos datos junto al analisis por tipaje espectral,
que indicaba la expansion de estas células exclusivamente en las articulaciones inflamadas del
enfermo, sugiere su participacion en la respuesta autoinmune local responsable de la
espondiloartropatia. Evidentemente, no podemos descartar la participacion de otras células,
como en el inicio de la respuesta pero es la primera vez que se documenta que células
especificamente expandidas en un tejido inflamado tienen capacidad de respuesta contra
autoantigenos.
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Figura 27: Capacidad proliferativa de las células TEV17+ frente a distintos estimulos, determinada como
aumento de la expresién de transcritos TEV17+,

A: Expresion de los transcritos TCRBV17+ (izquierda) y TEV17+ (derecha) medido por PCR tras el
cultivo de DMG(2)PBL-HVS frente a distintos estimulos. D-E: DMG(3)PBL-EBV. LG2:LG2.
L.G15:LG15. IL-2: con [1.-2. Controles: PBL: expresion en la linea sin transformar DMG(2)PBL. A y B:
transcritos TCRBV17+TEV17-. C: transcrito TCRBV17+TEV 17+,

B: Expresion relativa de transcritos TEV17+, considerando la expresion en presencia de IL.-2 como
unidad.



Discusion

DISCUSION.

A.- Estudio de las células T que infiltran lesiones de piel de afectados por aEICH tras TMO
alogénico.

Las primeras manifestaciones de la aEICH suelen detectarse en piel, extendiéndose més
adelante al higado, el tracto intestinal, etc. La enfermedad se considera una reaccion de rechazo
de las células del sistema mmunolégico del donante contra el organismo del receptor mediada por
linfocitos T del donante (127). Se considera que existen miltiples factores que influyen en el
desarrollo de la enfermedad, tales como las diferencias entre los alelos HLA del donante y el
receptor, el régimen preparativo o la presencia de patégenos (129, 130). El hecho de que se hayan
descrito sindromes similares a la EICH en situaciones de TMO aut6logo indica la importancia que
pueden adquirir los factores distintos al haplotipo HLA.. Hasta el momento, el nimero de estudios
dirigidos a caracterizar las células T infiltradas en las lesiones de EICH ha sido muy limitado (210-
215), probablemente debido a que los primeros estudios realizados sugerian que la mayoria de las
células T presentes en los injertos no eran alorreactivas (214, 216, 217) y, por tanto, la posibilidad
de aislar clones desconociendo el Ag al que respondian era practicamente nuia. Asi pues, nuestro
estudio se proponia confirmar la importancia de las diferencias entre HLA de donante y receptor
para el desarrollo de la enfermedad en los casos de TMO alogénico que, como hemos indicado,
sigue siendo motivo de controversia. Para ello seguimos un protocolo que nos permitio aislar las
células T especificamente activadas en las lesiones y determinar si eran especificas de alelos HLA
expresados (nicamente por el receptor.

Por otra parte, no se ha conseguido definir si existe o no una jerarquia entre las diferencias
HLA donante-receptor, cuya influencia en el desarrollo de la EICH deba ser considerada al
escoger el donante. En este sentido existen datos que sugieren una menor importancia de las
diferencias entre alelos HLA-DQ y DP (139), mientras que otros estudios indican que las
diferencias en dichos alelos si son importantes (140, 141). Por ello, se intenté caracterizar un
numero suficiente de células T implicadas en la respuesta que se desarrolla en el tejido afectado
que permitiera analizar la diversidad de dianas HILLA a las que se dirigen y, por ello contribuir a
esclarecer este punto.

Por dltimo, se ha descrito que la deplecion de células T del injerto previamente a su
infusion en el receptor disminuye el riesgo de desarrollar EICH, pero aumenta el ntimero de
enfermos que recidivan en la enfermedad por la que se les realizd el TMO (132). Por otra parte,
dicha deplecién no elimina compietamente la posibilidad de desarrollo de aEICH (210),
probablemente debido a que no se haya couseguido eliminar la totalidad de las células T del
injerto. Por tanto, y como tercer objtivo, nos propusimos caracterizar, en la medida de lo posible,
las ¢élulas T implicadas en el desarrollo de la EICH. La caracterizacion de la restriccion en el uso
de subfamilias de TCR o bien de motivos estructurales permitiria vislumbrar perspectivas para el
disefic de reactivos especificos para la eliminacién de células presumiblemente responsables de la
aEICH sin detrimento del beneficioso efecto ICL de otras células T.

Evidentemente, la importancia del estudio esta en relacion directa con la demostracion de
que los clones que hemos obtenido estdn mvolucrados en el proceso patolégico que se desarrolla
en el tejido afectado. Dada la imposibilidad de demostrar de forma directa la implicacion de las
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células aisiadas en la respuesta local, debemos basarnos en evidencias indirectas que apoyan la
participacion de los clones en la enfermedad:

- El cultivo inicial en presencia exclusiva de IL-2 induce el crecimiento de las células T
activadas infiltradas en la biopsia de piel, las tnicas que expresan elevados niveles del receptor de
IL-2 (TL-2R) (202, 218). La importancia de las células T activadas en las reacciones de rechazo y
las alorrespuestas ha sido demostrada por Heidecke y cols. {(219) cuyos estudios han mostrado
que la infusion de células T IL2-R" de unas ratas trasplantadas a otras que recibieron injertos del
mismo donante es capaz de acelerar los procesos de rechazo de los 6rganos trasplantados,
mientras que la infusién de células no activadas no influye en el proceso.

- Nuestro estudio detectéd crecimiento celular macroscépicamente a partir de los 3-5
primeros dias tras el inicio del cultivo en las 3 biopsias analizadas. Habitualmente, los ensayos de
clonaje de células T no detectan crecimiento hasta que han transcurrido al menos 10 dias tras el
inicio del cultivo. La elevada velocidad de crecimiento de las células T en nuestros cultivos indica
que los clones aislados estaban sobrerrepresentados y preactivados en las biopsias. Por contra, no
fue posible obtener células a partir de biopsias procedentes de trasplantados en los cuales no se
desarrollé EICH. La correlacion entre obtencién de células y enfermedad parece indicar que
dichas células deben estar implicadas en la patologia.

-Las células T de las muestras de piel que crecieron en los cultivos con IL-2 se sembraron
en condiciones de dilucion limite junto a células B del receptor transformadas con EBV. La
eficacia de clonaje fue cercana al 100%, lo que indica que los clones representaban practicamente
todas las células T que previamente habian crecido frente a IL-2. La caracterizacion de la
especificidad de dichos clones demostré que todos eran especificos de HLA del receptor, a pesar
de que el primer paso del aislamiento de las células no incluye ningiin tipo de seleccion antigénica
in vitro, por lo que puede suponerse que la capacidad alorreactiva de éstas células se ha
desarrollado en la respuesta que se produjo en el tejido.

Estos resultados sugerian que los clones obtenidos participaban en el desarrollo de la
enfermedad.

Como hemos indicado anteriormente, la existencia de reacciones tipo EICH, incluso en
casos de trasplante autélogo, asi como el hecho de que se haya descrito que gran parte de las
células T infitradas en las muestras locales no son alo-especificas, ponen en entredicho la
importancia de las diferencias de alelos HLA entre donante y receptor en el desarrolio de la EICH
(216, 217). Por otra parte, el régimen preparativo y la influencia de patogenos pueden tener una
gran influencia en ¢l desarrollo de la enfermedad. Evidentemente, estos dos Gltimos factores deben
ser esenciales en los casos de trasplante autélogo o en el caso de los trasplantes alogénicos en los
que no existen diferencias en el HLA de donante y receptor, donde probablemente adquieren
importancia los antigenos menores de histocompatibilidad, pero en el resto de trasplantes
alogénicos, se presentan dudas sobre el porqué de esa ausencia de alo-especificidad. Se puede
argumentar que la presencia de citoquinas inflamatorias en las lesiones, puede inducir la migracién
de células T con fenotipo de memoria sin relacion directa con el desarrollo de la aEICH, de forma
que enmascaren la presencia de las células T implicadas en ia patologia. Nuestro estudio intentaba
confirmar Ia importancia de las diferencias entre HLA de donante y receptor mediante el analisis
de la especificidad de los clones aislados a partir de las lesiones de piel, presuntamente
responsables de la enfermedad. La toma de las biopsias de piel en los primeros momentos de la
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enfermedad minimizé6 dentro de lo posible la presencia de células T no relacionadas con la
enfermedad. El andlisis de los 13 clones aislados a partir de las muestras de los enfermos HER y P
indicd que todos son especificos de HLA del receptor. Hay que sefialar que el grupo del Dr. Vié
(comunicacion personal) realizo el estudio de otro enfermo y encontré 3 clones mas especificos
de alelos HLA expresados tnicamente por el receptor, lo que confirmaba la importancia del HLLA
como diana contra la que se dirigen las células T, asi como 8 clones sin especificidad HLA que
evidenciaban la influencia de otros factores en el desarrollo de la enfermedad (214). Nuestros
resultados apoyan los obtenidos en otros estudios que también describen células especificas de
alo-Ags en lesiones de EICH (210-215) y contradicen los estudios iniciales que no hallaban
celulas T alorreactivas(216, 217). La alorreactividad indirecta, debida al reconocimiento de péptidos
derivados del HLA del receptor presentados por moléculas del MHC del donante, infundidas con
el injerto, puede descartarse en nuestros clones, como indican los experimentos de proliferacion
celular en los que se bloqueo especificamente HLA-DR, -DQ o -DP.

Habitualmente se considera que las diferencias en HLLA-C, HLA-DP y HLA-DQ tienen
poca influencia en el desarrolio de la EICH vy, en algunos casos, ni siquiera se realiza un tipaje
HLA exhaustivo que incluya estos alelos (136, 220, 221). Esta actitud se basa en diferentes
estudios que indican la falta de correlacion entre diferencias en estos alelos y la aparicion de EICH
(139, 222). Los datos que aportamos, en cambio, indican que las células alorreactivas pueden
dirigirse contra cualquiera de los alelos HLA del receptor diferentes de los del donante. De hecho,
en el caso del enfermo P, todos los clones aislados eran especificos de HLA-DQ8 y HLA-
DP*1301, mientras que, a pesar de existir diferencias en HLA-A y HLA-B, no se obtuvo ningiin
clon con esas especificidades. Nuestros resultados contradicen la jerarquia que consideraba mas
importantes las diferencias entre los aleios HLA-A y HLA-B e implican que la EICH puede estar
causada por diferencias entre donante y receptor en cualquiera de los alelos HLA, por lo que
estan en consonancia con los de otros autores que detectan células especificas de distintos alelos
HLA-DQ y DP del receptor en lesiones de afectados por EICH (140, 220, 223, 224). Estos
resultados aconsejan, pues, que los tipajes HLA del donante y el receptor incluyan la
determinacién de los alelos de todos los loci para poder escoger, en la medida de lo posible,
donantes cuyas diferencias de HL A respecto al receptor sean minimas.

Actualmente, existe controversia sobre si la respuesta responsable de la EICH se debe a un
ndmero limitado de células alogénicas que reconocen Ags especificos de tejido o si, por el
contrario, se desarrolla por células alorreactivas sin especificidad de tejido. Estudios iniciales
indicaban que existia una enorme diversidad de células T mfiltradas en los tejidos afectados por
aEICH, basindose en la extraccidén directa de RNA de las muestras de piel y el analisis por PCR
de los segmentos TCRAV y TCRBV (225). Otros estudios que han utifizado una aproximacion
similar han encontrado, en cambio, que determinados transcritos de TCR estan sobreexpresados
en las muestras locales (136-138). Se puede objetar que ninguno de estos estudios expone
evidencias directas o indirectas de que las células T analizadas estuvieran presentes en las
muestras de piel porque participaban en una respuesta inmunolégica local o si, por el contrario, su
presencia se debia a fendémenos de extravasacion a tejidos inflamados. Como ya hemos explicado,
existen evidencias indirectas de la implicacion en el desarrollo de la enfermedad de las células
presentadas en nuestro estudio y, dada la rdpida velocidad de crecimiento de las células en los
primeros momentos del cultivo, podemos aventurar que las células que hemos aislado
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correspondian a las células activadas més representadas en la lesion. El analisis del
reordenamiento TCRG y la posterior confirmacion mediante secuenciacion de sus TCRA y
TCRB, indica que las células T activadas infiltradas en las muestras tienen un marcado caracter
oligoclonal: las 83 células aisladas de ambos pacientes correspondian a tnicamente 13 clones
diferentes.

Dado que previamente al transplante el injerto se sometié a procesos que debian
deplecionar las células T infiltradas en él, seria logico suponer que no era posible el desarrollo de
aEICH. La aparicion de la enfermedad implicaria que a pesar de esta medida profilictica, la
médula ésea trasplantada incluia un numero residual de células T maduras responsables del
desarrollo de la patologia. Si los clones que hemos caracterizado estaban implicados en el
desarrollo de la enfermedad, el cardcter oligoclonal de la respuesta podria explicarse desde dos
perspectivas:

- Una alorrespuesta supondria, en condiciones normales, la participacion del 1-10% de las
células T maduras. Si los procedimientos profildcticos han reducido en gran medida las células T
maduras infiltradas en el injerto en el momento del TMO, la participacion en respuesta
alorreactiva del 1% de éstas podria suponer la expansion de un nimero reducido de células, lo
que se reflejaria en los analisis como una respuesta llevada a cabo por un ntmero limitado de
clones. Si la oligoclonalidad se pudiera explicar desde esta perspectiva, los TCRs de los linfocitos
implicados en la enfermedad deberian emplear segmentos TCRAV y TCRBV relacionados, dado
que CDR1 y CDR2 estan mayoritariamente implicados en el reconocimiento de los pocos alelos
HLA del receptor diferentes a los del donante, pero no deberian existir motivos comunes entre los
CDR3 dado que no es previsible que exista homologia entre los péptidos presentados por las
moléculas del MHC del receptor.

- La participacién de un nimero limitado de células en la respuesta también podria
explicarse si la respuesta se dirigiera a un nimero limitado de complejos antigénicos formados por
péptidos derivados de proteinas especificas de la piel presentados por moléculas del MHC del
receptor. La infiltracién y activacion de las células en la piel podria explicarse porque el dafio
tisular debido al régimen condicionante, podria provocar que las APCs profesionales tuvieran
acceso a los Ags especificos de tejido, los cuales podrian ser presentados a las células T en los
organos linfaticos. Una vez activadas en la periferia, éstas expresarian moléculas de adhesién y de
migracion que les permitirian infiltrarse en la piel e iniciar la reaccion inmunoldgica local
responsable del desarrollo de la enfermedad. La respuesta contra un mimero limitado de
complejos antigénicos implicaria que, ademas de encontrarse usos preferentes entre los segmentos
TCRV empleados por las células T implicadas en la enfermedad, también deberian detectarse
motivos comunes en la region CDR3.

Hasta el momento la disyuntiva entre ambas posibilidades patogénicas tnicamente puede
solucionarse mediante evidencias indirectas, como las derivadas del andlisis de los elementos
generadores de diversidad empleados por los TCRs de los clones aislados de la lesion. Por elio
procedimos a la determinacién de las secuencias de los TCRs empleados por los clones y al
andlisis de Ia utilizacién de cada elemento generador de diversidad en comparacién con los usos
descritos a partir del analisis de PBLs de individuos sanos.

El andlisis global de los TCRs no permite identificar ningtin motivo comiin a todos los
TCRs independiente de su especificidad HLA, lo que parece indicar que, probablemente, no existe
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un anico péptido especifico de tejido presentado por todos los alelos HLA del receptor. El hecho
de que cada HLA imponga limitaciones distintas a los péptidos que puede presentar (47) explica
esta situacién.

Dado que obtuvimos 6 clones especificos de HLA-DQ8 (HER-27, HER-29, P1, P3, P7y
P10) nos centramos principalmente en el estudio de éstos, pues su nimero era suficiente como
para que las comparaciones con otros estudios de uso de elementos generadores de diversidad en
controles pudieran aportar informacion significativa. La comparacién con los resultados de uso de
los diferentes elementos generadores de diversidad en individuos sanos indicaron que nuestros
clones empleaban preferentemente segmentos TCRAV pertenecientes a los subgrupos de
homologia 2 y 4, y que utilizaban Asn en CDR3¢ y Gln en CDR38. La comparaciéon con clones
alorreactivos especificos de HLLA-DQS8 aislados de individuos sanos mdicé que, ademas de
determinados usos preferentes también detectados en los clones de individuos sanos, los clones
aislados a partir de las muestras epiteliales de los enfermos presentaban motivos exclusivos en las
CDR3: Se empleaba Asn en CDR3g y Gln y Asp en CDR3B. Los motivos en CDR3B no
alcanzaban significacion estadistica pero el hecho de que tanto la comparacion con los resultados
de estudios de repertorio en PBLs de individuos sanos como con los clones HLA-DQS’
especificos de controles indique la existencia de motivos especificos en las CDR3j de los TCRs
de nuestros clones, favorece la significacion de éstos.

La existencia de estos motivos en las regiones CDR3 de los TCRs de los clones HLA-
DQ8 especificos sugiere que éstos pueden reconocer péptidos estructuralmente relacionados que,
dada la especificidad de las lesiones, presumiblemente derivan de proteinas expresadas
exclusivamente en los tejidos afectados. En este sentido, Liu y cols. (136) han analizado el
repertorio de TCRs en muestras de piel y en PBLs de trasplantados y han encontrado que el
repertorio en piel indicaba un namero elevado de cadenas TCRBV2 con motivos en CDR38 que
variaban entre individuos. Esta variacién entre distintos afectados podria deberse a que no se
controlaron las diferencias de HLA entre los distintos pares receptor-donante y, por tanto, no se
puede realizar una clasificacion sistemdtica en funcién de éstas. Kubo y cols. (137) han estudiado
¢l repertorio de TCRs en las lesiones de piel de un enfermo que, tras serle injertada médula 6sea
de un donante con idéntico HLLA, habia desarrollado EICH. El estudio reveld que los TCRs de las
células presentes en las muestras epiteliales presentaban motivos recurrentes, en concreto Val-
Asn-Ser o Leu-Arg-Glu en CDR3a y Gly-Ser-Leu-Gly o Ser-Pro en CDR38. En este caso, dada
la igualdad en el HLLA, la reaccién debe ser consecuencia de las diferencias entre los antigenos
menores de histocompatibilidad presentados por las moléculas presentadoras del receptor. Dada la
interaccion preferente de CDR3 con el péptido presentado y dada la igualdad de HLA, no parece
extrafio que se hayan detectado motivos comunes entre los CDR3 de las células implicadas en la
respuesta. Andlogamente, la existencia de motivos en CDR3 en nuestros clones también podria
relacionarse con la existencia de determinados péptidos presentados exclusivamente por los
receptores. En definitiva, nuestro estudio indica la enorme importancia de las diferencias entre
HLA de donante y receptor, como demuestran las especificidades de los clones que hemos
aislado, pero indica que no puede obviarse Ia influencia de otros factores, como Ia existencia de
péptidos especificos de tejido contra los que puede responderse y que, por tanto, deben ser
considerados a la hora de disefiar terapias y procedimientos profilacticos contra la EICH, tales
como impedir la infiltracion de las células en los tejidos, etc.
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Una de las alternativas profilacticas propuestas para conseguir eliminar la aEICH, pero
manteniendo la ventaja del efecto ICL, consistiria en la deplecidon especifica de las células T
implicadas en la EICH. Dado que los TCRs son exclusivos de cada célula T, la existencia de
motivos comunes en los TCRs de las células implicadas en la EICH podria permitir el desarrollo
de anticuerpos especificos de éstos que permitieran eliminarlas. Nuestros resultados indican que
este tipo de aproximacién necesitaria un desarrollo individualizado para cada uno de los pacientes
en funcion de las diferencias entre alelos HLA del receptor y donante y teniendo en cuenta los
posibles péptidos especificos de tejidos y los antigenos menores de histocompatibilidad
presentados por dichas moléculas presentadoras. Por otra parte, hemos encontrado que, en los
casos en los que distintos enfermos desarrollan una respuesta especifica del mismo alelo HLA,
existian motivos recurrentes en las regiones CDR3 de sus TCRs que parecen indicar que las
células de ambos individuos respondian a péptidos estructuralmente relacionados. A pesar de esta
recurrencia, los motivos que encontramos no aparecen excesivamente marcados. La existencia de
un aminodcido con un grupo amida seguido de un aminoacido acido en CDR38 y de un
aminodcido con un grupo amina en CDR3q indica que los TCRs de nuestros clones presentan
perfiles hidrofilicos similares, de forma similar a lo descrito en los estudios de May y cols., que
indican que existen gran namero de células T capaces de reconocer un mismo Ag y que sus TCRs
suelen coincidir en sus perfiles hidrefilicos, incluso cuando no se encuentran elevadas homologias
de secuencia (117). Asi pues parece ser que el desarrollo de anticuerpos especificos para eliminar
las células T cuyos TCRs reconocen determinados Ags se muestra como una alternativa inviable.

Los futuros procedimientos profilacticos para evitar la EICH pero conservando el efecto
ICL pueden basarse en la transfeccion in vitro de las células T del donante con genes que las
hagan sensibles a determinados antibi6ticos, de forma que las células T puedan eliminarse si se
detectan las lesiones de la EICH (226). Por otra parte, dada la especificidad de tejido de la EICH,
se puede suponer que las células T implicadas en la enfermedad expresan moléculas de adhesion y
migracion que les permiten penetrar en los tejidos epiteliales (227-229). La definicion exacta de
las moléculas de adhesion y migracion a Organos no linfaticos que expresan las células T en las
lesiones de EICH puede ayudar a definir estrategias orientadas a la deplecion especifica de esas
células T o a bloquear el acceso de éstas a los tejidos epiteliales.
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B.- Estudio de las diferencias entre el repertorio de TCRs en muestras locales y en PBLs de
enfermos con espondiloartropatias. Relacion con la respuesta autoinmune local.

Las espondiloartropatias son un grupo de enfermedades con caracteristicas clinicas
comunes, entre las que destaca la inflamacion articular, habitualmente con afectacion asimétrica y
en ausencia de factor reumatoide. El hecho de que aproximadamente el 50% de las células
infiltradas sean linfocitos T con fenotipo de memoria hace suponer la implicacién de éstas en el
desarrollo de las patologias. Hasta el momento, gran parte de los estudios realizados sobre este
grupo de enfermedades han analizado caracteristicas fenotipicas de las células T infiltradas (150,
230) asi como la presencia de citoquinas en las articulaciones inflamadas (146-149, 231). Otra de
las aproximaciones mas ampliamente extendidas en el estudio de las espondiloartropatias es la
obtencién de clones con diversas especificidades a partir de muestras locales de los enfermos
(171-176). EI principal problema en este tipo de aproximacion es que se carece de informacion
sobre el Ag al que estan respondiendo las células y, por tanto, el clonaje debe realizarse eligiendo
a priori un Ag candidato frente al que generar los clones, lo que supone que puedan obtenerse
clones poco representados inicialmente en la muestra local. Hasta el momento no se ha
documentado ninglin estudio en el se analicen las células T infiltradas en articulaciones de
afectados por espondiloartropatias previamente a la estimulacion in vitro.

Nuestro estudio ha determinado la existencia de células T expandidas exclusivamente en
las lesiones sin necesidad de realizar cultivos in vitro que puedan modificar la proporcion original
de cada linfocito. Unicamente entonces se ha desarrollado una metodologia que ha permitido
obtener informacion sobre la capacidad de respuesta de las células especificamente incrementadas
en la muestra local que, en principio, deberian corresponder a aquellas que han proliferado como
respuesta a un Ag y, por tanto, estan implicadas en la respuesta local que se desarrolla en las
articulaciones afectadas.

Al igual que en el estudio de las células T en la aEICH, la significacion del estudio por
tipaje espectral de las células T especificamente infiltradas en las articulaciones inflamadas est4 en
relacion directa con la posible demostracion de que éstas estan involucradas en el proceso
patoldgico que se desarrolla en el tejido. Pueste que la enfermedad es consecuencia directa de la
reaccion inmunologica que se desarrolla en las articulaciones, debemos intentar relacionar la
exposicion frente a un Ag con el aumento de las céhulas que responden contra él. En este sentido,
se ha observado que la exposicion a un SAg aumenta la proporcién de aquellas células que han
sido activadas a través de su TCR respecto al total de céhulas T del individuo (232, 233). Del
mismo modo, se ha documentado que la vacunacién contra la hepatitis de un individuo sano
provocé un aumento de la proporcion de transcritos de un determinado tamafio dentro de una
subfamilia (207). Estos y otros estudios (206, 234) permiten deducir que la respuesta a un Ag
modifica el repertorio del individuo de forma que las células implicadas en la respuesta aumentan
su proporcion y que, por tanto, pueden ser detectadas mediante tipaje espectral.

Nuestra decision de analizar comparativamente las expansiones en SF y PBLs y concentrar
el estudio en los incrementos exclusivos de SF permite asegurar que las expansiones estudiadas
son consecuencia del proceso inflamatorio desarrollado en los tejidos afectados. Precisamente
para asegurar la relacion directa con la respuesta inmunoldgica local se desecho el estudio de
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expansiones simultdneas en SF y PBLs, que pueden estar implicadas en la patogenia por
activacion en la periferia y posterior infiltracion en las articulaciones pero también pueden deberse
la exposicion a otros Ags presentes en la periferia pero no relacionados con la enfermedad o a
otros factores capaces de modificar el repertorio.

El estudio se ha realizado sobre dos enfermos diferentes de los que se esperaba obtener
distinta informacion. Por una parte se analizé por tipaje espectral la presencia de expansiones en
una enferma cronica afectada por espondilitis anquilosante. Este andlisis pretendia cubrir dos
objetivos: por una parte podria servir como sistema de referencia que indicara la importancia de
las sobreexpresiones de TCRs en el desarrollo y perpetuacion de la enfermedad. Por otra parte
pretendiamos determinar si, tal y como suponiamos, la enfermedad implicaba expansiones
especificas en las articulaciones afectadas o si, por el contrario, era totalmente independiente de
éstas. El estudio de un enfermo crénico, con la enfermedad mas avanzada, deberfa facilitar la
deteccion de las sobreexpresiones, si éstas existieran, por lo cual presentaba las condiciones
ideales para optimizar la metodologia. Una vez puesto a punto el sistema metodolégico y
obtenidos los datos sobre la existencia de expansiones oligoclonales en condiciones de cronicidad,
se abordd el estudio sobre muestras obtenidas a partir de un enfermo en su primer episodio
inflamatorio. El estudio en condiciones que se minimizaran al maximo los procesos de extensién y
perpetuacion de la respuesta y la influencia de la medicacién debia definir los TCRs expandidos
durante los primeros estadios de la respuesta local y por tanto aportaria informacion sobre las
células T que participan en el proceso patogénico.

El estudio por tipaje espectral de las muestras locales y PBLs del enfermo crénico,
MTSM, revelo la presencia de miiltiples expansiones de las que una gran parte se expresaban
Unicamente en las muestras locales pero de forma diferencial entre distintas articulaciones. La
variacion de las expansiones en funcién del momento de la toma de muestras parece indicar que la
respuesta local se extiende a nuevos Ags. Por lo tanto, nuestro estudio parece confirmar la
hipétesis del "spreading” o extensidon como mecanismo de perpetuacion de las respuestas
inmunoldgicas en enfermedades autoinmunes. Este fenomeno se ha documentado en modelos
animales en los que la inmunizacién con un péptido derivado de la proteina basica de mielina
provoca encefalitis que, una vez cronificada, permite aislar células T especificas de otros
determinantes (123, 235). Nuestros datos apoyarian la hipdtesis de perpetuacion de las respuestas
autoinmunes mediante la revelacién de nuevos Ags, hecho que, hasta el momento, no ha podido
relacionarse con la perpetuacion de enfermedades en bumanos.

Otro de los mecanismos de perpetuacion descritos supone la perpetuacion de la respuesta
por nhibicion de la apoptosis en las células T infiliradas en los tejidos afectados. En concreto, se
ha comprobado que las células T aisladas de PBLs de un individuo sano y mantenidas en cultivo
junto a fibroblastos expresan bel-xi pero no bel-2, ambas implicadas en la inhibicion de la
apoptosis (120). Dado que las células T infiltradas en sinovio de afectados por artritis reumatoide
expresan esta proteina (121), se ba supuesto que las células pueden permanecer en un estado
quiescente, infiltradas en las articulaciones, y reactivarse periodicamente de manera que sean
responsables de la cronicidad de la artritis reumatoide (122). Esto supondria que las expansiones
detectadas en un momento determinado deberian conservarse en los sucesivos episodios
inflamatorios de la enfermedad. Los datos que hemos obtenido de MTSM no contradicen esta
explicacion, dado que ciertas expansiones oligoclonales en SF se mantenian durante el tiempo,
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pero el hecho de que, junto a dicha conservacion, existiera variacion de otras expansiones, implica
que la perpetuacion de la respuesta no se producia unicamente por la interaccion con los
fibroblastos, sino simultaneamente al proceso de extension a nuevos antigenos. No se han
documentado estudios en los que se estudie en detalle la expresion de bel-xi en enfermos con
espondiloartropatias, pero si existen estudios que determinan la expresion de bel-2 en las células T
infiliradas en las articulaciones de estos enfermos (236). En estos casos, la expresion de bel-2
parece estar mas relacionada con la resistencia a la apoptosis provocada por las citoquinas
presentes en el tejido (IL-2, TL-4, IL-10, TNF-a, TNF-8) (146-149, 231).

Los resultados obtenidos del anlisis por tipaje espectral del enfermo crénico, ademas de
informar sobre los posibles mecanismos que influyen en la perpetuacién de la enfermedad,
revelaron la necesidad de dirigir el estudio a muestras obtenidas durante los primeros episodios de
enfermedad, en los que s¢ minimizaran esos fenomenos. Asi pues el estudio se continué sobre
DMG, afectado por un primer episodio de espondiloartropatia indiferenciada y que no habia sido
sometido a tratamiento en el momento de la primera toma de muestras.

Gran parte de los grupos de investigacion enfrascados en el estudio de las
espondiloartropatias suponen que existe una implicacion preferente de las células T CD8" (151,
175, 237). Su criterio se sustenta en que existe un porcentaje relativamente elevado de células T
CD8’ infiltradas en las articulaciones de enfermos afectados (143, 151) y en la asociacién con
HLA-B27 (142-145). Por otra parte las investigaciones de David con ratones transgénicos para
HLA-B27 han demostrado que el desarrollo de una enfermedad modelo de las
espondiloartropatias requiere la presencia de células CD4" y sugiere como hipétesis sobre la
patogenia que la enfermedad se inicia porque parte de los linfocitos T CD4" inician una respuesta
contra HLA-B27(161). Los estudios en los que se han aislado clones a partir de células infiltradas
en SF no han aclarado este panorama, dado que han encontrado tanto céhilas CD4" como CD8" y
parte de ellas sin restriccién por HLA (171-176). El analisis de los resultados obtenidos a partir de
los tipajes espectrales de DMG mostrd que no existian expansiones oligoclonales exclusivas de SF
en la subpoblacién CD4", mientras que si se detectaban en la CD8’. Aun cuando no podemos
descartar completamente la participacion de células T CD4" en el desarrollo de la patologia,
nuestros datos estan en concordancia con aquellos que indican la participacion de células T CD8’
en la enfermedad (174, 175) y parecen contradecir la hipdtesis formulada por David sobre la
participacion de las células T CD4", que implicaria expansiones en dicha subpoblacién (161).

Puesto que DMG es HLA-B27, no podemos inferir informacion directa sobre el modo de
implicacién de HLA-B27 en el desarrollo de las espondiloartropatias pero la existencia de estas
enfermedades en individuos HLLA-B27 permite validar o invalidar determinadas hipétesis sobre la
implicacion de HLA-B27 en la enfermedad. Asi, Ia relacion de HLA-B27 con la enfermedad
derivada de caracteristicas exclusivas de esta molécula, tales como la presencia en la lamina 8 de
una Cys susceptible de transformarse en homocisteina que modifique la asociacién de péptidos
(159) o como la mala asociacion de HLA-B27 con 82m (160), no pueden justificar la existencia
de enfermos HLLA-B27', que alcanza el 75% en alguna de las patologias. Otras hipotesis parecen
improbables a la vista de diferentes resultados experimentales: los estudios con animales
transgénicos para HLA-B27 demuestran que éstos desarrollan patologias similares a las
espondiloartropatias (208, 238), lo que parece invalidar la teoria de que HLA-B27 es simplemente
marcador de otro gen realmente implicado en la patologia. La presentacion de fragmentos de
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HI.A-B27 contra los que se produce una respuesta inmunolégica (156-158) también parece
improbable porque no existen péptidos exclusivos de todos los subtipos de HLA-B27
relacionados con las espondiloartropatias que no puedan obtenerse también a partir de alguno de
los subtipos no relacionados. Asi pues, los indicios anteriores nos hacen suponer que la
implicacion de HLA-B27 con la enfermedad esté relacionada con su funcién como molécula
presentadora y que determinados Ags susceptibles de ser presentados por ella sean los
responsables de la enfermedad, tal y como supone la teoria del péptido artritogénico. Esta
hipétesis supone una mayor facilidad de desarrollo de la enfermedad en individuos HLA-B27",
pero no excluye que otras moléculas del MHC, tales como HLA-B*3801,-B*3901 o -B*3902,
cuyas restricciones a los péptidos presentados son similares a las de HLA-B27, sean capaces de
presentar los mismos Ags. Es posible incluso que otras moléculas del MHC puedan presentar
otros péptidos homologos y que, por tanto, la enfermedad pueda desarrollarse en individuos
HLA-B27.

El analisis por tipaje espectral de los TCRs de células CD8" indicé que existian
expansiones oligocionales especificas de SF entre los TCRs que emplean segmentos TCRBV12,
15, 17 y 20. Los tres primeros segmentos pertenecen al subgrupo 4 definido por Chothia y col
(12) y contienen el motivo His-Asp en CDRIpB y Tyr-(X)e-Lys-Gly en CDR2p. TCRBV20, en
cambio, pertenece al subgrupo 5 y no parece compartir motivos con TCRBV12, V15 o V17.
Curiosamente, la mayoria de los clones especificos de céhlulas autélogas aislados por Hermann y
cols. a partir de SF de enfermos afectados por artritis reactiva también emplean segmentos
TCRBV pertenecientes al subgrupo de homologia 4 (TCRBV13, TCRBV14 y TCRBV17) (175,
176). Podria especularse sobre la posibilidad de participacion de SAg en el inicio de ambas
patologias a través de la activacion de las células T con dichos segmentos, sobre todo si tenemos
en cuenta que existen SAgs, como SEB, que pueden activar células con los segmentos TCRBV3,
TCRBV12, TCRBV1i4, TCRBV15, TCRBV17 y TCRBV20 (239). Si suponemos la presencia de
un SAg en la zona inflamada, y dado que los SAg activan y provocan la proliferacion de todas las
células T que expresan determinados segmentos TCRBV (53), en principio no deberian detectarse
incrementos en la proporcion de ningin trancrito respecto al resto de transcritos con el mismo
segmento TCRBYV, sino que deberia mantenerse constante respecto a lo observado en PBLs vy,
por tanto, no podria diferenciarse en su perfil de tamafios de CDR38, ain cuando el mimero total
de células T con los segmentos activados fuera superior en SF. La reciente descripcion de algunos
SAgs que activan células T no sdlo en funcion del segmento TCRBV que emplean, sino también
del segmento TCRBJ y de caracteristicas de las regiones CDR3p (54, 55) complica Ia
delimitacion de la participacién de SAgs en el inicio de enfermedades. Avn asi, los SAg deberian
provocar la expansion de todas las células T con determinados segmentos TCRBV o motivos de
secuencia en CDR38, independientemente de la expresion de CD4 o de CD8.

Nuestros resultados mostraron que, en ef caso de DMG, las expansiones en TCRBV12,
TCRBV15, TCRBV17 y TCRBV20 eran exclusivas de la subpoblacién CD8™ procedente de SF,
por lo que podriamos descartar la presencia de un SAg infiltrado en los tejidos y decantarnos por
el reconocimiento de complejos antigénicos convencionales como responsables de las expansiones
oligoclonales en SF. Hay que sefialar que no se puede descartar una intervencién de SAgs como
responsables de la activacién en la periferia de células T y que, una vez adquirido e! fenotipo de
memoria, fueran capaces de infiltrarse en las articulaciones y alli, aquellas que reconocieran
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determinados péptidos especificos de tejido que inicialmente les eran inaccesibles, iniciaran la
respuesta autoinmine.

La determinacion de las secuencias de los TCRs especificamente expandidos en SF,
ademas de servir como confirmacién de la oligoclonalidad, podria informar sobre la existencia de
usos preferentes y motivos comunes entre los TCRs y cuya comparacion con los motivos
encontrados por otros autores en controles ayudaria a establecer si el mecanismo de inicio de la
enfermedad asi como los disparadores de ésta pueden ser comunes.

El andlisis de las secuencias ha permitido deducir que la expansion en TCRBV17
correspondia a la proliferacién de un solo clon, mientras que las expansiones en TCRBV12,
TCRBV15 y TCRBV20 correspondian a varios clones distintos con TCRs del mismo tamafio. El
hecho de que el analisis por tipaje espectral haya indicado una expansién local que corresponde a
mas de un clon también puede ser considerado interesante si tenemos en cuenta que la expansion
es exclusiva de SF. Esto indica que determinadas células proliferaron localmente y que todas ellas
poseian TCRs que empleaban la misma subfamilia TCRBV con el mismo tamafio de CDR38. Para
comprobar si existen motivos comunes entre las secuencias de cada tamafio mayoritario, se
comparé el uso de cada aminoacido en las CDR3B con las frecuencias de uso en PBLs de
individuos sanos descritas en la bibliografia (29, 30). Se determind que existian motivos comunes
en las secuencias de tamafio mayoritario dentro de cada subfamilia (TCRBV 12~(X):-polar-Gly-
Tyr-(X)-TCRBJ2, TCRBV15-Asp-polar-(X)»-TCRBJ1 y TCRBV17-lle-Arg-Ser-Gly-Tyr-(X)u-
TCRBJ2), asi como al analizarlas en conjunto (TCRBVn-X-basico-polar-Gly-Tyr-TCRBIJ2), lo
que en principio parece indicar que responden a un mismo complejo antigénico o a varios con
elevada homologia. No hemos sido capaces de encontrar ninguna secuencia relacionada con éstas
entre las de TCRs de los clones obtenidos a partir de SF de enfermos con artritis reactiva por
Hermann y cols. (175, 176), lo que parece indicar que se dirigen a dianas diferentes. La ausencia
de imformacion sobre la extension de la enfermedad en el momento de la toma de muestras,
impide especular sobre si las diferencias se deben a que en los estudios de Hermann y cols., la
respuesta puede haberse extendido a nuevos antigenos o si se deben a que los mecanismos
patogénicos son diferentes entre las distintas enfermedades del grupo de las espondiloartropatias.

Es evidente que todas las deducciones que se realicen tomando como base los motivos de
secuencia entre distintos TCRs deben considerar que el reconocimiento antigénico por el TCR es
parcialmente degenerado (240, 241) y que un mismo TCR puede reconocer diferentes complejos
antigénicos. Aun asi, se ha descrito que, en aquellos casos en los que un mismo TCR reconoce
Ags con una homologia de secuencia no muy elevada, si se mantienen unos perfiles hidrofilicos
similares (117). Precisamente por ello podemos concluir que el incremento de determinados
transcritos TCRB detectado en el SF de DMG corresponde a Ia respuesta local contra un mimero
limitado de péptidos que, al menos, presentan perfiles hidrofilicos similares.

Puesto que se postula que el origen de las espondiloartropatias es de caracter autoinmune
(156-158, 161, 167), es evidente que si las células TEV17 estan implicadas en el desarrollo de la
enfermedad, deberian tener capacidad de respuestas contra autoantigenos. Este punto se intentd
confirmar en primer lugar mediante la cionacién de las células T de SF, aunque los sucesivos
intentos de clonaje en presencia de células autdlogas resultaron infructuosos. Como método
alternativo, se midié el aumento relativo de transcritos TEV17 tras enfrentar células T de DMG
infectadas con HVS con una linea linfoblastoide autéloga asi como a dos B-LCLs empleadas
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como control. Curiosamente, el motivo TCRBV17-apolar-Arg-Ser que encontramos en TEV17
también se ha detectado en c¢élulas T que responden contra e] péptido M58-66 derivado de la
proteina de la matriz del virus de la gripe presentado por HLA-A2 (209, 242). Por ello, una de las
lineas linfoblastoides empleadas para comprobar el crecimiento de las células TEV17 fue LG2,
HLA-A2". Los resultados obtenidos indicaron que las células TE-V17" proliferaban al enfrentarlas
a la linea autdloga DMG-EBV pero no frente a LG2 ni LG15. Dado que no se afiadieron
exdgenamente péptidos, podriamos suponer que las células TEV17" reconocen un Ag propio de
DMG no presentado por el resto de las lineas linfoblastoides chequeadas. La ausencia de
tespuesta frente a LG2, HLA-A2", parece indicar que la presentacion antigénica no se producia a
través de este alelo, aunque no puede descartarse que no existiera respuesta porque la linea LG2
no presenta los mismos péptidos que las células autélogas.

Podria argumentarse que, dado que las células T TEV17 responden in vitro contra
células B propias y que en ¢l sistema circulatorio del enfermo existe gran nimero de células B que
pueden actuar como APCs, deberia existir un aumento de las células TEV17 en la periferia que
hubiéramos detectado como una expansion en PBLs. Este argumento puede rebatirse
considerando que las células B que hemos empleado han sido transformadas por un virus, por lo
gue sus patrones de presentacion antigénica pueden haberse modificado dado que las infecciones
virales alteran la expresion de proteinas, modifican los sitios de corte de las proteasas y aumentan
la expresion del HLA (104). Ademas, el contexto de la presentacion in vitro no es comparable al
que puede existir in vivo: por una parte, la presencia de otras células en la circulacion periférica
puede modular la respuesta y, por otra, el cultivo in vitro de las células supone la adicion de
suplementos como el STF cuya alta composicidn en proteinas puede aportar péptidos muy
diferentes a los que podrian aparecer en ia periferia. De hecho, existen estudios en los que se
comprueba que las células T pueden responder in vitro a péptidos derivados del STF (243). Asi
pues podemos concluir que las células TEV17", que estan especificamente aumentadas en el SF
de DMG, tienen capacidad de respuesta a celulas propias, lo que apoya la hipétesis de que estan
implicadas en ia respuesta autoinmune local responsable de la enfermedad.

Las busquedas en distintas bases de datos revelan que en humano existen varias proteinas
que contienen secuencias similares a las de M58-66 y que por tanto son susceptibles de activar las
células T con el motivo TCRBV17-lle/Leu-Arg-Ser. Una de las secuencias homoélogas aparece
integrada en el sindecano-2, un proteoglicano que se expresa en fibroblastos asi como en otras
estirpes celulares. Micecz y col han conseguido aislar a partir de PBLs de espondiliticos clones
CD4" que reconocen células autélogas preincubadas con proteoglicanos, aunque no caracterizan
los TCRs que emplean (170). La ausencia de estudios en los que el aislamiento de las células se
realice a partir de SF y en los que se obtengan célutas CD8" especificas de proteoglicanos no
permite aventurar ni descartar la implicacion de los proteoglicanos en el inicio de la enfermedad
como péptidos especificos de tejido mimetizados. Otra de las secuencias homologas encontradas
en proteinas de origen humano se localiza en IFI-56k, proteina inducible por interferén (IFN) y
por infecciones virales, inductoras naturales de IFN-o e IFN-B (244). No se ha documentado
ningin estudio que intente comprobar la existencia de células T autorreactivas dirigidas contra
este péptido aunque es interesante pensar que la misma infeccién viral puede provocar la
expresion del péptido propio que es mimetizado por el péptido viral.

En este punto hay que considerar la enorme plasticidad del TCR y que el reconocimiento
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antigénico es parcialmente degenerado, lo que posibilita que el mecanismo de mimetismo
molecular, posible responsable de la enfermedad, se produzca entre péptidos de la periferia y de
los tejidos no linfiticos sin excesiva homologia de secuencia.

Tomando como base la teoria del péptido artritogénico, la integracion de los resultados
anteriores permite especular un mecanismo patogénico que supondria la existencia de una primera
respuesta contra el virus de la gripe y que, posteriormente, las células activadas en esta respuesta
se infiltren en las articulaciones y comiencen una respuesta contra un péptido propio localizado en
el tejido. La perpetuacion de la respuesta podria pensarse que se debe a la extension a nuevos
Ags, como sugieren los resultados obtenidos de MTSM. Dado que las infecciones gripales son
muy comunes y HLA-A2 es expresado por el 50% de la poblacion, la presencia de la infeccién
por si sola no justifica el desarrollo de la enfermedad y, por tanto, debe existir otro condicionante,
ya sea genético o ambiental que sumado a la infeccién desencadene la enfermedad. Hay que
indicar que las células TEV17" derivadas de DMG proliferaron iinicamente en presencia de células
autologas, pero no como respuesta a otras células HLA-A2. Como hemos comentado, esto puede
indicar que no se reconoce dicho alelo, sino que otro complejo péptido/HLA imita el formado por
M58-66/HLLA-A2 0 que HLA-A2 presenta algiin péptido homélogo de M58-66 caracteristico de
DMG que no es expresado por otros individuos, lo que podria explicar la aparicion de la
enfermedad en este individuo y no en otros sujetos HLA-A2" que hayan sido expuestos al virus de
la gripe.

Dado que en la mayoria de las espondiloartropatias se carece de informacion sobre cual
pudo ser el desencadenante de la enfermedad y, por ello, es dificil ¢l aislamiento de clones, la
alternativa utilizada en el presente estudio puede ser muy 1til para futuros estudios que pretendan
aportar informacidén sobre las caracteristicas de los TCRs de las células infiltradas en los tejidos
afectados y determinar la posibie implicacién en una respuesta autoinmune de las células mas
representadas en las lesiones. La extension a un mayor nimero de pacientes de un estudio similar
puede revelar la existencia de sesgos conservados entre los distintos afectados que podrian
permitir el disefio de estrategias terapéuticas orientadas al bloqueo o eliminacién especificas de las
células potencialmente responsables de la patologia. Por supuesto, si se lograra definir ¢l origen
de el/los péptido/s artritogénico/s mediante un chequeo exhaustivo de las células T implicadas en
la respuesta, ya sea tras la transformacion con HVS o mediante clonaje, se podria abordar el
tratamiento de estas patologias atacando directamente a éste. Hasta el momento, ninguna de estas
posibilidades es posible, aunque el procedimiento empleado en el presente estudio puede ser una
importante herramienta metodologica para el estudio de estas variables.

Las mas prometedoras perspectivas para el futuro tratamiento de estas enfermedades
pasan por ia definicién mas exacta posible de los distintos marcadores de las células T implicadas
en la enfermedad. Asi, actualmente se ha definido que existen poblaciones de células T infiltradas
en SF que poseen marcadores propios de macréfagos (230), se ha comprobado que existen
elevados niveles de la molécula de adhesion intercelular (ICAM) soluble en la articulacion (245) y
se sabe que un gran porcentaje de las células T infiltradas en las articulaciones poseen el fenotipo
de memoria (150). El estudio de estos marcadores en células infiitradas en SF con capacidad
autorreactiva puede definir diferencialmente la expresion en estas células, por lo que los estudios
similares al nuestro pueden pueden aportar la informacién previa requerida para ello.

Otra aproximacion terapéutica puede estar basada en la definicién exacta de las citoquinas

65



Discusion
presentes en la articulacion y la actuacion sobre ellas. Hasta el momento se ha comprobado la
presencia de IL-2, IL-4, IL-10, TNF-a y TNF-B (146-149, 231). Estudios analogos al nuestro
pueden contribuir a definir las variaciones en las células T en la articulacion en funcion de los

distintos tratamientos que bloqueen las distintas citoquinas y, por tanto, pueden ser itiles en la

definicion de la més adecuada infusion de citoquinas para evitar la proliferacién de las células T en
la articulacion.



Conclusiones

CONCLUSIONES.

A.- Estudio de las células T que infiltran lesiones de piel de afectados por aEICH tras TMO
alogénico.

1.- La respuesta inmunolégica local en aEICH es llevada a cabo por un numero reducido de
diferentes células T, en una reaccion marcadamente oligoclonal.

2.- Todos los clones aislados son especificos de antigenos HLA expresados por el receptor, lo que
confirma la importancia de éstos en el desarrollo de la patologia y se opone a los estudios que
defienden la ausencia total de especificidad HLA de las células T infiltradas en piel durante la
aBEICH.

3.- La existencia de clones alorreactivos contra cada uno de los antigenos HLA diferentes entre
donante y receptor indica que, a diferencia de lo sugerido por otros grupos sobre la menor
importancia de HLA-DP y HLA-DQ, se produce respuesta contra todas las posibles dianas HLA
y sugiere la necesidad de realizar tipajes exhaustivos de denante y receptor.

4.- La existencia de motivos comunes en las CDR3 de los clones dirigidos contra HLA-DQS8
sugiere que la respuesta se produce contra un niimero limitado de complejos antigénicos y permite
aventurar que la especificidad de tejido de la respuesta se debe a que los clones aislados
reconocen complejos péptido especifico de tejido/HLA alogénico.

5.- Los motivos comunes detectados en las CDR3 de los TCRs de clones con la misma
especificidad HLA, no son lo suficientemente marcados como para permitir el desarrollo de
anticuerpos especificos de las células T que los expresan como alternativa terapéutica general para

eliminar de forma selectiva las células responsables de la aEICH, mientras se conserva el efecto
ICL.

B.- Estudio de las diferencias entre el repertorio de TCRs en muestras locales y en PBLs de
enfermos con espondiloartropatias. Relacion con la respuesta autoinmune local.

1.- La perpetuacion de las respuestas locales en afectados por espondiloartropatias y la
cronificacién de la enfermedad se produce por un proceso de extension de la respuesta a nuevos
antigenos, probablemente revelados por la propia reaccién inmunologica.

2.- La existencia de expansiones especificas en SF durante el primer episodio inflamatorio,
Uinicamente en la subpoblacion CD8”, sugiere que no existe una implicacién directa de SAgs en la
patogenia de la enfermedad.

3.- La existencia de motivos comunes en las CDR3pB de los TCRs sugiere que las células T que

los expresan han respondido a complejos antigénicos homdlogos o con perfiles hidrofilicos
similares.
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4.- Las células TEV17" derivadas de DMG son capaces de proliferar frente a células autologas.
La existencia de células T con capacidad autorreactiva localmente expandidas en enfermos no
habia sido descrita anteriormente e indica la posible participacion de estas células en el proceso
patologico que desencadena la espondiloartropatia.

5.- La similitud de motivos encontrados entre los TCRs expandidos en la muestra local y los
implicados en el reconocimiento del péptido M58-66 de la proteina de matriz del virus de la gripe
presentado por HLA-A2 sugiere que el desencadenamiento de la enfermedad en PMG pudo estar
relacionado con la exposicion a dicho virus e indica la necesidad de ampliar la busqueda de
péptidos artritogénicos a péptidos de origen viral en los futuros estudios sobre
espondiloartropatias.
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HLA-Target Antigens and T-Cell Receptor Diversity of Activated T Cells
Invading the Skin During Acute Graft-Versus-Host Disease

By Joélle Gaschet, Miguel Angel Trevino, Michel Cherel, Regine Vivien, Aimudena Garcia-Sahuquillo,
Marie-Martine Hallet, Marc Bonneville, Jean-Luc Harrousseau, Rafael Bragado, Noél Milpied, and Henri Vig

To study the repertoire and specificity of T lymphocytes in-
filtrating skin lesions during graft-versus-host disease
{GVHD}, we performed an exhaustive molecular and func-
tional anaiysis of 146 T-cell ciones derived from the skin of
three patients undergoing an acute GVHD after allogeneic
bone marrow transplantation (BMT) from HLA-mismatched
related donors. Analysis of T-cell receptor {TCR) rearrange-
ment and TCR chain junctional sequences demonstrated the
presence of 11 distinct clones among the 64 derived from
patient UPN1, six among the 58 derived from patient UPN2,
and seven among the 24 derived from patient UPN3. Three
of the 11 T-cell clones from patient UPN1, and all clones
from patients UPN2 and UPN3 reacted with mis-

LLOGENEIC BONE MARROW transplantation {BMT)
is an important therapeutic option that can cure certain
malignant and nonmalignant diseases. Its chief complication,
the acute graft-versus-host disease (GVHD),' is caused by
T lymphocytes and is indissociable from the beneficial anti-
leukermnic reaction known as the graft versus leukemia (GVL)
effect, which is also mediated by T cells. Accordingly, ef-
forts to eliminate GYVHD through T-cell depietion have led
to increased relapses, the overall picture of depletion being
negative.” af T lymphocytes, the main effectors of the allo-
geneic reaction, possess antigenic receptors whose variable
regions are made up of a combination of different T-cell
receptor {TCR)-V, -D and -J elements (VD] for 8 chains
and VI for & chains). Besides this combinatorial diversity,
a junctional diversity is produced by the addition or removal
of nucleotides at the junctions of the rearranged genes. Com-
binatorial and junctional diversity of T-cell receptors are
now both amenable to analysis; the former by using TCR-
V region specific monoclonal antibodies (MoAbs) and the
latter by studying CDR3 length using recently developed
techniques.* Determining the T-cell response diversity in
GVHD is particularly crucial as, if a restricted T-cell reper-
toire is involved, this repertoire could be specifically re-
moved.’ This would permit specific therapy with less global
Immunosuppression.

The two major observations in favor of such a possibility
are the following: (1) acute GVHD occurs very rapidly after
BMT, at a time when T-cell reconstitution is just starting.
Indeed. numercus T-cell repertoire alterations have recently
been documented during this period, demonstrating that a
few T-cell clones can represent an important proportion of
the T-cell pool at the time GVHID occurs.*® (2) The main
immunological characteristic of GVHD is its tissue specific-
ity. This might lead to an even more restricted response
as T cells can distinguish between major histocompatibility
complex (MHC) molecules on different cell types.'"” " To
determine whether or not the T-cell response is restricted
during acute GVHD, we first developed a method to isolate
in vivo activated T cells from the skin. Next, we character-
ized both the diversity of the HL A-target antigens recognized
during the GVHD process by these T cells and the diversity
of their TCR. A total of 146 T-cell clones derived from four
skin biopsies performed on three patients at the onset of
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matched HLA alleles between the bone-marrow donor and
recipient. Moreaver, hoth HLA class | [HLA-A2 and -B27) and
class Il (HLA DP101, DP401, DP1301, DQ8, and DR402) mole-
cules were recognized during this early antihost response.
Finally, both TCR « and 8 chains turned out to be extramely
diverse, aven within populations of clones derived from the
same patient and directed against the same HLA allele.
Taken together, these results indicate that any HLA mis-
match is potentially targeted during sarly GVHD, and that
the T-cell rasponse at the onset of GVHD is both oligocional
and highly diversified.

© 1996 by The American Society of Hematology.

acute GVHD were studied. The results obtained support the
view that activated T cells infiltrating the skin at the onset
of GVHD are host specific and can recognize any HLA
mismatch between donor and recipient. Moreover, this T-
cell response appears at the same time oligoclonal and is
highly diverse in terms of TCRV usage.

MATERIALS AND METHODS

Patients.  Four biopsies were obtained from three patients.

Patient UPNI. A 9-year-old boy was grafted for chronic my-
elogenous leukemia with his mother’s bone marrow. HLA typing ts
indicated in Table t. The conditioning regimen consisted of cyclo-
phosphamide (120 mg/kg) and total body irradiation (TBI): 12 Gy
through six fractions. GVHD prophylaxis consisted of cyclosporine
A (CsA) and methotrexate (at days ), 3, 6, and 11) and 5 mgiday
of BBLO, an anti-interleukin (IL-2R) antibody, for 10 days. GVHD
wis first suspected at day 13, but the first skin biopsy culture was
negative. At day 34, GVHD was again suspected. and three skin
biopsies were performed for histological study, immunochemistry,
and culture. A large infiltrate was observed composed of 70% CD§”
and 5% CD4" T cells: no CDI Langerhans cells were detected.
Keratinocytes expressed class II. Biopsy-confirmed GVHD was
treated with CsA (3 mg/kg/d). corticosteroids {2 mg/kg/d), and
BBI10. Unfortunately, treatment failed and GVHD extended to gut
and liver. The patient died at day 99 postgrafting.
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Table 1. HLA-Typing of Hosts, Donors, and Panel B Lymphobiastoid Call Lines

Patients ar

BLCL Sex HLA-A HLA-B HLA-DR HLA-DQ HLA-DPB1
UPN1 M 12 7/8 3113 2 0101/1901
UPN1 donor F m 7/8 313 3 0361/1901
UPN2 M 9(24)/32 17727 Alw14)/8 4/8 0401/10601
UPNZ2 doner F 9(24)/32 87 3/8 2/4 0601/1001
UPN3 M 1/29 441217 040277 2/8 1301/1901
UPN3 donor1 F 112 57417)/62(165) 0402/11 /8 0301/1301
UPMN3 donor2 M 29/32 44(121/40 7714 /% 401/1901
2046 _ 28 39 0402 7 —
BOL M 2.2 wi2.3 0401 8 0401
BSM F 2.2 w62.3 0401 8 0201
BTB M 2.2 27.5 0801 4 0401
DAB — 2 18/65 811 2/4 0401/0501
1BW M 331 w65 7 5 0101
JB1D — 26/28 38 0402 7 —
JHA M 31 w51 G407 7 0301
JSM — 26 38/16 0402 3 —
RML M 2.4 51 1602 7 0402
ROU F 2/3 51(5)/44(12} 413 6/7 0301/0301
RSH M 68.1/30.3 w42 0302 4 4101/0402
T75 — 2.2 wib 091 9 1301
TON M 1/2 7/8 Nz 2 0101/01901
VAV F 1 a 0301 2 010t
WT24 M 2.2 27.5 1602 2 0301

Patient UPN2. A T-year old boy was grafted with his mother’s
hone marrow for acute lymphoblastic leukemia in second complete
response. HLA typing is indicated in Tabie 1. The conditioning
regimen consisted of TBI and high doses of cytarabine and melpha-
lan. GVHD prophylaxis consisted of T-cell depletion of the graft
using anti-CD2 and anti-CD7 MoAbs with baby rabbit complement.
In addition, the patient received intravenously (IV) anti-LFA-1 and
anti-CD2 MoAbs at a dose of .2 mg/kg/d from day —3 to day 10
and from day -2 to day 11, respectively. Skin lesion occurred on
day 19, and three skin biopsies for histological study, immunochem-
istry, and culture were performed on day 22 {biopsy UPN2-a). Be-
cause the clinical aspect was compatible with acute GVHD, treat-
ment with cyclosporine (3 mg/Kg/d 1V) and steroids (2 mg/kg/d
IV} was started on day 23 and continued although histological and
immunological aspects were only weakly consistent with GVHD.
Despite this treatment, skin lesions flared, and a second skin biopsy
was performed on day 27 (biopsy UPN2-b). At that time GVHD
was histologically evident. Treatment of GVHD was then modified
with IV addition of MoAbs anti-IL-2R (BB1(3)'"? (5 mg/d from day
29 1o day 39 then 2.5 mg/d every other day until day 80) and anti-
tumor necrosis factor (TNF) a {5 mg/d from day 29 to day 32).
GVHD completely disappeared, and no chronic GVHD was docu-
mented, but on day 120, a hematological relapse was documented
and the patient died. MoAbs for T-cell depletion or IV use were
provided by P. Hervé from the Centre de Transfusion Sanguine de
Besancgon, France.

Patient UPN3. A 10-year old boy with idiopathic myelodys-
plasia and severe pancytepenia with, at the time of transplant. a
7 vear history of transfusion (red blood celis and platelets). The
conditioning regimen consisted of TBI 12 Gy, high-dose cytarabine
and melphalan (idem as for patient UPN2). GVHD prophylaxis was
exactly the same as for the previous patient. The donor was his
mother. The patient failed to engraft, as on day 40 bone marrow
aspiraticn showed no cells, and analysis of DNA in marrow and
peripheral blood cells by fingerprinting showed no donor DNA.
The patient received a secend conditioning regimen consisting of
busulfan 8 mg/kg over 2 days and cyclophosphamide 200 mg/kg

over 4 days. The mammow of the father was harvested and T-cell
depleted with MoAbs (anti-CD2, anti-CD7 plus baby rabbit comple-
ment). Additional in vivo immunotherapy with anti-LFAL and anti-
CD2 was performed according te the same schedule as the fArst
transplant, because no antitnouse antibodies were found. En-
graftment was documented on day 3| following the second trans-
plantation. On day 37, skin eruption and diarrhea were observed.
As for the other two patients, three skin biopsies were performed.
Acute GVHD was documented both on skin and large bowel biop-
sies. Immunophenotypic analysis of skin biopsies showed very few
Langherans cells, a strong expression of DR on keratinocytes, and
a lymphocytic infiltration made up of 80% CD4 positive cells. The
patient then received an association of steroids (2 mg/kg/d and CsA.
3 mg/kg/d IV). Skin and gut lesions improved transiently, but ulti-
mately flared, and the patient died with severe gut GVHD on day
89 after the second transplant.

Expansion of T lymphocytes from skin biopsy. Skin specimens
were washed at least five times in RPMI containing 10% pooled
human sera, 1% L-glutamine (2 mmol/L), and 50 pg/mL gentamycin
and then cultured 1n a 24-well plate (Nunclon, Copenhagen, Den-
mark) in the same medium supplemented with recombinant [L-2
(riL-2, 150 BRMP U/mL). Cultures were kept at 37°C in a 5% CO,
atmosphere. In the four cases presented. T-cell proliferation started
as early as 3 days after initiation of the culture. At day 3, to generate
a panel of clones from each skin biopsy-derived T-cell line, one
responder T cell was seeded in every three culture wells in 96-
microwel] round bottom culture plates wogether with pooied alloge-
neic feeder cells (5 x t0* peripheral blood lymphocytes (PBL) and
5 x 10° B lymphoblastoid cell line (BLCL), 30 gray irradiated) in
the presence of leukoagglutinin-A (1 pg/mL) (Pharmacia, Uppsala,
Sweden), and rIL-2 (150 BRMP U/mL). Under these conditions,
where 100% T cells are stimulated, maximal cloning efficiency is
obtained (as assessed by limiting dilution anatysis: frequency of
proliferation about 50% to 100%). These conditions were chosen to
avoid in vitro antigenic selection, while maintaining as closely as
possible the best representation of T cells that grew under rIL-2
alone during the initial culture period. Before specificity assays, the
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clones were cultured without stimulation in 1L-2 alone for at least
2 weeks.

Sourhern blot analyvsis.  Filter hybridization: after digestion with
EcoRID or Hind TIL. 15 pg of genomic DNA samples were sized-
tractionated by e¢lectrophoresis through 1% agarose gels. Southern
blotting was performed using a vacuum blotting system (LKB-Phar-
macia. St. Quentin en Yvelines, France) on Hybond N+ filters (Am-
ersham, Les Ullis, France) according 1o suppliers instructions. Hy-
bridization, washing, and autoradiography were performed as
previously described' with P multiprimed probes. Probes: The Jy
probe, PH60, containing the 700-bp Hind [11 EcoRI fragment from
M13H60, includes the 1yl segment.'™'® This fragment cross-hybrid-
izes with Fy2. but not with JP, JP1, or JP2. The C3 probe IB10BB1
corresponds to the CA1 fragment and cross-hybridizes with C82."7

Polymerase chain reaction (PCR) and sequencing. They were
performed essentiaily as described.'®'” Briefly, total RNA was iso-
lated from each clone and TCR-a or -3 cDNA was obtained. by
reverse transcription, using specific Ca or CJF antisense pnimers.
respectively. TCR-« and -3 ¢DNA amplifications were done by PCR
with sense V-family specific pnmers and the above mentioned C
primer. Different sets of Va/Ca and V8/CS-denived oligonucleo-
tides were used as sense/antisense primers to perform asymetric PCR
on ¢ach strand of the PCR-amplified ¢cDNA, so that an excess of
single stranded DNA of a chosen strand was produced. These second
(internal) sets matched to sequences located 3° and 3', respectively,
from those of the V and C primers used for the first amplification.
Direct sequencing of amplified DNA strands was performed with
sequenase (Amersham, Buckinghamhire, UK) following the manu-
facturer's instructions and using the corresponding V- and C-internal
oligonucieotides as primers for sequencing the minus and the posi-
tive strand, respectively. Exceptionally, PCR amplified products
were cloned in the pCR-Script vector (Stratagene GMBH, Heidel-
berg, Germany) following the manufacturer's instructions. Positive
colonies were sequenced by using T3 and T7 primers.

Proliferation assay. Resting T cells (2.5 to 5 x [0*). taken more
than 2 weeks after the last stimulation, were cocultured for 48 to 72
hours with the indicated imradiated (30 Gy) BLCL in 96-microwell
flat-bottomed culture plates at a 1:1 responder-ro-stimularor ratio.
Six hours before harvesting, | xCi of (*H)thymidine was added to
each well, and (*H)thymidine uptake was then measured in a liquid
scintillation counter. Results are expressed as the mean of triplicate
or quadruplicate cultures. Host BLCL were obtained by coculturing
of PBL with Epstein-Barr virus (EBV)-containing supernatant from
the virus-producing B95.8 cell line in the presence of | pug/mL CsA.
The following MoAbs were used for specificity studies: anii-DP/DR
(2D6), -DP {B7.21), -DQ (1A3 or Leu-10).

Cvtotoxic assay. Cytotoxic activity was tested using a standard
SICr release assay already described:® briefly, target cells were la-
beled with 100 uCi *'Cr for 2 hours at 37°C, washed three times,
and plated at the indicated effector-to-target ratio in a 96-well round-
bottom plate. After 4 hours of incubation at 37°C, 100 uL of supema-
tant from each well was removed and counted in a gamma scintilla-
tion counter. Each test was performed in triplicate. Results are
expressed as percentage of lysis, according to the following formula:
{experimental release — spontaneous release)M{maximal release —
spontaneous release) X 100, where experimental release represents
mean counts per minute released from the target cells and maximum
release from target incubated with 1% cetavion,

RESULTS

Obtaining cell lines and cloning. T cells were recovered
after culturing skin biopsies in the presence of IL-2 alone
and were then cloned by limiting dilution under conditions
that trigger the growth of virtually all T cells present in the

2347

cuiture (see Materials and Methods section and Fig ). This
procedure should select most in vivo activated T ceils during
the first culture step and during the second step. should allow
recovery of virtually all T cells amplified during the first
step. In the four cases studied, T cells began to exude tfrom
biopsies within 3 days after initiation of the culture. Qccurt-
rence of GVHD was coufirmed for each case by histopatho-
logica] analyses, We never obtained skin biopsy-derived T-
cell lines when the diagnosis of GVHD was not confirmed;
this has also been observed by others.™

Clonal diversity of the lines obtained. Partial analysis of
the UPN1 line has been reported in a previous study {Tabie
2).7 Of 34 T-cell clones analyzed in that study, 11 were
tound to be different. They were then tested for their capacity
to recognize mismatched HLA-alleles of the graft. Such ca-
pacity was found for three of the 11 clones charactenized:
two CP4" clones (A4 and D2) recognized HLA-DP101 and
one CDB* clone (TM13) recoghized HLA-A2, two of the
mismatched HLA-alleles in the GVHD direction (see Tables
1 and 2. For this study, 30 more UPN1-derived clones were
analyzed and no new type of clone detected (data not shown).
Two biopsies were studied for patient UPN2 (UPN2-a and
UPN2-b}. One was performed 3 days and the other 8 days
after onset of GVHD. T cells from UPN2-a were cloned as
described in the Materials and Methods section, and CD4*
and CD8" T-cell clones were analyzed separately. Analysis
of TCRy gene rearrangement status of the 21 CD4* clones
indicated that all of them had the same rearrangement pattern
and thus were probably derived from a singte original T-cell
clone, clone HER-1 in Table 2 (data not shown). Alt CD8*
T cells were recognized by an anti-TCR-VZ12 antibody.
Moreover. a single junctional sequence was obtained from
these cells (Table 3). Taken together, these results suggest
that only two different clones compose the UPN2-a cell line,
clones HER-1 and -3. From the second biopsy (UUPN2-b),
we denved 38 T-cell clones (26 CD4™ and 12 CD&"). All
the CD8" clones shared the same rearrangement and thus
were probably derived from a single original clone (HER-
30, Fig 2). Three different rearrangements were found for
the CD4" T-cell clones, suggesting that they derived from
three original clones (HER-27, -28, -29). These three CD4"
T-cell clones from the second biopsy were all distinct from
the single CD4* T-cell clone HER-! derived from the first
biopsy, as indicated in Fig 3. All T-cell clones obtained
from the UPN3 line were CD4*. Seven different TCRy gene
rearrangement patterns were found within the 24 T-cell
clones whose TCRy gene rearrangement status was deter-
mined (Fig 4 shows the 12 first clones analyzed).

Analysis of the specificity of the clones obtained. The
donor-host pairs are indicated in Table 1. Patient UPN3 re-
ceived two grafts, the first from his mother and the second
from his father. All the clones obtained were HLA-A29 and
came from the second donor (not shown). Clone specificities
were determined in a classical manner using MoAbs and
BLCL lines from the 1987 New York Workshop panel. Re-
sults from representative experiments are shown in Fig 5.
T-cell clones, P1, P3, P6, P7, and P10 proliferated strongly
when cocultured with the irradiated BLCL BOL, but not
against BLCL RSH, VAV, TON, or BTB (for extensive
HLA-typing of hosts, donors, and BLCL, see Table 1). Their



2348

Skin biopsy

Culture in presence of IL2 alone

Selection of activated T cells

T CELL LINE Search for host specificiry

GASCHET ET AL

Cloning by limitng dilution under polyclonai
activation (PHA + allogeneic PBL + allogeneic

BLCL +IL2)
Cloning efficiency close to 100%

No Selection

TcR. [ and v gene rearrangements.

Determination of specificity using a
genotyped BLCL.

Determination of TcR-Va eor Vj
sequencing,

Yy

chone | clone 2 clone 3 clooe 4

proliferation was blocked by an anti-HLA-DQ (1A3) MoAb,
but not by MoAb against HLA-DR (2D8&) or HLA-DP (B7-
21). Consequently, these clones were probably specific for
HILA-DQ8. The only BL.CL recognized by the T-cell clone

Anaiysis of clonal diversity through determination of

panel of

usage by

Fig 1. Procedure.

P1i was T75, whose recognition was specifically blocked
by the HLA-DP specific MoAb B7-21, confirming that this
clone recognized HLA-DP1301 on T75. Finally, clone P14
proliferated only when cocultured with the BLCL JB10 and

Table 2. Number of Clones Tested and Found to be Different After Southern Biot Analysis

No. of Clones

Clone Characteristics

Biopsy Testad Different Host Specific CD4 cos Specificity Cytotaxic

UPN1 64 11 3 Ad DPoTON* No
D2 DPOTO* No

TM15 AZ01* Yes

UPN2-a 21 2 2 HER-1 DP0401* Yes
HER-3 B2705 Yes
UPN2-b 38 4 4 HER-27 DQs No
HER-28 DPO401 No
HER-28 [n e t:) Mo

HER-30 B2705 Yes
UPN3 24 7 7 P1 Das No
P3 Das No

Pé Das Yes
P7 Das No

P10 Dos Yes
P11 DP1301 No

P14 DRO402 Yes

Characteristics of each clone:
* Gaschet et at.??

careceptor, specificity, and lytic potential.
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Table 3. TCR Structure of Selected Clones
Clone Va CDR3 Ja Vg CDR3 Jg Specificity
HER-3 7 NDYKL 20 12 SGGQGTYECQ 2.7 HLA-B27
HER-30 32 RGLYGGGNKL 10 1 SPRTGLNTEA 1.1 HLA-B27
HER-27 12 RGTYNTDKL 34 9 SFRQGLSTDTQ 23 HLA-DQS
HER-29 2 ARGANTDTQ 23 HLA-DQS8
P1 18.1 VNDM 43 8.7 RSDSLFTEA 11 HLA-DQS8
1.1 SAGINAGKS 27
P3* 7 SQDRELYGY 1.2 HLA-DQ8
1.2 SHYNNNDM 43
P7 3 GNSGNTPL 29 5 SLVGAPQETQ 25 HLA-DQS8
P10 w29 GSEGTYKY a0 8.7 SLTGGQD 1.1 HLA-DQB

For nomenclature, see Koop et al** and Wei et al.*®
* For clone P3, two in frame Va rearrangements were found.

its proliferation was specifically blocked by MoAb against
HLA-DR, thus confirming that P4 probably recognized the
HLA-DR402. HLA-DQS8, -DR0402 and -DP130! were all
mismatches of the graft in the GVHD direction. Specificity
analysis of the CD4" T-cell clones HER-27, HER-28, and
HER-29 is shown in Fig 6. Clone HER-27 proliferated
against BSM and BOL, but not against JHAF or BTB, HER-
29 proliferated against BSM and BOL. but not against RSH
or BTB (again, see Table 1 for extensive HLA typing). Pro-
liferation of both clones was blocked by a HLA-DQ-specific
MoAb, but not by HLA-DP or -DR-specific MoAbs. These
results suggested that HER-27 and HER-29 T-cell clones
were specific for HLA-DQ8. Clone HER-28 proliferated
against BTB and BOL, but not against BSM or RSH, and
this proliferation was blocked by the HLA-DP-specific
MoAb B7-21 and not by MoAb against HLA-DR or -DQ.
Consequently, this clone probably recognized HLA-DP401.
Finally, with respect to the two CD8" clones HER-3 (from
the first biopsy, UPN2-a) and HER-30 (from the second
biopsy, UPN2-b) whose specificity analysis is shown in Fig
7, data from both proliferation and cytotoxicity assays dem-
onstrated recognition of the two HLA-B27+ BLCL (BTB
and WT24) only. HLA-B27, HLA-DQ8, and HLA-DP401
were all mismatched HLA-alleles in the GVHD direction in
this donor/recipient combination.

54 kb

35kb

Fig 2. TCR y gene rearrangemants of the UPN2-b.derivad CD8"*
T-cell clones. Southern blot analysis of TCR diversity among CD8*
clones derived from the UPN2-b biopsy. Rearrangemaents of T cell
rearranging y genes in the different T-cell clones: DNA was digested
with EcoRl and hybridized with PHGO0, a Jy probe. The 12 T-cell colo-
nies tested were derived from the same clone.

Analysis of the cytotoxic capacity of the above CD4" T-
cell clones was not presented in detail, but their cytotoxic
potentials are indicated in Table 2. For all T-cell clones
having a cytotoxic potential, their pattern of reactivity always
confirmed their specificity, usually tested through prolifera-
tion assays.

Diversity of the TCR used. TCR-Va and -V chain se-
quences of selected clones are presented in Table 3. They
confirm the individuality of each clone, as previously de-
duced from the Southern blot analysis. Most importantly,
though the number of clones was low, marked heterogeneity

A Nb 9
N LR %
2 oo &
Qfo X Qf(/ Q\Q;
va
JY2
b 4'74

JT

V2-V4

vio

Fig 3. TCR y gene rearrangements of the UPN2-a and -b-derived
CD4* T-call clones {see legend to Fig 2). The CD4"* cione HER-1 (de-
rived from the UPN2-a biopsy) was compared with the CD4” clones
HER-27, HER-28, and HER-29 derived from the UPN2-b biopsy. These
four distinct T-cell clones were detected after Southern biot analysis
of 21 different colonies from the UPN2-a and 26 from the UPN2-b
biopsies, respectively (not shown).
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9,5kb

4,2kb

3,2kb

2,4kb

1,5kb

Fig 4. TCR v gens rearrangemant of the UPN3

0.9kb biopsy derivad T-cell clones {see legend to Fig 2 for

the T-cell clones derived from the UPN3 biopsy).

0,65kb Lanes marked as {—) correspond to polyclonal colo-

of the TCR expressed could be demonstrated. Particularly
informative were the sequences of the TCR expressed by
the anti-DQ8 specific clones derived from patient UPN3.
Thus, although P1 and P10 used the same V36.7-J41.1 rear-
rangement, the comresponding CDR3 regions were com-
pletely different. Furthermore, T-cell clones P3 and P7 used
different V3-J8 combination, VA7-141.2 and V35-132.5,
respectively. Altogether. these four T-cell clones. although
derived from the same patient and having the same specific-
ity within the same tissue. used four different TCR-Va and
three different TCR-V3 chains.

DISCUSSION

Since the initial analysis of the parameters critical for the
development of GVHD,” other factors than the possibility

niss. All clones wers CD4".

of the graft to mount an allogeneic reaction against the host
have been recognized as important in the pathogenesis and
clinical outcome of this disease. The preparative regimen,
the host response, the presence of microbacterial pathogens
and the viral status, have all been evoked and extensively
studied.”* A GVHD-like syndrome has also been observed
in some autologous situations.” Nevertheless, acute GVHD
remains primarily a T-cell mediated disease, which occurs
early after BMT and with the immunological peculiarity
of being tissue-specific. Very few studies focusing on the
characterization of T-cell reactivity at a site of GVHD lesions
have been reported.”**’ This is perhaps because of conclu-
sions drawn from initial studies suggesting that the majority
of T cells in allografts lack allo-antigen specificity,™®* Thus,
the initial celfular events leading o GVHD are stili poorly

ri P3 rs r? PLD rit T4

H 13 1] 3 L) * 1
. 4 1 1 . . N *

k) [E} (E]
E‘ 4 4 r E)
; 1 L) 1
g f " . 1 H] H 1
E . . v ] + . [
é MED B ERN YAV Mip ML TN T MED L fow e wiEh BOL TON  RTY MED BOL TON 31N NMm ™ oL TR MW AR ™M DM
g TARGET DLCL
o
Z
% 1) [E3 (L] 4 13 . -
=4 1
% ! * . "

L 1 1

b
E 1 H 4 ]
1 1 H
¥ t
. . [ L] L] ‘ L]
HOME DN} ba or NowE ©DQ o= or NONE D oa £ Nowm  og [ e »o® DQ o w wug PO -] [ ] [T ] o ]
ANTI{BODIES

Fig 5. Detsrmination of apacificity for the clones derived from patient UPN3, Specific recognition of HLA-DQB+ BLCL by UPN3 skin biopsy
derived T-cell clones P1, P3, P6, P7, P10, or HLA-DP1301 by P11 and HLA-DR0402 by P14 (top panel). Accordingly, recognition of target BLCL
was blocked by MoAb against HLA-DQ [1A3) for P1, P3, P6, P7, P10, against HLA-DP {B7.21) for P11, and against HLA-DR {GSP41) for P14. HLA-
DQs8, -DP1301, and -DR0O40Z were all mismatches of this graft in the GVHD direction. See Materials and Methods for culture conditions and
Table 1 for HLA-typing of host, donor, and target BLCL.
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Fig 6. Determination of specificity for the CD4"
clonas from patient UPN2 (same as Fig §}. Spacific
recognition of HLA-DQ8+ BLCL by clonas HER-27,
HER-29 and of HLA-DP0401+ BLCL by clone HER-28,
derived from the UPN2-b biopsy (top panel). Recog-
nition of target BLCL was blocked by MoAb against
HLA-DQ for HER-27 and HER-29 and by MoAb against
HLA-DP for HER-28 {bottom panel}. HLA-DQ8 and MED
-DP040t were mismatches of the graft in the GVHD
direction {see Table 1).

3H THYMIDINE, INCORPORATION x 10-4 rpe

understood. Here we report on the functional and structural
characterization of skin infiltrating T cells during early
GVHD. The objective of the preseat study was to obtain a
sufficient number of host-specific clones to analyze both the
diversity of their potential targets and the diversity of the
TCRs involved in their recognition. We studied four skin
biopsy-derived cell lines obtained from three patients who
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Fig 7. Specific proliferation and lysis of CD8* clones from patient
UPNZ. Specific proliferation (top panel) or cytotoxicity (bottom panel)
against HLA-B27+ BLCL by the CD8* clonas HER-3 and HER-30 de-
rived from the UPN2-a and -b biopsies. In line with the notion of
diversity for these T-cell clones involved in the GVHD process, HER-
3, but not HER-30, was able to recognize the HLA-B27 molecule
transfected in the xenogeneic PB15 target (not shown},
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developed an acute GVHD after allogeneic BMT from HLA
mismatched related donors, Our results, surmarized in Ta-
ble 2, demonstrated (1) that these cell lines were markedly
oligoclonal, (2) that a majority of skin biopsy-derived T-cell
clones were reactive against host-HLA, and (3) that these
T-cell clones used highly diverse TCR, even though they
recognized the same HLA specificity within the same tissue.
QObviously, the general impact of these results relies on a
demonstration that the T cells studied were actually involved
in the pathological process, Evidence in support of this as-
sumption, which is necessarily indirect because of the con-
straints linked to human studies, is as follows: first, our
culture conditions should allow growth of clones that are
representative of the activated (ie, IL-2-receptor positive)
T cells infiltrating the biopsy. In this respect, Heidecke et
al* elegantly demonstrated that IL-2-receptor positive graft
infiltrating cells, but not the IL-2—receptor negative cells
were alloreactive effectors on adoptive transfer in syngeneic
hosts.

Second, T-cell clones characterized in the present work
exuded from the biopsies and started to grow actively within
3 days after initiation of the culture. In contrast, we never
obtained cell lines when GVHD was not confirmed, strongly
suggesting a correlation between the clinical outcome and
the obtention of a T-cell line from these biopsies. Along this
line, our results are comparable with several other studies,
either after Kidney, BMT, or heart’ % transplantation.

Third, a2 majority of the clones derived from these biopsies
are specific for host antigens, although they were obtained
without in vitro antigenic selection. Although we cannot
formally prove that the clones presented here would have
reproduced the clinical manifestations that are characteristics
of GVHD, we think we can reasonably infer from our results,
as well as from the litetature, that the host HLA-specific T-
cell clones described in this paper actively took part in the
initiation of the GVHD process.
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The next comment to be made concerns the cell lines
oligoclonality. After Southern blot analysis of the TCR gene
rearrangements of 146 clones obtained under limiting dilu-
tion of the cells exuding {rom the biopsies, we found oniy 25
distinct T-cell clones (11, 2, 4, and 8 from the four biopsies.
respectively, see Table 2). In a regular T-cell cloning assay.
it takes more than 10 days for a clone to become macroscopi-
cally detectable. Consequently. the fact thar we obtained
within 5 days a detectable amplification of T-cell lines com-
posed of 2, 4. 8, and |1 clones implies that these clones
were both overrepresented and activated in situ. Naturally,
this does not necessarily mean that these clones were the
only T cells present in the biopsy. Particularly, in view of
other works where an important diversity of TCR-Va and
TCR-V3 gene transcripts was detected in the skin at the
time of acute GVHD,™ our results are also in Full
agreement with the recent report by R. Leibnitz et al,"” who
studied the reactivity of murine hybridomas derived from T
cells activated in vivo during GVHD and who suggested
that early in the course of the disease, a high percentage of
activated T cells sequestered in host spleen or liver were
allospecific.

Although the presence of histoincompatible tissue anti-
gens between donor and recipient is the main prerequisite
for the development of GVHD, there remains the possibility
that allogeneic T cells are not the only cells responsible for
the appearance of the disease. Donor TCR-af T cells can
also recognize pathogens, autologous determinants, or allo-
geneic fragments indirectly, ie, presented by self MHC mole-
cules. If such a recognition had occurred in the situation we
have studied, the T cells involved should have been acti-
vated, and consequently our culture conditions should have
favored them as well as those directed at classical MHC
alloantigens. We cannot exclude from our data that such
cells were present among the eight T-cell clones derived
from UPNI for which we could not document antihost reac-
tivity. In contrast, all clones from the three other biopsies
were specific for mismatched HLA-alleles of the graft {see
Tables 1 and 2). The in vivo relevance of indirect recognition
during an allo-antigenic response is a matter of debate. Al-
though the precise nature of the peptides presented together
with the host HLA-molecules is presently unknown, indirect
recognition can be excluded from our data: for example,
clone P! recognized only HLA-DQ8 bearing BL.CL., and this
reactivity was specifically blocked by an anti-DQ MoAb
with no possible indirect presentation of an HLA-DQS8 pep-
tide within another DQ-allele, which should have been
matched with the host, ie, DQ2 in the present case. The
same reasoning holds for the other clones, and therefore
mismatched HLA-alleles were probably recognized in a di-
rect, rather than an indirect, manner in the cases presented.

Although the high frequency of alloreactive T cells sug-
gests the expression of a broad spectrum of TCRs by these
effectors, evidence for restricted TCR-V gene usage by allo-
reactive T cells has been recently provided.'*** Such obser-
vations raised the possibility that the immune response lead-
ing to graft rejection or acute GVHD could be prevented by
selective depletion of alloreactive T cells. Indeed in the case
of GVHD, two factors might have contributed to the re-
stricted response: first, acute GVHD occurs rapidly after
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BMT. when T-cell reconstitution is not yet complete, and
second. GVHD lesions affect mainly epithelia, which implies
that only part of the allo-repertoire may be involved in this
process. Qur data demonstrate that this is not the case be-
tween HLA mismatched related donors. The best example
comes from the analysis of the four DQ8 clones from patient
UNP-3, whose TCR was made up of four distinct TCR-V
regions combinations.

In conclusion our data provide evidence that in the early
stages of acute GVHD after allogeneic BMT, activated T
cells at the site of GVHD lesions are host-specific and could
potentially recognize any mismatch. Moreover, this T-cell
response appears at the same time oligoclonal and clearly
not TCR-V region restricted. In the context of an allogeneic
graft between HLA mismatched related donors, it is clear
that T cells responsible tor GVHD cannot be discriminated
by the use of any particular TCR-V chain. Therefore, the
potential usefulness of TCR-V specific MoAbs as immuno-
therapeutic agents for the selective elimination of particular
TCR-V bearing cells is questionable.

ACKNOWLEDGMENT

The authors wish to thank Marie-Luce Chereau, Emma Teixeiro,
Ana del Amo, Francoise Bonneville. Patricia Herry, Sylvie Cury,
and Jean-Denis Bignon for their help in HLA typing and Els Goulmy
and Linda Liem for their gift of HLA-DR0402 BLCL.

REFERENCES

I. Thomas EB, Storb R, Klift RA. Fefer A, Jonhson L., Neiman
PE. Lesner KG. Glucksberg H, Buckner CD: Bone marrow trans-
plantation. N Engl J Med 292:832, 1975

2. Maraninchi D, Bilaise D, Rio B, Leblond V, Dreyfus F,
Gluckman E, Guyotat D, Pico JL, Michallet M, ifrah N: Impact of
T-cell depletion on outcome of allogeneic bone-marrow transplanta-
tion for standard-risk leukemias. Lancet 2:175, 1987

3. Cochet M, Pannetier C, Regnault A, Darche §, Leclerc C,
Kourilsky P: Motecular detection and in vivo analysis of the specific
T cell response to a protein antigen. Eur J Immunol 22:2639, 1992

4. Pannetier C, Cochet M, Darche S, Casrouge A, Zotler M,
Kourilsky P: The size of the CDR3 hypervariable regions of the
murine T-cell receptor 4 chains vary as a function of the recombined
germ-line segments. Proc Natl Acad Sci USA 90:4319, 1993

5. Vogelsan GB, Hess D: Graft-versus-host disease; New direc-
tions for a persistent problem. Blood 84:206t, 1994

6. Garski J, Yassai M, Zhu X, Kissetla B, Keever C, Fomenberg
N: Circulating T cell repertoire complexity in normal individuals
and bone marrow recipients analysed by CDR3 size spectratyping,
J Immunol 152:5109, 1994

7. Villers D, Milpied N, Gashet I, Davodeau F, Hallet MM,
Bonneville M, Vié H: Alteration of the T ceil repertoire after bone
marrow transplantation. Bone Marrow Transplant 13:29, [994

8. Vilmer E, Triebel F, David V, Rabian C, Schumpp M., Leca G,
Degos L, Hercent T, Sigaux F, Bensussan A: Prominent expansion of
circulating lymphocytes bearing y T-cell receptors, with preferential
expression of variable y genes after allogeneic bone martow trans-
plantation. Blood 72:841, 1988

9. Gorochov G, Debre P, Leblond V, Sadat-Sowti B, Sigaux F,
Aurran B: Oligoclonal expansion of CD8+CD57+ T cells with re-
stricted T-cell receptor 8 chain variability after bone marrow trans-
plantation. Blood 83:587, 1994

10. Marrack P, Kappler J: T cell can distinguished between ailo-
geneic major histocompatibility complex products on different cell
type. Nature 332:840, 1988




T-CELL RESPONSE DURING GVHD

i1. Parfrey NA, Sainte Croix H. Prud homme I Evidence that
nonlymphoid tissue injury in acufc graft versus host disease is limited
to epithelial cell aberrantly expressing MHC antigen, Transpluntation
48:655. 1989

42. Santamaria P, Boyce Janino MT. Lindstrom L. Rich §5. Faras
AJ. Barbosa JJ: Alloreactive T cells can distinguised between the
same class [ MHC products on difterent B cell lines. J Immuncl
146:822, 1991

13. Belanger C. Esperou-Bourdeau H, Bordigoni P. Jouet JP. Sou-
iltet G. Milpied N. Troussard X. Kuentz M, Herve P. Reiffers I.
Demeocqy F, Dauriac C. Blaise D, Michallet M. Fiere D, Freycon F.
Gratecos N, Rio B. Leblond V. ifrah N, Atal M, Bergerat JP. Viimer
E. Pico J. Raffoux P. Cudrelier P. Gluckman E: Use of an anti-
interleukine receptor monoclonal antibody for GVHD prophylaxis
in unrelated donor BMT. Bone Marrow Transplant 11:293, 1993

|4. Moisan JP, Bonneville M. Bouyge 1, Moreau JFE. Soulillou
JP. Lefranc MP: Characterization of T-cell receptor gamma (TCR)
gene rearrangement in alloreactive T cell clones. Hum Immunci
24:95, 1989

15. Lefranc MP. Rabbit TH: Two tandemly organized human
genes encoding the T-cell gamma constant region sequences show
multiple rearrangement in different T-cell type. Nature 319:420,
1986

16. Lefranc MP, Forster A, Baer R. Stinson MA, Rabbit TH:
Diversity and rearrangement of the human T-cell rearranging gamma
genes: Nine germline variable genes belonging to two subgroups.
Cell 45:237, 1986

17. Sims JE. Tunnacliffe WJ, Smith W), Rabbits TH: Complexity
of human T cell antigen receptor beta-chain constant and variable-
region genes. Nature 312:541, 1984

18. Bragado R. Lauzurica P, Lopez de Castro JA: T cell receptor
V{3 gene usage in a human alloreactive response: Shared structural
features among HLA-B27-specific T cell clones. ] Exp Med
171:1189, 1990

19. Lauzurica P. Bragado R. Lopez D. Galocha B. Lopez de
Castro JH: Asymmetric selection of T cell antigen receptor a- and
S-chains in HLA-B27 alloreactivity. J Immunol 148:3624, 1992

20. Vié H, Chevalier S, Garand R, Moisan JP. Praloran V. De-
vilder MC, Mareau JF, Soulillou IP: Clonal expansion of lympho-
cytes bearing the yé T-cell receptor in a patient with large granular
lymphocyte disorder. Blood 74:285. 1989

21. Kirk AD, Ibrahim MA, Bellinger RR, Dawson DV, Finn OI:
Renal allograft-infiltrating lymphocytes. A prospective analysis of
in vitro growth characteristics and clinical relevance. Transplantation
53:329, 1992

22. Gaschet J, Mahe B, Milpied N, Devilder MC, Dreno B, Big-
non JD, Davodeau F, Hailet MM, Bonneville M. Vie H: Specificity
of T cells invading the skin during acute graft versus host disease
after semiallogeneic bone marrow transplantation. J Clin Invest
91:12, 1993

23. Billingham RE: The biology of graft-versus-host reactions.
Harvey Lect 62:21, 1967

24. Elkins WL; Cellular immunology and the pathogenesis of
graft-versus-host reaction. Prog Allergy 15:78. 1971

25 Reinsmoen NL, Kersey JH, Bach FH: Detection of HLA
restricted anti-minor histocompatibility antigen(s) reactive cells from
skin GVHD lesions. Hum Immunol 11:249, 1684

26. Kasten Spores C. Masset M, Vamin F. Devergie A,
Gluckman E: Phenotype and function of T lymphocyte infiltrating
the skin during grafi-versus-host disease following allogeneic bone
marrow transplantation. Transplantation 47:621, 1989

27. Nikaein A. Poole T, Fishbeck R, Ordonez G, Dombrausky
L. Stone MJ, Collins RH, Fay JW: Characterization of skin-infiltrat-
ing cells during acute graft-versus-host disease following bone mar-
row transplantation using unrelated donors, Hum Immunol 40:68,
1994

2353

2%, Strom TB, Kupiec-Weglinski JW., Tilney NL: On the mecha-
pism of rejection of vasculanized organ allografts: A review and
a attempt at synthesis, in Morris PJ, Tilney N (eds): Progress in
Transplantution. New York, NY. Churchill Livingstone, 1985.p 126

29, Qrosz CG, Bishop DK: Limiting dilution analysis of alloreac-
tive T-cell status and distribution during allograft rejection. Hum
Immunol 28:72, 1990

30, Feng HM. Glasebrook AL. Engers HD. Louis JA: Clonal
analysis of T cell unresponsiveness t alloantigens induced by neona-
tal injection of Fl spleen cells into parental mice. J Immunol
131:2165, 1983

31. Orosz CG. Adams PW. Ferguson RM: Frequency of human
alloantigen-reactive T lymphocytes. [1 Method for limiting dilution
analysis of alloantigen-reactive helper T cells in human peripheral
blood. Transplantation 43:235, 1987

32. Munca FB. Ferry B, Jaakkola M, Halttunen J. Horsmanheimo
L. Hayry P: Frequency and functional characterization of specific
T-helper cells infiltrating rat kidney allograft during acute rejection.
Scand J immunol 25:255, 1987

33. Heidecke CD, Brauer R, Schneider-Eicke J, Schilling T. Wolf
S. Diamanstein T; Direct evidence of a functional separation of
alloreactive T lymphocytes trom bystander cells infiltrating rat allo-
grafts, Interleukin 2 receptor-positive cells reacting with the mono-
clonal antibody ART t8 mediating second-set rejection. Transplanta-
tion 50:101. 1990

34. Harcombe AA, Cary NR, Mullin P. Sharples LD, Schofield
PM. Large SP. Waliwork J. Weissberg PL, Borysiewicz LK: Lym-
phocyte culture form endomyocardial biopsies. Etfects of polyclonal
T cell activators compared with interleukine-2 alone. Transplantation
58:1277. 1994

35. Dietrich PY, Caignard A, Diu A, Genevee C. Pico JL. Henry-
Amar M. Bosg J, Angevin E. Triebel F. Hercent T: Analysis of T
celt receptor variability in transplanted patients with graft-versus-
host disease. Blood 80:2419, 1992

36. Dietrich PY. Caignard A, Lim A, Chung Y, Pico JL. Pannetier
C. Kourilsky P, Hercent T. Even J, Triebel F: In vivo T-celt cional
amplification at time of acute graft-versus-host disease. Blood
84:2815, 1994

37. Leibnitz RR, Lipsky PE, Thiele DL: Reactivity of hybridomas
derived trom T cells activated in vivo during graft-versus-host dis-
¢ase. J lmmunol 153:4959, 1994

38. Beal §S, Lawrence JV, Bradley DA, Mattson DH, Singer DS,
Biddison WE: B-chain gene rearrangements and V3 gene usage in
DPW2-specific T cells. J immunol 139:1320, 1897

39, Geiger MJ. Gorski J, Eckels DD: T cell receptor gene segment
utitization by HLA-DRl-alloeactive T cell clones. J Immunol
147:2082, 1991

40. Miceli C, Finn OV: T cell receptor f-chain selection in human
allograft rejection. J Immunol 142:81, 1989

41. Katovich Hurley C, Steiner N, Wagner A, Geiger MJ. Eckels
DD, Rosen-Bronson S: Nonrandom T cell receptor usage in the allo-
recognition of HLA-DR| microvariation. J Immunol 150:1314, 1993

42. Goronzy J1. Xie C. Hu W, Lundy 5K, Weyand M: Restric-
tions in the repertoire of allospecific T cells. Contribution of the a-
helical sequence polymorphism of HLA-DR molecules. J Immunol
151:825, 1993

43. Yamanaka K, Kwok W, Mickelson EM, Masewicz S, Smith
E, Nepom GT: Selective T-cell-receptor gene usage in allorecogni-
tion and graft-versus-host disease. Transplantation 55:1 167, 1993

44, Koop BF, Rowen L, Wang K, Lam Kuo C, Seto D, Lenstra
JA, Howard S, Shan W, Deshanpe P, Hood L: The human T-ceil
receptor TCRAC/TCRDC (Ca/C8) region: Organization, sequence,
and evolution of 97.6 kb of DNA. Genomics 19:478, 1994

45, Wei S. Charmley P, Robinson MA, Concannon P: The extend
of the human germline T-cell receptor V beta gene segment reper-
toire. Immunogenetics 40:27, 1964



	AYUDA DE ACROBAT READER
	SALIR DE LA TESIS
	USO DEL RECEPTOR DE ANTÍGENO DE LA CÉLULA T (TCR) EN PROCESOS PATOLÓGICOS. ESTUDIOS EN LA ENFERMEDAD DE INJERTO CONTRA HUESP
	Agradecimientos
	Abreviaturas
	ÍNDICE
	INTRODUCCIÓN
	1.- El receptor de antígeno de la célula T
	2.- Antígenos y su reconocimiento
	3.- Activación de la célula T
	4.- Tolerancia
	5.- Respuestas alorreactivas
	6.- Enfermedades autoinmunes
	7.- Enfermedad de injerto contra huesped (EICH)
	8.- Espondiloartropatías
	9.- Aproximaciones metodológicas para el estudio de repertorio de TCRs

	OBJETIVOS
	A.- Estudio de células T que infiltran lesiones de piel de afectados por aEICH tras TMO alogénico
	B.- Estudio de las diferencias entre el repertorio de TCRs en muestras locales y en PBLs de enfermos con espondiloartropatía

	MATERIALES Y MÉTODOS
	A.- Estudio de células T que infiltran lesiones de piel de afectados por aEICH tras TMO alogénico
	B.- Estudio de las diferencias entre el repertorio de TCRs en ¡nuestras locales y en PBLs de enfermos con espondiloartropatía

	RESULTADOS
	A.- Estudio de células T que infiltran lesiones de piel de afectados por aEICH tras TMO alogénico
	B.- Estudio de las diferencias entre el repertorio de TCRs en ¡nuestras locales y PBLs de enfermos con espondiloartropatías

	DISCUSIÓN
	A.- Estudio de las células T que infiltran lesiones de piel de afectados por aEICH tras TMO alogénico
	B.- Estudio de las diferencias entre el repertorio de TCRs en muestras locales y en PBLs de enfermos con espondiloartropatías

	CONCLUSIONES
	A.- Estudio de las células T que infiltran lesiones de piel de afectados por aEICH tras TMO alogénico
	B.- Estudio de las diferencias entre el repertorio de TCRs en muestras locales y en PBLs de enfermos con espondiloartropatía

	BIBLIOGRAFÍA
	APÉNDICE

	ddd: 
	dd: 


