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Introducción

INTRODUCCIÓN.

1.- El receptor de antígenode la célula T.

El sistemainmunológico,potencialmentecapazde neutralizarla entradade un elemento
extrañoen el organismo,sedivide en sistemainmunológico adaptativo,que discriminaentre los
distintoselementosextrañoso antígenos(Ags) y potencialarespuestafrentea éstosenfuncióndel
número de exposiciones,y sistemanimunológico no adaptativo,independientedel número de
exposicionesalAg (1).

La respuestainmunológicaadaptativaestámediadapor los linfocitos B y 17, los cuales
inicwn suparticipaciónen la respuestatras el reconocimientodel Ag a través de sus receptores
especificos.El 300/ode las célulasque componenel sistemainmunológicosonlinfocitos y de ellos
el 700/osoncélulasT (1). Los receptoresde la célula17 implicadosenel reconocimientoantigénico
sedenominanReceptoresde Antígenode la CélulaT (TCR) (2).

El TCR está formado por dos glicoproteinas altamente polimórficas clonalnrnte
distnl,u¡das.heterodinrrosaB oy8, asociadasa un complejo de cadenasinvariablesdenominado
CD3(3)(Fig l).E195%delascélulasTdesangreperifrricaexpresanTCRsformadospor
dínrrosaB. Ambas cadenasestáncodificadaspor distintos segmentosgénicos denominados
regionesvariables(y), de diversidad(D) (únicamenteencadenas8), de unión(J)y constantes(C)
que se recombinandurante la ontogeniade los linfocitos T y que generanla diversidadde
receptoresnecesariaparael reconocimientoespecificodelos Ags (4).

Los aminoácidoscodificadosporlas regionesgénicasy, D y J definenencadacadenaun
dominio denominadoV. Los dominiosV sonextracelularesy suvariabilidadde secuenciaesmuy
elevada.Cadauno estáestabilizadoporunpuentedisullúrointracatenarioy, enel casode la cadena
a, presentaun sÉlo de glicosilación.Los dominios y de ambascadenassonlos responsablesdel
reconocimientoantigénico.

La regióngénicaC decadacadenacodificaun dominio C, unazonabisagra,unaporción
transmembranay una cola intracitoplásinica.Las regiones C, como su nombre indica son
précticanrnteconstantes.Cadauno de los dominiosC presentaun puentedisulfliro intracatenario.
El dominioC de la cadenaapresentaun sitio de glicosilacióny doselde lacadena8. Los dominios
C deambascadenasinteraccionanconlos componentesdelcomplejoCD3 (3).

Cadaunade las cadenaspresentaunapequeñazonabisagracomprendidaentreel dominio
C y eldominio Ambasestánunidasatravésdeunpuentedisullbrointercatenarioy
presentanun sitio de glicosilación. Recientementese ha demostradoque incluyen motivos de
secuenciaquecontrolanla eficienciade la señalizacióninducidaporel reconocimientodelAg. Así,
seha comprobadoque la secreciónde IL-2 tras la activación esmenor si se mutan residuos
conservadosenlos dominiosbisagrade lascadenasay 8 devariasespeciesy sesustituyenporlos
de susrespectivascadenaslx~n5logas,5 y y (5, 6).

Cadacadenaatraviesala membranacitoplasntticaconun único dominiotransrnernbranay
terminaensuextremocarboxi-terminal(Ct) conunapequeñacolacitoplasnáticade 5 aminoácidos
enel casode la cadenaay de 9 aminoácidosenel de la cadena8. La regióntransmembranade la
cadena8 sehaimplicadoenla asociacióndelheterodkxrroaB condeterminadoscomponentesdel
CD3 (7). Se ha comprobadoquecélulas17 cuyosTCRscarecende la colaintracitoplasnúticade la
cadenaano soncapacesde internalizarelTCRtrasla activaciónconunmitógeno(8).

Los heterodíntrosal3 aparecenenla superficiecelularunidosal complejoCD3 conel que
forman el TCR. CD3 estácompuestopor tres cadenaspolipeptídicasasociadasen forma de
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<limerosysy Sc y un hoinodímero C~ Los últimos estudiosindicanque la estructuradel lCR es
(aBI»Qc)(&)(~C) (9). Cadauna de las cadenasdel complejocontieneen la región citoplésmica
secuenciasdenominadasMotivos de Activación de Inmunorreceptoresbasadosen Tirosina
(117AM) quesondianasdetirosin-quinasasy cuyafosforilaciónesel primereventodetectadoen la
señalizacióntraselreconocimientodeAg atravésdeldineroaB (10).

1.1.- Nomenclatura, organización, reordenamientoy diversidadde los genesTCR.4 y
TCRR.

La nomenclaturade los segmentosgénicosque forman cadacadenadel dímero aB fue
definidaporel subcomitédenomenclaturadela Unión Internacionalde Sociedadesde Inmunología
(LUIS). Las regionesgóticasde las cadenasa y fi del TCR se denominanTCRA y TCRB,
respectivanrnte.Cadaelementogótico sedesignaV, D, J o C indicaixlo con un número la
sublbniilia (en segmentosV) o laagrupacióngótica(en el restode segnrntos).La letra 5 seguida
de otro número señalaa qué miembronos rei~rimos.Se define subbniliacomo el conjunto de
segmentosTCRV queposeenunahomologíade secuenciadenucleótidossuperioral75%(11). La
homologíaentrelas distintassubtbmlliasvaríaentreel 16%y el 58%(11). Deestamaneralas 81
secuenciasdistintasobtenidasde segmentosV de cadenasa definen 32 subkmiliasy las 138
secuenciasdistintasde segmentosy decadenasfi definen34 subfaniilias(11). En funcióndeltipo
de estudio,puedeserconvenienteagruparlos segmentosV en función de su homologíaen la
secuenciadenucleótidos(12)oenflnróndelosaminoácklosqueaparecenenlasposiiones6ly
62 (13)(Tabla 1).

Los genes TCRAV se localizan en el cromosoma14 (14q11) en humanos(14). La
secuenciaparcialdellocusñxlicaqueenla líneagerminaly deposición5’ a3’ existeunaagrupación
gónicaformadaporlos 70-80segmentosTCRAV, los segmentosgóticosde la cadena5 del TCR,
los 63 segmentosTCRAJy, enelextremo3’ delgen,elúnico segmentoTCRAC (Fig. 2).

El locus170111,situadoenelcnmosonn7 enhumanos,seha secuenciadocompletamente
(15). Los genesde la líneagerminalestánseparadosen 3 agrupacionesgénicas:En la posición5’
del locus, seencuentrauraagrupaciónque contiene64 segmentosTCRBV. A continuaciónde
ésta,sesitúa una agrupaciónque contieneel segmentoTCRBD1, 6 segmentosTCRBJ1 y el
segmentoTCRBC1. Traséstaexisteunaterceraagrupaciónquecontrir el segnrntoTCRBD2, 7
segmentosTCRBJ2 y el segmentoTCRBC2. Por últinx,, en el extremo Yde la región, se
encuentrael segmentoTCRBV3OSI,cuyalecturaestáinvertidarespectoal restode los segmentos
dellocusTCRBV (Fig. 2).

Los segnrntosTCRA y TCRB sereordenanenun estadiotempranode la maduraciónde
los timocitos,precursoresdelascélulas17. El reordenamientoseproducesecuencialmente(Fig. 3)
de formaqueen primerlugarserecombinauno de los álelosTCRB, mientrasel otro peinnece
bloqueado(16). ICRA no sereordenahastaqueexisteunarecombinacióncorrectade170111.

El reordenamientode TCRB comienzacon la unión de un segmentoTCRBD a uno
TCRBJ. A continuación,un segnrnto170(3V serecombinacon el TCRiBD-J (17). Entre las
zonasdeuniónde los segmentosy y D y los D y J, la enzinadeoxinucleotidiltransferasaterminal
(TdT) introducealeatoriamentenucleátidosno codificadosen la líneagerminalqueconformanla
región N. Se ha descrito la translocaciónde las últinms basesde la región V (región P) pero
prácticamenteno seproduceen TCRA ni TCRB. Los segmentosgóticoscomprendidosentrelos
recombinadosseeliminan,porlo queel genTCRB de lascélulasT madurasesde menortamañoy
carecede partede los segmentos.La unióndeuno delos segmentosTCRBC seproducedurantela
maduracióndelmRNA y, además,seeliminanlos hitronesinternosde la regiónV, el comprendido
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SUBGRUPO

TCRAV

(Chothia)

SUBFAMILIA

TCRAV

SUBORUPO

TCRiBV

(Chothia)

SUBFAIvIILIA

TCRiBV

1 2, 8, 15, 17,21 la 6, 8, 16,21,22,26

2 3,5, 10, 13, 18, 19, 23, 24,

25, 26, 27, 28, 29, 30, 32

lb 10, 18, 19,25

3 6,12,14 lc 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 11 5 20

SUBORUPO
TCRAV (Schiffer)

SUBFAM[LIA SUBORUPO
TCRBV
(Schiffer)

SUBFAMILIA

1 1,9,16,22 í 1,2,4,5,6,7,8,9,10,16,18,19,21,22,23,24,25,26
II 2,7, 14, 17,21 II 3, 11, 12, 13, 14, 15, 17,20

III
3,5, 10, 13, 15, 19, 23, 25,

27, 28, 30, 32

MISCELANEA 4, 6, 8, 11, 12, 18, 20, 24,
26,29,31

Tabla 1: Clasificación de las subtbmilias de TCRAV y TCRBV
las definicionesdeChothiay coL (12) y Schiffery coL (13).

ensubgruposdehomologíasegún
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entrelaregiónJylaCylosdelaregiónC,tantolosqueseparanlosexonescorrespondxentesal
dominio C como los comprendidosentre la región bisagra, la transinembranay la cola
citoplasmática..Se han descrito mecanismosde empalmeo “splicing” alternativo durante la
maduracióndel mRNA que puedenaumentarla diversidaddebida al reordenamientode los
segmentos(18). La proteínacodificadapor el producto del reordenamientose expresaen la
membranadel tunocitoasociadaa unacadenadenominadapT-ay apartedel complejoCD3 (19).
Si seproduceestepaso,comienzael reordenamientode los segmentosTCRA. Si porel contrario,
la cadena¡3 no puedeexpresarseenla superficiedeltimocito, secontinúareordenandoTCRB hasta
lograrun reordenamientoproductivo.El reordenamientoproductivode uno de los alelosde TCRB
implica un mecanismode exclusiónalélicaquebloqueael reordenamientoy transcripcióndel otro,
por lo queen generalcadacélula 17 madurasólo transcribeel mRNA que codifica unacadena¡3
(16), aunqueaproximadamenteel 1% de las células17 obvian la exclusiónalélicay expresandos
TCRstbncionalescondistintascadenasB (20,21).

El reordenamientode TCRA se producede formaanálogaal de TCRB. A diferenciade
éste,ambosalelosTCRA reordenan y siguen denandobastaque un dímero
aBseexpresaenla membranadeltimocito. Al igualqueenel casode TCRB, el segmentoTCRAC
seune al V-J durantela maduracióndelmRNA y tambiénen estecasose handescritoempalmes
alternativos(18). El reordenaniientosimultáneode los dos alelosTCRA. implica que sepueden
transcribirdos mRNA y por ello hastaun tercio de las célulasT maduraspuedenexpresardos
TCRs funcionales con distintas cadenasa (22). Se han realizado estudios con anticuerpos anti-
TCRVCZ que sugierenque en humanosel número de células 17 con dos TCRs funcionaleses
cercanoal teórico (21) y que los fetnrnos de transcripciónpreferentey emparejamiento
mayoritariode unacadenasonminoritarios,alcontrariode lo observadoenratones(23,24).

No se ha detectadohipennutaciónsomática en los TCRs, pero existen múltiples
mecanismosy elementoscuya combinaciónes capazde generar 10í1~l0ló heterodímerosaB
distintos(2,25,26),comoporejemplo: la existenciadedistintosalelosde los segmentosTCRLBV y
TCRAV, lasmúltiplescombinacionesentresegmentosTCRV, TCRD y TCRJ,los distintosinicios
de lecturade las regionesD, la adición de nueleótidosno codificadosen la líneagerminala las
regionesN, los distintosensamblajesentre los exonesdurantela maduracióndel mRNA y las
posiblescombinacionesentrecadenasay 13.

La totalidad de TCRs expresadosclonalmentepor las células 17 de un individuo se
denominarepertoriode TQ(s. Los estudiosdel repertorio en sujetossanosindican que existen
usos sesgadosde los distintoselementosgeneradoresde diversidad(Fig. 4 y 5 y Tablas2 y 3).
Estos sesgosse debena la influencia de distintos factoresque son capacesde modificar el
repertorio. Se ha descritoque el repertorio está limitado por factoresgertticos(31, 32), por
reordenamientospreferentesde determinadossegmentos1701V (27) y TC1U (30, 33), por la
dependenciadetaniaflosde las regionesN y N-4-D en función de los segmentosTCRJempleados
(30)yporlamayorutllizaciéndedetenninadosaminoácidosenlasregionesNyN+Denflmción
de suposición(29)o delsegmentoTCRV empleado(30).El repertoriotambiénestámodificadoy
limitadoporfactoresambientales,la exposicióna distintosAgsalo largodelavidadelindividuo y
por los procesosque conducenalatolerancia.Apesarde eDo, el repertorio de TCRs es lo
suficientementeamplio como para cubrir las necesidadesde reconocimientoantigénico del
mduviduo.

3



o
~

r-s
0

%
N

-O
O

O
C

fl

Go
e

n
I~

Itrb
IÚ

l—
In

Ie
n

I<
rJ

rn

G
o

fl0
%

’C
’O

’flN
O

C
C

C

$
r~

o
r-Ú

n
s
o

e
n

—
o

a
o

~
c
w

n
o

c

rn
O

CC
‘fl

tY-
0%

<Nl
<Nl

r-
—

N
r

ca

en
N

N
O

O

—
r~

fl
C~

9
O

~
Ú

O
~

~
—

4
0

N
O

O
0%

en
oc

C
ts

fl~
—

—
en

O
CO

—
—

—
—

—
—

—
—

—
—

~~C
C

O
q0%

•r-’fl
~N

N
~O

0N
-~

O
~

c
N

a
~

ri~
a

~
re

s
0%

tfl
‘fl

00
(‘1

‘0
0%

Cl
O

~
#

cr4
riÑ

o
ctn

—
—

o
q

~
4

~t%
00

CC
tn

O

~m
flt~C

0tnár-~.~Á
0ó

rn
Q

o
0

%
r-0

%
~

0
0

C
0

0
0

~
4

e
n

Ú
O

C
lt4

C
l

C
l

<
o

d
s
c
i.io

r—
o

c

O
e

C
l

~
N

C
tr-O

C
l

—
e

n
—

N
ra

—
—

—
.—

.—
—

—
—

a

-D
Oce’

r¿’~
‘—

.

uC
o

ji’-dE-.
O•~%

rs;

>
0O
c
a

S
s

o+
0

jo
0

4
—

4
5

11o
•d

5.4
-

0

u’u~
0

¡
A

>

C
C

)



TCRAJ TCRAI

1 0 32 0.3

2 0 33 2.3

3 2.1 34 LO

4 4.8 35

5 4.1 36 0.7

6 2.8 37 3.8

7 ¡.3 38 2.1

8 2.1 39 3.1

9 3.8 40 2.8

10 3.1 4! 0.3

II 0.7 42 1.3

12 0.7 43 2.1

13 1.3 44 2.1

14 0 45 3.1

¡5 3.1 46

16 1.0 47 2.3

1’7 1.3 48 2.8

18 1.0 49 3.!

19 0 50 0.7

20 3.4 Sl

21 0.7 52 4.1

22 2.1 53 1.3

23 3.1 54 2.1

24 2.! 55

25 0 56 1.0

26 1.3 57 2.3

27 0.7 58 1.7

28 1.0 59

29 2.3 60

30 2.3 61

31 2.1 .

T

TCRBJ

—

151 ¡40

1S2 96

153 ti

154 35

¡55 7.4

156 2.6

251 ¡9.2

252 6.1

253 7.9

284 2.2

255 7.4

2S6 1.3

287 ¡7.0

Tabla 3: Frecuenciade uso de segmentosTC1U. Media obtenidade 300 trAnscritos
procedentesdePBLsde 3 individuossanosno relacionados.TomadodeMoss y cok
(29)y deQuiros-Roldany cols. (30).
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Figura 4: Frecuenciade uso de segmentosTCRV. A: Uso de segmentosTCRAV. Frecuencias
calculadasa partir de las secuenciasde 300 trAnscritos procedentesde 3 individuos sanosno

relacionados.Tomadode Mossy col. (27). B: UsodesegmentosTCRBV. Frecuenciascalculadasa
partir de las secuenciasde 300 trAnscritos procedentesde 5 individuos sanosno relacionados.
TomadodeRosenbergy col (28).
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Introducción

2.-Antígenosy su reconocimiento.

Los TCRsreconocenbásicamentedostipos de Ags: péptidospresentadospormoléculas
del Complejo Principal de Histocompatibilidad(MIIC) (34, 35) y superantígenos(SAg). El
epítopo,o porción del Ag reconocidapor el TCR de un linfocito individual, estáformado por
residuostantodelpéptidocomode la moléculadelMMC. El reconocimientode los SAg selleva a
cabo independientementede la especificidadantigénicadel TCR y dependede qué región y
expresasucadena13, por lo que no sedefine epítopoenel reconocimientode SAg. No existen
diferenciasentrela activaciónde las célulasT por un complejo péptido/moléculadel MHC y un
SAg, como demuestrandistintos estudiosque cuantifican la internalizacióndel TCR (36), la
movilizaciónde calcio intracelular([Ca2~Jj, la respuestaproliferativay la secreciónde citoquinas
(36,37).

2.1.-LILA, péptidosy estructurasdelTUN inzplkadasen su reconodndento.

El MHC esun sistemade genesaltamentepolini5rflco y poligénicoque en humanosse
localiza en el brazocofto del cromosoma6 (38). Granpartede los genesdel MIIC codifican
proteinasrelacionadascon el procesamientoy presentaciónde péptidosen la superficie de las
células. En humanos,las moléculasdel MI-FC encargadasde la presentaciónde péptidosa las
células1 se denominanAntígenosLeucocitariosHumanos(HLA) y estáncodificadasen la región
de clase1 (FILA-A, HLA-B y HLA-C) y enla regiónde claseII (FILA-DR, HLA-DQ y HLA-DP)
del MHC (38). El MHC codifica, además,otrasproteínasrelacionadasconel procesamientoy
presentaciónde péptidos(FILA-E, -O, -DM, etc.).

La expresiónde los alelos del FILA es codominante,por lo que cadaindividuo puede
expresar6 moléculasde clase1 distintasy 6 de claseII. Lasmoléculaspresentadorasde clase1 y
claseII no sólosediferencianporsu localizaciónenel MHC, sinoporsuestructura(iFig.6): lasde
clase1 estánformadasporuna glicoproteinade membranaasociadaa ma cadenaextracelular
denominada¡32 microglobulina(B2m) y presentanun sitio de uniónparaCD8, correceptorde una
subpoblaciónde célulasT (39); las de claseII estántbrmadaspor dosglicoproteinasde membrana
de aproximadamenteel mismotanufioy tienenun sitio de uniónparaCIX, correceptorexpresado
porotra poblaciónde células17.

A pesarde estasdiferencias,los dominiosqueincluyensonhon~logos:Los dosdominios
másdistalesrespectoa la membranatbrman,en amboscasos,unahendiduraconsistenteenuna
lámina 13 de 8 cadenasantiparalelasflanqueadapor doshélicesa (Fig. 6C y 6D) (40). Tanto las
moléculasdeclase1 cornolasdeclaseII puedenalojarpéptidosenlahendidura:lasprimerasalojan
preferentenrntepéptidosde 8 a 9 aminoácidos,aunquesehanllegado aaislarpéptidosde 13-14
aminoácidos(41-43); lahendidurade lassegundasesmásabiertapor los extremosy permitealojar
péptidosde hasta25 aminoácidos,aunquelamayoríaoscilaentre11 y 13 aminoácidos.

Los péptidosunidosa las moléculasdelMHC de clase1 procedenmayoritariamentede la
digestión parcial de proteínascitoplasmáticas,tanto propias como de virus o de bacterias
intracelulares.Sehadescritoquetambiénsepuedenpresentarpéptidosde origenextracelularpor
lisis deendosomas(44),regurgitacióndelosproductosdedegradaciónde lisosonus(45),etc.Los
péptidos unidos a moléculasde clase II en generalderivan de la degradaciónde partículas
fagocitadas,por lo quepuedenprocederde restosde otrascélulasdelorganismo,debacteriaso de
parásitosextracelulares.A pesarde ello, se han encontradopéptidosderivadosde proteínas
citosólicasunidosa moléculasde claseII (46),probablementeprocedentesde los restosde otras
células.
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Determinadosresiduos de la hendidurade unión del péptido forman subcavidadeso
“pockets” a los queseunenlos residuosde los péptidosdenominadosresiduosde anclaje:enFILA
de clase1 esfiindanrntalla uniónde los residuosenposición2 y 9 delpéptido (P2y P9),que se
alojan respectivamenteen las subcavidadesH y C-F del lILA (47); en claseII, en cambio,el
principal residuode anclajedel péptidoesPl que se aloja en la subcavidad1, pudiendoanclarse
otrosresiduosa las subcavidades3,5 y 7(47).Elpolimorfismo de los distintosalelosdelHLA se
concentraen los residuosde estas subcavidades(48), por lo que cadaFILA aloja peptidos
diferentes(47). Los estudiosde difracción de rayos-X de cristalesde complejosFILA/péptido
unidosadinerosaB delTCRde los quesehaneliminadolasregionestransmentrana(49, 50) han
confirmadodatosanterioresque indicabanque ambosdominiosy del heterodímeroa~ del TCR
interaccionabanconel complejopéptido-HLA a travésde unos giros [3 denominadosRegiones
DeterminantesdeComplementariedad(CDRs)(2, 34). El TCRpresenta6regionesCDR 3 en la
cadenaa y 3 en la cadena II (Fig. 7). Las regionesCDR1 de ambas cadenascomprenden
aproximadamentedelresiduo23 al 34 y las CDR2 entreel residuo47 y el 57 (numeracióntomada
de Kabaty cok (51)). TantoCDR1 corno CDR2estáncodificadasenlos respectivossegmentos
TCRV. Las CDR3 se sitúanentrelos residuos90 y 100, esténcodificadasporlas zonasde unión
entrelos segmentosTCRV y 17CM e incluyen los nucleótidosde las regionesN y N+D (26). Las
regionesD codifican mayoritariamenteGW mientrasque los nucleótidosde las regionesN se
introducenalazardurantelaontogenia,por lo quela variabilidadde las CDR3 esaúnmayorquela
de CDRl y CDR2. CDRl y CDR2 interaccionanmayoritariamentecon residuosdel FILA,
mientrasqueCDR3 contactaprincipalmenteconresiduosdelpéptido(34) (Fig. 8).

2.2.-Superantígenosy sureconocunientoporel TUL

Los SAg son proteínasde origen viral o bacterianocapacesde estimular grandes
subpoblacionesde células17, independientementede suespecificidadantigénica.La activaciónpor
SAg inducela proliferacióncelulary, unavezdesaparecidoel estímulo,seproducela disminución
de la subpob¡aciónestimulada.

Los SAg de origen bacteriano(bSAg) son proteínassolublessecretadaspor bacterias,
corno Staphylococci,Mycoplasma,Yersinia,etc. Tienendos dominios,uno de los cualespuede
interaccionarconel TCRy el otro con unamoléculadel MHC de claseII, aunquela interacción
conla moléculadelMHC no esnecesariaparaconseguirla activaciónde la célula17(37).Los SAg
de origenviral (vSAg) soncodificadospor retrovirusy puedenestarintegradosen el genonndel
iixlividuo (52). Se han estudiadoen ratones,principalmentelas proteínasdel virus de tumor
mamariomurino (MMTV) y sehanidentificado con los antiguamentedenominadosAgs menores
estimuladoresde lintbcitos (MIs). Seexpresancomo proteinasde nrmbranay poseenun dominio
capazde unirseal 17<2W otro a la moléculade claseII, unaregióntransmembranay unapequeña
colaintracitop]asmática.

Los SAgs interaccionancon la cadena13 del TCR Seha descritoque los bSAg y vSAg
mteracc¡onancon diferentes regiones del dominio VB. Los bSAg contactancon CDR2 y
minoritariamentecon la región HiperVariable 4 (HV4), codificadapor la región y y que
comprendelosresiduos68 al 78 deldominioV. Los vSAgseunenprincipalmenteatravésde 11V4
y de CDR1 (53) y cubrenparcialmenteelpéptido.CadaSAgescapazdeestimulartodaslascélulas
17 queutilizan determinadossegmentosTCRBV en su17<2K Así, la enterotoxinaB de S. aureus
(SEB) escapazde activar células17 humanasque expresenV83, V812, V1314, VB1S, V1317 o
VB2O. RecientementesehandescritoSAgs que, ademásde contactarcon CDR1,CDR2y HV4,
presentanrequerimientosde secuenciaenlas CDR3B (54,55).
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3.- Activación de la célula T.

Simultáneamentea la interaccióndel TCRconun Ag (complejopéptido-FILAo SAg), los
correceptoresCD4oCD8 seasocianconel TCRy contactanconel lILA de clase11 y de clase1,
respectivamente.CD4 y CD8, cuya expresiónen células17 madurases mutuamenteexcluyente,
actúansinergísticamentecon elTCR puesposeenun dominio intracitoplasniéticoqueinteracciona
fuertementeconlatirosin-quinasalck que,junto aotrastirosin-quinasasdelafamilia src, seactivay
fosforilalastirosinaspresentesenlosllAMsdeCD3.Nosehapodidoconcluirconexactitudsi
cada117AM controlaunarutao vía de activacióndistintao si sonredundantes.Encualquiercaso,
tras la fosforilaciónde los ITAMs sedetectaactivaciónde ZAP-70, aumentode los nivelesde
inositol trifoslito, liberaciónde [Ca2~]~etc. (56). La activacióncompletaprovocadistintosefectos
acadasubpoblacióndecélulasT:

- Las células 17 CD4% tambiéndenominadascélulas 17 cooperadoraso “helper” (Th),
proliferany secretancitoquinasqueactúansobrelinfocitos B y 17, macnSfagos,célulasdelendotelio
vascular,leucocitosinflamatorios, etc.

- Las células 17 CDI o células 17 citotóxicas (CTLs) tambiénproliferan y secretan
citoquinasal activarse,principalmentelEN-y. Sucaracterísticaprincipal essucapacidadde lisis de
la célula que le presentael Ag, denominadacélula diana o célula presentadorade Ag (APC),
mediantesecreciónde perforinasy granzimaso mediantefenómenosapoptóticos(57). Hay que
indicar que seha descritounapoblaciónminoritariade células 17 CDC concapacidadcitotóxica
(58).

No se conoceel mecanismopor el cual el reconocimientodel Ag se transmitea los
diferentesITAM y desenibocaenla cascadade eventosquefinalmenteprovocala activaciónde la
célula 17, pero se han propuestomodelos que suponenla oligomeriz.aciénde los TCRs (59),
cambiosconforiinacionalesenéstos(60)o suactnuloenel áreadecontactoentrelasdoscélulasy
laconsiguientepolarizaci’ndellintbcitoT(61,62).

La estabilidaddelcomplejotrimolecuiarTCR’complejopéptido-ULAestámoduladapor la
presenciadeotrosreceptoresquepuedenmatizarla respuestaa diferentesAgs. Comodetallarenxs
enel siguienteapartado,la activacióndela célulaT requiere,ademásde la interaccióndelTCRcon
el Ag, unasegundaseñalcoestimulatoriasinla queel linkcito 17 no escapazderesponder(63).

Segúnsu estadode activación y sus contactosprevios con el Ag los linfocitos T se
clasificane~

- CélulasTactivadas.EstascélulashaninteraccionadoconsuAg y estánllevandoa cabo
las funcionesetéctorasque les corresponden.Su estadoactivadopuedemantenersemedianteel
reconocimientode un núnrro mínimo de complejos antigénicos, incluso en ausenciade
coestñnulos(64). Sufenotipo incluye vanasmoléculas(CD2S,CD26, CD7O, HLA-DR, etc.) que
puedeneniplearsecomomarcadoresde activaciónElestudiode laexpresióndeéstosencélulasde
sangreperiferica ha reveladoque representanuna proporción mínima de los linfbcitos 17 del
individuo. Las células17 activadasexpresanen membranaelevadosniveles de Fas (65) y los
primeros estudiosindicaban lma alta sensibilidad a la apoptosispor la vía Fas-Fas-L (66). A pesar
de ello,estudiosrecienteshanmatizadodichasensibilidad,indicandoquelos linlbcitos 17 activados
a travésde su TCR resistenla apoptosisi existen señalescoestimulatoriasvía
CD2S(67)yqueúcanrntesonsenslblesalatbrmademembranadeFas-L,porloqueen
presenciade la forma solubleseproduceunacompetenciaentreambasespeciesquepuederegular
los fenómenosapoptóticosenestascélulas(68).La sensibilidada lasfirmassolublesde Fas-Lde
las células activadasaumentacontbrnr envejecen(69, 70) o si se eliminan las citoquinas
circundantes(71).
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Dentrode las células17 enreposo(“resting”) de un adulto,las virgenesoscilanentreel 500/o

y el 900/o,siendoel restocélulasT de memoria(72). Esteporcentajeesvariableen función de la
edad,exposiciónaAgs, etc.Ambassubpoblacionespresentandistintosmarcadoresde membrana,
poseendistintascaracterísticasde migraciónaórganos(“homing”) y sucapacidadde respuestaes
diferente.

- CélulasT vírgenes.Nuncahan sido expuestasa su Ag ni sehan activadodesdesu
maduraciónenel timo. Sufenotipo sueleserCD.44¡OCD45RBtD62Ltaunquesucaracterística
principalesla bajaexpresiónde CD44y los altosnivelesde CD4SRAy CD45RB (73).Presentan
ademásbajosnivelesde Fasy sonpoco sensiblesaapoptosis(65,68).Carecendela mayoríade las
moléculasde adhesiónimplicadasenextravasacióny sólo sedetectanenlos órganoslin&ticos y en
tejidos en los queexisteunainflamación crónica.Únicamenteseactivansi el reconocimientodel
Ag essimultáneoa un fuertecoestimulo,habiflualmenteprocedentede célulasqueexpresangran
cantidadde moléculascoestimuladorasy de adhesión,como las célulasdentrfticasu otrasAPCs
profesionales.

- CélulasTde memoria.Hanrespondidoasu Ag y hanretornadoa un estadoquiescente.
Sediferenciande las virgenesporquesucapacidadde respuestafrentea unanuevaaparicióndel
Ag es másrápida, incluso cuando el Ag espresentadopor célulascon niveles reducidosde
moléculascoestimuladoras(74). Su fenotipo suele serCD44bICD4SRBtD62L(O.El rasgomás
característicoeslaelevadaexpresiónde CD44,pudiendovariar la expresiónde CD4SRBy CD62L
(73). Habitualmenteexpresanelevadosnivelesde CD45RO que aumentana mayor numerode
divisionestraslaactivaciónantígenica(75),asícomodistintasmoléculasdeadhesiónimplicadasen
extravasacióna tejidos inflamados.Oeheny cok (76) han propuestoque no existencélulas17
CD8~ de memoriasino que sólo hay células 17 virgeneso células17 en un estadode activación
continuo debido a que encuentranbajos niveles de Ag capacesde reestimulara la célula.
Mullbacher(77)yTanchotycols478)demuestranquelascélulasTCD8~dememoriapueden
mantencrselargos periodosen ausenciade Ag y que el simple contactocon ima moléculadel
ME{C, incluso distinta de la que presentael 4 permite la supervivenciade la población
CD8+CD44hI(78).

4.- Tolerancia.

Se define toleranciainmunológicacorno la ausenciade repuestainmunológicacontraun
Ag. El dela toleranciaserealizamediantela inactivacióno muertede los linfocitos
especificos de Ag y desembocaen la incapacidad del organismo para respondera éste.
Habitualmentesediferenciandostiposdetolerancia:

- ToleranciacentralLa eliminaciónde lascábulaspotencialmenteautorreactivasselleva a
caboeneltinx, durantela ontogeniade las células17. La seleccióntímica aseguraquelos linfocitos
17 que abandonanel timo seancapacesde reconocerAgs presentadospor moléculasdel MHC
propias y elimina las células T potencialmenteautorreactivas.De hecho, se ha calculadoque
únicamenteel5% de los timocitos finaliza sumaduración.La seleccióntlniica puededividirse en
selecciónpositiva, que elimina los tirnocitos queno reconocencomplejosantigénicosexpresados
por células epiteliales del cortextímico, y selecciónnegativa,que suprime los tirnocitos que
respondenaAgspresentadosporcélulasdelestromatimico derivadasdentdulaósea(macrólbgos
córtico-medularesy célulasdentríticasints-digitadas).La especializacióncelular en el timo no es
absolutay, de hecho,seha descritoque la eliminaciónde las célulasdel estroniao impide el
correctodesarrollodel procesode selección(79-81). Actualmentesediscutecómo dosprocesos
contrapuestocomo la selecciónpositivay la negativapuedenbasarseenel reconocimientode Ag
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vía TCR Se ha propuestoque los péptidospresentadospor las distintas células del timo son
diferentes(82) y que tanto la ausenciade reconocimientocomo ima señal intensavía TCR
producenla eliminaciónde los timocitos,conservándoseúnicamentelos linfbcitos con afinidad o
avidezmoderadaporlosAp propios(83,84).

- Toleranciaperiférica.Losprocesosquedesembocanenellaactúansobrecélulasmaduras.
Neutralizanlas células potencialmenteautorreactivasno eliminadasen el timo y controlan la
intensidady duraciónde las respuestasantigénicasmedianteprocesosde apoptosisy anergiade
manera que la exposiciónprolongadaa un antígenopuede desembocaren una ausenciade
respuestacontraéste.

La primeraberrerapara impedir respuestasinmunológicas indeseadases la ausenciade
receptoresdemigraciónenlascélulas17 virgenesqueimpide suinfiltración entejidosno linfáticosy
porello suaccesoalos Agsespecíficosdetejido.

Seha comprobadoquela interacción17CR-Agno essuficienteparaque se produzcauna
respuesta(63, 85), sino que esnecesanoque simultáneamenteal reconocimientoantigénicose
produzcanotrasseñales,yaseaa travésde la interacciónde otrosreceptoresde la célula17, como
CD28, con sus ligandosen la AiPC, B7.1 (CD8O) y B7.2 (CD86), o bien por la presenciade
distintascitoquinas,comoW-1, TNFa o IL-6 quepuedenrescatara las célulasT de la apoptosis
inducidatrasla activación(86,87). La intensidady duraciónde la respuestatambiénse controlan
por la sensibilidadde lascélulas17 efectorasa la apoptosis,mayor a mayornumerode divisioxus
trasla activación(88).

5.- Respuestasalorreactivas.

La alorreactividades la respuestadel sistemammunológicoa célulasde individuos de la
mismaespecie.Sedescribióal observarlafuerterespuestaquesemducíatras los trasplantesy cjpe
podíaconduciral rechazodel ir~erto. La respuesta,mediadaprincipalmentepor células17, se
produceprincipalmentepor el reconocimientode complejos péptido/inoléculadel FILA del
respondedor(89).Enlos casosenlos queno existendiferenciasentreel LILA de lascélulasdianay
lascélulas17, tomanimportancialos Agsmenoresdehistocompatibilidad,esdecir,péptidospropios
de la célulaextrañano expresadosporel respoixiedor,como puedenserlos específicosde sexo,
etc.. Se ha descritotambiénuna alorreactividadindirecta,debidaal reconocimientode péptidos
derivadosde la célulaextraña,pero presentadospor APCs del respondedor.Su influencia en la
respuestaalogénicatotales limitaday sólo sehaestudiadola inducciónde respuestaporpéptidos
derivadosdelFILA extraño.

Sesuponequelos linfocitos T alorreactivosseactivanporunareaccioncruzadaentreun
complejopéptido/moléculadelMHC propiay los complejosantigénicosalogénicos,quemimetizan
la estructuradelprimeroa travésde residuosdel LILA y del péptido (90). Los linfocitos 17 que
puedenparticiparen una respuestaalogénicasumanentreel 1% y el 100/o de las célulasT del
individuo (91). Esteelevadoporcentajesedebea que durantela seleccióntímica no seeliminan
célulasT concapacidaddereconocimientodeFILAs no expresadosporel hxlividuo.

A. pesardelgrannúnrrode células17 con diferentesespecificidadesqueparticipanen una
respuestaalogénicasehandescritomotivoscomunesenlos 17CRsde las células17 alo-especificas
de un mismo alelo FILA, incluso cuandoprocedende varios individuos diferentes(92-99). Estos
usos preferentespueden debersea que: 1) determinadosresiduosdel TCR interaccionan
preferentenruteconaminoácidosdelLILA y, si todoslos complejosantigénicosreconocidostienen
encomúnelmismoFILA, eslógico pensarquelos diferentesTCRsempleenresiduossimilarespara
interaccionarcon la moléculadel MHC; 2) los péptidospresentadospor determinadoLILA están
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parcialmentecondicionadospor éste y consecuentemente,los TCRs de las células alorreactivas
puedenemplearresiduossimilaresparareconocerlos aminoácidosdelpéptido condicionadospor
el alelo. Mt a partir de linfocitos de sangreperiferica (PBLs) de distintos individuos se han
generadobr vitro clonesFILA-H27 específicos,sehananalizadolassecuenciasde sus17CRsy seha
observadoque existenusospreferentesde TCRAV2 y de determinadosresiduosenlas CDR3ay
CDR3B,aunquelos sesgosmásacusadosseobservanenla utilizaciónde segmentosTCRBV (6,7,
14 y 17) (92-94). Los autoresproponenque la limitación niés acusadaen el uso de segmentos
TCRBV se debea que, aunqueambascadenasdeldimero c43 del TCR interaccionancon la
moléculadel MFIC, el dominio VB interaccionapreferentementecon el dominio máspolimórfico
del FILA y portanto la secuenciade dicho dominiode HLA-B27 limita los segmentos17CRBV que
interaccionancon él (93).La interacciónpreferentedeldominio V13 con el dominioa2del FILA ha
sido recientementeconfirmadapor los datos sobre la estructurade los complejos TCR’Ag
deducidos por difracción de rayos-X (50). Otros grupos han encontrado limitaciones
preferentementeenel uso de TCRBV, tanto en alorrespuestascontraHLA de clase1 (97, 99),
corno de claseIII (95, 96, 98) (Tabla4). Seha postuladoque la mayorrestricciónde 17CRBV se
debeaqueeldominio VB tieneunpapelpredominanteenel reconocimientodelFILA, mientrasque
Va determinala especificidadantigénicainteraccionandopreferentementeconel péptido(100).La
mteraccxóndeunacadenadelTCRpreferentementeconel FILA y la otraconelpéptidocontradice
los resultadosdeducidosapartir de la difracciónde rayos-X,queindicaunainteracciónsimilar de
ambascadenastantoconel péptidocomoconelHLA (50).

6.- Enfermedadesautoinmunes.

Las enfermedadesautoinmunesson aquellasen las que el sistema inmune adaptativo
respondecontraAgspropios,destmyendotejidossanos.Tanto si sonsistémicascomo locales,se
caracterizanpor la presenciadeun infiltrado de células 17 en los tejidosafectados.Estainfiltración
de células 17 en las lesionesasí como la asociaciónde muchas de las enfemrdadescon
determinadosailelosFILA (Tabla5) apoyalahipótesisde unaimplicacióndirectadelas célulasT en
el inicio y desarrollode las patologíasa través de una respuestacontradichos ale1os~ aunque
planteala incógnita de cómo las células 17 autorreactivashanpodido eludir los nrcanismosque
desembocanen la toleranciaEl desarrollode la enfermedadautoinmune no puedeachacarse
exclusivamentea la existencia de células autorreactivas,ya que se pueden aislar clones
autorreactivosde individuos sanos(102). La obtenciónynuntenimientoen cultivo de dichos
clonesrequierela activaciónporun agentenitógeno,asicomo un aporteexógenode citoquinasy
el empleode APCs autólogasque expresenniveleselevadosde complejospéptido-FILA. Estas
condicionesnornnlnrnteno sedan br vivo,por lo quelascélulaspotencialmenteautorreactivasno
siemprerespondena los autoantigenos.Suexistenciasugiereque la reacciónautoinmunepuede
iniciarse si algún desencadenantevaría las condicionesde presentaciónde los péptidoso la
capacidadderespuestadellinfocito.

Determinadospéptidossólo sonpresentadosporlasAPCssi tina causaexternamodificasu
entornoy aumentasusíntesisdeproteínaso varíasusnrcanisnrsde procesamientoy presentación
de péptidos(103).Estasmodificacionesdelentornotambiénafectanapéptidosque sepresentana
nivelestan bajos que ir provocanuna respuesta.Estos péptidos, habitualmentedenominados
péptidoscrípticos,puedenrevelarsepor

- Procesosinílaniatorios(Fig. 9). Las célulaslhgocíticassecretanIL-1, IL-6, IL-8, IL-12,
IFNj’ y TNF-adurantelas infeccionesy traunntisrws.Estascitoquinasprovocaninflamaciones
localesy aumentanla expresióndelFILA y de moléculasde adhesiónenlasAPCs(104),con lo que
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[-¡LA TCRA TCRB REF.

y N J V N+O J

B7 2,6 N.U.P. N.U.P. 14 N.U.P. N.U.P. (99)

B2705 2 N.U.P. J20 6,7,14,17 FuncióndeTCRBVb 2S2,2S7 (94)

B35 2S3 lle-His/Arg J36 4S1 Oly-Gly 2S7 (97)

DRBI*Ol01.
*0102 la N.U.P. N.U.P. subgr.1 y3a N.U.P. N.U.P. (96)

DRBI*0101 N.1J.P. N.U.P. N.U.P. 2,13S1,18,20 N.U.P. N.U.P. (98)

DRB1*0301 N.U.P. N.U.P. N.U.P. 2,16,17 N.U.P. N.U.P. (98)

DRBI*0404 N.U.P. N.U.P. N.U.P. 2,5,6,7,13S2,18 N.U.P. N.U.P. (95)

DRBI*1301 N.U.P. N.U.P. N.U.P. 4,6,8,18 N.U.P. N.U.P. (98)

DRBI*1501 N.U.P. N.U.P. N.U.P. 2,8,13S2 N.U.P. N.U.P. (98)

Tabla 4: Usospreferentesde segmentoslCR por clonesalogénicosrestringidosporel FILA
indicado. N.U.P.: no existeuso preferente.1subgruposdefinidos por Chothia y cols. (12)2
motivosdiferentesen funcióndel segmentoTCRBV empleado.

HLA
FRECUENCIA

Pacientes Controles

Espondilitisanquilosante B27 >95 9 >150

EnfermedaddeReiter B27 >80 9 >40

Uveitisanterioraguda B27 68 9 >20

Tiroiditis subaguda B35 70 14 14

Psoriasisvulgar Cw6 87 33

Narcolepsia DQ6 >95 >38

EnfermedaddeChaves DR3 65 27

Miastwiagravis DR3 50 27 2

EnfermedaddeAddison DR3 69 27

Artritis reumatoide DR4 81 33

Artritis reumatoidejuvernl DR8 38 7 8

Enfermedadceliaca DQ2 99 28 >250

Esclerosismúltiple DR2,DQ6 86 33 12

Diabetestipo1 DQ8 81 23 14

Tabla5: Asociaciónde algunasenfermedadesconel LILA.
a HiLA definidoserológicamente.
b RiesgoRelativo (cuantasveceses másfrecuentela

conel alelo queen individuossin éste).
TomadodeThorsby(101).

enfermedaden individuos
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se optimiza la presentacióny se posibilita el inicio de la respuestaLas citoquinasnitiarnatonas
tambiénaumentanlos nivelesde proteasasde las APCs por lo que se increnrntael núrrrro y
variedadde péptidospresentados(105).

- Presentaciónpor APCs profesionales(Fig. 9). Cadaestirpecelular empleadistintas
bateríasdeproteasasy, portanto,generadistintospéptidosenfunciónde los puntosde cortede las
proteasas(106). Incluso cuandosepresentanlos mismospéptidos,la capacidadestimuladorade
cadaAPC esdistintaenfunción de los nivelesde moléculascoestimuladoras(107). Se hadescrito
que las célulasT puedenrespondera péptidospresentadospor células dentríticasque no son
reconocidosal serpresentadosporotrasestirpescelulares(108).

- Internalizacióndereceptores(Fig. 9). Lasinmunoglobulinas(Ig) de membrana,los FoRy
otrosreceptoresseintemilizantraslauniónasuligando(Ag,Ig,etc.)yloarrastranalinteriordela
céluladondeambossonprocesados.La APC puedepresentarpéptidostantodel ligando comodel
receptory se ha descritoque la internalizaciónde un anticuerpounido a su Ag en célulasB o
célulasconreceptoresFcR, provocalaaparicióndenuevosepítoposunidosal FILA eincrenrntala
expresiónde otroshastadosórdenesdemagnitud(109).

- Infecciones virales (Fig. 9). Las infecciones virales pueden provocar procesos
inflamatoriosque revelenpéptidoscripticos o, si penetranen la céhñaa travésde tun receptor

especifico,puedenrevelarepítoposmedianteel mecanismodetalladoenel apartadoanterior.Así se
han detectadocélulas17 autorreactivasdurantela infecciónporel Virus de la Inmunodeficiencia
Humana(VIII) (110, 111). Las infeccionesvirales, además,puedendisminuir la síntesis de
determinadasproteínase incrementarla de otras(112),incluso hastanivelesquela haganvisible al
sistemainmunologico

Determinadospéptidosno sonaccesiblesa las células17 porqueselocalizanen tejidosno
linfaticosenlos quelas células17 únicamentepuedenpenetrarunavezquehanadquiridofenotipo
decélulaefectorao dememoria.Estaactivaci’nenlaperiferiapuededehersea.

- Respuestascontrasuperantigenos(Fig. 10). Laactivaciónpor SAgsúnicamentedepende
de la expresiónde un segmentoTCRBV. Las células 17 efectorasresultantesde estaactivación
policlonalpuedenpenetrarla berreraendotelialy reconocerel Ag especificodetejido.

- ExportacióndelAg especificodetejido a losórganoslinfaticos(Fig. 10). Losmacrólbgos
y células dentrfticaspuedenfagocitarpartículasen el tejido, migrar a los órganoslinfaticos y
presentaralil péptidosderivadosdedichaspaniculas.

-Activacióndecélulas17condosTCRs(Fi&10).Lascélulas17condosTCRsdiferentes
puedenactivarseenla periferia comorespuestaami Agy unavezactivadas,migrara los órganos
no lintiticosy responderaAgsespecíficosdetejidoatravésdelotroTCR(113).

- Respuestacontra Ags homólogos(114) (Fig. 10). La similitud entre dos especies
moleculareso minrtismo molecular suponecpr puedanproducirsereaccionesinniunológicas
cruzadas:una célula 17 puederesponderinicialmentea un péptido procedentede una infección
víricao bacterianay, xmavezactivado,inflitrarse enun tejido y reconocerunpéptidoespecificode
éste(115). La factibilidadde estemecanismoquedaevidenciadaporel estudiode la respuestade
clonesa distintasbateríasde péptidos,querevela la existenciademiles de Ags capacesde activar
un determinadoclon de célula T (116). El mimetisxm molecularentre distintos complejos
antigénicosno implica necesariamenteunahomologiade secuencia,sinoqueincluso péptidoscon
secuenciasmuy diferentespuedenadoptarconfiguracionestridimensionalesanálogaso poseeruna
distribuciónde cargay unosperfilesdehidrofilia parecidos(117).La importanciade lasreacciones
cruzadasdebidasal minrtismomolecularen el desarrollode enfermedadesautoinmunesha sido
recientementedemostradaen un modelo murino de queratitisherpética,en el queúnicamentelos
ratonesinfectadosporvirus quecontienenunasecuenciaanálogaa la deun fragmentodeproteína
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especfficade la corneadesarrollanla enfennedad,mientrasque si la cepavírica carecede ella,
pennanecensanos(118)

El desarrollode la enfernEdadautoinmune,ademásdel reconocimientoy respuestacontra
Ags propios,suponeque seeludenlos sistemasde controlde la respuestainmunok5gicaSehan
propuestodosposiblesmecanismosqueexplicanla perpetuaciónde la respuestainmunológicay
obviansucontrol: 1) inhibicióndelos fenómenosapoptóticos.La presenciadecitoquinascomoIL-
2, IL-4, IL-7, R-13 o JL-l5 en las inflamacioneslocalespuede inhibir la apoptosis(119). La
apoptosistambiénpuede inhibirseen ausenciade citoquinas,comohandemostradoexperimentos
in vftro enlos quecélulas17 cocultivadasconfibroblastosen ausenciade citoquinasse mantienen
quiescentesy no sufrenapoptosis,probablementepor la expresiónde la proteínabcl-x¡ (120). Se
han detectadocélulas T infiltradas en la cavidad sinovial de enfermosafretadospor artritis
reuniatoideque expresanbcl-xj (121), por lo que se ha propuestoque las células 17 quiescentes
infiltradas en las articulaciones pueden mantenersedurante largos periodos y reactivarse
episódicamentedemaneraqueseanresponsablesde lacronicidadde la artritis reumatoide(122); 2)
extensiónde la respuestaa nuevosautoantígenos.Los restoscelularesproducidospor la respuesta
puedenser procesadosy presentadospor las APCs de maneraque aparezcannuevosepítopos
frentealosquesereaccione,perpetuandoasílarespuesta(123).Lascélulasactivadas,presentesen
las zonasafectadas,son máseficientesen la presentaciónantigénicay tambiénpuedenrevelar
nuevosAgs. Inclusosehacomprobadoquelinfocitos 17 humanosactivadosatravésde su17CRson
capacesdeactuarcomoAPCsenrespuestasalogénicas(124).

7.- Enfermedaddeinjertocontrahuesped(EICH).

Las leucemias, inmunodeficienciasy otras enfermedadesque afectan los sistemas
henmtoh5gicoo inmunológico sontratadasconterapiasque eliminantodaslas célulasdel sistema
mmuno-henmtológico y sus precursorasde la médula ósea. Una vez finalizada la terapia es
necesarioreconstituir estaspoblacionescelularesmediantetrasplantede médula ósea(TMO).
Algunas de estaspatologíasno permitenla inibsiónde célulaspropias que podríanprovocarla
recailaen la enfernrdady por ello la irconstituciónse realizanrdianteTMO alogénico.La
maduraciónde los precursoresde médulaóseaen las distintas estirpespuedeobservarsemuy
temprano;60 díastrasel TMO prácticanuntetodaslas célulasdetectadasen sangreperiférica
procedendel donante(125), aumiueel númerototal de célulasesmuy bajo y no se alcanzanlos
nivelesy proporcioneshabitualesde cadaespeciecelular hastaaproxinmdanrnteun alio tras el
TMO. Así, la repoblaciónde células17 CDI se completaenunos2 meses,mientrasquela de las
célulasCD4~ tardaentre6-12meses(126).

Lamayorcomplicaciónquepuedepresentarsecomo consecuenciadel IMO alogénicoes
la enfermedadde injerto contrahuésped(EICH), en la que células del sistemainmunelógico
procedentesdeldonanteinician unarespuestafrente a las célulasdel receptor.La EICH puede
dividirseendosentidadesdlinicasdistintas:la enfermedadaguday lacrónica.

La EICH aguda(aEICH) se manifiestadurantelos 60 díasposterioresal trasplantey se
caractenzapor dañosa tejidos epiteliales:en piel se presentanerupcionesnuculopapularesy
descamaciones;enel hígadoexistendañosqueseevidencianpor los elevadosnivelesde bilfrrubina
la afectacióndeltracto intestinalvaríaentrediarreasa doloresabdominalesseveros.La aELCH se
presentaenaproximadanrnteel 500/o de los receptoresdeIMO alogénicosy sumortalidadpuede
llegaral 75%deloscasosenlosgradosmayoresdela enfermedad.Losestudioshistológicosde los
tejidos afectadospor aEICH comparadoscon muestrasde controlesrevelanque los enfermos
presentanunaelevadainfiltración decélulasT a&CD45RO~(127), ausenciade célulasdentríticas,
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tales como las células de Langerban,ausenciade células asesinasnaturales(NK) y elevada
expresiónde HLA-DR enqueratinocitos(128).

LaEldllcrónica(cEIC»sepresentaapartfrdedosnrsestrasel17MOysussfntomas
son erupcionescutáneas,junto a hiper o hipopigmentacióny alopeciaque finalmente puede
degeneraren los mismossíntomasquela aEICH. Sepresentaene’ 100/o delos trasplantadosy en
un 30%de los supervivientesde largaduración(>150 días).La mortalidadrondael 100/ay como
factorderiesgoseincluye haberpadecidoaEJCHpor lo queno sesabesi ambasenfermedadesson
distintaso simplementesondistintasfasesdeunamismapatología.

Dado quela aEICH apareceenmomentosmuy tempranostrasel IMO, se consideraque
la reacciónse debe a células 17 maduras infundidas junto a las precursoras.Por ello, como
tratamientoprofiláctico, se eliminan las células17 del iqjerto previamenteal TMO. Seconsigueasí
la disminución del número de afectados,pero aún así la patología sigue siendo frecuente,
probablementepor la imposibilidadde eliminarcompletamentelas células17 infiltradasenel iqierto.
También como profilaxis se administran a los trasplantadosmedicamentosque impiden la
proliferaciónde las células17 activadas:ciclosporinaA (CsA) u otrascilofoslhmidas,metotrexato
(MTX), etc. que tambiénse empleancomo tratamiento una vez ha aparecidola enfermedad,
continadosenocasionesconanticuerposespecificosde citoquinaso susreceptores,parabloquear
las seflalescoestimuladoras.Puestoque los medicamentosafectana las célulasproliferativas,su
suministro puede interferir con la colonizaciónde la médulaósealo que, unido a su toxicidad,
impide suutilizaciónaconcentracioneselevadasquepudieraneliminarcompletamentelaaEICH.

Las EICHspuedenconsiderarserespuestasalogénicasde las célulasdel donantecontrael
receptor,ya seacontraalelosdel FILA diferenteso contraAgs menoresde histocornpatlbilidad.
DadoquelasEICH afectanprincipalmenteatejidosepiteliales,sepiensaquela respuestaalogénica
estádirigida a complejosantigénicosespecíficosde célulasepitelialesdel receptor.Basándoseen
esta idea se hanpropuestovarios modelosde patogeniade las EICUs: a) revelaciónde Ags
específicosde tejido por APCsprofesionales.Segúnestemodelo,las APCsdcl receptorcaptarían
AgsenlostejidosepitelialesylospresentaríanenlosórganoslinI~ticosacélulas17deldonanteque,
como células17 activadaso confenotipo de nrnmria, aumentaríansucapacidadde infiltración en
tejidos no lin&ticos y podríanmigraralos tejidosepitelialeseiniciar la respuesta(129);b) procesos
inflamatorios.Los regímenescondicionantesy los propiosnrdicanrntosprofilácticosde la EICH
puedendaflartejidos, y enconsecuenciapuedenprovocarla secreciónde citoquinasinflamatorias
quepodríanaumentarlaexpresiónde moléculasdeadhesióny facilitar la migracióne infiltración en
el tejido de las células T del donante(130); c) diferenciación incorrecta. Como mecanismo
especificode cEICH seha propuestoque la CsA puede interferir en los procesosde selección
tinta, permitiendola selecciónpositiva pero impidiendo la selecciónnegativacon lo que se
produciríancélulas17 madurascapacesde reconocerAgs presentadospor las célulasdel receptor
(131).

Seha descritoque las posibilidadesde recaklaen la enfermedadoriginal, sobre todo en
casosde leucemia,sonmenoresenlospost-transplantadosafectadosporEJCH(132). Esteefecto,
denominadoefecto Injerto ContraLeucemia (ICL) es consecuenciadirectade la presenciade
células 17 del donanteinfundidascon el TMO, como evidenciaun estudioen el que se observa
mayorefectoICL cuantomayoresel núnrrode linfocitos infundidos(133). Se piensaqueel ICL
seproduceporquecélulas17 respondenacomplejosantigénicosespecíficosdeltumor.

Dadala importanciadel efectoICL en la eliminaciónde las célulasmalignizadas,se han
realizadoestudiosquepretendenpredecirla presenciay el gradode la EICH (134). Unareacción
EICH de bajo grado puede aportar las ventajasasociadasdel ICL sin conllevar excesivos
problemasderivadosdela enfermedad.El efecto1(1 seha intentadorelacionarconlos nivelesde

12



Introducción

determinadascitoquinas,presentesen sobrenadantesde cultivos de células1 del donantejunto a
células del receptor.Los niveles de IFN-y, TNF-a e IIL-2 puedenutilizarse como parámetros
predictivosde la EICH, almenosenindividuosFILA-idénticos (135).El análisispor dilución límite
de loscultivosmixtostambiénrelacionala presenciade EICH conla frecuenciade precursoresde
célulasT especificasdecélulasdel receptor(131).En aquelloscasosen losqueexflendiferencias
entreel FILA del receptorydel donantees previsible que la alorrespuestaseamuy intensa,de
forma queen dichoscasoslos parámetrosanteriorespuedenno ser útiles comopronósticode la
enfermedad.La caracterizaciónde las célulasT implicadasen la EICH podríapermitir el diseñode
terapiaspreviasa la infusión de las célulasdel donanteen el receptorque minimicen los daños
causadosporéstasy puedesugerirmodelosterapéuticosaplicablesalreceptortrasel trasplanteque
eliminen la EICH y conservenun prendimientocorrectoy el efectoIGL. Existenvarios estudios
queanalizanel repertoriode TCRsen muestrasdepieldeafectadospor EICH ylo comparancon
el repertoriode 17CRsen PBLs del enfermo y del donante:Liii y cok (136) hananalizadoel
repertoriodeTCRsde los linfocitos infiltradosen muestrasde piel de 8 transplantadoscomparado
con el de PBLs y han observadoque los TCRs en piel utilizan preferentementeel segmento
TCRBV2. Kubo ycols.(137)hancomparadoel repertorioenpiel yenPBLsde un enfermoconel
del donantey han hallado un uso preferentede TCRAV2 y TCRBV6. Dietrich y cok (138)
encuentranusospreferentesde TCRAV11 y TCRBV16. Lasexpansionesespecificasencontradas
por cadauno de los grupos no parecenestarrelacionadas,probablementeporque las distintas
células17 reaccionanfrenteadistintosHLX Losestudiosanterioresno consideranlosalelosHLA-
DQ ni -DP de los paresreceptor/donantecuyaparticipacióne importanciaen el desarrollode la
EICH sigue siendo motivo de controversia(139-141). Así pues, parecelógico pensarque el
estudiodeloslCRsdelascélulasTinflhtradasenlaslesionesepitelialesdeElcHdebeconsiderar
suespecificidadHM, lacualpuedeevidenciarpatronesde uso entreloselementosgeneradoresde
diversidaddellCRenfimción de dichaespecificidad.

8.- Espondiloartropatias.

Las espondlloartropatíasson un grupo de enfermedadesreumáticasque comparten
característicasclínicas,radiológicasy geutticas,taly comosereflejaenloscriteriosde clasificación
del Grupo Europeode Estudiode las Espondiloartropatías(142) o del grupo de Amor (143).
Incluyen la espondilitis arK¡uilosante, la artritis psoriasica,la artritis asociadaa la enfermedad
inflamatoria del intestino, la artritis crónica juvenil pauciarticular, la artritis reactiva y la
espondiloartropatiaindiferenciada.Suscaracterísticasprincipalessonla sinovitis, la sacroileitisy la
ausenciade factor reunntoide(autoanticuerposcontrala región Fc de IgOs propias). Suelen
apareceraconipafiadasde psoriasis,afectaciónde la membranasinovial, dactilitis, oligoartritis, etc.
La localizaciónde las iríflanmejoneses asinttricaafectándosemayoritariamentela articulación
sacroihacay extendiéndoseal endotelio articular. Puedenpresentarseen asociacióncon otras
enfermedadescomola uveitis o el síndromede Crohn.Lasespondiloartropatiassuelenmiciarseal
final de la etapade desarrollo,puedenpresentarsetrasinfeccionesbacterianasy sehanrelacionado
conHLA-B27 (142-145). El patrónde secreciónde citoquinasha sido ampliamenteestudiado
midiendo los niveles de citoquinas en Ñuido sinovial, mediante inmunohistoqulmica o
cuantificandola cantidad de mRNA de cadacitoquinaen células sinoviales.Las articulaciones
afectadaspresentanelevadosnivelesdeIL-4, IL-2, TNF-« y TNF-B (146-149).Aproximadamente
el 500/o de las células que infiltran las articulacionesafectadasson linfocitos T, de las que
prácticamenteel 100% tiene fenotipo de memoria(150), oscilandola proporciónde células 17
CDS entreel2O0/oyelSO%delascélulas17inflltradas(151,152).
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& 1.- EspondioartropatíasyHLA.

La asociaciónde las espondiloartropatíascon HLA-B27 es próxima al 700/o aunquesi
ana]izanx,sindependientementecadaenfermedadencontramosunaasociacióndiferencial: 96%
paraespondilitisanquilosante,700/oparaespondiloartropatiaindiferenciada,hasta800/oparaartritis
reactivay 25%paraartritispsoriasicay espondiloartropatíaasociadaa la enfermedadinflamatoria
intestinal (142-145). Se han descrito 12 subtipos de HLA-B27 y no todos se asociancon
espondilitisanquilosante(153). Tambiénse ha descrito la asociacióncon HLA-B39 (154, 155),
aunqueesmenosacusadaqueladescritaconHLA-B27.

Sehansugeridodiversasexplicacionesparajustificar la marcadaasociaciónconHLA-B27:
1) I-ILA-B27 es marcador de otro gen. Se ha propuesto que HLA-B27 no está

directamenterelacionadoconlasespondiloartropatías,sinoqueesmarcadorde otro gencercanoa
él yverdaderoresponsabledela enfermedad.

2) Péptidosderivadosde HLA-B27 son presentadospor moléculasdel MHC. Se ha
sugeridoqueun fragmentode HLA-B27 espresentadopor otra moléculadel MHC, normalmente
unaproteínadeclase11(156)u otramoléculade HLA-B27 (157, 158).

3) Lascaracterísticasde HLA-B27 como moléculapresentadorade péptidosfavorecenla
enfermedad.Estasuposiciónimplica quelaenfermedadpuedeproducirseporque:

- existenmodificacioneso peculiaridadesenHLA-B27 que sonreconocidasporcélulas17
autorreactivas.El estudiode PBLs de afectadospor espondiloartropatíasha permitido detectar
célulasT citotóxicasquerespondena célulaspropiastratadasconhomocisteinao infectadaspor
Salmonellatjqhimurium(159).Teniendoencuentaquelahomocisteinaesproducidanaturalmente
por distintostipos de bacteriasy que determinadasespondiloartropatiasse han relacionadocon
infeccionesbacterianas,seha propuestoque la asociaciónde estasenfennedadesconHLA-B27
estárelacionadacon la existenciade una Cys susceptiblede unirse con homocisteinaen la
subcavidadB de HLA-B27, fimdamentalparael ancl~edelpéptido.La modificaciónde dichaCys
alteraríael sitio de unióndel péptido y permitiría la uniónde Ags radicalmentedistintos de los
normalmentepresentadospor HLA-B27. La Cys de la subcavidadB esexclusivade HLA-B27 y
HLA-B39, ambosalelosasociadosa las espondiloartropatías.Otra peculiaridaddeHLA-B27 que
puedeestarrelacionadaconsuasociacióna las espondiloartropatlasha sido descritapor David y
cok, quehancomprobadoqueHLA-B27, perono otrasmoléculasde clase1, puedeexpresarseen
la membranade lascélulasdisociadode B2m (160).Lasespondiloartropatíasseproduciríanporque
los HLA-B27 “libres” podríanmimetizara moléculasde claseUy serreconocidospor células 17
CD4~ (161).

- determinadospéptidospresentadospor HLA-B27 son reconocidospor células 17
autorreactivas.La estructuradel HLA condicionala secuenciade los péptidosque puedealojar
(47),porloquelaimplicacióndeHLA-B27enlapatogeniapodriadeberseaquepresentaralos
péptidosresponsablesdel inicio y desarrollode las espondiloartropatías.Estospéptidostendrían
ArgoGhienP2ydistintosresiduos,enflmcióndelsubtipo,enP9.Sehaobservadoquelos
subtiposasociadosa la enfermedadpresentanpéptidoscon Tyr en P9, mientrasque los no
relacionadospresentanpéptidosconresiduosFÉsicos(162).

£2.-Elpápddoartritogénicoy las célulasT implicadosensu reconocimiento.

Existe unamarcadainfluenciade factoresambientalesen la aparicióny desarrollode las
espondiloartropatías,como indica el hecho de que la enfermedad se manifieste durante
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determinadasetapasdel desarrolloy en determinadasépocasdel año (163). La distribuciónde la
enfermedadengemeloshosnocigóticosindicaunadiscordanciaparael desarrollode laenfermedad
queúnicamentepuedeexplicarsepor laexistenciadeun desencadenanteambientalen su patogenia
(164). Seconsideraquetodas lasespondiloartropatíassedesencadenanpor factoresambientales,
como evidencianla asociacióncon infeccionesbacterianasde la artritis reactivay el síndromede
Reiter(165, 166), peroenmuchasotrasenfeindadesdelgrupo,comola espondilitisanquilosante
o la artritis psoriásica,no han podido identificarselos desencadenantesabientales.La asociación
con HLA-B27 y la influencia ambiental flieron integradospor Parhamen una propuestade
patogeniade la enfermedaddenominadateoría del péptidoartñtogénicoque suponeque la
enfermedadsedesarrollaporqueHLA-B27 presentapéptidosderivadosde proteínasbacterianas.
Como consecuenciade ello, se inicia unarespuestainmunológicacontralos epítoposbactenanos
peroseproduceunarespuestacruzadaconpéptidospropiosquedalugara la reacciónautoinmune
(167).

Se ha intentadocorroborarla validez de estateoríaestudiandolas característicasde las
células17 implicadasen respuestasiii vitro contralos posiblesdesencadenantesde las patologías.
Ast Hermann y cols. cultivaron, en condicionesde dilución limite, PBLs de enfermoscon
espondilitis anquilosantejunto a células autólogasincubadascon K pnewnoniaeinactivaday
encontraronque la frecuenciade clonesproliferativosespecíficosde APC+bacteriaesinferior en
enfermosqueencontroles(168).Los autoressugierenqueestanzixr frecuenciasedebeaque,en
los enfermos,la mayoríadecélulas17 específicasde la bacteriay presumiblementeinvolucradasen
la respuestaautoinmuneestáninfiltradasenlostejidos inflamados.Estaexplicaciónestáde acuerdo
con los resultadosobtenidosdel estudiode uso de segmentosTCRBV por PBLs de enfennos
afectadossimultáneamentepor la enfermedadde Crohny espondilitisanquilosanteen los que se
detectaunaproporciónbajade determinadossegmentos17CRBV (ViO, V17, V19 y V21), menor
cuantomásacusadossonlos episodiosde inflamaciónarticular(169). Ningunode los dosgrupos
ampliosuestudioa¡nuestrasdelkiuido sinovialquepudierancorroborarsushipótesis.

Comoaproximaciónalternativa,determinadosgruposhanestudiadosi las células17 de los
enfermosrespondena péptidosderivadosde proteínaspropias,expresadasen las articulaciones,
que poseenelevadahomologíacon proteínasbacterianas.Teóricamente,durantela respuesta
contrala bacteriaen la periferiapuedeprodueirseunarespuestacruzadacontrael péptidopropio
derivadode una proteínaarticular quepuedeser la causade la enfermedad.Miceez y cok han
cultivado PBLs de afectadospor espondilitis anquilosantetras incubarlos con proteoglicanos
purificadosy hanaisladoclonesCD4t queproliferan específicamentefrente a célulasautólogas
preincubadasconproteoglicanosdel300/ode los enfermos(170).

En conjunto,la mayoríade losestudiossuponenquelas célulasrelevantesen el desarrollo
de la enfermedadestáninfiltradas en los tejidos afectados,por lo que se han centradoen el
aislamiento,apartir de lkuido sinovial (SF),de clonescondiferentesespecificidadesque,debidoa
su localización,pudieranserrelevantesa las espondiloartropatias.El grupo de E. Hermannseha
centradoen el aislamientode células17 específicasde APCsincubadasconbacterias.Trascultivar
SF de un pacienteafectadopor el síndromede Reiterjunto a célulasautólogasincubadascon Y
enterocoliacainactivada,se obtuvo un clon CDC que proliferabaen respuestaa célulaspropias
estresadaspor calentamientoo preincubadasconla proteínade choquetérmico humana,hspá5
(171).Dadala elevadahomologíaentrelas proteínasde choquetérmicode Yersiniay lashumanas,
esteresultadosugierequedurantela reaccióncontrala bacteriaseproduceunareaccióncruzada
conalgúnpéptidoderivadode la hspóSdelenfermo.Ademásde haberdeterminadoqueen SF de
enfermosse encuentrancélulas 17 capacesde respondercontrahsp65, se ha determinadola
existenciade células17 con otrasespecificidades.Así, a partir de SF de afectadospor artritis
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reactivay mediantecultivo de las célulasen condicionesde dilución limite en presenciade APCs
alogénicas,se hanobtenidoclonesproliferativosespecificosde célulasautólogasincubadasconY
enterocoliticainactivada(172). Los ensayosde prolitraciónfrente acélulaspropiaspreincubadas
con distintas fraccionescromatográficasde la bacteria indican que la mayoría de los clones
respondena la subunidad13 de la ureasa(173). Utilizando el mismoprocedimientode clonaje se
han aislado células 17 CD8~ citotoxicas que Usan células autólogaspreincubadascon Y
enterocolitica inactivadaperosin restricciónpor HLA (174). Tambiénsehangeneradoclonescon
estascaracterísticasmediantedilución límite de cultivos de SF de enfermosconartritis reactiva
Como APCs se afladieron células de ratón transfectadascon HLA-B27 e infectadascon
Yenterocolitica.Los ensayosde bloqueoconAcM indicanque la respuestano esrestringidapor
HLA de clase1, pero las célulassin moléculasde clase1 no sonlisadas.Los autoressugierenque
puede existir un mecanismo citotóxico dependientede HLA pero que no mnvolucra el
reconocimientode éste.Por último, el cultivo junto acélulasde ratóntransfectadasconHLA-B27
más Yenterocoliflcaha permitido aislar células T citotóxicas CDC que en los ensayosde
citotoxicidadUsancélulasautólogasvía reconocimientodeHLA-B27 (175, 176),lo queindicaque
puedeexistir unaimplicacióndirectadeHLA-H27 comomoléculapresentadoraenla patogeniade
la enfermedad.

Los estudiosquehemosdescritoparecenconfirmarqueexistencélulas17 infiltradasenlos
tejidos inflamadosimplicadasenrespuestascontraAgs de origenbacterianoy contraAgs propios
pero,dadoqueel aislamientode los clonesimplica estimulacionesin vitro quepuedenprovocarla
expansiónde determinadaspoblacionesde células17, no sehapodidodeterminarla importanciade
cadaclonen larespuestalocal in vivo.

8.3.- Problemática del cintilo de espondiloartropatiás Posibles soluciones

Lasposibilidadesde caracterizaciónde las células1 infiltradasen tejidos inflamadosasícomo el
análisismolecularde los receptoresen afectadospor espondlloartropatíaspresentanlimitaciones
inherentesa la propia enfermedad:i) El diagnósticode las espondiloarúopatíasno esinmediatoy
habitualmenteno se obtiene un diagnósticodefinitivo hastasemanasdespuésde la llegadadel
enfermoa la consulta.Puestoque se desconocecómo seinicia y sedesarrollala enfermedad,es
esencialcontrolarel momentode la tomade muestra.Idealmente,lasmuestrasdeberíanobtenerse
lo antes posible, incluso cuando únicamente setienen indicios de la enfennedad II) los enfermos
con espondiloartropatíassuelenser tratadoscon antiinflamatorios no esteroideos (AJNE) que
impiden la migracióny proliferación de las célulasT, lo que puedeconducira erroresen la
interpretaciónde los resultados.Esteproblemapuedeobviarsetomandolas muestraspreviamente
al inicio del tratamiento;iii) las espondiloartropatías,al igual que el resto de las enfermedades
autoinmunes,puedenperpetuarseporque la respuestase extienda a Ags diferentesde los que
iniciaron el transtornoy, si la patologíasecronifica, incluso puedeninfiltrarse célulasvírgenesno
implicadasen respuestaslocales.Al igual que los dos problemasanteriores,la influenciade este
efectopuedeminimizarsesi secontrolael momentode la tomade muestras;iv) la mayoríade los
afectadospor espondiloartropatiassólo presentaninflamaciónen la articulaciónsacroiliaca,de la
que sólo puedenobtenersemuestrasde líquido o membranasinovial mediante operación
quirurgica. En la práctica solo es posible obtenermuestraslocales de aquellos enfermosque
presentenartritisperiferica y) sedesconoceel Ag responsabledel inicio de la enfermedad,lo que
impide elmantenimientoencultivo delascélulas17. Actualmentesehandesarrolladoprotocolosde
infecciónconHerpesvirusSaimiri (HVS) quepermitenmantenerlas célulasT en cultivo durante
másde 1 añoen mediossuplementadoscon[L-~2sin necesidadde mitógenoso APCs(177, 178).
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Las células transformadas,tanto CDC como CD8~ expresanfenotipo de células 17 activadas
(CD2~CD3~CD45RO~CD2&CD2fl{LA-DR~)y conservansucapacidadproliferativao citotóxica
vía17CR(179, 180). La cinéticade tbsforilaciónesidenticaa la de célulasno infectadas,hidicando
que no existendiferenciasen las rutas de sefialización(181). La transformaciónde célulasT de
enfermoscon espondiloartropatíaspuede permitir el cultivo de las células durante tiempo
indefinido, separarlas poblacionesexpandidas,realizarel análisismolecularde susreceptoresy
estudiarsureactividadfrentea distintasdianas.

9.- Aproximacionesnietodológicasparaelestudiode repertorio de TCRS.

Los estudiosde repertorio pretendenestimarel uso de 17CRsdentro de una población
celular.La baseteóricasuponequelascélulas17 querespondena unAg proliferan.El aumentode
células17 especificasdel Ag sereflejaenel repertoriode 17CRscomounamayorproporciónde los
17CRsexpresadospor dichascélulas.A otro nivel, unamodificacióndel repertoriopuedeofrecer
informaciónindirectasobre la naturalezade los Ags que la han producido.Así, una expansión
policlona]indicaríaque,probablemente,sehaproducidoimarespuestaaun SAg, mientrasqueuna
únicaexpansiónoligoclonalse producidapor unarespuestaespecíficade Ag y variasexpansiones
oligoclonalessugeriríanrespuestascontravarioscomplejosantigénicos.Los estudiosde repertorio
realizadosen PBLs de individuos sanosindican que las expansionesoligoclonalesaparecende
formanatural(182), másfrecuentementeenpersonasdeedadavanzada(183)y quedifieren entre
distintosindividuosprobablementecomoconsecuenciade la exposicióna diferentesAgs. Sonmás
frecuentesen lapoblaciónCD8~ (184),enconcretoenla subpoblaciónCD8~CD45RO~(185),que
representacélulasdememoria,yenla subpoblaciónCD8~CD5f(186).

En flmción de la informaciónquese pretendeobtener,los estudiosde determinach5ndel
repertoriosepuedendividir endosgrupos:

- Estudiosdeuso de los segmentos17CRV. Estetipo de estudiovalorala contribuciónal
repertoriode cadasubfrniliaTCRV. Habitualnrnteevidenciaexpansioneso disminucionesmuy
acusadasde una subfamilia.Dado que los SAgs soncapacesde activartodaslas célulasT con
detenninadossegnrntosTCRiBV, los estudiosde uso delos segmentosTCRV habitualmenteson
capacesde revelar la intervenciónde SAgs en las modificacionesdel repertorio.Los estudiosse
realizanmediantecitonrtríade flujo o ReacciónenCadenade la Polimerasa(PCR)coniniciadores
específicosde cadasubkniliaTCRV.

- Estudiosde uso de regionesN o N+D. Unaexpansiónoligoclonal se puededetectar
comoaumentoenla proporcióndeTCRsconunamismaregiónN oN+D. La sensibilidadde estos
estudiosessuperiorquela de los devaloraciónde segmentosTCRV y puededetectarexpansiones
de una solacélula en ausenciade sesgosen el uso de segmentosTCRV. Se han descrito 2
diferentesprocedimientosparala determinacióndel uso de regionesN y N+D: i) secuenciación
directa Conileva la inserciónde los tránscritosde TCR en plásmidos. la transformaciónde
bacteriasconestosvectores,el clonajedeéstasy la secuenciaciónde los insertoscontenidosen las
bacterias.El procedimientoes extreniadanrntelaborioso puesobtenerdatos estadísticamente
significativos suponela secuenciaciónde gran cantidad de insertos; u) tipaje espectralEste
procedimientopermite la identificación de las expansionesmediante la cuantificación de los
tránscritosde TUI de unasubtmiliacondiferentestamañosde lasregionesN+D separadospor
electrotresisengelesde alta resolución.Los estudiosdebenlimitarseatránscritos17CRB porque
la ausenciade exclusiónalélica y el reordenamientosimultaneode los dos alelos de TCRA se
traducenen la complicaciónde su patrón de separaciónen ñinción del tamaño y dificulta la
interpretaciónde los resultados.Habitualmenteseconsideraqueexisteunaexpansiónoligoclonalsi
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al menos el 500/o de los tránscritos de una sublbmilia son del mismo tamaño (184). La
oligoclonalidad debecorroborarsemediantesecuenciaciónparadescartarseque la información
obtenidapor tipajeespectralcorrespondea varios trénscritosdiferentespero del mismo tanÉ~o.
Únicamentesesecueneianlos tránseritoscorrespondientesa las subfríliasconexpansionespor lo
que disminuyeenormementeel númerode secuenciasnecesariasparaconfirmar la expansión.A
diferenciade la secuenciacióndirecta,no permitevalorarla extensiónde la expansiónrespectoal
total de tránscritos,sinoqueúnicamenteindicasi existeexpansiónrespectoal resto de tránscritos
de la mismasubtbmilia.

Los estudiosde repertorio debenincluir controlesadecuadosparapoderdelimitar si las
expansioneso usos preferentesse debena diferenciasde haplotipo FILA entre los individuos
estudiados,a fenómenosde tolerizacióno a la exposicióna un antígeno.El estudiodepatologías
locales, corno las espondiloartropatias,presentacomo ventaja la posibilidad de compararlas
muestraslocales con muestrasde sangreperiferica de los enfermos.Los resultadosde dicha
comparaciónindicaríanquéexpansionessonespecfficasdeltejido afectado.
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OBJETIVOS.
Nuestrainvestigaciónpretendecaracterizarlos receptoresde antígenoexpresadospor

células 17 que infiltran los tejidos afectadospor enfermedadesen las que parecenexistir
respuestasinmunológicaslocales.El estudioseha desarrolladoen dospatologíasdistintasen
las que sepretendecubrir diferentesobjetivos:

A.- EstudiodecélulasT queinfiltran lesionesdepiel deafectadospor aEICH trasTMO
alogénico.

1- Estudio de la especificidad1-ItA de las células T obtenidasde exudadosde biopsiasde
lesionesde aEICH. Estimaciónde la importanciade las diferenciasen los locí de clase1 y II
anteunaseleccióndonante/receptor.

2- Valoración de la amplitud de la respuestainmunológica local en lo concernientea su
diversidadclonal.

3- Identificaciónde motivoscomunesen los TCRsde lascélulas17, conespecificidadfrenteal
HLA del receptorconobjeto de diseflar un modelo terapéuticopara la eliminaciónselectiva
pre-transpiantedelas célulasportadorasde dichosmotivos.

B.- Estudiode lasdiferenciasentreel repertorio de TCRs en muestraslocalesy en PBLs
deenfermosconespondiloartropatias.Relacióncon la respuestaautoinmunelocaL

- Diseñoy evaluaciónde unametodologíaque,evitandola exposiciónpreviaa antígenosque
puedanmodificar el repertorio de 17CRs, permita caracterizarexpansionesespecificasde
células17 procedentesdel liquido sinovialdeenfrrmosafectadosconespondiloartropatfas.

2- Determinaciónde la existenciade células17 expandidasexclusivamenteenlas articulaciones
afectadase identificaciónde motivos comunesen sus secuenciasde TCRS. Estimacióndel
origeny tipo deantígenoresponsablede las posiblesexpansiones.

3- Si se alcanzael objetivo anterior, examende la capacidadde las célulasexpandidasde
proliferar frente a célulaspropiasconobjeto de establecersi estánrealmenteimplicadasen la
respuestaautoinmunelocal responsabledela espondiloartropatía.

19





Materialesy métodos

MATERIALES Y MÉTODOS.
A.- Estudio de célulasT que infiltran lesionesde piel de afectadospor aEICH tras TMO
alogénico.

El procedimientogeneralempleadoparael estudioapareceesquematizadoen la figura

11.

A.).- Obtencióndeclonesdecélulas1’.

Los clonesempleadosen esteestudio seaislarony caracterizaronconjuntamentecon
el grupo del Dr. H. Vié, del Instituto Nacional de la Salud y la Investigación Médica
(INSERM) de Nantes.Lostipajes,tanto de los pacientescomode las lineas linfoblastoidesB
(B-LCL) utilizadas,sedetallanen la Tabla6.

A.1.l- PACIENTES.

PacienteHER. Varón de 7 aftos que sufría leucemialinfoblásfica aguda (ALL) en
remisión completa tras radioterapiay quimioterapia, fue transplantadocon médula ósea
procedentede su madre. Previamenteal transplantey como profilaxis contra la EICH, la
médula ósease incubó con anticuerposmonoclonales(AcM) anti-CD2 y anti-CD7 y a
continuaciónlos inmunocomplejosse expusierona complementode conejo, que lisó las
células17 unidasa los AcM. Además, se suministraronintravenosamente(iv.) AcMs anti-
CD2 y anti-LFA-1 (0.2 mg¡Kg/d desdeel día -2 al día 11 y desdeel día -3 al día 10,
respectivamente)paraminimizar la interacciónde las células 17 del donantecon moléculas
coestimuladorasy evitarsumigraciónatejidos inflamados.A partir del día19 post-transplante
sedetectaronlesionesen la piel El día22 serealizó unabiopsiade piel (biopsiaHER-a)y el
día 23 se comenzoun tratamientocon CsA (3mg/Kg/d iv.) y esteroides(2mg/KgId Lv.). A
pesarde ello las lesionesrebrotaron.El día27 setomó unasegundabiopsia(biopsiaHIER-b) y
semodificó el tratamientocontrala EICH inyectandoporvia u.v. AcM anti-CD2S (Smg/ddel
día29 al día39 y 2.Smg/ddel 40 al 80) y anti-TNTFa (5mg/ddel día29 al día 32). La EICH
desapareciócompletamentey no se presentócEICH pero el día 120 el pacienterecidivó y
finalmentemurió.

PacienteP. Varón de 10 añoscon mielodisplasiaidiopática y pancitopeniaseveray
unahistoriade 7 añosde transftisiones(hematíesy plaquetas).Fuetratadoconradioterapiay
quimioterapiay posteriormentetransplantadocon médula óseade su madre.El tratamiento
profiláctico contralaEICH fue el mismo queparael pacienteHER. La aspiraciónde médula
no mostrócélulasdel donante,lo que indicabaque el injerto no habíaprendido.El paciente
fue sometido a un segundo tratamientocondicionanteconsistenteen busulffin (Smg/Kg
durante2 días)y ciclofoslimida (200mgIKg durante4 días) y se le transplantómédulaósea
del padretrasla depleciónde células17. Como al pacienteanterior,se le suministraronAcMs
anti-CD2 y anti-LFA-1. El día 31 trasel segundotransplantese observóunaerupciónen la
piel y diarrea,por lo quese tomó unabiopsia de piel en la que se encontróunaelevada
infiltración linfocíticaen la quemásdel 80%erancálulasT CD4~. Por ello sele suministraron
intravenosamenteesteroides(2mg/Kg/d) y CsA (3mgIKgId). A pesarde ello las lesiones
persistierony el pacientemurió de EICH intestinal severa89 días despuesdel segundo
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Individuo
o línea Sexo liLA-A HLA-B liLA-DR HLA-DQ

liLA-
DPBI

HIER V 9,32 17,27 4,8 4,8 0401,1001
Donante
(HIER)

M 9,32 8,17 3,8 2,4 0601,1001

P V 1,29 44,17 0402,7 2,8 1301,1901
Donante1

M 1,2 57,62 0402,11 7,8 0301,1301
Donantc2

Y 29,32 44,40 7,14 2,5 0401,1901
BOLETH Y 2 w62.3 0401 8 0401

BM14 Y 3 7 4 8 0401
BSM M 2 w62.3 0401 8 0201
BTB V 2 27 0801 4 0401
DAB - 2,11 18,55 8,11 2,4 0401,0501
DEM - 2 57 16,4 5,8 0301,0401

HOM2 M 3 27 1 5 0401
IBW9 V 33 W65 7 5 0101
JB1O - 26,28 38 0402 7
JIFIA V 31 W51 0407 7 0301
RMIL M 2 51 1602 7 0402
ROU M 2,3 51,44 4,13 6,7 0301,1301
RSH V 68,30 W42 0302 4 0101,0402

177526 - 2 W46 0901 9 1301
TONY Y 1,2 7,8 3,13 2 0101,1901
VAVY M 1 8 0301 2 0101
WT24 y 2 27 1602 2 0301
DM0 V 2,9 21 7,11 -

MTSM M 2,3 12,27 1,11 -

L02 - 2 27 1 -

LOiS - 32 7,27 1 -

Tabla 6: Tipaje lILA de los individuos y de las líneas celulareslinfoblastoides(B-LCL)
empleadosenambosestudios.Las celdascon fondo blancocorrespondena los tipajesde las
célulasempleadasen el estudiosobre aEICH. Lasceldascon fondo gris correspondena las
célulasutilizadasenelestudiode lasespondiloartropatías.
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transplante.

A.l.2.- CLONAJE DECÉLULAS 17 DE LAS BIOPSIAS DE PIEL.

Las muestrasde piel se lavaronal menos5 vecesconRPMI completo(RPMI 1640
+10%de suerohumano+ GIn 2mM + gentamicinaSOmg/l) y se cultivaronen unaplacade 24
pocillos (Nunclon) en RPMI completo suplementadocon IL-2 recombinante(150 u/mt
Hoffman-Roche)a 370C y 5%deCOt La proliferaciónde las células17 fue detectablea partir
de 3 díastrasel inicio del cultivo. El día5, las célulassesembraronaunaconcentraciónde 0.3
células/pocilloen placasde 96 pocillos de fondo redondo.Seañadieroncélulasalimentadoras
(‘feeder”) alogénicasprocedentesde unareserva(5’ í04 PBLs/pocillo)y célulasH delreceptor
transformadascon el virus de Epstein-Barr(5d0~ células/pocillo).Estos dos tipos celulares
habían sido previamenteirradiadoscon 300y para evitar su proliferación. El medio se
suplementóconleucoaglutinina-A(lgg/ml. Pharmacia)e IiL-2 (150 u/mt Roche)y todos los
cultivossemantuvierona37~Ccon5% de CO

2.

A.í.3.- ANÁLISIS DE LA DIVERSIDAD CLONAL Y CONFIRMACIÓN DE LA
CLONALIDAD.

Seextrajoel DNA genómicode los supuestosclonesmedianteel método“Salting out”
(187) y sedigirió conEcoRI o Hindilí, traslo cual las muestrassesometierona electroforesis
en gel de agarosaal 1%. Tras la electroforesis,sedetectaronlas bandasespecificasmediante
Southernblot (protocolo 1) empleandocomosondaPH6O,quecontieneel segmentoTCRGJ1
y quemuestrahibridacióncruzadaconTCRGJ2(188), marcadacon

32P medianteun sistema
demarcajepor iniciaciónalazar(RandomPrimedDNA labelingKit, BoebringerMannheim).

Protocolo1. Southernblot (189).
- El DNA separadopor electroforesisse transfiere desdeel gel a una membrana

HybondN±(Amersham)o Z-probe-GT(BioRad)medianteun sistemade transferenciapor
vacío (Pharmacia) o por transferenciaalcalina (transferenciapor capilaridad durante un
mínimode 6h utilizandocomotampónNaOH0.4/vi, el cual semuestramuyeficienteen los
casosen los quefragmentosdeno superanlos 1000-1500bp).

- La membranaselasa con2xSSC(NaCí0.3M, citrato sódico0.03M)a temperatura
ambientepara neutralizarelNaOH

- Seincubadurante45-60mm ensolucióndeprehibridación (NaCí 0. 9M, Na
2HPO4

50mMpHZ4,EDTA SmM,ficol 0.2%,polivinilpirrolidona 0.2%, albúminadesuerobovino
(BSA)0.2%, SDS0J%yDNA deespermadesalmón40~ug/ml).

- Se elimina la solución de prehibridación y se sustituyepor una solución de
hibridación (NaCí 0.9M, Na2HPO4 SOmMpH7.4, EDTA 5mM, Ficol 0.1%, polivinil
pirrolidona 0.1%,BSA0.1%,SDS0.1%y DNA deespermade salmón4Opg/ml)quecontiene
la sotadamarcada.

- La hibridación se lleva a cabo duranteperiodos que superanlas 3h. Tanto la
prehibridacióncomola hibridaciónserealizana 65Csi seempleauna sondademásde 25
nucleótidoso a te por debajo de la temperaturade fusión (Tm) si la sonda es un
oligonucleótido. La Tm se calcula con el siguientealgoritmo: Tm=[4(G+C)+2(A+T)fC,
siendo6, C, A y Telnúmerodedichasbasesen el oligonucleótido.

- Tras la hibridación, las membranasselavan 3 vecesa temperaturaambientecon
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ÓxSSC(NaCí0.9M, citrato sódico0.09M) duranteperíodosde ¡5 mm y una cuarta veza la
temperaturade hibridacióndurante5 mita.

- La detecciónde las bandasque hibridan específicamentecon la sondoserealiza
medianteautorradiografla, usandopelículasX-Omat5 (Kodak).

El estudiosecontinuóen aqueilasmuestrascuyo patrónde reordenaniientode 17CRG
correspondíacon la presenciade un único clon. Los clones con distintos patrones de
reordenaniientoTCRGJ se considerarondiferentes, se determinó su especificidady se
caracterizaronsusTCRs.

~4.2.-Estudiosdeespedfieldadde ¡osdones.

La especificidadde los clones se determmó mediante ensayosde proliferación
(protocolo2) y citotoxicidad(protocolo3) frentea un panelde dianasalogénicas.Los clones
semantuvieronsin estimulaciónduranteal menos15 chas antesde realizarlos ensayos.Para
confirmar la especificidad,se realizaronnuevosensayosde proliferacióny citotoxicidadcon
céluiasestimuladoraso dianaspreincubadasdurante30 mm con anticuerposmonoclonales
específicosdecadauno de losalelosI{LA (Tabla7).

Protocolo2. Ensayode proftferación.
- s¡o~ células T respondedorasse cocultivan, por triplicado> 42h junto a sio~

célulasestimuladorasirradiadas(30 Gy) enplacasde96pocillosdefondopiano.
- Seañadea cadapocillo ¡pCi de 3H-timidinay semantieneel cultivo 6h inésen las

mismascondiciones.
- Serecolectanlas células,se lavany se cuantifica la incorporaciónde 3H-timidina

en un contadorderadiactividadfi
- Cadapuntosedeterminapor triplicado.

Protocolo3. Ensayodecitotoxicidad.
- sio~célulasdianaseresuspendenen50,¿4de 51Cr enformade cromatosódico(50

mCi/mí,Amersham)y 5%lde ST?
- Se incubaa 3tC durante lh, agitando cada 15 mitapara evitar la decantación

celular.
- Se lavan las células exhaustivamentecon RPMI para eliminar el 5Cr no

incorporadoy seresuspendenen RPMJ+59~oSTFdemaneraque SOyl contenganun mínimo
de500-800cpmyquela concentraciónseaaproximadamente40000células/mL

- SedistribuyenSOylde célulasdianamarcadasenplacasde96pocillos defondo en
V (Sterilin)yseañadendistintasproporcionesdecélulasefectoras.El volumenfinal encada
pocillo debeser150pl

- Laplacasecentrjfugasuavemente(J2Oxg5 mita)yseincubadurante4h a tu
- Tras un pulsode centrjfuga, serecogen100pl desobrenadantey secuentanen un

contadorderadiactividadr•
- La liberación máximade Cr sedeterminaañadiendolOOpl de HCl 0. IM a SO~ul

dedianamarcaday la liberación espontáneaañadiendoJOOpldeRPMI+5%STFa SOy¡de
diana.

- La lisis especjficasecalculasegúnel siguientealgoritmo:
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Anticuerpo Especificidad ref./casacomercial

Leu-4 Anti~CD3 BectonDickinson

Leu-3 AntiCD4 BectonDickinson

Leu-28 Anti’CD8 BectonDickinson

VER 2.32 Anti’17CRV1312 Immunotech

17rC7 AntFHLA-A29 (190)

GSP41 Anti’HLA-DR (191)

1A3 AntiiltA-DQ (192)

B7-21 Anti+ILA-DP (193)

SPV-T3b AntiCD3 (194>

HP2/6 Anti’CD4 (195)

B9/4 AntiCDS (196>

MARlOS Anti’CD25 (197)

MCAí 509 AntiffCRBV17 Serotee

Tabla 7: Anticuerpos empleadosen citometría de flujo o bloqueo de la
proliferaciónen el estudiode aEICH (celdascon fondo blanco)y en citometríade
flujo o separaciónde subpoblacionesen el estudiode espondioartropatías(celdas
confondo gris).
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%lisis 1 OOx (X-E)/(M-E)

DondeX sonlas cpmliberadasal enfrentarlas célulasdianacon las efectoras,E la
liberación espontáneay M la liberación máxima.No se consideranlos experimentosen los
quela relaciónE/Messuperiora 0.35.

- Cadapuntosedeterminapor triplicado.

A.3.-DeterminacióndelusodesegmentosTCIL

La determinacióndel usodeTCRSpor los clonesserealizó siguiendoel procedimiento
descrito por Bragadoy cols. (92) y Lauzuncay cols (93) paraobtenerlas secuenciasde
TCRA y TCRB de linfocitos T monoclonales.Consisteen la amplificaciónespecíficade los

5
tránscritoscorrespondientesa cadaunade las cadenasdel lCR. Así pues,2-lO~lO celulasde
cada línea clonal se Usaron con NP-40 al 0.5% en presencia de complejos de
vanadilrribonucleátidos(VRC, Gibco-BRI),que inhibieronla acciónde las ribonucleasas,y el
RNA seaislómediantesucesivasextraccionesconfenol/cloroformo(fenol 49.5%,cloroformo
49.5%,alcohol isoamflico1%), seprecipitó en etanoly tras resuspenderloen 2Opl deFF0 se

cuantificóla cantidadde RNA porespectrofotometríaa26Onnt
Seempleó 1 j.±gdel RNA aisladocomomoldeparacadareacciónde síntesisde cDNA

mediantetranscripciónreversa.Comoiniciador se empleóoligo(dT)is, con lo queseobtuvo
cDNA de todoslos mRNA presentesenla muestra.

El cDNA seutilizó comomoldeparallevara cabounabateríade PCRs(protocolo4).
CadaPCRempleacomo cebadoresparesde oligonucleótidosdistintos: un oligonucleótido
hibridaen unaposición5~ de todoslos segmentosTCRAV o TCRBV de unasub&milia, pero
no conel restode sub~xnilias.El otrooligonucleátido,comúnparatodaslas PCRs,hibridaen
unaposición 3 del segmento17CRAC o de los 17CIRBC (Tablas8 y 8B). De esta forma se
amplificanfragmentosde DNA quecontienenpartede la regiónV, lasregionesN (o N+D) y J
al completo y partede la región C. Los oligonucleótidosse seleccionaronempleandolos
programas“Local” (Molecular Biology ComputerReseachSource)y “Pattern Matching”
versión 4.3 para el sistema operativo MS-DOS (DNA and Protein SequenceAnalysis
Programs)asícomo el paqueteinformático “WisconsinPackage”versión8.0 parael sistema
operativoOpenVMS (GeneticsComputerGroup,mc). Los oligonucleátidospresentabanal
menos4 desapareamientosconlos miembros de otrassubfamiliasy entretodoscubríanmás
del 85% de todos los segmentos.No se incluyeron oligonucleátidospara las subfamilias
descritasdurantela realizacióndelestudiopuessurepresentaciónen el repertoriono superael
10%enel casode segmentosTCRAV y el 3% enTCRBV (27, 28).

Protocolo 4. PCRsdesubfamiliasTCRV.
- Sealicuotael cDNA (1/25 delproductode reacciónde la síntesisde cDNA) en tubo

eppendorf(0.6m1).
- A cada alícuota se añadeel par de oligonucleótidoscebadorescorrespondiente

(Tablas8A y 8B). La concentraciónde cada oligonucleótidoen la mezclade reacciónfue

- La mezclade reacción (V=50pl) contieneademásdel cDNA y los cebadores,
tampón JxTAQ (Tris-HCI ¡OmMpH8.8, KCl SOmMyTritón X-J000.1%), MgCb 1.SmM,
dNTPs200~uA’fcadaunoy 1.25u de TaqDNA polimerasa(Replitherm,Ecogen).

- Previamentea la PCR seañadenunasgotasde aceitemineral sobrela mezclade
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Nombre Secuencia Nombre Secuencia

VAIaE GCTGAGGTGCAACTACTCAAT
VAlí ATCTCrrCTGGTATGT

VAl bE TCTGTGAGCCAGCATAACCAC

VA2E GAAGATGOAAGrnTrACA

VA3E CAOGOAGAAGAGGATCCTCAG VA3I ACTAcITATAAACAA1TrACAG

VA4aE AOCCAAAT~CAATGOAGAGTA
VA4I OAAGACAGAAAOTCCAO

VA4bE CCTCCATOGArI’GCGCTOAAG

VA5E GAGOCCCTGAACATrCAOOAG VA5I AACTArFCTCCAGCATACTrA

VA6E AAGATAACTCAAACCCAACCA VA6I ACCAGTOATCAAAGrrATGOT

VA7E CACGTACCAGACATCTGGcYrr VA7?1 CTOGTACCAGCAACATG

VASE ACCCTGAGTGTCCAGGAGOG VASI AT~ATAQACA~~CGT~C

VA9E AGAGTGACTCAGCCCGAGAAG VA9I TATTCTGGGAGTCCTGAACTC

VAIOE CTGCTGOAGCAGAGCCCTCAG VAIOI AGTGT1T1T~CCAGC~~ACAA

VAllE GACCAAGTG-TTrCAGCCTrCC yAití GTGTCCAATGCT~ACAACTTC

VAI2E AAGGTAACTCAAGCGCAGACT VAI2I ACCCOTGATACTAC’ITArrAC

VAl 3E CCTCCAOACCTGAT~C~CCAO VAI3I OACTCTGTGAACAATrFOCAG

VAl 4E ACAGTCACTCAGTCTCAACCA VA 141 ACCAGTGAGAOTGA~~A~~AT

VAlSE GATGTOGAGCAGAGTCTTITC VAlSI AGCTCCTCCACCTAC~~ATAC

VA! 6E CAGTCAGTGGCTCAGCCGOAA VAI6I GGAAACCCn’ATCTrrnTGG

VA17E CAGCAOGTGAAACAAAOTCCT VA 171 ACTGCO1T~GACTACT~~CCA

VAlSE CTGAACGTGGAACAAGGTCCT VAl Si TCCAGCAA~~1T~ATGCC~I?A

VA ¡ 9E CAGAACCTGACTGCCCAGGAA VA 191 GTAGGAATAAGTGCC~~ACAC

VA2OE TCCATGGAC~CATATGAAOGA VA2OI AACA~~GCTACAAATGA21TAT

VM! E CAGCAAGTrAAGCAAAA1TCA VM 11 AACAGcATGmGArrArrrC

VA22E ATGTCAOOCAATGACAAGGGA VA221 AACAAAOOflTrGAAOCCACA

CAE CTrGTCACrOGA’nTAGAOTC CAí CAGCTOGTACACOGCAOCIOTC

Tabla SA: Bateríade oligonucleátidosempleadospara amplificar por PCR los cDNAs que
codificancadenasadel TCR (93).



Nombre Secuencia Nombre Secuencia

VB lE TCCCCTAGGTCTGGAGACCTCTCT VB11 CAOCCCCTCCAGrrCCTCArr

VB2E ‘rn?CAOGCCACAACTATG’TTrrG VB2I CTCATGCTGATGGCAAC’ITCC

VB3E GATATGGACCATGAAAATATG’rrC VB3I AAAATGAAAOAAAAAOGAGAT

VH4E ACGATCCAOTQTCAAGTCGA VB4I CTQATCOCAACTGCAAATCAO

VB5E CTGATCAAAACGAGAGGACAGCA VBSI CTGOOGGACTCGGCCCT

VB6E TCAGGTGTQATCCAA1T~C

VB7E CAACATATGGGGCACAGGGCAATG VB7I ~~CTCACCTGAATGCCCCAAC

VZ3SE GAGGTGACAGAGATOGOACA VHS! TACmAACAACAACGrFCcG

VB9E OAACAAAATCTGGGCCATGATACT VB9T ArrATAAATGAAACAG’rFCAA

VB1QE GTTCCTATAAAAGCACATAO’rrAT VB101 MTCAGAAAGCAGAAATAATC

Vm lE TCTCAAACCATGGGCCATGACAAA VBI 11 ACAGAGAAGGGAGATCITrCC

VBl2E CTGAGATOTCACCAGACTQAG VB121 ACATCTC}TGTACT~CTGTGCC

VBl 3E GCATGACACTGCAGTGTGCCC VB 131 TCA’rFACTCAGTrGOTGCTGG

VBI4E ACCCAAGATACCTCATCACAG VBI4I AACAGTOACrI’OIITCTCAGA

VBISE TCTCAGACTAAGGOTCATGATAOA VB151 rrrGATGTCAAAOATATAAAC

VBl6E GACCCAAmcTOGACATGATAAT VBI6I GTOAAAGAGTCTAAACAGCAT

VBl7E GAACAGAATI17GAACCACGATGCC VB171 CAGATAGTAAATGAC’ITTCAG

VBI SE AGCCCAA17GAAAGGACACAGTCAT VB 181 CTOGTATCGGCAOCTCCCAGA

VB 1 9E ACCCCCGAAAAAGOACATAC’ITrr VB191 GGTATCAACAOAATCAGAATA

VB2OE GAOGGAACATGAAACCCCAACCTA VB2OT ACCGACAGOCTGCAGGCAOGG

CRE TITTGGOTGTOCGAGATCTC CBI ~~CTGATGGCTCAAACAC

Tabla8B: Bateríade oligonucícótidosempleadosparaamplificar porPCRlos cDNAs que codifican
cadenas¡3 delTCR(92).
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reacciónparaevitar la evaporación.
- Lasalícuotassesometena PCRen un termociclador(PTC-J00, MJResearch).
- Losprogramasempleadosparalasampft/icacionesson:

- Paracadenasa 30ciclosen lassiguientescondiciones:
1 mm a 95YC(desnaturalización),
1 mm a 420C (hibridación)y
1 mm a 720C (elongación).

El último ciclo seprolongacon 5 mm mása 720C.
- Para cadenasfi se utilizan condicionessimilarespero disminuyendola

temperaturadehibridacióna 39” C.

Una vez finalizada la amplificación específicase tomaron alícuotas de 10¡.d y se
sometieronaelectroforesisen gelde agarosa.Ladetecciónde las bandasespecíficasserealizó
medianteSouthernblot (protocolo 1) en el que seemplearoncomosondasoligonucleátidos
internosde los productosde PCRque hibridancon las regionesTCRAC o TCRJ3C(CM y
CHI, respectivamente)(TablasSA y 8B). Lastemperaturasde hibridaciónfueron650C y 470C,
respectivamente.El marcajedelos oligonucleótidosserealizó incubándoloscony-j7P]-dATP
(actividadespecífica>30O0¡~¿CVmmol(Amershamo ICI”O) en presenciade T4 polinucleótido
quinasa.

Tras la identificaciónde la sub&milia amplificada,el resto del producto de PCR de
dicha subfamiliase extrajo 2 vecescon fenol/cloroformo y una con cloroformo. El DNA
purificadoseprecipitéafiadiendo1/20 volumendeNaAc 3M pH5.3 y 2 volúmenesdeetanoly
sesometióaelectroforesisengelde agarosade bajopuntode fisión (NuSieveGTG, FMC) al
2%, secortó el fragmentode gelde agarosaqueconteníala bandaespecíficay partede este
material se utilizó comomolde en reampliflcionesasimétricasen las que la proporciónentre
los cebadoresestabadescompensada(protocolo 5) paragenerarDNA de cadenasencilla y
emplearlocomomoldeenlas reaccionesdesecuenciación.

Protocolo5. Amplificaciónasimétrica.
- Se empleancomocebadoresun nuevogrupo de oligonucleótidos, VAnÍ y VBnI

(Tablas8Ay 8B) quehibridan enposicionesmásinternasque VAnEy VBnE.
- Las condicionesde las PCRsson las mismasque las descritasen el protocolo 4

peroincorporandolassiguientesvariaciones:
- El volumendereacciónseaumentaa 100pl.
- Como moldese emplean2-6 ~uIde agarosafundida conteniendoel DNA

ampljficado en la PCAanterior.
- Lasconcentracionesde los oligonucleótidosson l0nMde VAnEo VBnEy

1pMde CAlo CM, paragenerarla cadena- o ¡pUde VAn!o VBnly ¡OnUde o CBE
paragenerarla cadena-it

- El producto de la reacciónse extrae 2 vecescon ¡eno1/cloroformo y 1 vez con
cloroformo y se concentra con un microconcentradormicrocon-30 (Amicon), que se
centrifugaa lOOOOxga 4”C durante15 mm paraeliminar el excesode cebadoresy dNTPs.

- El productode la ampl~caciónasimétrica,retenidoenel volumennofiltrado, se
recuperainvirtiendoel microconcentradorycentrifugandoa 2000xgdurante3 mm.

- 1/10 del producto recuperadosesometea electroforesisen gel de agarosapara
comprobarel rendimientodelapur¿ticación.
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El producto purificado de las amplificacionesasimétricasse secuenciomedianteel
métodode los ddNTPs(198) utilizando el sistema“Sequenaseversion2.0” (Arnersham)según
las recomendacionesdel ffibricante. Los productos de las reaccionesde secuenciase
resolvieronen gel de poliacrilaniida en presenciade urea (urea 42%, Tris-borato 0.09M,
EDTA 2mM, acrilamida 6%, bisacrilaniida 0.13%, APS 0.05% y TEMED 0.03%), que
permite separarfragmentosde DNA con diferenciasde tamañode bastaunabase. Tras la
electroforesis,el gel sesecó a vacío durante2h a 800C y seexpusoa autorradiografiacon
peliculasX-OmatS (Kodak).

En aquelloscasos en que las secuenciasde los tránscritosde lCR no pudieron
deducirsea partirdel materialobtenidopor amplificación asimétrica,el materialamplificado
tras la PCR convencionalse insertéen el vector pCR-script,se transformó en bacteriasy se
secuencio como se describe enlos apartadoscorrespondientesaMaterialesy Métodosparael
estudio del repertorio de TCRs en espondioartropatías.
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B.- Estudio de las diferenciasentre el repertorio de TCRs en muestras locales y en PBLs
de enfermos con espondiloartropatías.Relacióncon la respuestaautoininune locaL

El procedimientogeneralempleadoenel estudioseesquematizaenla figura 12.

Al.- Obtenciónde linfocitos Ty manipulaciónde cé¡ula&

B.1.l.- PACIENTES.

PacienteMTSM La paciente,mujerde 56 añosacudea consultaafectadapor artritis
periférica y sinovitis en ambas rodillas así como con un largo historial de artritis. No se
detectanindkios de infeccionesenningúnmomentodel diagnósticoni durantelas siguientes
consultas.Sussíntomasseajustana los criteriosde diagnósticode espondiloartropatías(142,
143) y a los criterios de diagnóstico de espondilitis anquilosante (199, 200). Tras
diagnosticárseledichaenférmedad,es tratadacon AJNE. Durantelos 3 años siguientesno se
detectannuevosepisodios.Cuando la pacientecontaba60 años,se le presentóun 2~ episodio
inflamatorio (el l~ crónico). Se obtieneentoncesunamuestrade liquido sinovialde la rodilla
derecha(MTSMSFR1)y unade PBLs (MTSMIPBL1). 6 mesesdespués,se volvió a extraer
líquido sinovial, en esta ocasiónde ambas rodillas (IMTSMSFR2 de la rodilla derechay
MTSMSFL2de la izquierda) y de sangre periférica (MTSMPBL2). El tipaje de HLA se
muestraenla tabla6 (MTSM).

PacienteDMG. El paciente,varón de 22 añoscuyo tipaje liLA semuestraen la tabla
6, se presentóenconsultamostrandoartritisperiféricay sinovitisafectandola rodilla derecha.
Se detectaronademássignosde dactilitis y velocidadde sedimentaciónglobular elevada.En
ningún momento se detectaronsignos de infección bacterianani virica. Dichos síntomas
encajanen los criterios de diagnósticode espondiloartropatias,tanto segúnel ESSG(142)
como Amor (143). Finalmente se le diagnostica espondioartropatiaindiferenciada.
Previamenteacualquiertratamientoseobtuvieronmuestrasde líquido sinovial(DMGSF), así
como de sangreperiférica(DMGPBL 1). 6 mesesdespués,tras tratamientocon AJNE, se
tomó otra muestrade sangreperiférica(DMGPBL2) y 4 mesesmás tardese extrajo una
terceramuestrade sangreperiférica(DMGPBL3).

B.1.2.-. AISLAMIENTO, CONGELACIÓN Y DESCONGELACIÓN DE MUESTRAS Y
LINEAS CELULARES.

Las muestrasde liquido sinovial (SF) y PBLs se diluyeron a la mitad con solución
salina(SS) (NaCí 0.90/o) y sesometierona centrifugaciónen gradientede ficol (Liniphoprep).
La interibseque conteníalos linfocitos serecuperóy selavó 3 veces con SS para eliminar los
restos de ficol.

Las células se congelaron en medio de congelación (900/o suero de ternera fetal (STF)
y 10% de DMSO) a una concentraciónque osciló entre s•io5 y 5.106 células/ml. La
sus

0pensiónse conservóen viales de congelaciónque se mantuvieronun mínimo de 24h a -

80 C antesde transferirsea contenedoresde nitrógeno liquido donde se almacenaronpor
tiempo indefinido.
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La descongelaciónserealizóañadiendoSS ala suspensión,diluyéndolabasta14m1. Se
centrifugó5 mm aSOOxg.EstaÚltima operaciónse repitió 3 vecesantesde afiadirel tampóno
mediocorrespondienteparalas subsiguientesmanipulaciones.

B.1.3.-CITOMETRIADE FLUJO.

La expresiónensuperficiecelularde los diferentesmarcadoresse determinómediante
citometríade flujo en un citómetroEPICS-XL (Coulter).Las células seincubaron30 mm a
40<2 con el AcM especifico correspondienteacoplado a FITC o PE. Como control de

especificidadse emplearonIgs policlonales de ratón acopladosa los mismos compuestos
fluorescentes.En los casosenquese emplearonAcM no acoplados,tras la incubaciónconel
W anticuerpo,lascélulasse lavaron2 vecesconSSy se incubaronconun 2~ Ac anti-fracción
Fc de las Igs de ratón acopladoa FITC o a PE. En estoscasosse considerónegativala
fluorescenciamedidatras la incubaciónde las célulasdirectamenteconel Ac anti-fracciónFc
de las Igsde ratónacopladoalcompuestofluorescente.Los anticuerposempleadossedetallan
en la Tabla7.

B. 1.4.- SEPARACIÓNDE SUBPOBLACIONES.

Tras el aislamientode las célulasmononuclearesmediantecentrifugaciónengradiente
de ficol, las muestrasobtenidasdel enfermoDM0 sesepararonen las subpoblacionesCD4~ y

CD84. por incubación(45 mm a 40<2) conAcs específicosdedichosmarcadoresacopladosa
bolas magnéticas(DynabeadsCD4 o DynabeadsCD8, Dynal) y selecciónde las células
adheridasa las bolasporaplicacióndeun imánalqueseunieronlas bolas.

En determinadoscasosel AcM utilizado no estabaacopladoa las bolas magnéticasy
las célulasseincubaronconelAc especificodurante30 mm a 4~C, selavaron3 vecescon SS
y se incubaron con Ac-anti fracción Fc de Igs murinas acoplado a bolas magnéticas
(DynabeadsGoat anti-mouseIgO, Dynal) otros 30 mm a 40<2, tras lo que las células se
separaronconel imán.

La homogeneidadde cadapoblacióncelularaisladase comprobómediantecitometría
de flujo.

£2.-Determinacióndeasode TEZ» en célulasT expandidasespec<ficomenteen líquido
sinovial.

B.2.l.- TIPAJE ESPECTRAL.

Traslaextracciónde RNA de lasmuestrasy la síntesisdecDNA, serealizaronbaterías
de PCRSparacadenasTCRB similaresa las descritasen el protocolo 4, con las siguientes
variaciones:

- Como molde de la PCR se empleó 1/100 del producto de la síntesis de cDNA
(paritendode lj±gdeRNA).

- El volumenfinal de la reacciónfue de ¡Opl. manteniéndoselaconcentracióndetodos
los reactivosexceptolade los oligonucleátidos,queseutilizarona 0.SjJvL

- Latemperaturade hibridaciónseaumentóa490<2paraaumentarlaespecificidadde la
reacción.

- Se realizaron40 ciclosde amplificaciónen lugarde 30 paraincrementarla cantidad
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de DNA. Unavez finalizadaestaamplificación,el materialse reamplificó cambiandouno de
los oligonucleótidospor otro más interno, lo que permitió aumentarla especificidadde la
amplificación. La reamplificación(PCR2A) se realizó en condicionessimilares a las que
acabamosde describirperocon las siguientesmodificaciones:

- Como molde seemplearonO.5~ de una dilución 1/200 del productode la primera
PCR.

- Se sustituyó el oligonucleótido CHE por CHI marcado con y-[32P]-dATP para
facilitar ladeteccióndel materialamplificado.

- Serealizaron25 ciclosde amplificación.
Una vez finalizada la ? amplificación, se añadieronS~xl de tampón de parada

(formaniida95%,EDTA 2OmM, azuldebromofenol0.05%y xilenecianol0.05%).La mezcla
o

sedesnaturalizóa 95 <2durante5 mm y secargóengeldepoliacrilamidaenpresenciadeurea.
La autorradiografla se densitometró (ImageQuant, Molecular Dynamics) y se

cuantificó la intensidadde las bandasobtenidasen la amplificación de cadasubthmilia. Se
consideróque conteníanunaexpansiónoligoclonalaquellasamplificacionesenlas que 1 banda
suponíamás del 50% de la amplificación total de la subtbmilia (184) y cuyas bandas
adyacentesno suponíanmásdel 30%de dichabanda(201).

El estudio se continuó en aquellas sublhmilias que presentabanexpansiones
oligoclonalesenlas célulasdelSF perono enPBLs,descartándoseel resto.

B.2.2- OBTENCIÓNDECOLONIAS Y SECUENCIACIÓN.

Serealizaron2 PCRsa mayorescalaquelas queseacabandedescribirconobjetode
generarmaterial suficienteparaserintroducidoenvectoresde clonajey empleandoCBI no
marcado.El materialobtenido sepurificó medianteel sistemaWizard PCR-preps(Promega)
paraeliminaroligonucleátidosy dNTPs,traslo queseinsertóen un vectorde clonaje(pCR o
pHlueScript)medianteincubaciónen presenciade T4 polinucleótidoligasa.Los productosde
la reacciónde ligación se introdujeronmediantechoquede caloren bacteriasE. colí de la
cepaDH5-aquesesembraronenplacaspetriconLB-Agar (bacto-triptonalOgr/l, extractode
levaduraSgr/l, NaCí lOgr/l, agar 15g/l, IPTO OJmM y X-GAL 4Omg/l) con ampicilina
(lOOmg/1). Las colonias obtenidas se chequearonpara comprobar si el vector había
incorporadoel material amplificadomediantePCR (Protocolo6) o Southernblot (Protocolo
7).

Protocolo6 Chequeodecoloniaspor PCR.
- Sereplicacadacolonia enunaplacaconLB-Agar+Ampy el restode la colonia se

resuspendeen ¡Op¡ de SS.
- Seañaden ¡Opl de soluciónde lisis «<Cl SOrnAd, Tris-HCl ¡OmMpH&3, MgCl2

¡ - Sm/sl, NP-400.45%, Tween-200.45%y proteinasaK 0.O6mg/ml)para lisar la membrana
de lasbacteriasy seincuba30 mm a 370C.

- El productode la lisis sedivide endos tubosy sesometea dosPCR distintas.En
una seempleancomocebadoreslos oligonucleátidosCBIy T3 (A7TACCCCTCACTAAAG)y
en la otra CBIy T7(AATACGACTCACTATAG).Las condicionesdePCR son igualesque las
descritasenelprotocolo4para la ampftficacióndecadenasfi.

Protocolo 7. ChequeodecoloniasporSouthernblot.
- Sehacendosréplicasde la colonia, unasobreLB-Agary otrasobreunamembrana
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de Nylon(Amersham)colocadasobreotraplacade LB-Agar
- Ambasréplicasseincuban16-20ha 3tC.
- Lascoloniaspresentesen las membranasselisan durante¡5 mm enNaOH~4M

2x ¡ mm en Tris-HCl ¡MpH7.6y15 mm en Tris-HCl 0.5MpH7.6,NaCíJ.SM
- El DNA sefija a la membranaincubándola2ka 8(/<2?
- Losprocesosdeprehibridación, hibridacióny exposiciónson igualesa los descritos

en elprotocolo 1.

Partede las coloniasque incorporaroninserto se crecieronen l.Sml de LH+Anip
duranteunas20h y seextrajo el DNA plasmídicomediantelos sistemasWizard minipreps
(Promega)o Flexiprep kit (Pharmacia).El DNA se desnaturalizócon NaOH/EDTA (NaOH
2OmM y EDTA 0.2mM) durantelh a 37~C traslo que seneutralizóconNaAc y seprecipitó
conetanol.El DNA desnaturalizadosedisolvió enH~Oy sesecuenciócomoseha detallado.

B.3.- Cuantsficacióndetrúnscritosconuna determinadaregión N+D.

Las coloniasobtenidascomo seacabadedescribirsereplicarony sechequearonpor
Southern blot empleando como sonda CHI. Tras determinanarel número de colonias
positivas,las membranasselavaronen 6xSSCdurante10 mm a 950C paradeshibridarlasy se
rehibridaronutilizando como sondaun oligonucleótidocuyasecuenciacoincidía conla de la
regiónN+D estudiada(Ví7IRS(AGTAGTATAAGATCC3GGC))y sedeterminóla proporción
de coloniasquehibridabanconVl7IRS dentrode las TCRB~. Paraaumentarla especificidad,
la hibridaciónserealizóa laTm del oligonucleótido(560<2).

R.4.- Estudiodela capacidadautorreactivade lascélulasT queexpresandetenninadá
cadenafi.

B.4. 1.- TRANSFORMACIÓNDE LINFOCITOS Y MANTENIMIENTO EN CULTIVO.

Células T de las muestrasDMGPBL2 y DMGPHL3 se infectaroncon el virus del
herpesde saimiri (HVS) siguiendoel protocolo8.

Protocolo8. Infeccióncon HES.
- Lascélulassesiembrana 0.5tI (/ células/mlenplacade24pocillos.
- Seincubanen Imí demedioRPM¡/CG(RPM!68%, medio CG (Serotec)22%, STF

¡0%, Gín 2mM, gentamicinaSOmg/lyfungizona¡mg/mí) suplementadocon IL-2 (Hoffman-
Roche)40u/mlyFHA a 10,¿g/mLA estemedioseañade¡ml del sobrenadanteobtenidotras
la incubacióna 370<2 decélulasOMK(célulasrenalesde macaco)junto a HEShastala lisis
completade las células.

- Semantienendurante7 díasenpresenciadelvirus, tras lo cual seretira el medioy
seañadeRPMI/CG+IL-2.

- Tras ¡ mesen estemedio, el cultivo estácompletamentecompuestopor célulasT
CD8~, comodemuestranlos análisis de las muestraspor citometría deflujo, quepueden
considerarsetransformadas.

- LascélulastransformadassemantienenenRPMI/CG+IL-2& queserenuevacada3-
4 días.
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Conobjeto de obtenercélula B inmortalizadasde DM0 paraemplearlascomo APCs,
parte de la muestraDMGPHL3 se infrctó con el virus de Eptein-Barr (EBV). El
procedimientodetransformaciónsedetallaenelprotocolo9.

Protocolo9. InfecciónconEBV
- Los PBLsse resuspendena 3-10406células/mlen 2m1 del sobrenadanteobtenido

tras el cultivo durante1 semanade linfocitosde tití infectadosconEBV.
- Semantienea 3AC durante2h y seañadeRPMI completo(RPMI90%, STF¡0%,

Gín 2mM, gentamicina SOpg/’nl y fungizona ¡mg/mí) hasta dejar las células a una
concentraciónde 106 células/mL

- Lascélulassecultivanen estufodurante7-15 díastras los cualesla transformación
es completa.

- Seretira el mediocon EBVysesustituyepor RPMIcompletofresco.
- Lascélulastransformadascon EBVsemantienenen RPMIcompletoqueserenueva

cada3-4 días.

B.4.2.- COCULTIVO DE CÉLULAS T TRANSFORMADAS CON LiNEAS H
LINFOBLASTOIDES.

Las lineas T transformadassecocultivaronen presenciade lineas B linfoblastoides,
pero en ausenciade 11-2 u otros coestimulos(protocolo 10). Así, teóricamente,sólo las
células T que reconocenespecíficamenteun Ag debenproliferar, mientras que el resto
deberíanpermanecerquiescenteso morirpor falta de estímulos.

Protocolo10. Cocultivo.
- Las células T transformadasse siembran en placas de 24 pocillos a sio~

células/pocillo,concentracióncelularlimitantepara lascélulasEtransformadascon HVS?
- A cada pocillo se añadencélulasB linfoblastoidesirradiadas (60 Gy) en una

proporciónde 2/1 respectoa lascélulasT.
- Cadapocillo contiene2m1demedioRPMI/CGsin IL-2 (para evitarel crecimiento

delas célulasqueno reconozcanun Ag).
- El medio se renuevacada 3-4 días y cada 7 días se añaden 106 células B

linfoblastoidesirradiadas.
- El cocultivose mantiene30 días, para que las célulasT no estimuladasqueden

minimizadasen el cultivo.
- SeañadeIL-2 al medioy sedejadeañadir célulasB para lograr laproftferaciónde

lascélulasactivadasvía TeR.

Trasel ensayo,las células semantuvieronen cultivo en presenciade 11-2 el tiempo
mínimo necesarioparadisponerde célulassuficientesparael análisispor PCRde las mismas.
Se extrajo RNA, sesintetizócDNA y ésteseutilizó como moldeparala PCRconel par de
oligonucleótidosCHE y VB17E como se ha detallado (protocolo 4 con las variaciones
descritasenel apanadoH.2.). El productoamplificadosediluyó (1/200)y sereamplificótal y
comosehadescritoenel apanadoH.2. utilizando comocebadoreslos oligonucleótidos<2131 y
VHl7E. El producto de amplificación se resolvió en gel de agarosaal 1.5% y las bandas
específicasse detectaronmedianteSouthernblot (protocolo 1) usandocomo sonda CHI
(hibridacióna49~C). Trasexposiciónenautorradiografla,la membranaselavó durante10 mm
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a 95~Cen6xSSC, y serehibridóconla sondaV17IRS(temperaturade hibridación560<2).
La expresiónrelativade TEV17 encadacocultivo se calculó empleandoel siguiente

algoritmo:

Expresiónrelativar(IVíIICj/(IVw.2/IC¡r2)

SiendoIV, la intensidadde la bandai medidamediantedensitometriatrasla hibridación
con la sonda Vl7IRS e ICi la intensidadde la banda i medida por densitometríatras
hibridacióncon la sondaCHI. IVIL-2 e 1<211-2intensidadde las bandaobtenidastras cultivo
enpresenciadeIL-2 trashibridaciónconlas mismassondas.LadivisióndecadaintensidadIV
entre1<2 eliminala variacióndebidaa las diferenciasde cantidadde materialcorrespondientea
la amplificación de TCR sometido a electroforesis.La división entre el crecimiento en
presenciade IL-2 relativizael valor anteriorhaciéndolo independientede la actividad de la
sonday las ditérenciasentredistintosmomentosde cultivo.
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RESULTADOS.
A.- Estudio de célulasT que infiltran lesionesde piel de afectadospor aEICH tras TMO
alogénico.

A.).- ObtencióndeclonesT, confirmación dela clonalidadyanálisisde la diversidad
clonaL

Con objeto de obtenercélulas T activadasinfiltradas en las muestraslocales, las
biopsiasde piel se mantuvieronen medio de cultivo enriquecidocon 11-2. Puesto que las
células activadasexpresanelevadosniveles del receptorde alta afinidad de 11-2 (202), a
priori, únicamenteéstasproliferaráncomo respuestaadichacitoquina,por lo queen principio
se evita la selecciónantigénicain vitro. En las 3 biopsiasde piel estudiadas,las célulasT
comenzarona exudardel tejido durantelos 3 primerosdíasde cultivo. Tras5 díasde cultivo
enestascondiciones,estascélulasT sesembraronen placasde 96 pocillos en condicionesde
dilución limite (0.3 células/pocillo)en presenciade célulasB del receptor.Las condicionesde
dilución límite impidenque el sobre-crecimientodealgunacélulaT puedadesembocarenun
enmascaramientode la presenciade otrascélulasT. El análisispor dilución limite indicó una
frecuenciade prolifrracióndeentreel 50 y el 100%de la teórica.Portanto,el cultivo en las
condicionesde dilución límite empleadaspermitió obtenerla mejor representaciónde las
células T que inicialmente crecieron en presencia exclusiva de 11-2. No se obtuvieron células a
partirdebiopsiasdetransplantadosenlosqueno sedesarrollóaEICH.

Deestemodo,seobtuvieron59 líneascelularesT del pacienteHER, 21 derivadasdel
cultivo de la biopsiaobtenida22 días trasel trasplante(3 díasdesdela detecciónde la lesión
dérmica)y 38 de la biopsiatomadaeldía27 trasel transplante(8 díasdesdelamanifrstación
de la enfermedad),asícomo24 lineasT de la biopsiadel pacienteP. Cadaunade las lineas
estabaexclusivamentecompuestapor célulasT CD44 o CD84, como seconfirmé mediante
citometriade flujo.

Paraconfirmar la clonalidadde las líneascelulares,éstasse analizaronpor Southern
blot con una sonda específicadel segmentoTCRGJ1 que tambiénreconocíael segmento
TCRGJ2.

El análisisde las líneasobtenidasdel enfermoJIER mostróquetodaslas líneasCDC
aisladasa partir de la primenbiopsiapresentabanel mismo patrónde reordenamientodel gen
TCRG,por lo quesededujoquedebíancorrespondera un solo clonquesedenominéHER-1.
Todaslas lineasCDI de la primerabiopsiade HER fueronreconocidaspor un AcM antí-
VB12, por tanto seasumióque tambiénprocedíande la expansiónde un únicoclon, HER-3.
La segundabiopsiade HER permitió aislar 38 clones,26 CDC y 12 CD8~. El análisisde los
reordenamientos TCRG indicó que los clones CDC únicamente presentaban 3
reordenarnientosdistintosy portanto correspondíana3 clones,HER-27,HER-28y HER-29,
diferentesde HER-1 (Fig. 13A). Todoslos reordenamientosTCRG de los clonesCD8~ de la
segundabiopsiaÑeroniguales(Fig. 1 3B), lo queindicabaquecorrespondíana un único clon,
I
7IER-30,diferentedeHER-3.

El análisisde las 24 líneas1 de la biopsiadel pacienteP revelóquetodaseran<2D4~ y
que presentaban7 patronesde reordenamientode TCRCI diferentes,lo quepermitió deducir
quederivabande 7 clonesdistintos: Pl, P3,P6,P7,PíO, Pl 1 y P14(Fig. 13<2).Puestoqueel
pacienteP sesometióa dostransplantes,el primeroprocedentede sumadrey el segundodel
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Resultados

padre,sedeterniinómediantecitometríade flujo el fenotipoHLA de los clones.Esteanálisis
indicó quetodoslos clonesaisladoseranHLA-A29~, alelo expresadoúnicamenteporel padre,
por lo quesededujoqueprocedíandel segundotransplante.

La clonalidadde las lineas,ademásde apoyarseen los patronesde reordenamientode
TCRG, fue confirmadapor los datosobtenidosporPCRde kmilias TCRAV y TCRBV y su
posteriorsecuenciación(ver elepígrafeA.3).

A.2.-Análisis dela espec4ficidaddelosclonesobtenido& Diversidadclonal dela respuesta

A fin de determinarsilos clonesobtenidoseranespecíficosde los alelosHLA del
receptor,éstosseenfrentaronconunpanelde lineaslinfoblastoidesen presenciao ausenciade
anticuerposmonoclonalesespecificosde distintos alelosliLA y se determinó la capacidad
proliferativa de los clones así como, en aquelloscasosen los que procedía,su capacidad
citotéxca.

El clon I-IER-l proliferó frente a las lineas BM14 (HLA-A3; -137; -DR4; -DQ8; -

DPO4Ol), DEM(HLA-A2.2; -1362.3; -DR4; -DQ8; -DP0202)y HOM2 (1-ILA-A3; -827; -

DRI; -DQ5; -DPO4OI) y no frenteaBSM (HLA-A2.2; -Bw62.3; -DRO4OI; -DQS; -DPO2O1)
(Fig. 14A). Puestoqueel único alelo coincidenteentrelas lineas frente a las que proliferé
HER-1 fué HLA-DPO4Ol, sesupusoqueRER-1 respondeespecificamentea dicho alelo. Esta
especificidad se confinnó mediante el bloqueo de la prolifrración frente a HOM2con AcM
específicos.El clon HER-27 proliferó frente a las líneas HSM y HOLETH (HLA-A2.2; -

Bw62.3; -DRO4O1; -DQ8; -DPO4Ol) pero no en presenciade JIfA (HLA-A31; -13w51; -

DR0407; -DQ7) ni HTB (HLA-A2.2; -B2705; -DROSOl; -DQ4; -DPO4O1)(Fig. 14A). HER-
29 proliferó frente a las mismaslineas, pero no frente a RSH (HiLA-A68.I,30.3; Bw42; -

DR0302; -DQ4; -DPOIOl,0402)ni HTB (Fig. 14A). Puestoqueel único alelo no coincidente
entredonantey receptorpresenteenlas lineaslinfoblastoidesreconocidasy ausenteenel resto
eraHLA-DQ8 sesupusoquetanto RER-27comoHER-29eranespecíficosparadicho alelo.
Esta suposiciónse vio reforzadalos la ausenciade proliferaciónde ambos clones al ser
cultivadosjunta a la líneaHOLETH preincubadaconun AcM especificodeHLA-DQ (1Ai3)
(Fig. 1413). HER-28 proliferéal enfrentarlocon HTH y HOLETH, pero no frente a HSM ni
RSH, por lo queúnicamentepodíaserespecificode I{LA-DPO4Ol, alelo presenteen las dos
lineasfrente a las que proliferó y expresadapor el receptor(Fig. 14A). La especificidadse
confirmó porque su proliferación se bloqueó específicamentecon el AcM anti-HILA-DP
(B7.21)perono conlos anti-}ILA-DR ni anti-HLA-DQ (Fig. 1413).

El clon CDC HER-3 prolifrró en presenciade la líneaHTH pero no en presenciade
DAB (HLA-A2,1 1; -1318,55;-DR8,l 1; -DQ2,4; -DPO4O1,050l)ni ROU (I-IILA-2,3; -H51,44;
-DR4,13; -DQ6,7; -DPO3OI). Por su parte, HER-30 proliferó en presenciade HTh y de
WT24 (HLA-A2.2; -132705;-DR1602; -DQ2; -DPO3Ol)pero no lo hizo al enfrentarlacon
IHW9 (HILA-A33.1; -HwSl; -DR7; -DQ5; -DPO1Ol)ni VAVY (HLA-Al; -Rs; -DRO3O1; -

DQ2; -DPOIOl) (Fig. iSA). Dadoquelos experimentosde citotoxicidadindicaronque ambos
cloneslisabanHTB pero no RML (HLA-132fl, se dedujoque tanto HER-3 como I-IER-30
reconocíanespecificamenteHLA-B27 (Fig. tSR).

Los clonesPl, P3, P6, P7 y PíO proliferaronal cultivarlosen presenciade BOLETH
perono frenteal restode lineaslinfoblastoideschequeadas:RSH,VAVY, TONY (HLA-AI,2;
-87,8; -DR3,13; -DQ2; -DPOlOl,1901),HTB ni IBW9 (Fig. 16A). Estosdatos,unidosa la
ausenciadeproilferaciónal enfrentardichosclonescon la líneaBOLETH preincubadaconel
AcM anti-HLA-DQ 1A3 (Fig. 1613) permitieron deducir que estos clones reconocen
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Resultados

específicamenteIHLA-DQ8. Pl!, en cambio,proliferóúnicamentefrenteaT75.26 (1-ITLA-A2; -

Bw46; -DRO9OI; -DQ2; -DPl3OI) (Fig. 16A) y la proliferaciónsebloqueóespecíficamente
por el AcM anti-HLA-DP (Fig. 1613). Por tanto se dedujo que respondíaespecificamente
contraHLA-DP1301,exclusivodel receptor.P14proliléró al cultivarlo en presenciade JBlO
(HLA-A26,28; -1338; -DR0402; -DQ7) pero no en presenciade T75.26ni DEM (Fig. 16A).
La proliferaciónde P14sebloqueóúnicamentecuandoJBIO sepreincubóconel AcM anti-
lILA-DR Estosdatosindicaronque la líneareconocíaespecíficamenteHLA-DR0402.

Los resultadosanteriorespermitieronconcluir que todos los clones aisladosde las
muestraslocalesdelpacienteHERasícomo los obtenidosde P eranespecíficosde alelosHLA
de los receptores.Los clonesaisladosde HER sedirigían contraHLA-H27 (HER-3 y HER-
30), HLA-DQ8 (HER-27 y }{ER-29) o HLA-DP0401 (IIER-l y HER-28), cubriendoasí
todos los alelos lILA del receptor no expresados por el donante. Por su parte, los clones
obtenidosapartir de labiopsiade P reconocíanlos alelosHiLA-DQ8 (Pl, P3, P6, P7y Pb),
HLA-DP1301 (Pl 1) o HILA-DR0402 (P14),mientrasque no seobtuvo ningúnclon dirigido
contralILA-Al o 1{LA-B17, tambiénexpresadosexclusivamenteporel receptor.

43.- Diversidadde TCRsempleadospor losclones

Conobjeto deconfirmar la clonalidadde las lineasT aisladasa partir de las biopsiasde
ambosenfermos,asícomoparacomprobarsi la respuestarestringidaacadaalelo sereflejaba
enla existenciade similaridadesestructuralesentrelos T<2Rs quelos reconocen,seprocedióa
la caracterizaciónde los TCRS expresadospor cadasupuestoclon. Así pues, el RNA
procedentede los clonesse retrotranscribióa cDNA y se sometióa bateríasde PCRscon
objeto de amplificar el materialcorrespondientea la subfamiliaT(RAV y TCRBV expresada
por el receptorcorrespondiente.Puestoque, en principio, cadaPCRde la bateríaúnicamente
deberíaamplificar los tránscritoscon segmentosTCRV de una sublimilia, el análisis por
Southemblot teóricamentedeberíapermitir la identificación de los segmentosTCRV que
empleacadaclon (Fig. 17 y 18). En determinadoscasoslos oligonucleótidoscebadores
puedenhibridarcon miembrosde otrassubfamilias,por lo que puededetectarsemásde una
amplificaciónaúncuandola líneacelularT seaclonal.Esteproblemasesolventósecuenciando
todos los materialesamplificadosencadabateríade P<2Rs,determinándosela porción3’ del
segmentoTCRAV/TCRBV, la regiónN/N+D, el segmentoTCRAJ/TCRBJy elextremo5’ del
segmentoTCRA<2/TCRBC de cadacadenaanalizada.

Con la bateríade PCRSrealizadaa partir del cDNA del clon HER-1 se amplificó
material correspondientea las sublbmiliasTCRAV4 y TCRiBV13 (Fig. 17). A pesarde los
repetidosintentosde rearnplificacióny secuenciacióndel material de TCRAV, no fue posible
determinar la secuenciade dicho tránscrito, aunque si pudo determinarsela secuencia
correspondientea la bandaT<2RBVl3 (Tabla9).

Las PCRsdel materialaislado del clon HER-27 mostraronamplificacionesde los
tamañosesperadosal emplearlos paresde oligonucleótidosparaTCRAV4, AVX2 y 13V9
(iFig. 17).La secuenciacióndel materialcorrespondientea cadauna de las bandasindicó que
únicamentecorrespondíana TCRAV12 y TCRBV9 (Tabla9), siendo la bandaT<2RAV4 un
productosecundariode la amplificación,probablementecorrespondientealaamplificaciónde
unmicrosatéliteo intrón deRNA inmaduro,y no correspondíaala secuenciade ningúnTCR.

La retrotranscripcióndel RNA y PCR del cDNA del clon HER-28 produjo tres
amplificaciones: TCRAV16, TCRAV17 y TCRBV7. La secuenciaciónde TCRAV16
demostróquecorrespondíaa un reordenamientono productivodel genTCRA, mientrasque
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Resultados

TCRAVI7 correspondíaa un alineamientoproductivo (Tabla9). El material correspondiente
aTCRBV7 seintentóreamplificary secucnciarrepetidasveces,pero no seconsiguiómaterial
adecuadopara ello. El hecho de que no Ñeran posibles las reamplificaciones,aunqueno
permitió unaafirmaciónrotunda,sugirió queel materialque no pudo secuenciarsepertenecía
a unade las sublinniliasdescritasposteriormenteal diseñode los oligonucleótidos.

La amplificación del material procedentedel clon HER-29 proporcionóproductos
amplificadoscon los oligonucleótidosparaTCRAV2 y AV8 así comoparaTCRiBV2 (Fig.
17). El material de TCRAV2 correspondíaa un reordenamientoproductivo,mientrasque el
TCRAV8 era improductivo(Tabla9).

El RNA del clonHER-3 condujoa dosúnicasamplificaciones:TCRAV7 y TCRBVI2
(Fig. 17) quetrasla secuenciaciónde susproductosindicaronque cadaunacorrespondíaaun
reordenamientoproductivo(Tabla9). El análisisdelmaterialobtenidodel clonHER-30indicó
amplificacionesen las sublbmilias TCRAV3, AV5 y TCRAV17 y en la subfamiliaTCRBVí
(Fig. 17). La secuenciacióndel materialdeTCRAV3 y TCRAV17revelóquecorrespondíana
un único reordenamientoproductivopertenecientea la sublhmiliaTCRAV32, mientrasque la
secuenciacióndel materialTCRBV1 confirmé supertenenciaa dichasublimilia (Tabla9). El
hecho de haberamplificadouna sub~miliano incluidaenel paneldeoligonucleátidosindica
que éstecubremayorporcentajede segmentosTCRV del inicialmentecalculado,aunquela
especificidadde cadaoligonucleótidoes menoselevada.Dado que el diseño del panel se
realizó previamentea la descripcióndetodaslas subÑmiliasTCRV esposiblequealgunosde
los oigonucleátidoshibridencon zonasde las nuevassubfaniiliascoincidentescon las de
subfamiliaspreviamentedescritas.

Los RNAs de los clonesderivadosdel pacienteP tambiénse analizaronmediante
retrotranscripeión y PCR empleando los panelesde oligonucleótidos descritos como
cebadores.El material correspondientea Pl produjo unaamplificaciónen TCRAV19 y una
enTCRBV6 (flg. 18). Demaneraanáloga,tambiénseprodujeronamplificacionesúnicascon
las bateríasde PCRs correspondientesa PíO (TCRAV9 y TCRiBV6) y Pl 1 (TCRAV1 y
TCRB3) (Fig. 18). La secuenciacióndel material correspondientea las amplificaciones
confirmó la asignacióna las subfrniliasdeterminadasmedianteel análisispor Southernblot,
exceptoparala amplificaciónTCRAV 1 de Pl 1, del que no sepudoobtener materialválido
para la secuenciacián(Tabla 9>. El análisis del material de P3 indica 3 amplificaciones
(ICRAVí, TCRAV16 y TCRBV7). No fueposible la reamplificaciónde TCRAV16, mientras
quela secuenciaciónde la bandaTCRAVí indicabala existenciade dossecuenciasdilérentes.
Como alternativa, el material de P3 amplificado se insertó en un vector de clonaje, se
transformóenbacteriasy sesecuenciaron15 delascoloniasqueintrodujeronel inserto lo que
reveló que P3 codificaba dos cadenasTCRA con reordenamientoproductivo, ambas con
segmentosTCRAVI (Tabla9). El RNA extraídodel clonP7 condujoala amplificaciónde las
subúmiliasTCRAV3, TCRAV5, TCRAV8 y TCRAV2l junto a la única amplificaciónde
TCRBVS (Fig. 18). La secuenciacióndecadauno de losmaterialesconfirmnó queúnicamente
las bandasen TCRAV3 y en TCRBVS correspondíana amplificacionesde reordenannentos
productivosde TCR (Tabla 9), siendo el resto productossecundariosde la reacción de
amplificaciónno relacionadoscon genesquecodifican el TCR. Los clonesP6 y P14 no se
incluyeronenesteestudiopuesla sisteniáticacontaminacióndeéstosconcepasbacterianasno
permitió el aislamientodel material necesario.
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Resultados

A.4.- Motivosestructuralesen los TCRsde losclonesaisladosaparúr de las biopsiasde
piel de afectados por aEICH.

La comparaciónconjuntade las secuenciasde los TUIs de los clones indicó una
elevada heterogeneidad de uso de cada elemento generador de diversidad. Sin embargo, y
dadoque seobtuvieronvarios clonescon la mismaespecifidadHLA y que existenmúltiples
estudios que indican la existencia de motivos comunesentre los TCRs de células T
aloneactivasde igual especificidad(Tabla4), seconsideróinteresantela comparaciónde las
frecuenciasde uso de segmentosTCRAV, TCRAJ,TCRBV, TCRBJ y de aminoácidosen
CDR3 en función de la especificidad UlLA para detectar la existencia de elementos
generadoresde diversidadcomunesentrelos TUIs de los clones.La existenciade motivosen
los TCRs de los clonesen función de su especificidadUlLA podría extrapolarsea otros
pacientesconlas mismasdifrrenciasde MHIC entredonantey receptory podríaservir como
base para el diseño de aproximacionesterapeuticasque mediante la obtención de Ac
específicosde dichosmotivospermitala eliminaciónselectivade las célulasT especificasde
los alelos UlLA discordantes.

El usode los elementosgeneradoresde diversidaden los TUIs de nuestrosclonesse
comparócon las frecuenciasde uso de dichoselementosdescritasen estudiosen los quese
secuenciaronal menos300 coloniasque incluíaninsertosTCR procedentesde los PBLsde al
menos3 individuos sanos(27-30). Dadoque estosestudiosindican el uso de los elementos
generadoresde diversidadtraslos fenómenosde reordenamientoprefrrente,los fenómenosde
selección,etc.,sepuedeasumirquesi sedetectandiferenciassignificativasde frecuenciasde
uso de estoselementos3entrelos TCRs de nuestrosclonesy los de los individuos sanos,
debenser consecuenciade su implicaciónen la respuestaalogénicalocal. Exceptoen aquellos
casosen los que seindique lo contrario,los motivosdestacadosa continuaciónsonaquellos
que,trasla comparación,mostraronvaloresestadísticamentesignificativos(p<O.OS).

Como ya hemosindicado, se suponeque los linfocitos T alorreactivosreconocen
péptidosendógenosasociadosa moléculasdel MHC (90). Dado que la posición del TCR
sobreel Ag parecesersimilaren todoslos complejosTCR/Ag cristalografiados(49,50, 203,
204), parece lógico pensar que las regiones CDR1 y CDR2, que interaccionan
mayoritariamentecon el UlLA propio, tambiénlo hagancon el UlLA alogénicoy que las
CDR3, que contactanprincipalmentecon el péptido, interaccionencon áreassimilares del
complejoalogénico,ya seanotros péptidoso áreasdel UlLA alogénicoquemimetizana éste.
Los usospreferentesde TCRAV o TCRBV tendríanquedebersea la interacciónconel UlLA,
mientrasque los usos comunes en CDR3 y TC1tJ deberíanestar provocadospor el
reconocimiento de péptidos semejantes,que en parte están determinados por las
característicasestructurales,en los alrededoresde la hendidura,del HIA que los presenta.
Así, la comparaciónde la frecuenciadeaminoácidosenCDR3 de losTCRs de nuestrosclones
con los de PBLs de individuos sanos (30) podía aportarinformaciónacercade la hidrofilia
generalde CDR3 mientrasque la comparaciónde las CDR3 teniendoen cuentala posición
segúnlos criterios definidospor Chothiay cois. (Cys-Ala-XI-X2-...-L paraCDR3ay Cys-
Ala-Ser-Ser-Xi-L-...-L paraCDR3p) [93], informaríaadicionalmentesobrela distribucion
de los aminoácidos sobre el péptido y las hélices a del FILA y por tanto sobre distribución
espacialde la cargaendichaárea
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Resultados

A.4.l.- USO PREFERENTEY MOTIVOS ESTRUCTURALESEN LOS TCRS DE LOS
CLONESAISLADOS DEL PACIENTEHER

Los 6 clones aislados a partir de la biopsia obtenida del paciente HERse agrupan en 3
paresen función del UlLA contrael que responden.La comparaciónglobal de los TCRs,
independientemente de la especificidad no revela ningún uso preferente de elementos de
diversidad. Por otra parte, dado que únicamente se dispone de dos clones de cada
especificidad,esdificil extraerreglasde usode segmentosTCRy de aminoácidos en CDR3, e
incluso en aquelloscasosen los quesealcanzasignificaciónestadística,los datosdebenser
consideradoscon precaución,puesla simple utilización de una cadenapuedellevar a que el
usode dicho segmentoaparezcacomoestadísticamentesignificativo.

Los clones}{ER-3 y HER-30, específicosde I{LA-B27, empleabanrespectivamente
los segmentosTCRAV7 y TRCAV32, poco frecuentesen PBLs de individuossanos(2.3%y
0.6%,respectivamente)(27), mientrasqueel uso de segmentosTCRBV (12 y 1) no sealejó
de lo observadoencontroles(27),perteneciendocadauno de los segmentosTCRV pertenece
a un subgrupode homología distinto (Tabla 1). Tampoco se observóuso preferentede
segmentos TCRAJ o TCRBJ en comparación con los empleados por PBLs de individuos
sanos (27, 28).

Los clonesHER-27 y HER-29, HLA-DQ8 especificos,no mostraban ningún uso de
segmentosTCRAV, TCRAJy TCRiBV estadísticamentesignificativo y cadasegmentoTCRV
pertenecíaa un grupo de homologíadistinto (Tabla1). Podemosdestacarque ambosclones
empleabanel segmentoTCRBJ2S3mientrasquesuuso enPBLs de individuossanoseradel
7.4%.Ningún aminoácido es utilizado en CDR3en una proporción lo suficientemente elevada
comoparaalcanzarsignificaciónestadística.

Puestoque fue imposibledeterminarla secuenciade TCRA del clon HER-l y la de
TCRB del clon L{ER-28, ambosHLA*DPO4Ol, no sepudo realizarun análisisde los usosde
los segmentosgeneradoresdediversidaden los TCRS dedichosclones.Incluso considerando
correctasuasignacióna las sublimiliasmediantelas bateríasde PCRS,el análisisde frecuencia
de uso de segmentosTCRAV y TCRI3V de los clonesHER- 1 y HER-28 no reveló el empleo
estadísticamentesignificativo deningúnsegmentocomparadoconlos obtenidosenestudiosde
repertorio enPBLsde individuossanos.

A.4.2.- USO PREFERENTEY MOTIVOS ESTRUCTURALESEN LOS TCRS DE LOS
CLONESAISLADOS DEL PACIENTEP.

A diferenciade los clonesobtenidosdel enfermoHER, la mayoríade los clones del
pacienteP sonespecíficosde un único alelo UlLA: 5 cloneseranespecíficosdeHLA-DQ8,
mientrasqueuno, Pl!, era específicode HILA*DPI3OI y otro, P14 de HLA*DR0402. La
búsquedade motivosestructuralesy generadoresde diversidadsecentréporello enlos clones
HLA-DQ8 específicos.

Los clonesPl, P3, P7 y PU), específicosde HLA-DQS empleabansegmentosTCRAV
pertenecientesa los subgruposde homología2 (Pl, P7 y PíO) y 4 (ambascadenasde P3)
(Tabla 1). No se detectaronsesgosen el uso de segmentosTCRAJ, TCRBV o TCRBJ
respectoa individuos sanos.El análisis de la frecuencia de uso de aminoácidos en CDR3 no
revelaincrementosestadísticamentesignificativosconrespectoal las encontradasen PBLsde
individuos sanos.Aún cuandono alcancensignificaciónestadística,cabedestacarque4 de las
5 regionesCDR3ct (80%) contienenAsny que 3 dc las 4 regionesCDR3I3 (75%) contienen
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Asp.

A.4.3.-USOPREFERENTEY MOTIVOS ESTRUCTURALESEN LOSTCRSDE LOS
CLONESESPECÍFICOS DEHLA-DQ8.

Dado la escasainformaciónobtenidadel análisispor separadode los TCRs de ambos
individuos, se decidió estudiar los TCRS de los clones T con la misma especificidad,
independientementedel enfermodel quese aislaron.Así, se estudiaronconjuntamenteI{ER-
27, HER-29, Pl, P3, P7 y PíO. De esta manerahallamos que la frecuenciade uso de
segmentosTCRAV de los gruposde homología2 y 4 detectadaen los clones HLA-DQ8
específicosaisladosdeP seatenuaba.No destacabatampocoel uso preferentede segmentos
TCRAJ, TCRBV ni TCRBJ respectoa los datosobtenidosa partir de sangreperiféricade
individuossanos(27, 28, 30). Sinembargo,seguíadestacandola utilizaciónde Asnen4 de las
7 CDR3a,aúncuandono seobservóun patrónrelacionadocon la posiciónrelativadentrode
estaregión. Asimismo, cobró importanciael uso de Thr en 4 de CDR3a, aunquetampoco
llegó a alcanzarsignificación estadística.Respectoa los aminoácidosde CDRJB,se observa
que4 de los clonespresentaClIn (el 12.5%de los aminoácidosen la regiónN+D eran(Un,
mientrasqueen PBLs de individuossanosno superabael 3.7%) y que otro clon la contenía
comoprimeraminoácidodel segmentoTCRBJ. Por otraparte,3 delos 4 clonesderivadosdel
enfermo P también presentabanAsp en su CDR3B. Este uso no es estadísticamente
significativo, pero esdestacablequeHER-27 y HER-29, cuyasregionesN±Dno contienen
Asp, emplean segmentosTCRBJ que lo incluyen en una posición casi inmediatamente
adyacente.

Así pues, podemosconcluir que el análisis de usos de elementosgeneradoresde
diversidad entre los clones con igual especificidadUlLA, incluso cuando procedíande
diferentesenfermos,revela la existenciade varios motivos, aunqueno lo suficientemente
marcadospara que adquieran significación estadísticaal compararloscon los usos en
individuossanos.

Únicamenteseha documentadoun estudioen el cual se consiguieronaislar 5 clones
específicosde HILA-DQ8 y determinar la secuenciade sus TCRS (205) (Tabla 10). Estos
clones,aisladosa partir de PBLs de 3 individuos sanostras generar una alorrespuesta¿ti vitro
empleanmayoritariamente (8O0/o) segmentosTCRBV cuyas CDR1 contienen el motivo Ile-
Ser-Gly-His.Estemotivo aparecíatambiénen el 50% de los clonesHILA-DQ8 específicos
aisladosen nuestroestudio.Por otra parte,el 100% de los clonesaisladosde PBLsutilizaban
segmentosTCRBJ2S3o TCRBJ2SS(205). Análogamente,el 50% de los clones HLA-DQS
específicospresentadosennuestrainvestigaciónempleabanuno de estossegmentos.Nuestros
clonespresentabanademásmotivospropiosno detectadosen los clonesalorreactivosaislados
de individuos sanos: el 20% de los aminoácidos empleados en las regiones CDR3a de
nuestrosclones eran Am, que no se expresabaen los clones aisladosde sujetos sanos
descritos,lo que indicaqueexistíanpeculiaridadespropiasde los TCRs de nuestrosclones.El
usode ClIn (12.5%)y Asp(9.4%) en CDR3I3 de nuestroscloneserasuperioral de los clones
específicosde HIJA-DQS descritosen el estudioconPBLs de controlesen los que el uso de
estos aminoácidosera, respectivamente,3.3% y 0%, pero las di&rencias no alcanzaron
significación estadística.Las diferenciasentre ambosgruposde clones parecíanindicar que
existíancaracterísticaspropiasdelos TCRs de los clonesaisladosde las lesionesde EICH que
principalmentese localizabanen CDR3. Dado queno podíanexistir diferenciasen lo que
respectaal UlLA y que el reconocimientode complejosantigénicosalogénicosno implica
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Resultados

únicamentela interacción con el HLA, sino también con los péptidos presentados,
determinados por éste, y dado que los análisis cristalográficos de los complejos
TCR/péptido/HLAindicanqueCDR3ay CDR3psesitúanmayoritariamentesobreel péptido,
los motivos en estas regiones reflejaban característicascomunes entre los complejos
antigénicosalogérucos.
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B.- Estudio de las diferenciasentre el repertorio de TCRs en muestras localesy PBLs de
enfermoscon espondiloartropstías.Relacióncon la respuestaautojumne locaL

El estudio de las espondiloartropatiaspretendía, en primer lugar, definir una
aproximación experimental que permitiera obtener inlbrmación sobre las células T
específicamente infiltradas en los tejidos afectados sin necesidad de exponerlas a los supuestos
Agsresponsablesde la patologíaque, para la mayoríade las enfermedadesdel grupo,aúnno
hanpodidoserdefinidos.

Dado el carácterlocal de estasenfermedades,quese circunscribenúnicamentea las
articulaciones,se hizo la suposiciónrazonablede que las expansionesoligoclonalesque se
detectaranúnicamenteenlas muestrasextraídasde las articulacionesafectadasdebíanreflejar
una proliferación de las células T implicadas en una respuestainmunológica local,
probablementerelacionadaconla enfermedad.

Por tanto, una vez determinadasdichas expansiones,se intentó comprobarsi las
célulasqueportabandichosTCRsteníancapacidadde respuestacontracélulaspropiasy, por
tanto, podíanestarimplicadasen unarespuestaautoininune.Paraello y dadala imposibilidad
de clonajede las célulasT en ausenciade su antígeno,las célulasT seinmortalizarontras lo
cual se comprobó su capacidad proliferativa al ser cultivadas junto a células propias.

R. 1.- Tipajeespectral de las muestras recolectadas de lapacienteMTSM.

Los primeros estadiosdel estudio suponíanel análisis por tipaje espectralde las
muestrasderivadasde un enfermocrónico. El estudioen estetipo de enfermo presentabala
clara ventaja de que si, como habíamos supuesto, existían expansiones específicas de los
tejidos aléctadospresumiblementerelacionadascon la respuestalocal, la proliferaciónde las
células T tras el inicio de la enfermedadseriamayor en un individuo con la enfermedad
cronificaday, portanto, la oligoclonalidaddelas célulasimplicadasdeberíasermásacusaday,
consecuentemente,sería más 5cilmente detectable.Incluso la ausenciade expansiones
oligoclonalespodíaaportarinformaciónsobrela implicaciónde las célulasT en la patología:
sepodríadeducirquela presenciade las célulasT sedebíaa unainfiltración provocadapor la
presenciadc citoquinasinflamatorias,pero sin existirunaproliferaciónespecíficaen el tejido
inflamado, o quesí existíaunaproliferaciónen la articulaciónprovocadapor un SAg y que
por tantoerade carácterpoliclonal.

Hastael momento,variosgruposde investigaciónhanlogradoaislarclonesde células
T con distintas especificidades a partir de muestras locales de atéctados por
espondiloartropatías,indicando la posible participación de gran variedad de péptidos
homólogosdeproteínaspropias(170, 171, 173). No parecemuy plausiblela existenciade tal
variedadde péptidosartritogénicosen el inicio de la enfermedad.Dado que estosestudiosno
hantenidoencuentael matiztemporalenla tomademuestras,podríaconsiderarsequela alta
de homogeneidadde resultadospuededebersea que las muestrasen cadaestudio se han
tomado en distintasfasesde la enfermedad.Paracomprobarestasuposición,el estudio que
realizamosen el enfermocrónico serealizó tomandodosmuestrasenun intervalode 6 meses
paracomprobarsi las expansionesvariabanconel tiempoo semanteníanconstantes.Siexistía
una variaciónen el tiempo de las expansionesoligoclonales, indicaría quecélulas T que
iniciahnenteno estabanimplicadasen unarespuestalocal habíancomenzadoa participaren
ésta. Esto informaría sobre la existencia fenómenosde perpetuaciónde la respuesta
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relacionadacon la extensiónde éstacontranuevosAgs y confirmaríala necesidadde realizar
los estudiossobremuestrasobtenidasdurante los primerosestadiosde la entérmedad,de
formaqueseminimizaranlos ténómenosdeperpetuación.Si, porel contrario,lasexpansiones
se mantuvieronconstantesrespectoa! tiempo, el estudio podría realizarsesobrecualquier
pacienteindependientementedel momentode desarrollode la patologíae indicaríanque la
existenciade célulascongranmultitud de especificidadesen las articulacionesafectadasdebe
achacarsea otros motivos. Independientementede cual de ambosresultadosse obtuviera,
éstospodíanservirnoscomosistemade referenciaenestudiosdelmismotipo realizadossobre
¡nuestrasaisladasde individuosquesufrieranlos primerosepisodiosdela patología.

MTSM eraunaenfermacrónicaconun largohistorialde episodiosartríticosque, enel
momento de la toma de muestras,presentabainflamaciónarticular. El análisispor tipaje
espectralde las distintasmuestrasaisladasde la pacienteMTSM indicó que, en la primera
extracciónde liquido sinovial (MTSM(1)SFR), existíaun elevadonúmero de expansiones
oligoclonales, según la definición de Gregerseny cols., que supone la existencia de
expansionesoligoclonalescuandounúnico tamañosuponeel 50%o másde todoslos tamaños
detectadosmediantePCHs especificaspara cadasubfamilia TCRBV (184) y los tamaños
adyacentesno suponenconjuntamentemás del 30% del tamaño mayoritario (201). La
determinaciónde la intensidadde cada tamañomediantedensitoinetríapermitió detectar
expansionesen las subfamiliasTCRBV1, V2, V6, Vil, V12, Vb, V16, V17 y V18. Dichas
expansionesno eranevidentesen la muestrade sangreperiféricaobtenidasimultáneamente,
MTSM(í)PBL (Fig. 19), comose confirmó por densitometría.Sin embargo,la expansiónen
la sublbmilia TCRBV6 se detectó en la segundaextracción de sangre periférica,
MTSM(2)PBL, junto a una expansiónen la sublbmilia TCRBVl4 que no aparecíaen
MTSM(í)SFR(Fig. 19). A pesarde realizarvariosintentosde amplificaciónde las sub&milias
V19 y V20, no selogró materialdelas sublbmiliasV19 y V20 en la muestraMTSM(í)SFR.

Lacomparaciónde las expansionesoligoclonalesde la 2 extracciónde SE de la misma
articulación, MTSM(2)SFR, reveló que algunas de las expansiones obsevadas en
MTSM(í)SFR,TCRBVI, V2, VII y ViS, no sedetectaban.Por contra sedetectaronnuevas
expansionesen las subtbmilias TCRBV3, V4, V7, ViO y V14 (Fig. 20), conservándose
respectoaMTSM(í)SFRlas expansionesen las subfamiliasTCRBV6,V9y V16 (Fig. 20). La
muestraaisladade la otra rodilia, MTSM(2)SFL, reveló expansionesen la mayoríade las
subfamilias, incluyendo todas las que se observabanen la muestra MTSM(2)SFR más
TCRBVI 1 y V17, tambiéndetectadasen MTSM(1)SFR,asícomoexpansionesno detectadas
enningunade lasmuestrasanterioresenlas subílimíliasTCRiBV9 y VIO (Fig. 19y 20).

Todaslas expansionesdetectadasen la rodilla izquierdade NYFSM seobservarono
bien en la primera muestrade Ja rodilla derecha,MTSM(í)SFR, o bien en la segunda,
MTSM(2)SFR Dado que se ha comprobadoque la respuestacontra un Ag puede ser
responsablede la apariciónde expansionesoligoclonales,comohademostradopor el estudio
de las célulasque respondenin vivo a infeccionesgripales (206) o por el estudiopor tipaje
espectralde los PBLs de un controlantesy despuesde unavacunación(207), se supusoque
cadaexpansionesigualesenambasarticulacionespodíancorresponderala respuestacontraun
mismo Ag o a varios Ags homólogos presentesen ambas localizaciones.Así pues, las
expansionesen MTSM(2)SFL parecíanindicar que en dichaarticulaciónse respondíaa Ags
queestabanpresentesenMTSM(í)SFRasícomoa otros localizadosenMTSM(2)SFR.

Podemosconcluir que la existenciade expansionesoligoclonalesespecificasde SF
indicaqueexistió unarespuestacontracomplejosantigénicoslocalizadosen las articulaciones
afectadas.El elevadonúmerode expansionesentodaslasmuestras,asícomola variaciónenel
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Resultados

tiempode éstas,confirmalas suposicioneshechasde fonnageneralsobrela perpetuaciónde la
respuestamediantela extensióna nuevosAgsde lasrespuestasautoinmunes.

A la vistade los resultadosanteriores,no erade extrañarqueen los estudiosen los ue
no se consideróel momentode tomade las muestrasse pudieranaislar clones con las más
variadasespecificidadesapartir de SE de enfermos(170, 171, 173). Portantosehizo evidente
la necesidadde realizarlos estudiosen individuosen las primerasfasesde la enfermedad,en
las quelos fenómenosdeexpansióna nuevosantígenosfueranmínimos Esto deberíapermitir
identificar las expansionescorrespondientesa las células T que hubieranproliferadodurante
las primerasfasesde la enfermedady que,probablemente,eranlas responsablesdeldesarrollo
de ésta.El estudiode Ja enfermedaden susprimeros estadioseliminaría,además,la variable
debidaal tratamientocon AINE, cuya interaccióncon las células1 no ha sido evaluadaen
términosde modificacióndelrepertoriode TCRs.

B.2.- Tipaje espectraldelas muestrasrecolectadasdelpacienteDMG.

DM0 eraun pacientequesepresentabaporprimeravezen consultaconsíntomasque
hacían sospecharque sufría una espondiloartropatía.Durante el episodio inflamatorio se
tomaronmuestrasde PBLsy SF delenfermoy muestrasde PBLsdurantelos mesessiguientes
al citado episodio.Los sucesivosreconocimientosy análisisconfirmaronla primeraimpresión
y condujeronal diagnósticodeespondiloartropatíano ditérenciada.

En estepunto del estudio sedecidió estudiar separadamentelas subpoblacionesCDC
y CDC,comoaproximaciónquepermitieradeterminarla importanciadecadaunade ellasen
el desarrollode la enfermedad.Por otra parte, eraprevisible que el estudiodiferencial de
ambas subpoblaciones simplificaría el patrón de expansiones, lo que facilitaría la
interpretaciónde los resultados.

B.2. 1.- SEPARACIÓNDE SUBPOBLACIONESDELAS MUESTRAS PROCEDENTES
DEL PACIENTE DM0.

Los enfermosaféctadospor espondioartropatíaspresentanun porcentajeelevadode
célulasT CDC infiltradas en las articulaciones en comparación con los halladosen afectados
por otras enfermedadesinflamatorias como la artritis reumatoide (143, 151). Esto ha sugerido
que las células1 quepresentandicho fenotipo estánrelacionadascon el desarrollode las
patologías. A pesar de ello, estudios realizados en modelos animales indican que las
responsablesde la enfermedad pueden ser células T CDC (161, 208). Por otra parte, la
obtenciónde clonesdecélulasT medianteel cultivo de PBLso SF de enfermosjunto a APCs
incubadascon diférentesbacteriaso péptidoshan conducido al aislamientode células 1
pertenecientesa ambassubpoblaciones(168, 170-176).

Por tanto,dadala necesidadde definir separadamentela posible implicaciónde ambas
subpoblacionesen los primeros estadiosde la enfermedad,previamente a cualquier
manipulación, se separaronlas muestrasobtenidasdel pacienteDM0 en función de su
expresiónde los Ags CD4 y CDS mediante el empleo de bolas magnéticasacopladas a Ac
especificos.La contaminaciónde unasubpoblaciónporcélulasde la otrano superóen ningún
casoel 5%y, en sumayoría,fue inferior al 1% (Fig. 21).
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Resultados

B.2.2.-ANÁLISIS PORTIIPAJE ESPECTRALDE LAS SUBPOBLAC1ONESCDC DEL
PACIENTEDM0.

Como acabamosde indicar, actualmenteexistecontroversiasobre la participaciónde
las células T CD4+ en la patogeniade las espondioartropatías.Dado que, teóricamente,la
participaciónen la respuestalocal responsablede la patologíadeberíareflejarsecomo una
proliferaciónde éstas,el análisisportipaje espectralcomparativode lasmuestrasCD4~ de SF
versusPBLs podría t~cilitar información relativa a su posible participaciónen los eventos
relacionadosconel fenómenoinflamatorio loca]. El densitometradode las distintasbandas
obtenidastrasel tipajeespectralrevelóexpansionesenDMG(l)PBL~CD4~(TCRBV1 y Ví 1),
y enDM0(2)PBLCD4~(TCRBV6 y VI 1), perono enDMG(II)SF1DD4~(Fig. 22).

Podría especularseque las expansionesen DMG(í)PBLCD4~ se deben a una
respuestaen la periferia contra el péptido artritogénico y que, más adelante,las células
activadasse infiltrarán en las articulacionesy se expandiránen ellas. Estainterpretaciónno
parececorrecta, puestoque los síntomasque presentabael enférmo indicabanque en ese
momentoseestabaproduciendounarespuestaautoinmunelocal y que, por tanto, las células
responsablesde éstaestabaninfiltradas en el tejido daflado. Por tanto, la explicaciónmás
plausible a la ausenciade expansionesen la subpob]aciónCDC sería que no estaban
directamenteimplicadasen el inicio de la enfermedad,aunqueno podemosdescartaruna
participaciónenlos subsiguientesfenómenosde perpetuaciónde la respuesta.Por otra parte,
el hechode quela segundaextracciónde PBLsindicarala apariciónde unanuevaexpansión
oligoclonal(TCRBV6) y la desapariciónde unaexistenteen la primeraextracción(TCRBVl)
sugeríala variabilidad del repertorio respectoal tiempo y, aunqueno podía relacionarse
directamenteconla enfermedadpor apareceren PBLs, sí apoyabalos resultadosobtenidos
anteriormentedelenfermocrónicoMTSM.

B.2.3.- ANÁLISIS PORTIPAJE ESPECTRALDE LAS SUBPOBLACIONESCD8~ DEL
PACIENTEDM0.

El tipaje espectralcomparativode las muestrasCD8~ de SF y PBLs podríaaportar
informaciónsobrela participaciónde estasubpoblaciónenlos eventosinicialesde la respuesta
y en el posterior desarrollode la espondiloartropatia.El análisis mostró expansionesen
DMG(í)PBLCD8~(TCRBV2, V4, VIO, Ví 1, V14 y V19), en DMG(I)SF.CD8~(TCRBV2,
V4, Vil, V12,ViS, Vi?, V19 y V20) y enDMO(2)PBL~CD8~(TCRBV2, V6, y?,V9, Vb,
VIl y V19) (Hg. 23). Se detectaronexpansionesexclusivasde PBLs (VIO,V1l y V14 en
DM0(í)PBL.CD8~ y V6, V7, V9 y VlO en DMG(2)PLtD8~) que, como ya hemos
explicado,podríanconsiderarseconsecuenciade unarespuestainmunológicano relacionada
con la enfermedad.Hay que destacarque varias de las expansionesdetectadasen
DMG(l)PHL~CD8~ aparecíantambiénen DMG(2)PBL~CD8~, lo quesugirió queexistíauna
ciertaconservacióndelrepertorioenperiferia,aúncuandolasdiferenciasentreéstasindicaban
la variabilidaddel repertorioen el enfermo.Tambiénseencontraronexpansionessimultáneas
en SF y PBLscomoV2, V4 y Ví 1 y V19. Incluso suponiendoquecadaexpansiónen ambas
localizacionescorrespondíaala proilferacióndeun Único clon, no fue posibleditbrenciarsi era
consecuenciade una proliferaciónen periferiay unainfiltración de las células activadasen el
tejido, fhcilitadapor la presenciade citoquinas inflamatorias o si, tras la respuestaen la
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periferia, las células infiltradas participaronen la respuestacontraAgs relacionadoscon la
enfermedad.Ambos fenómenoseran,enprincipio, indistinguibles.El hechode queningunade
las expansionesdetectadasen DMG(1)SFCD8~y no en DMG(l)PBLCD8~ aparecieraen
DMG(2)PBLCD8~ parecía implicar que, al menosdurante los primeros meses de la
enfermedady probablementepor influenciade la medicación, las célulasT específicamente
expandidasenel SF no eranmayoritariasen la circulaciónperiférica,sino que prácticamente
secirscunscribíanal tejido inflamado.Nuestroestudiose centróen las expansionesexclusivas
de SF: V12, V15, V17 y V20 (Fig. 24), que deben aparecercomo consecuenciade la
respuestadesarrolladaen la articulaciónafectadacontraAgs localizadosexclusivamenteen
ella.

+La existenciade expansionesexclusivamenteen SF en la subpoblaciónCDS pero no
en la CD4~ sugirió unaparticipacióndirecta de las células T CDC en la patogeniade la
espondiloartropatíadesarrolladaporDM0, mientrasqueno pareceexistirunaparticipaciónde
lascélulasT CD4~ enlos primerosestadiosde la enfermedad.

R.t. AnáILvLv de lassecuenciasdecadena,fi expandidasen DMG(I)SFCDSI

Paraconfirmar la oligoclonalidad de las subfrnilias con bandasexpandidasen la
muestraDM0(1)SFCD8~,el material de las PCRscorrespondientesa cadasubfamiliacon
expansiónoligoclonal se ligó en vectoresquese introdujeronen bacteriasmediantechoque
térmico. Se secuenciaronentre 10 y 12 colonias de cada subI~milia, que se estimaron
suficientesparaconfirmarlos datosde oligoclonalidadobtenidosatravésdelanálisispor tipaje
espectral.De estamanera,obtuvimos12 secuenciasTCRBV12~,de las cuales7, el 58.3%,
presentabanun Único tamañode CDR3 y por tanto correspondíana unaúnica bandaen el
tipajeespectralEstetamañomayoritariocorrespondíarealmentea 5 secuenciasdistintas,pero
ningunasecuenciaindividualsuponíael 50%o másdelas secuenciastotales(Tabla 11),por lo
que la oligoclonalidad detectadano puede considerarsereaL Del mismo modo, la
secuenciaciónde 10 coloniasTCRBV154 mostró que 8 de ellas (80%) correspondíana un
único tamañode CDR3 aunque,análogamentea TCRBV12, ningunade las 4 secuencias
individualesde estetamañodabacuentadel 50% o másde las secuenciasobtenidas(Tabla
12), al igual quelos 5 tránscritosdelmismotamañodentrodelos 10 TCRBV20~ secuenciados
(50%)(Tabla13). Sinembargo,de las 11 coloniasconinsertosTCRBVí7~secuenciadas,10

teníanel mismo tamaño(91%), correspondiendo7 (64%) a unaúnicasecuencia(Tabla 14).
Hay que señalar que los porcentajesde tránscritos de cada tamaño obtenidos por
secuenciaciónsealejabanenmayoro menormedidadelos obtenidosmediantetipajeespectral
porque, obviamente,el número de secuenciasnecesariopara que los resultadostheran
similareshabríasupuestola secuenciaciónde un númerodetránscritosmuy superiorparacada
sublámilia.

Deesteanálisiscabedestacarquelas sublimiliasTCRBV12,ViS y V17 pertenecíanal
subgrupodehomología4, definido por Chothiay col (12), mientrasqueTCRBV2O pertenecía
al subgrupo5. Dado queestaclasificaciónse basaen la homologíade los aminoácidosen las
CDRI y CDR2,queinteraccionanmayoritariamenteconresiduosdel liLA, pero tambiéncon
aminoácidosdel péptido, podemos suponerque existía una cierta homología entre los
complejosantigénicosreconocidos.
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CDR3

N±D

= -

% de
Tamaño tráscritos

TCRBJ n % de tránscritos de de cada

JP CDR3 tamaño

-

EQFFG J2SI 1 8.3 7

YEQYFG J2S7 1 8.3 7

SYEQYFG J257 1 8.3 7

66.7
YEQYFG J257 2 16.7 7

YEQYFG J2S7 2 16.7 7

NQPQHFG JISS 1 8.3 7
-

YEQYFG J2S7 1 8.3 8 8.3
-

YEQYFO J257 1 8.3 9

25.0
YGYTFG JlS2 2 16.7 9

V~l2

CASS YDEN

CASS FGQG

CA ITGGP

CASS SSSG

CASS SLSG

CAS QGLI

CAS GHRAGH

CASS LLGGDL

CASS YSNGVS

Tabla11: Secuenciasde la CDR3(3 de tránscritosTCRBV12+de la muestraDMG(1)SFCD8+.El
tamañodela CDR3 semidió contandoel númerode aminoácidosentrelas secuencias
n indicael númerode vecesqueseobtuvola secuencia.

CAXX y XFG.

CDR3

TCRBJ n %detránscritos

T~

de
CDR3

% de
tráscritos
de~a
tamañoVJI1S N+D IP

CATS DRAQ QPQHFG J155 1 10 7

20CAT GEG SNQPQHIFG J155 1 10

CATS GGEGGHG AFFG JiSí 2 20 8

80CATS DNRGDTED FF0 JLSI 2 20 8

CAT IDTTT NQPQHFG J155 2 20 8

CATS DSGP NQPQHFG J1S5 2 20 8

Tabla 12: Secuenciasde la CDR3~de tránscritosTCRiBVlS+ dela muestraDMG(l)SFtD8+.El
tamañode la CDR3 semidió comandoel númerode aminoácidosentrelas secuenciasCAXX y XFG.
n indicael númerode vecesqueseobtuvola secuencia.



CDRJ

N-4-D
TCRBJ n % de tránscritos

Tamañ

de
CDR3

% de
tráscritos
de cada
tamañoVjl2O

CAWS KDXTXX HFO JiSí 1 10 6 10

CAWS WQGFGVQ EAFFG JlSS 1 10 7

50

CAWS PWGN FFG JiSí 1 10 7

CAWS TRTGXX LHFG J156 1 10 7

CAWS TGTG SPLHIFG J257 1 10 7

CAWS VRGTDT QYFG J257 1 10 7

CAWS DQTGD YEQYFG J257 1 10 8

30CAWS TGTG SYEQYFO J257 1 10 8

CAWS VGVG SYEQYFG J257 1 10 8

CA SSIRIRSXNEX FFG J154 1 10 9 10

Tabla 13: Secuenciasde la CDR3~ de trúnscritosTCRiBV2O-f- de la muestraDMG(1)SF~CD8+.El
tamañode la CDR3 semidió contandoel númerode aminoácidosentrelas secuenciasCAXX y XFG.
n indicael númerode vecesque seobtuvola secuencia.

CDR3

TCRBJ n % de tránseritos

T~

de
CDR3

% de
trásertosdecada
t~ñoVf317 N+D IP

CASS TGG TEAFFG JíSí 1 9.1 6
20

CASS VQGA YEQYFG J257
—

J2S1

7
7

7

9.1 7

CASS IRSG NEQFFG 63.6 7

80CASS ~SS YEQYFG J2S7 1 9.1 7

CASS VRS SYE YFG J257 1 9.1 7

Tabla 14: Secuenciasde la CDR3I3 de tránscritosTCRBV17+de lamuestraDMG(1)SFtD8+.El
tamañode la CDR3 semidió contandoel númerodeaminoácidosentrelas secuenciasCAXX y XFG.
n indicael númerode vecesqueseobtuvola secuencia.



Resultados

B.3.1.-ANALISIS DELAS SECUENCIASDE LOS TR NSCRiITOSPERTENECWNTES
A LAS SUBFAMILIAS TCRBV12, TCRBV15 Y TCRBV2O DE DMG(1)SF•CD8~.

A de que las expansionesen los trénscritos TCRBVl2~, TCRBVl5~ y
TCRBV2O no correspondíana la proliferaciónde un único clon, debemosrecordarque no
existíanbandasmayoritariasen PBLs, lo que indicaque los TCRs del tamañomayoritariose
encontrabanen periferiaenunaproporciónbajay queestabanaumentadosespecíficamenteen
la articulaciónlo que sugeríasu participaciónen una respuestalocal. Aún cuando se han
realizado estudiosde repertorio que indican el sesgode determinadostamañosde CDR3,
tanto en TCRA como en TCRiB de individuos sanos(29), no parecesencillo deducir una
relación directa entre éstos y el posible reconocimiento antigénico aunque podemos considerar
que los CDR3 del mismo tamañodebenadquirir unaorientaciónespacialsimilar y, que deben
interaccionarcon posicionesanálogasde los Ags. Puedepensarseque, si aminoácidos
similaresocupan las mismasposiciones,deben interaccionarcon residuoshomólogosdel
complejoantigénico.Así pues,seanalizaronlos resultadosde frecuenciade uso de segmentos
TCRBJy de aminoácidosde las regionesCDR3Ben funciónde la posiciónen dicharegión, y
que lógicamenteserelacionaconla posiciónsobreel complejoantigénicode estosresiduos.
Complementariamentese estudió la frecuencia de uso de aminoácidos en CDR3~
independientementede la posiciónquepuedeinformarsobreel perfil hidrofihico generalde la
reglónEstosusossecompararonconlos encontradosenPBLs de individuossanos(29, 30).
Exceptosi se indica lo contrario, los motivos que se destacanen los siguientesapartados
demostraronserestadísticamentesignificativosrespectoalos controles(pc0.05).

6 de las 8 cadenasfi de los tránsoritosTCRBV12 del tamañomayoritario (75%)
empleabanel segmentoTCRBJ2S7,frente al 17.6%de cadenas13 TCRVB12~ que emplean
dicho segmentoen PBLs de controles(30). La comparaciónconel uso total de aminoácidos
en las regionesN+D conlas de PBLs TCRBV12~ de controlessanosreveló una frecuencia
elevadade uso de Ser (34.5%) y de Ile o Leu (17.2%) comparadacon la obtenidaen
controles,10.5%y 3.5%, respectivamente.Se detectó,además,una frecuenciaelevadade
determinadosaminoácidosencadaposiciónde la CDR3pfrentea la documentadaenPBLsde
controles.Así, la presenciade residuospolaresen posición 3 (71.4%), Gly en posición 4
(71.4%)y Tyr enposición5 (85.7%), destacabasobrelas proporeionesenPBLs de sujetos
sanos:22.3%,26.8%y 3.2%respectivamente.

La secuenciaciónde 10 colonias TCRiBV15~ indicó que la bandacuya intensidad
suponía más del 50% del total de las bandas obtenidas en el tipaje espectral correspondía a 4
cadenas 13 distintas (Tabla 12). Todas utilizaban segmentos TCRBJ del agrupamiento Ji, al
igual que el resto de cadenassecuenciadas.Esta proporción se aleja de los datos
documentadosde uso de segmentosTCRBJ por PBLs de controles(38.9%). Respectoa la
frecuenciatotal de aminoácidosen la región N+D, se hizo patenteque se empleabaMp
(20.8%),mientrasqueel uso de estosaminoácidosen PBLs de controleseradel 6%(30).EI
estudiode los residuosde la CDR3Benfunciónde suposiciónrevelóel usopreferentedeAsp
enposición 1 (75%frenteal 9.8%de usode residuosácidosenPBLsde controles),y residuos
polaresenposición2 (75% comparadocon27.3%encontroles).

Al igual queenlos casosanteriores,la secuenciaciónde 10 coloniasTCRBV20~ indicó
quela supuestaexpansiónoligoclonalendichasubfamiliasedebíaala existenciade 5 cadenas
diferentes con el mismo tamaño de CDR3 (Tabla 13). Incluso aunqueno fue posible
solucionar algunas indeterminacionesy compresionesen las secuencias,la información
obtenidapermitededucirquela frecuenciade usodeThr essignificativo respectoa suusopor
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PBLsde individuos sanos:28% frentea 4.4%,no habiendosedetectadoningún otro motivo
estructuralrelavante.

Así pues,podemosconcluir que,incluso enaquelloscasosen los que las expansiones
oligoclonalesno correspondíanrealmentea la proliferación de un único clon, se podían
detectar usos preferentes en TCRBJ así como en la frecuencia de aminoácidos en
CDR3I3 dentrode los tránscritosde la misma subibinilia. Dado que la posiciónrelativaen 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 homologíasentrelos TCRB
mayoritarios de cada subtbn,ilia evidencian homologías entre los Ags presentes en SF
reconocidosporestosTCRS.

B.3.2.-ANÁLISIS DE LAS SECUENCIASDE LOS TRANSCRITOSPERThNECIiENTES
A LA SUHFAMILIA TCRBVI7 DE DMG(l)SFCD8~.

A diferencia de las subfamilias anteriores, las secuenciasobtenidasa partir de
tránscritosTCRBV17~indicaronque?delos insertossecuenciadoscorrespondíanaunaúnica
secuenciaque suponíapor sí mismamásdel 60% de las cadenasTCRiBV17~ secuenciadas
(Tabla14).

El análisis de las cadenasde tamaño mayoritario reveló que todas empleaban
segmentosTCRBJdel agrupamiento2 y que todasincluíanel motivo (31u-Glnensuextrenr
5¡• La frecuenciadeusode Ser(25.6%),Ile+Leu (20.5%)y Mg (30.0%)en la regiónN+D
eramuy superiora la descritaen PBLsTCRBVIí de individuossanos:8.1%, 5.8% y 8.3%,
respectivamente.Todos los trénscritos del tamaño mayoritario presentabanresiduos
hidrofóbicosen posición 1 (100%frenteal 34.1%en controles),básicosen posición2 (900/o
frenteal 12.5%),polaresen posición3 (90% frenteal 22.3%),G~ enposición4 (70% frente
al 26.8%)y Tyr en posición5 (30% frenteal 3.2%). La CDR3 del tránscritomayoritario,que
en los subsiguientesestudiosse denominéTránseritoExpandidoV17 (TEV17), incluía la
secuenciaaminoácidoapolar-Arg-Ser.Este motivo se encontróen otros tránseritoscon el
mismo tamaño de CDR3 dentro de la misma subfamilia, apareciendoen el 90% de los
tránscritosdel tamañopredominante.

B.3.3.- COMPARACIÓNDE LAS SECUENCIASDE LAS SUPUESTASEXPANSIONES
OLIGOCLONALES: MOTIVOS COMUNESENTREDISTINTAS SUBFAMILIAS.

Dadala existenciade motivosestructuralescomunesdentrode los TCRs de tamaño
predominanteen cadasubfamilia,pareció lógico evaluarla existenciade motivos comunes
entrelos TCRsde lasdistintassub6milias.Dichosanálisispodríanevidenciarhomologíaentre
losAgs reconocidospor las célulasT queexpresantránscritosmayoritariosconindependencia
de la subibinilia a la que pertenecen.Este ánalisis reveló un uso elevado de segmentos
TCRiBJ2Sl y TCRBJ2S7(25.8%y 32.3%frente a 19.2% y 17.0% en controles).Por otra
parte,23 de los 31 tránscritosmayoritarios(74%) teníanel mismotamañode CDRJJ3,tamaño
minoritario (6%) entrelos encontradosen PBLs de individuos sanos.Este dato, de dificil
comprensiónpor sí solo, se mostróaúnmás relevanteal introducir en el análisis los datos
comparativos de uso de aminoácidosen función de su posición. Así, se detectaron
aminoácidosbásicosen posición2 (36.6%frentea 12.5%en controles),aminoácidospolares
en posición 3 (62.1% frente a 22.3%), Gly en posición4 (60% frente a 26.8%)y Tyr en
posición5 (32.1%frentea3.2%).
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Sorprendentemente,estos usos coincidían con los encontradosen el tránscrito
expandidoTCRBV17. Dadala enormeinfluenciadel tránscritoTEVI7, representado7 veces
en los cálculosde frecuenciasde uso de aminoácidos,quepodíasesgarlos resultadosde las
comparaciones,procedimostambiéna calcular las frecuenciaspero excluyendo el citado
tránscrito. Incluso excluyendode las comparacionesel tréncrito TEVI7, se encontróque el
66% de los tránscritosteníanel mismo tamañoy que las frecuenciasde uso de aminoácidos
polaresen posición 3 (50% frente a 22.3%en controles),Gly en posición4 (39.3%frente a
26.8%)y Tyr enposición5 (42.9%frentea 3.2%)eranelevadas.

Estos resultadosindican que los requerimientosespacialesde la interacciónde los
TCRScorrespondientesa los tránscritosmayoritarioscon los residuosde lospéptidosy/o las
hélicesade los HLAs quelosalberganpresentansimilaridadesy sugierenun perfil hidropático
semejanteentrelospéptidosreconocidospordichosTCRs.

R.4.- Estudiode losnivelesdeexpresióndeltránscrito TEVI 7. Espec~f¡ddaddelascélulas
TEVI it

Dado queel análisisde las frecuenciasde uso de aminoácidosen las CDR3B de los
tránscritosdetamañomayoritarioindicó queen granpartede ellos aparecíanresiduosbásicos
en 2, polaresen 3 y Gly en 4 y puestoqueTEVI7, ademásde ser el tránseritomás veces
hallado entrelos tránscritossecuenciados,conteníalos motivos anteriores,nos propusimos
confirmar si realmente representabauna proporción elevada exclusivamenteentre los
tránscritosde SF y, tras ello, determinarsi las células que lo expresantienen capacidad
autorreactivay, por ello, puedepensarsesi estánimplicadas en la respuestaautoinmune
responsabledela enfermedad.

B.4.l.- CUANTIFICACIÓN DEL TRANSCRITOMAYORITARIO EN LA SUBFAMIiLIA
TCRBV17. COMPARACIÓNENTRELA MUESTRALOCAL Y LOS PBLS.

Como primer paso, nos propusimosconfirmar la oligoclonalidad del tránscrito
mayoritarioenTCRBV17empleandoun procedimientoquepermitierael rápidoanálisisdeun
grannúmerode tránscritosenun tiempolimitado y que, por tanto,pudieraconfirmarque los
resultadosobtenidosmediantesecuenciaciónno eranproductodel azar.Paraello diseñamos
un oligonucleótidoquehibridabaconla cadenacomplementariaa TEV17. Trascomprobaren
repetidos experimentosque la sendaera específica para TEV17 y que inclino podía
distinguirlo de tránscritosquese diferenciabanúnicamenteen 2 bases,el RNA extraídode
DMG(1)PBL~CD8~, DMG(1)SFCD8~ y DMG(2)PBLCD8~ se sometió a RT-PCR que
amplificó los tránscritosTCRBV 171 El materialamplificado se insertó en vectorescon los
que se transformaronbacterias.Sc obtuvieronal menos200 colonias de cadauna de las
muestrasy se hibridaronconsondasespecfficasparaTCRBC y paraTEVl7 (un ejemplose
muestraen la Fig.25A). La cuantificacióndecoloniasindicó queTEV17 únicamenteaparecía
expandido en la muestralocal DMG(1)SFCD8~ (53.7%), mientrasque suponíaun bajo
porcentajede las célulasTCR-VB1V de PHLs, que prácticamenteno variaba a travésdel
tiempo: 13.7% en DMG(1)PBLrCD8~ y 13.4% en DMG(2)PBLCD8~ (Fig. 25B). Los
cálculosestadísticosindicaronquela diferenciaentreel porcentajedecoloniaspositivasen SP
respectoa PBLsessignificativa(p<0.05)y confirmaronquela expresióndel tránseritoThV17
en la articulacióneramuy superiorala expresiónde ésteenPBLs.
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B.4.2.- ESTIMACIÓN DE LA CAPACIDAD DE RESPUESTACONTRA AGS DE LAS
CÉLULAS T TEV 17t.

La aproximaciónal estudiodelas célulasT enlas espondiloartropatiasha consistidoen
el aislamientode clones de células T específicosde presumiblesAgs responsablesde la
enfermedada partir de distintasmuestrasde enfermosy, en casos muy limitados, se ha
determinadola secuenciade susTCRs.Estaaproximaciónconileva,comoprimerpasoen el
procedimientode cultivo y donación,la estimulaciónin vitro de lascélulasconel supuestoAg
y, por ello, modifica la proporción de las células que lo reconoceny hace inviable la
delimitación de la importancia de los clones aislados en la respuestain vivo. Otra
aproximación,no empleadahastael momentoparaespondiloartropatíaspero muy comúnen
otros estudios de células 1 presentesen afectadospor enfermedadesautoinmunes,ha
consistidoen estudiosde repertorio o tipaje espectralque han determinadola elevada
frecuenciade algunostránscritoso el uso preferentede ciertos motivosen los TCRs de las
células T presentesen PBLs o muestraslocales de los enfermospero sin determinar la
especificidadde las célulascuyosTCRs contienendichossesgos.A la vistade ello, parecía
evidentela necesidadde diseñarunaaproximaciónquepudieraaportarinformaciónconjunta
sobreel repertorioen el enfermopreviamentea las estimulacionesy sobrela especificidadde
las células que expresanlos TCRs más frecuentesy que, por estaelevadafrecuencia,
probablementeseanlos principalesresponsablesde la respuestain vivo.

Así pues,trasdeterminarqueel tránscritoThV1 7 estabaexpandidoen la muestralocal
y que,por tanto,eraprevisible queestuvieraimplicadoen la respuestaautoinmune,disefiamos
unaaproximaciónexperimentalquenos permitieraevaluarla capacidadde respuestade las
célulasTEV 1 7~ contracélulasautólogas.

Dado que los intentos de clonaje de células TEVI7t fUeron infructuosos,bastael
puntoqueseconsumieroncompletamentelas célulasaisladasde SF,ello en granpartedebido
a las limitacionesderivadasdel desconocimientodelposibleAg reconocidopor éstas,optamos
por unaaproximaciónalternativabasadaen la transformaciónde PBLs de DMG con RVS,
quepermiteel mantenimientoen cultivo de las célulasT sin necesidadde exponerlasa suAg
peroconservandosucapacidadde reconocimientoantigénicoy de activaciónvíaTCIt

Una vez lograda dicha transformación, debía diseflarse un procedimiento que
pennitierala detecciónde la capacidadde respuestade las célulasTEV17k. Puestoqueseha
observado experimentalmenteque las células T transformadascon HVS necesitan
determinadascondicionesde densidadcelular(Regueiro,J.R.y cois., comunicaciónpersonal)
que dificultan suclonaje,el diseñoexperimentaldebíateneren cuentaestehecho.Lasmedidas
convencionalesde proliferacióncelularo de lisis de dianasempleadasparamedir la capacidad
de unacélula contraun Aig no permitendetectarquécélulaesresponsabledel efectomedido
en lineas no clonales,Por estemotivo se optó por diseñarunaaproximaciónalternativaque
permitierala estimaciónde la capacidadde respuestacontralos Ags de las célulasT ThVl7t
dentro de unamuestracon otrascélulas T y cuya sensibilidad permitiera la deteccióndel
fenómenomedido, inclusocuandolas célulasestudiadasfueranminoritariasdentrode la línea
estuchada.

Así pues,el primer pasoparala determinaciónde la capacidadde respuestade las
células T ThV17 consistía en la obtención de lineas T inmortalizadascon HVS que
permitieranel mantenimientoencultivo delas células.
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B.4.2.J.-Obtenciónycaracterizaciónfenotípicade líneasTtransformadascon HI4S.

SetransformaronconHTVS alícuotasde las muestrasDMG(2)PBL y DMG(3)PBL. No
se empleó DMG(í)SF porque los infructuososintentos de clonaje de las células TEV 17’
consumieroncompletamentedichamuestra.Dadoquelas célulasquenos interesaestudiarson
CD8~,enel momentode la transformaciónañadimosPHA, quefuvorecela infecciónpor HVS
de dichascélulas.A priori, el hecho de emplearcélulas1 transformadasa partir de PBLs no
deberíasuponerninguna diferenciarespectoa hacerlo con células T de SF, dado que el
protocolo de transformaciónimplica la activación inespecíficade todas las células de la
muestray, por tanto,el estadoinicial de la célula1 esirrelevante.Las lineastransformadasse
analizaronmediantecitometríade flujo paradeterminarsuscaracterísticasfenotipicas.Además
de determinar la expresiónde CD3, CD4 y CD8, para continuar la homogeneidadde la
población,sedeterminéla expresiónde CD2S, cadenade alta afinidad del receptorde IL-2
cuyaexpresiónes fundamentalparael mantenimientoen cultivo de la líneaqueesdependiente
de IL-2. Por otra partese cuantificó el porcentajede células 1 TCRBVlr transformadas,
entre las cuales debíanencontrarselas células TEV 17 cuyo estudio pretendemoscomo
representativode las células con motivos similares a ella. El fenotipo de ambas líneas
transformadasindicó que estabanformadas exclusivamentepor células CD3~CD8’. El
desplazamientodel histogramade CD2S respectoal control apuntó que todas las células
expresabanCD25, lo que indicabaque todasse habíantransformadoy quehabíanadquirido
característicasfenotípicasde célulasT activadas.Se distinguierondos poblacionesdentrode
cadamuestraen funciónde sudiferente expresiónde CD2S: 95%conexpresiónmoderaday
5% conelevadaexpresiónde CD25. Estehechocarecíade explicaciónsencillay únicamente
podríaestarrelacionadoconel númerode copiasdel virus quehabíainfectadocadacélula
Por último, ambas muestrasconteníanuna población TCR-VI317~ de aproximadamenteel
0.5% de las células T totales (Fig. 26). El pequeflo porcentajede células 1 TCRBV17~
transformadaspodría explicarse porque únicamente 1 de cada 10000 células 1 son
transformadaspor el virus. Dado que la infección se realizó sobre aproximadamente106
células,la línea obtenidadeberíaestarformadapor, aproxiniadamente100 células distintas.
Dado que existen 30 sublhmuias TCRBV, el porcentaje de células de cada sub&milia
transformadano teníapor quécoincidir conla proporciónquepresentabaninicialmenteen la
muestra.Aún cuandono se determinóla proporciónde células1 TCR1BV17~en las muestras
sin transformar, si suponemosqueéstaerasimilar a la quesedetectaen individuos sanos
(1.1%), la proporciónde células 1 TCRBV17~ obtenidano se alejó excesivamentede lo
esperado.

B 422- Cuantificaciónde tránscritos TEVJ7 tras el coczdtivode célulasT transfonnadas
con líneasB linfoblastoides.

Una vez obtenidaslas líneascelularesT inmportalizadasconIIVS, aprovechamosel
hecho de queel crecimientode estascélulas esdependientede la presenciade It-2 (177).
Basándonosen este hecho,supusimosqueal suprimir la IL-2 de los cultivos sedetendríala
proliferaciónde las células transformadas.En estasituaciónúnicamenteseríancapacesde
proliferar aquellascélulasT que reconocieransu Aig especificoa travésdel TCR, ya quela
capacidadde respuestaa travésde esereceptorpermaneceinalterada(177). Las célulasT
transformadascon HVS se cultivaron junto a diferentes lineas linfoblastoidesB (H-LCL).
Debido a la pequeñaproporciónde las célulasTCRBV17~, supusimosqueseríaconveniente
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Resultados

mantenerel estimulo duranteun periodo moderadamentelargo que permitieradetectarel
aumentode células 1 TEVl7’. Sorprendentemente,el motivo TCRBVl7-IRSXX-TC1U2
presentadopor lEV 17 tambiénse ha detectadoen los ICRs de células1 especificasdel
complejopéptidoM58-66de la proteínade matriz delvirus A de la gripe/IILA-A2 (209). Por
ello se consideróque, a priori, podríaexistir unarelaciónentrelos Ags reconocidospor las
célulasTEVí7~ deDMG y las especificasde MSS-66IHLA-. Así pues,comocontrolesparala
determinaciónde la capacidadautorreactivade las célulasThV17~ seescogieronla líneaLG2
(liLA-AS) y LUíS, quecompartetodos los alelos liLA con LG2 exceptoHLA-A2 y que
podríaindicar si la presentaciónseproducíaatravésdedichamoléculadel MHC..

Tal y comohemoscomentado,los ensayosconvencionalesde proliferacióno de lisis
de dianas no iban a permitir la detecciónde los efectoscausadosexclusivamentepor las
célulasTEVl7~, y por ello se decidió emplearcomo medidade la capacidadde respuestala
cuantificaciónde la proporciónde tránscritoslEV 17 respectoal cultivo enpresenciade IL-2,
por lo que,unavez finalizadoel periodode cultivo conla línealinfoblastoide,se extrajoRNA
y se sometióa PCRespecíficaparamiembrosde la subfaniiliaICRBV17. Trasello serealizó
Southernblot empleandocomo sondaV17IiRS y posteriormenteCBI paracorregir el número
de tránscritosTCRVBl7 de cadamuestra(Fig. 27). Los datosobtenidosdemostraronque
tanto enlos cocultivosde DMG(2)PBL’HVS comoDMG(3)PBLI{VS (no mostrado)existían
mayor número de tránscritosTEV17 en las lineas cultivadasjunto a DMG(3)PBL~EBV
(célulasB autólogastransformadascon el virus de Epstein-Barr)(Fig. 27). Los análisisde
viabilidad celular (no mostrados)no detectaroncrecimientocelularde los cocultivosconLG2
y LUíS, mientrasque tanto DMG(2)PBLHVS como DMU(3)PBLHVS evidenciaronuna
marcadaproliferacióncelularal cultivarlasen presenciade DMG(3)PBLEBV, equivalentea
la detectadaen las mismascélulassuplementadasconliL-2. Evidentementeestaproliferación
no correspondíaúnicamentea las células lEV l7~, cuya proporción dentro de la línea
transformadano superabael 0.5%,sinoquepuedepensarseque,junto a la proliferaciónde las
células lEV 17~ detectadapor PCR tambiénprolifrran otras células, entre las que podrían
encontrarseaquellasquetambiénestabanexpandidasen SF.

Sedetectóincrementoen la proporciónde tránscritosTEV17 al cultivar las célulasen
presenciade célulasautólogas,pero no frenteaL02. Estosresultadosparecíanindicar quela
presentaciónantigénicano erallevada a cabo por HILA-A2. A pesarde ello no se puede
descartarla posibilidadde quesi se respondieraa un complejoHLA-A2/péptidopero que el
péptido reconocido no fuera producido por las células L02. Esta suposición no es
descabelladasi consideramosque las células de individuos sanoscuyos TCRS prezentan
motivossimilaresaTEVl7 reconocenespecíficamenteMSS-66,procedentede una infección
vira], unido a HLA-A2 pero no las diferentesAPCs HLA-A2~ sin infectar (209). Incluso sin
considerarquéalelo presentael péptido,el crecimientode las células1 HVS~ frente a las
célulaspropiasinfectadasconEBV evidencióquelos lintécitos 1 de DMG erancapacesde
proliferar comorespuestaa un autoantígeno.Estosdatosjunto al análisisportipaje espectral,
queindicabala expansiónde estascélulasexclusivamenteen las articulacionesinflamadasdel
enfermo, sugiere su participación en la respuestaautoinmune local responsablede la
espondioartropatía.Evidentemente,no podemosdescartarla participaciónde otras células,
como en el inicio de la respuestapero es la primeravez que se documentaque células
espeedicamente expandidasen un tejido inflamado tienen capacidadde respuestacontra
autoantígenos.
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Discusión

DISCUSIÓN.

A.- Estudio de las célulasT que infiltran lesionesde piel deafectadospor aEICH tras TMO
alogénico.

Las primerasmanifrstacionesde la aEICH suelendetectarseen piel, extendiéndosemás
adelanteal hígado,el tracto intestinal,etc. La enfermedadseconsideraunareacciónde rechazo
de lascélulasdel sistemainmunológicodeldonantecontrael organismodel receptormediadapor
linfocitos T del donante(127). Se consideraque existenmúltiples flictores que influyen en el
desarrollode la enfermedad,talescomo las diferenciasentre los alelos liLA del donantey el
receptor,el régimenpreparativoo la presenciadepatógenos(129, 130). El hechode quesehayan
descritosíndromessimilaresala EICH en situacionesde TMO autólogoindica la importanciaque
puedenadquirir los factoresdistintosal haplotipo HLA. Hastael momento,el númerode estudios
dirigidos acaracterizarlas célulasT infiltradasenlas lesionesde EICHha sido muy limitado (210-
215),probablementedebidoaquelos primerosestudiosrealizadossugeríanque la mayoríade las
célulasT presentesenlos injertosno eranalorreactivas(214,216,217)y, por tanto, la posibilidad
de aislarclonesdesconociendoel Ag al querespondíaneraprácticamentenula. Así pues,nuestro
estudioseproponíaconfirmar la importanciade las dikrenciasentreliLA de donantey receptor
parael desarrollode la enfermedaden los casosde TMO alogénicoque, comohemosindicado,
siguesiendomotivo de controversia.Paraello seguimosun protocoloquenospermitió aislar las
célulasT específicamenteactivadasen las lesionesy determinarsi eranespecíficasde alelosFILA
expresadosúnicamenteporel receptor.

Porotraparte,no sehaconseguidodefinir si existeo no unajerarquíaentrelas diferencias
liLA donante-receptor,cuya influencia en el desarrollode la EICH deba ser consideradaal
escogerel donante.En este sentidoexistendatosque sugierenuna menor importanciade las
difrrencias entre alelos HLA-DQ y DP (139), mientrasque otros estudiosindican que las
diferenciasen dichosalelos sí son importantes(140, 141). Por ello, se intentó caracterizarun
númerosuficientede célulasT implicadasen la respuestaquese desarrollaen el tejido afectado
que permitieraanalizarla diversidadde dianas1-ItA a las quesedirigeny, por ello contribuir a
esclarecerestepunto.

Por último, se ha descrito que la depleciónde células T del injerto previamentea su
infusión en el receptordisminuye el riesgo de desarrollarEICH, pero aumentael número de
enfermosquerecidivanen la enfermedadpor la que se les realizó el TMO (132). Por otra parte,
dicha depleción no elimina completamentela posibilidad de desarrollo de aEICH (210),
probablementedebido a que no se hayaconseguidoeliminar la totalidadde las células1 del
injerto. Por tanto,y comotercerobitivo, nospropusimoscaracterizar,en la medidade lo posible,
las célulasT implicadasenel desarrollode la EICH. La caracterizaciónde la restricciónen el uso
de subfaniiliasdeTCR o biende motivosestructuralespernútiriavislumbrarperspectivasparael
diseñode reactivosespecificosparala eliminaciónde célulaspresumiblementeresponsablesde la
aEICHsindetrimentodelbeneficiosoefectoICL deotrascélulasT.

Evidentemente,la importanciadel estudioestáen relacióndirectaconla demostraciónde
quelos clonesquehemosobtenidoestáninvolucradosen el procesopatológicoquesedesarrolla
en el tejido afectado.Dadala imposibilidadde demostrarde forma directa la implicación de las
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célulasaisladasen la respuestalocal, debemosbasarnosen evidenciasindirectasqueapoyanla
participaciónde losclonesenla enfermedad:

- El cultivo inicial en presenciaexclusivade IL-2 induceel crecimientode las células T
activadasinfiltradasen la biopsiadepiel, las únicasque expresanelevadosnivelesdelreceptorde
11-2(IL-2R) (202, 218).La importanciade las células1 activadasenlas reaccionesde rechazoy
las alorrespuestasha sido demostradapor Heideckey cols. (219) cuyosestudioshan mostrado
que la infusión de célulasT IL2-R~ de unasratastrasplantadasa otrasquerecibieroninjertosdel
mismo donantees capaz de acelerar los procesosde rechazode los órganostrasplantados,
mientrasque la infusiónde célulasno activadasno influye enel proceso.

- Nuestro estudiodetectócrecimiento celular macroscópicamentea partir de los 3-5
primerosdíastrasel inicio del cultivo en las 3 biopsiasanalizadas.Habitualmente,los ensayosde
clonajede células1 no detectancrecimientohastaquehan transcurridoal menos10 díastrasel
inicio del cultivo. La elevadavelocidadde crecimientode las células1 ennuestroscultivos indica
quelos clonesaisladosestabansobrerrepresentadosy preactivadosen las biopsias.Por contra,no
tite posibleobtenercélulasa partir de biopsiasprocedentesde trasplantadosen los cualesno se
desarrollóEICH. La correlaciónentreobtenciónde células y enfermedadpareceindicar que
dichascélulasdebenestarimplicadasenla patología.

-LascélulasT de las muestrasde piel quecrecieronen loscultivos conIL-2 sesembraron
en condicionesde dilución limite junto a células B del receptortransformadascon EBV. La
eficaciade clon~etite cercanaal 100%, lo que indicaquelos clonesrepresentabanprácticamente
todas las células T que previamentehabían crecido frente a IiL-2. La caracterizaciónde la
especificidadde dichosclonesdemostróquetodoseranespecificosde FILA del receptor,a pesar
de queel primerpasodel aislamientode las célulasno incluye ningúntipo de selecciónantigénica
iii vitro, por lo que puede suponerseque la capacidadalorreactivade éstas células se ha
desarrolladoenla respuestaqueseprodujoenel tejido.

Estos resultadossugeríanque los clones obtenidosparticipabanen el desarrollode la
enfermedad.

Como hemosindicadoanteriormente,la existenciade reaccionestipo EICH, incluso en
casosde trasplanteautólogo,así comoel hechode quese hayadescrito quegran partede las
células T infiltradas en las muestras locales no son alo-especificas,ponenen entredicho la
importanciade las diferenciasde alelosRISA entredonantey receptoren el desarrollodela EICH
(216, 217). Por otra parte,el régimenpreparativoy la influenciade patógenospuedenteneruna
graninfluenciaen el desarrollode la enfermedad.Evidentemente,estosdosúltimos factoresdeben
seresencialesenloscasosde trasplanteautólogoo en el casode los trasplantesalogénicosenlos
queno existendiferenciasen el FILA de donantey receptor,dondeprobablementeadquieren
importancia los antígenosmenores de histocompatibilidad,pero en el resto de trasplantes
alogénicos,sepresentandudassobreel porquéde esaausenciade alo-especificidad.Se puede
argumentarquela presenciade citoquinasinflamatoriasenlaslesiones,puedeinducir la migración
decélulasT confenotipode memoriasin relacióndirectaconel desarrollode la aEICH,deforma
queemnascarenla presenciade las célulasT implicadasen la patología.Nuestroestudiointentaba
confirmar la importanciade las dii~renciasentreRISA de donantey receptormedianteel análisis
de la especificidadde los clones aislados a partir de las lesiones de piel, presuntamente
responsablesde la enfermedad.La toma de las biopsiasde piel en los primerosmomentosde la
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enfermedadminimizó dentro de lo posible la presenciade células T no relacionadascon la
enfennedad.Elanálisisde los 13 clonesaisladosapartir de lasmuestrasde los enfermosHER y P
indicó quetodosson específicosde RISA delreceptor.Hayqueseñalarqueel grupodel Dr. VIé
(comunicaciónpersonal)realizó el estudio de otro enfermoy encontró3 clonesmás específicos
de alelosUlLA expresadosúnicamentepor el receptor,lo que confirmabala importanciadel FILA
comodianacontrala que sedirigen las célulasT, así como 8 clonessin especificidadlILA que
evidenciabanla influencia de otros factoresen el desarrollode la enfermedad(214). Nuestros
resultadosapoyanlos obtenidosen otros estudiosque tambiéndescribencélulas especificasde
alo-Ags en lesionesde EICH (210-215) y contradicenlos estudiosiniciales que no bailaban
cekilasT alorreactivas(2¡6, 217). La alorreactividadindirecta,debidaal reconocimientodepéptidos
derivadosdel FILA del receptorpresentadospor moléculasdel MI-IC deldonante,infundidascon
el injerto, puededescartarseen nuestrosclones,como indican los experimentosde proliferación
celularen los que sebloqueóespecíficamenteFILA-DR, -DQo —DF.

Habitualmenteseconsideraque las diferenciasen HLA-C, RISA-DF y 1-ILA-DQ tienen
pocainfluencia en el desarrollode la EICH y, en algunoscasos,ni siquierase realizaun tipaje
RLA exhaustivoque incluya estosalelos (136, 220, 221). Esta actitud se basaen dilérentes
estudiosqueindicanla falta de correlaciónentrediferenciasenestosalelosy la apariciónde FICH
(139, 222). Los datosqueaportamos,en cambio, indican que las célulasalorreactivaspueden
dirigirse contracualquierade los alelosRISAdel receptordiferentesde los deldonante.De hecho,
en el caso del enfermo P, todos ¡os clones aisladoseran específicosde HLA-DQS y RISA-
DP*1301,mientrasque,a pesarde existir diferenciasen RISA-A y HLA-B, no seobtuvo ningún
clon con esasespecificidades.Nuestrosresultadoscontradicenla jerarquíaque considerabamás
importanteslas diferenciasentrelos alelosFILA-A y HLA-B e implicanque la EICR puedeestar
causadapor dil~renciasentredonantey receptoren cualquierade los alelos FILA, por lo que
estánenconsonanciacon los deotrosautoresque detectancélulasespecificasdedistintosalelos
HLA-DQ y DP del receptor en lesionesde afectadospor EICH (140, 220, 223, 224). Estos
resultadosaconsejan,pues, que los tipajes RISA del donante y el receptor incluyan la
determinaciónde los alelosde todos los loci parapoder escoger,en la medidade lo posible,
donantescuyasdil~renciasdeUlLA respectoal receptorseanmínimas.

Actualmente,existecontroversiasobresi la respuestaresponsabledela EICH sedebeaun
número limitado de células alogénicasque reconocenAgs específicosde tejido o si, por el
contrario, se desarrollapor células alorreactivassin especificidadde tejido. Estudios iniciales
indicabanqueexistíaunaenormediversidadde célulasT infiltradas en los tejidos afectadospor
aEICH, baséndoseen la extraccióndirectade RNA de las muestrasde piel y el análisispor PCR
de los segmentosTCRAV y TCRBV (225). Otrosestudiosquehanutilizado unaaproximación
similar hanencontrado,en cambio, quedeterminadostránscritosde TCR estánsobreexpresados
en las muestraslocales (136-138). Se puedeobjetar que ninguno de estosestudiosexpone
evidenciasdirectaso indirectas de que las células T analizadasestuvieranpresentesen las
muestrasde piel porqueparticipabanenunarespuestainmunológicalocal o si, porel contrario,su
presenciasedebíaa fenómenosde extravasacióna tejidosinflamados.Comoya hemosexplicado,
existenevidenciasindirectasde la implicación en el desarrollode la enfermedadde las células
presentadasen nuestroestudioy, dadala rápidavelocidadde crecimientode las célulasen los
primeros momentos del cultivo, podemos aventurar que las células que hemos aislado
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correspondíana las células activadas más representadasen la lesión. El análisis del
reordenamientoTCRG y la posterior confirmación mediantesecuenciaciónde sus ICRA y
TCRB, indica que las célulasT activadasinfiltradas en las muestrastienenun marcadocarácter
oligoclonal: las 83 células aisladasde ambospacientescorrespondíana únicamente13 clones
diferentes.

Dado que previamenteal transplanteel injerto se sometió a procesos que debían
deplecionarlas células1 infiltradas en él, serialógico suponerqueno era posibleel desarrollode
aEICR. La apariciónde la enfermedadimplicaría que a pesarde estamedidaprofiláctica, la
médula óseatrasplantadaincluía un número residual de células 1 madurasresponsablesdel
desarrollode la patología.Si los clones que hemoscaracterizadoestabanimplicados en el
desarrollode la enfermedad,el carácteroligoclonal de la respuestapodríaexplicarsedesdedos
perspectivas:

- Unaalorrespuestasupondría,en condicionesnormales,la participacióndel 1-10%de las
células1 maduras.Si los procedimientosprofilácticoshanreducidoen granmedidalas célulasT
maduras infiltradas en el injerto en el momento del IMO, la participación en respuesta
alorreactivadel 1% de éstaspodríasuponerla expansiónde un númeroreducidode células,lo
quese reflejaríaen los análisiscomo una respuestallevadaa cabopor un número limitado de
clones. Si la oligoclonalidad se pudiera explicar desde esta perspectiva, los TCRs de los linfocitos
implicadosen la enfermedaddeberíanemplearsegmentosTCRAV y TCRBV relacionados,dado
queCDRl y CDR2 estánmayoritariamenteimplicadosen el reconocimientode los pocosalelos
RISA del receptordiferentesalos del donante,perono deberíanexistir motivoscomunesentrelos
CDR3 dado queno es previsible que existahomologíaentrelos péptidospresentadospor las
moléculasdelMHC delreceptor.

- La participaciónde un número limitado de células en la respuestatambiénpodría
explicarsesi la respuestasedirigieraa un númerolimitado de complejosantigénicosformadospor
péptidosderivadosde proteínasespecfficasde la piel presentadospor moléculasdel MHC del
receptor.La infiltración y activaciónde lascélulasen la piel podríaexplicarseporque el daño
tisular debido al régimencondicionante,podríaprovocar que las APCs profrsionalestuvieran
accesoa los Ags específicosde tejido, los cualespodríanser presentadosa las célulasT en los
órganos linfáticos. Una vez activadas en la periferia, éstas expresarían moléculas de adhesión y de
migración que les permitirían infiltrarse en la piel e iniciar la reacción inmunológica local
responsabledel desarrollo de la enfermedad.La respuestacontra un número limitado de
complejosantigénicosimplicaríaque,ademásde encontrarseusospreferentesentrelos segmentos
TCRV empleadospor las células T implicadasen la enfermedad,tambiéndeberíandetectarse
motivoscomunesenla regiónCDR3.

Hastael momentola disyuntivaentreambasposibilidadespatogénicasúnicamentepuede
solucionarsemedianteevidenciasindirectas,como las derivadasdel análisis de los elementos
generadoresde diversidadempleadospor los TCRs de los clones aisladosde la lesión. Por ello
procedimosa la determinaciónde las secuenciasde los TCRs empleadospor los clones y al
análisisde la utilización decadaelementogeneradorde diversidaden comparacióncon los usos
descritosapartirdel análisisde PBLsdeindividuossanos.

El análisisglobal de los TCRs no permite identificarningún motivo comúna todos los
TCRsindependientede suespecificidadRISA, lo quepareceindicarque,probablemente,no existe
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un único péptidoespecificode tejido presentadopor todos los alelosFILA del receptor.El hecho
de que cadaRISA impongalimitacionesdistintasa los péptidosquepuedepresentar(47) explica
estasituación.

Dado queobtuvimos6 clonesespecíficosde RISA-DQS (RER-27,HER-29,Pl, P3, P7y
PlO) nos centramosprincipalmenteen el estudio de éstos,puessu númeroerasuficientecomo
paraque lascomparacionesconotrosestudiosdeuso de elementosgeneradoresde diversidaden
controlespudieranaportarinformaciónsignificativa.La comparaciónconlos resultadosde uso de
los diferenteselementosgeneradoresde diversidaden individuos sanosindicaronque nuestros
clones empleabanpreferentementesegmentosTCRAV pertenecientesa los subgrupos de
homología2 y 4, y queutilizabanAsn en CDR3ay GIn enCDR3B. ISa comparaciónconclones
alorreactivosespecíficosde FIILA-DQ8 aislados de individuos sanos indicó que, ademásde
determinadosusospreferentestambiéndetectadosen los clonesde individuossanos,los clones
aisladosapartir de las muestrasepitelialesde los enfermospresentabanmotivosexclusivosen las
CDR3: Se empleabaAsn en CDR3a y GIn y Mp en CDR3B. Los motivos en CDR3B no
alcanzabansignificaciónestadísticapero el hechode quetanto la comparaciónconlos resultados
de estudiosde repertorio en PBLs de individuos sanos como con los clones FILA-DQC
específicosde controlesindique la existenciade motivosespecíficosen las CDR3~3 de los TCRs
de nuestrosclones,livorecela significaciónde éstos.

ISa existenciade estosmotivosen las regionesCDR3 de los TCRs de los clonesFILA-
DQSespecíficossugierequeéstospuedenreconocerpéptidosestructuralmenterelacionadosque,
dada la especificidad de las lesiones, presumiblementederivan de proteínas expresadas
exclusivamenteen los tejidos afectados.En este sentido, ISiu y cols. (136) han analizadoel
repertorio de TCRs en muestrasde piel y en PBLs de trasplantadosy hanencontradoqueel
repertorioenpiel indicabaun númeroelevadode cadenasTCRBV2 conmotivosen CDR3Bque
variabanentre individuos. Estavariaciónentredistintos afectadospodríadebersea queno se
controlaronlas difrrenciasde FILA entrelos distintosparesreceptor-donantey, por tanto, no se
puederealizarunaclasificaciónsistemáticaen ffinción de éstas.Kubo y cols. (137) hanestudiado
el repertoriode TCRsen las lesionesde piel de un enfermoque, trasserle injertadamédulaósea
de un donanteconidénticoFILA, habíadesarrolladoEICR. El estudiorevelóquelos TCRsde las
célulaspresentesen las muestrasepitelialespresentabanmotivosrecurrentes,en concretoVal-
Asn-Sero Leu-Arg-GluenCDR3ay Gly-Ser-Leu-Glyo Ser-Proen CDR3I3. En estecaso,dada
la igualdaden el FILA, la reaccióndebeser consecuenciade las dil~renciasentrelos antígenos
menoresdehistocompatibilidadpresentadospor las moléculaspresentadorasdelreceptor.Dadala
interacciónpreferentede CDR3 conel péptidopresentadoy dadala igualdadde RISA, no parece
extrañoquesehayandetectadomotivoscomunesentrelos CDR3 de las célulasimplicadasen la
respuesta.Análogamente,la existenciade motivosen CDR3 en nuestrosclones tambiénpodría
relacionarsecon la existenciade determinadospéptidos presentadosexclusivamentepor los
receptores.En definitiva, nuestroestudio indica la enormeimportanciade las difrrenciasentre
RISA de donante y receptor,como demuestranlas especificidadesde los clones que hemos
aislado,pero indica queno puedeobviarsela influencia de otros Ihctores,comola existenciade
péptidosespecíficosde tejido contra los que puederespondersey que, por tanto, deben ser
consideradosa la hora de diseñarterapiasy procedimientosprofilácticoscontrala EICH, tales
como impedir la infiltración de las célulasenlos tejidos,etc.
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Una de las alternativasprofilácticaspropuestasparaconseguireliminar la aLEICH, pero
manteniendola ventajadel efecto ICIS, consistiríaen la depleciónespecíficade las células T
implicadasen la EICH. Dado que los TCRs son exclusivosde cadacélula 1, la existenciade
motivos comunes en los TCRSde las células implicadas en la EICH podría permitir el desarrollo
de anticuerposespecíficosde éstosquepermitieraneliminarlas.Nuestrosresultadosindican que
estetipo de aproximaciónnecesitaríaun desarrolloindividualizadoparacadauno de los pacientes
en función de las diferenciasentrealelosHLA del receptory donantey teniendoen cuentalos
posibles péptidos específicosde tejidos y los antígenos menores de histocompatibilidad
presentadospor dichas moléculaspresentadoras.Por otra parte, hemosencontradoque, en los
casosen los que distintosenfermosdesarrollanunarespuestaespecíficadel mismo alelo FILA,
existíanmotivos recurrentesen las regionesCDR3 de sus TCRs que parecenindicar que las
células de ambos individuos respondían a péptidos estructuraimente relacionados. A pesar de esta
recurrencia,los motivosqueencontramosno aparecenexcesivamentemarcados.La existenciade
un aminoácido con un grupo amida seguido de un aminoácido ácido en CDR3B y de un
aminoácidocon un grupo aminaen CDR3ct indica que los TCRs de nuestrosclonespresentan
perfileshidrofilicos similares,de forma similar a lo descritoen los estudiosde May y cols., que
indicanqueexistengrannúmerode células1 capacesdereconocerun mismoAg y quesusTCRs
suelencoincidir en susperfiles hidrofilicos, inclusocuandono seencuentranelevadashomologías
de secuencia(117). Así puespareceserqueel desarrollode anticuerposespecíficosparaeliminar
las células1 cuyosTCRsreconocendeterminadosAgs semuestracomounaalternativainviable.

Los futurosprocedimientosprofilácticosparaevitar la EICR pero conservandoel efecto
ICL puedenbasarseen la transfecciónin vitro de las células1 del donantecon genesque las
hagansensiblesa determinadosantibióticos,de forma que las célulasT puedaneliminarsesi se
detectanlas lesionesde la EICH (226).Porotra parte,dadala especificidadde tejido de la EICH,
sepuedesuponerque las células1 implicadasen la enfermedadexpresanmoléculasde adhesióny
migraciónque les permitenpenetraren los tejidos epiteliales(227-229).La definiciónexactade
las moléculasde adhesióny migracióna órganosno linfáticosqueexpresanlas célulasT en las
lesionesde EICH puedeayudara definir estrategiasorientadasa la depleciónespecíficadeesas
células1 o a bloquearel accesode éstasa los tejidosepiteliales.
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B.- Estudio de las diferenciasentre el repertorio de TCRs en muestras locales y en PBLs de
enfennoscon espondiloartropat¡as.Relación con la respuestaautoinmune local.

Las espondioartropatíasson un grupo de enfermedadescon característicascucas
comunes,entrelas quedestacala inflamaciónarticular,habitualmenteconafectaciónasimétricay
en ausenciade factor reumatoide.El hecho de que aproximadamenteel 50% de las células
infiltradas seanlinfocitos T con fenotipo de memoriahacesuponerla implicación de éstasen el
desarrollode las patologías.Hastael momento,gran partede los estudiosrealizadossobreeste
grupo de enfermedadeshananalizadocaracterísticasfenotípicasde las célulasT infiltradas (150,
230)así como la presenciade citoquinasen las articulacionesinflamadas(146-149,231). Otra de
las aproximacionesmás ampliamenteextendidasen el estudio de las espondiloartropatíases la
obtenciónde clones con diversasespecificidadesa partir de muestraslocalesde los enfermos
(171-176).El principal problemaen estetipo de aproximaciónesque secarecede información
sobreel Ag al que estánrespondiendolas célulasy, por tanto, el clonajedeberealizarseeligiendo
a priori un Ag candidatofrente al que generarlos clones,lo quesuponeque puedanobtenerse
clones poco representadosinicialmente en la muestra local. Hasta el momento no se ha
documentadoningún estudio en el se analicenlas células T infiltradas en articulacionesde
afectadospor espondioartropatíaspreviamentea la estimulaciónin vitro.

Nuestro estudio ha determinado la existencia de células T expandidas exclusivamente en
las lesionessinnecesidadderealizarcultivos iii vitro que puedanmodificar la proporciónoriginal
de cadalinfocito. Únicamenteentoncesseha desarrolladounametodologíaqueha permitido
obtenerinformaciónsobrela capacidadde respuestade las célulasespecíficamenteincrementadas
enla muestralocalque,enprincipio, deberíancorrespondera aquellasquehanproli1~radocomo
respuestaa un Ag y, por tanto, estánimplicadasen la respuestalocal quese desarrollaen las
articulaciones afectadas.

Al igual que enel estudiode las células1 en la aEICH, la significacióndel estudiopor
tipajeespectralde las células1 específicamenteinfiltradas en las articulacionesinflamadasestáen
relacióndirecta con la posible demostraciónde que éstasestán involucradasen el proceso
patológicoque sedesarrollaen el tejido. Puestoquela entbrmedadesconsecuenciadirectade la
reaccióninmunológica que se desarrollaen las articulaciones,debemosintentar relacionar la
exposiciónfrentea unAg conelaumentode las célulasquerespondencontraél. En estesentido,
seha observadoque la exposicióna un SAg aumentala proporciónde aquellascélulasquehan
sido activadasa través de su lCR respectoal total de células1 del individuo (232, 233). Del
mismo modo, se ha documentadoque la vacunacióncontra la hepatitisde un individuo sano
provocóun aumentode la proporciónde tránscritosde un determinadotamañodentrode una
subfanuilia (207). Estos y otros estudios(206, 234) pennitendeducirque la respuestaa un Ag
modifica el repertoriodel individuo de forma quelas célulasimplicadasen la respuestaaumentan
suproporcióny que,portanto,puedenserdetectadasmediantetipajeespectral

Nuestra decisión de analizar comparativamente las expansiones en SF y PBLs y concentrar
el estudioen los incrementosexclusivosde SF permiteasegurarque las expansionesestudiadas
son consecuenciadel procesoinflamatorio desarrolladoen los tejidos afectados.Precisamente
para asegurarla relacióndirectacon la respuestainmunológicalocal se desechóel estudiode
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expansionessimultáneasen SF y PBLs, que pueden estar implicadas en la patogeniapor
activaciónen la periferiay posteriorinfiltración en las articulacionesperotambiénpuedendeberse
la exposicióna otros Ags presentesen la periferiapero no relacionadoscon la enfermedado a
otrosfactorescapacesde modificarel repertorio.

El estudioseha realizadosobredosenfrrmosdiferentesde los que seesperabaobtener
distinta información.Por unapartese analizópor tipaje espectralla presenciade expansionesen
una enfrrma crónica afectadapor espondilitis anquilosante.Este análisis pretendíacubrir dos
objetivos:por una partepodríaservir comosistemade referenciaque indicarala importanciade
las sobreexpresionesde TCRs en el desarrolloy perpetuaciónde la enfermedad.Por otra parte
pretendíamosdeterminar si, tal y como suponíamos,la enfermedadimplicaba expansiones
específicasen las articulacionesafectadaso si, por el contrario,eratotalmenteindependientede
éstas.El estudiode un enfermocrónico, con la entbrmedadmás avanzada,deberíafacilitar la
detecciónde las sobreexpresiones,si éstasexistieran,por lo cual presentabalas condiciones
ideales para optimizar la metodología. Una vez puesto a punto el sistema metodológico y
obtenidoslosdatossobrela existenciade expansionesoligoclonalesencondicionesdecronicidad,
se abordó el estudio sobre muestrasobtenidasa partir de un ent~rmoen su primer episodio
inflamatorio.El estudioencondicionesquese minimizaranalmáximolos procesosdeextensióny
perpetuaciónde la respuestay la influenciade la medicacióndebíadefinir los TCRS expandidos
durantelos primerosestadiosde la respuestalocal y por tanto aportaríainformaciónsobrelas
células1 queparticipanen el procesopatogénico.

El estudio por tipaje espectralde las muestraslocales y PHLs del enfermo crónico,
MTSM, reveló la presenciade múltiplesexpansionesde las que una gran partese expresaban
únicamenteen las muestraslocales pero de forma difrrencial entre distintasarticulaciones.La
variaciónde las expansionesenflmción delmomentode la tomade muestraspareceindicarquela
respuestalocal se extiendea nuevosAgs. Por lo tanto, nuestroestudio parececonfirmar la
hipótesis del “spreading” o extensióncomo mecanismode perpetuaciónde las respuestas
inmunológicas en enfermedadesautoinmunes. Este fenómenose ha documentadoen modelos
animalesen los que la inmunizacióncon un péptido derivadode la proteínabásicade mielina
provoca encefalitis que, una vez cronificada, permite aislar células 1 específicas de otros
determinantes(123, 235).Nuestrosdatosapoyaríanla hipótesisde perpetuaciónde las respuestas
autoinmunesmediantela revelacióndenuevosAgs, hechoque, hastael momento,no ha podido
relacionarseconla perpetuaciónde enfermedadesenhumanos.

Otro de losmecanismosde perpetuacióndescritossuponela perpetuaciónde la respuesta
por inhibición de la apoptosisen las células1 infiltradas enlos tejidos afectados.Enconcreto,se
ha comprobadoque las célulasT aisladasde PBLs de un individuo sanoy mantenidasen cultivo
junto a fibroblastos expresanbcl-x¡ pero no bcl-2, ambas implicadas en la inhibición de la
apoptosis (120). Dado que las células T infiltradas en sinovio de afectados por artritis reumatoide
expresanestaproteína(121), seha supuestoque las célulaspuedenpermaneceren un estado
quiescente,infiltradas en las articulaciones,y reactivarseperiódicamentede maneraque sean
responsablesde la cronicidadde la artritis reumatoide(122). Esto supondríaquelas expansiones
detectadasen un momento determinadodeberíanconservarseen los sucesivos episodios
inflamatoriosde la enfermedad.Los datosquehemosobtenidode MTSM no contradicenesta
explicación,dadoque ciertasexpansionesoligoclonalesen SF se manteníanduranteel tiempo,
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peroel hechodeque,junto adichaconservación,existieravariaciónde otrasexpansiones,implica
que la perpetuaciónde la respuestano se producía únicamentepor la interacción con los
fibroblastos, sino simultáneamenteal proceso de extensióna nuevosantígenos.No se han
documentadoestudiosen los quese estudieen detalle la expresiónde bcl-x¡ en enfermoscon
espondiloartropatías,perosíexistenestudiosquedeterminanla expresiónde bcl-2 en las célulasT
infiltradas en las articulacionesde estosenfermos(236). En estoscasos,la expresiónde bcl-2
pareceestar más relacionadacon la resistenciaa la apoptosisprovocadapor las citoquinas
presentesenel tejido (IL-2, IL-4, IL-lO, TNF-a,TNIF-j3) (146-149,231).

Los resultadosobtenidosdel análisispor tipaje espectraldel enfermocrónico, ademásde
informar sobre los posibles mecanismosque influyen en la perpetuaciónde la enfermedad,
revelaronla necesidaddedirigir el estudioa muestrasobtenidasdurantelos primerosepisodiosde
enfermedad,en los quese minimizaranesosfenómenos.Así puesel estudiose continuó sobre
DM0, afectadoporun primerepisodiodeespondioartropatiaindiferenciaday queno habíasido
sometidoatratannentoenel momentode la primeratomademuestras.

Gran parte de los grupos de investigación enfrascadosen el estudio de las
espondioartropatíassuponenqueexisteuna implicaciónprefrrentede las célulasT CD8~ (151,
175, 237). Su criterio sesustentaen queexisteun porcentajerelativamenteelevadode célulasT
CD8~ infiltradas en las articulacionesde enfermosafectados(143, 151) y en la asociacióncon
HILA-B27 (142-145).Por otra partelas investigacionesde David con ratonestransgénicospara
HLA-B27 han demostrado que el desarrollo de una enfermedad modelo de las
espondioartropatíasrequierela presenciade células CD4~ y sugierecomo hipótesis sobre la
patogeniaquela enfermedadseinicia porquepartede los linfocitos 1 CDC inicianunarespuesta
contraHLA-B27(161).Los estudiosenlos quesehanaisladoclonesa partir decélulasinfiltradas
en SF no hanaclaradoestepanorama,dadoquehanencontradotantocélulasCDC como CD8~ y
partedeellas sin restricciónpor HLA (171-176).El análisisde los resultadosobtenidosapartir de
los tipajesespectralesdeDM0 mostróqueno existíanexpansionesoligoclonalesexclusivasde SF
en la subpoblaciónCDC, mientrasque sí sedetectabanen la CD8~. Aun cuando no podemos
descartarcompletamentela participaciónde células 1 CD4~ en el desarrollode la patología,
nuestrosdatosestánen concordanciaconaquellosqueindican la participaciónde células1 CD8~
en la enfermedad(174, 175) y parecencontradecirla hipótesistbrmuladapor David sobre la
participaciónde las células1 CDC,queimplicaríaexpansionesendichasubpoblación(161).

PuestoqueDM0 esHLA-B2’T, no podemosinferir informacióndirectasobreel modo de
implicación de HILA-B27 en el desarrollode las espondiloartropatíaspero la existenciade estas
enfermedadesenindividuosHILA-B2’T permitevalidaro invalidar determinadashipótesissobrela
implicación de HLA-B27 en la enfermedad.Mt la relación de HLA-B27 con la enfermedad
derivadade característicasexclusivasde estamolécula,talescomola presenciaen la láminaB de
una Cys susceptiblede transformarseen homocisteinaque modiflque la asociaciónde péptidos
(159) o como la malaasociaciónde HLA-B27 con132m (160),no puedenjustificar la existencia
de enfermosHLA-B2’T, quealcanzael 75% en algunade las patologías.Otrashipótesisparecen
improbables a la vista de diferentes resultadosexperimentales:los estudios con animales
transgenicospara HLA-B27 demuestranque éstos desarrollan patologías similares a las
espondioartropatías(208, 238), lo quepareceinvalidarla teoríade queHLA-B27 essimplemente
marcadorde otro gen realmenteimplicado en la patología.La presentaciónde fragmentosde
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HLA-B27 contra los que se produceuna respuestainmunológica(156-158) tambiénparece
improbable porque no existen péptidos exclusivos de todos los subtipos de HILA-B27
relacionadosconlas espondiloartropatíasqueno puedanobtenersetambiéna partir de algunode
los subtipos no relacionados.Así pues, los indicios anterioresnos hacen suponerque la
implicación de HILA-B27 con la enfermedadesté relacionadacon su función como molécula
presentadoray que determinadosAgs susceptiblesde ser presentadospor ella sean los
responsablesde la enfermedad,tal y como suponela teoría del péptido artritogénico. Esta
hipótesissuponeunamayor facilidadde desarrollode la enfennedaden individuos HLA-B27~,
pero no excluyequeotrasmoléculasdel MHC, tales como HLA~B*380I,~B*390l o —Bt3902,
cuyasrestriccionesa los péptidospresentadossonsimilaresa las de HILA-B27, seancapacesde
presentarlos mismos Ags. Es posible incluso que otrasmoléculasdel MHC puedanpresentar
otros péptidos homólogosy que, por tanto, la enfermedadpuedadesarrollarseen individuos
I{LA-H27Á

El análisis por tipaje espectral de los TCRs de células CD8~ indicó que existían
expansionesoligoclonalesespecificasde SF entre los ICRsqueempleansegmentosTCRiBV12,
15, 17 y 20. Los tresprimerossegmentospertenecenal subgrupo4 definido por Chothia y col
(12) y contienenel motivo His-Asp en CDR1I3 y Iyr-(X)9-Lys-Gly en CDR2I3. TCRBV2O, en
cambio, perteneceal subgrupo5 y no parececompartir motivos con ICRiBVI2, VIS o V17.
Curiosamente,la mayoríade los clonesespecíficosde célulasautólogasaisladospor Hermanny
cols. a partir de SF de enfermosafectadospor artritis reactiva tambiénempleansegmentos
TCRBV pertenecientesal subgrupode homología4 (ICRBV13, 1CRBVl4 y ICRBVl7) (175,
176). Podríaespecularsesobre la posibilidad de participaciónde SAg en el inicio de ambas
patologíasa travésde la activaciónde las células1 condichossegmentos,sobretodo si tenemos
en cuentaqueexistenSAgs,comoSEB,quepuedenactivarcélulasconlos segmentosTCRBV3,
ICRBVl2, TCRBV14, ICRBV1S,TCRBV17y TCRBV2O (239). Si suponemosla presenciade
un SAg en la zonainflamada,y dadoquelos SAg activany provocanla proliferaciónde todaslas
células1 queexpresandeterminadossegmentos1CRBV (53), enprincipiono deberíandetectarse
incrementosen la proporción de ningún tráncrito respectoal restode tránseritoscon el mismo
segmentoTCRBV, sino quedeberíamantenerseconstanterespectoa lo observadoen PHLs y,
por tanto,no podríadiferenciarseen superfil detamañosde CDR3B, aúncuandoel númerototal
decélulas1 conlos segmentosactivadosfierasuperioren SF.La recientedescripciónde algunos
SAgsqueactivancélulas1 no sólo en flmción del segmentoTCRBV que emplean,sino también
del segmentoTCRBJ y de característicasde las regiones CDR3[3 (54, 55) complica la
delimitaciónde la participaciónde SAgsen el inicio de enfermedades.Aún así, los SAg deberían
provocarla expansiónde todaslas células1 condeterminadossegmentosTCRBV o motivos de
secuenciaen CDR3J3,independientementedela expresióndeCIX o de CDS.

Nuestrosresultadosmostraronque, en el casode DMG, las expansionesen ICRBVI2,
TCRBVI5, ICRBV17y TCRBV2O eranexclusivasde la subpoblaciónCD8~ procedentede SF,
por lo quepodríamosdescartarla presenciade un SAg infiltrado en los tejidosy decantamospor
el reconocimientode complejosantigénicosconvencionalescomoresponsablesdelas expansiones
oligoclonalesen SF. Hay queseflalarqueno se puededescartarunaintervenciónde SAgs como
responsablesde la activaciónen la periferiade célulasT y que, unavez adquiridoel fenotipo de
memoria, fueran capacesde infiltrarse en las articulacionesy allí, aquellasque reconocieran
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determinadospéptidosespecíficosde tejido que inicialmente les eran inaccesibles,iniciaran ¡a
respuestaautoinmune.

La determinaciónde las secuenciasde los TCRs específicamenteexpandidosen SF,
ademásde servircomoconfirmaciónde la oligoclonalidad,podríainformarsobrela existenciade
usospreferentesy motivos comunesentre los TCRs y cuya comparacióncon los motivos
encontradospor otros autoresen controlesayudaríaa establecersi el mecanismode inicio de la
enfermedadasícomolos disparadoresde éstapuedensercomunes.

El análisis de las secuenciasha permitido deducir que la expansiónen TCRBV17
correspondíaa la proliferaciónde un solo clon, mientras que las expansionesen ICRBV12,
TCRBVI5 y TCRBV2Ocorrespondían a varios clones distintos con TCRsdel mismo tamaño.El
hechode que el análisispor tipajeespectralhayaindicadounaexpansiónlocal quecorrespondea
másde un clontambiénpuedeserconsideradointeresantesi tenemosen cuentaquela expansión
esexclusivade SF. Estoindicaque determinadascélulasproliferaronlocalmentey que todasellas
poseíanTCRs que empleabanla misma sublbmilia ICRBV con el mismo tamañode CDR3B. Para
comprobarsi existen motivos comunesentre las secuenciasde cadatamaño mayoritario, se
comparó el uso de cadaaminoácidoen las CDR3B con las frecuenciasde uso en PBLs de
individuossanosdescritasenla bibliografla (29, 30). Sedeterminéqueexistíanmotivoscomunes
en las secuenciasde tamañomayoritario dentrode cadasubthmilia(TCRBV12-(Xh-polar-Gly-
Iyr-(X)n-TCRBJ2, ICRBV 1 5-Asp-polar-(X)rICRI3J1y TCRBV1 7-Ile-Arg-Ser-Gly-Tyr-(X)n-
TCRiBJ2), así como al analizarlas en conjunto (TCRBVn-X-básico-polar-Gly-Tyr-TCRBJ2), lo
que en principio pareceindicar que respondena un mismo complejoantigénicoo a varioscon
elevada homología. No hemos sido capaces de encontrar ninguna secuencia relacionada con éstas
entrelas de TCRs de los clonesobtenidosa partir de SF de enfermoscon artritis reactivapor
Hermanny cols. (175, 176), lo quepareceindicar quesedirigena dianasdiferentes.La ausencia
de información sobre la extensiónde la enlénnedaden el momento de la toma de muestras,
impide especularsobresi las diferenciasse debena que en los estudiosde Hermanny cols., la
respuestapuede haberseextendidoa nuevosantígenoso si se debena que los mecanismos
patogénicossondiferentesentrelas distintasenfermedadesdel grupode las espondiloartropatías.

Es evidentequetodaslas deduccionesqueserealicentomandocomobaselos motivosde
secuenciaentredistintosTCRsdebenconsiderarqueel reconocimientoantigénicopor el TCR es
parcialmentedegenerado(240, 241)y que un mismo lCR puedereconocerdiferentescomplejos
antigénicos.Aún así, seha descrito que, en aquelloscasosen los queun mismo lCR reconoce
Ags con unahomologíade secuenciano muy elevada,si se mantienenunosperfileshidrofilicos
similares(117). Precisamentepor ello podemosconcluir que el incrementode determinados
tránscritosTCRB detectadoenel SF deDM0 correspondea la respuestalocal contraun número
limitado de péptidosque,al menos,presentanperfileshidrofilicos similares.

Puestoquesepostulaqueel origende las espondiloartropatíases de carácterautoinmune
(156-158,161, 167), es evidenteque si las célulasTEVl7 estánimplicadasen el desarrollode la
enfermedad,deberíantenercapacidadde respuestascontraautoantígenos.Este punto se intentó
confirmar en primer lugar mediantela donaciónde las células1 de SP, aunquelos sucesivos
intentos de clonaje en presenciade células autálogasresultaroninfructuosos. Como método
alternativo,semidió el aumentorelativo de trAnscritosTEV17 trasenfrentarcélulas1 de DM0
infectadasconHVS con una linea linfoblastoide autólogaasí como a dos B-LCLs empleadas
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comocontrol. Curiosamente,el motivo TCRBVl7-apolar-Arg-Serque encontramosenTEVl7
tambiénseha detectadoen células 1 querespondencontra el péptidoM58-66 derivadode la
proteínade la matriz delvirus de la gripepresentadopor I-ILA-A2 (209, 242). Por ello, unade las
lineaslinfoblastoidesempleadaspara comprobarel crecimientode las célulasThVl7~ flie L02,
H1LA-A2~. Los resultadosobtenidosindicaronquelascélulasTE-Vl7~ proliferabanal enfrentarlas
a la línea autólogaDMG-EBV pero no frente a L02 ni LGl5. Dado que no se añadieron
exógenamentepéptidos,podríamossuponerque las célulasThV17~ reconocenun Ag propio de
DMG no presentadopor el resto de las líneas linfoblastoides chequeadas.La ausenciade
respuestaftentea LG2, HLA-A2~, pareceindicar quela presentaciónantigénicano seproducíaa
travésdeestealelo, aunqueno puededescartarseque no existierarespuestaporque¡a líneaL02
no presentalos mismospéptidosquelas célulasautólogas.

+
Podría argumentarseque, dado que las células 1 lEV 17 respondenfrs vitro contra

células B propias y que en el sistema circulatorio del enfermo existe gran número de células B que
puedenactuarcomo APCs,deberíaexistir un aumentode las célulasTEV17 en la periferiaque
hubiéramos detectado como una expansión en PBLs. Este argumento puede rebatirse
considerandoquelas células13 quehemosempleadohansido transformadaspor un virus, por lo
quesus patronesdepresentaciónantigénicapuedenhabersemodificadodadoque las inkcciones
viralesalteranla expresiónde proteínas,modificanlos sitios decortede las proteasasy aumentan
la expresióndel liLA (104). Además,el contextode la presentaciónin vitro no es comparableal
quepuedeexistir in vivo: por una parte, la presenciade otras células en la circulación perit~rica
puedemodularla respuestay, por otra, el cultivo in vñro de las célulassuponela adición de
suplementoscomo el STF cuya alta composiciónen proteínaspuedeaportar póptidos muy
diferentesa los que podríanapareceren la periferia. De hecho,existenestudiosen los que se
compruebaquelascélulas1 puedenresponder¡ti vftro a péptidosderivadosdel SIP (243). Así
puespodemosconcluir que las célulaslEV l7~, que estánespecíficamenteaumentadasen el SP
deDMG, tienencapacidadde respuestaa célulaspropias,lo queapoyala hipótesisde queestán
implicadasenla respuestaautoinmunelocal responsablede la enfermedad.

Lasbúsquedasen distintasbasesdedatosrevelanqueen humanoexistenvariasproteínas
quecontienensecuenciassimilaresa las deM58-66y quepor tantoson susceptiblesde activar las
células T con el motivo TCRBVl7-Ile/Leu-Arg-Ser.Una de las secuenciashomólogasaparece
integradaenel sindecano-2,un proteoglicanoque se expresaen fibroblastosasí comoen otras
estirpescelulares.Micecz y col hanconseguidoaislar a partir de PBLs de espondillticosclones
CD4~ quereconocencélulasautólogaspreincubadasconproteoglicanos,aunqueno caracterizan
los TCRs queemplean(170). La ausenciade estudiosen los queel aislamientode las célulasse
realice a partir de SF y en los que seobtengancélulasCD8~ específicasde proteoglicanosno
permiteaventurarni descartarla implicaciónde los proteoglicanosenel inicio de la enfermedad
comopéptidosespecíficosde tejido mimetizados.Otra de las secuenciashomólogasencontradas
enproteínasde origenhumanoselocalizaen IFI-56k, proteínainducible por interferón(IFN) y
por infeccionesvirales, inductorasnaturalesde ¡FN-a e IFN-13 (244).No se ha documentado
ningúnestudioque intentecomprobarla existenciade células1 autorreactivasdirigidas contra
este péptido aunquees interesantepensarque la misma intbcción viral puede provocar la
expresióndelpéptidopropioqueesmimetizadoporel péptidoviral.

Enestepuntohay queconsiderarla enormeplasticidaddel lCR y queel reconocimiento
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antigénico es parcialmentedegenerado,lo que posibilita que el mecanismo de mimetismo
molecular,posibleresponsablede la enfermedad,seproduzcaentrepéptidosde la periferiay de
los tejidosno lint~ticos sin excesivahomologíade secuencia.

Tomandocomobase la teoríadel péptido artritogénico,la integraciónde los resultados
anteriorespermiteespecularun mecanismopatogénicoquesupondríala existenciade unaprimera
respuestacontrael virus de la gripey que, posteriormente,las célulasactivadasenestarespuesta
seinfiltren enlas articulacionesy comiencenunarespuestacontraun péptidopropio localizadoen
el tejido. La perpetuaciónde la respuestapodríapensarseque sedebea la extensióna nuevos
Ags, como sugierenlos resultadosobtenidosde MT SM. Dadoque las infeccionesgripalesson
muy comunesy HLA-A2 es expresadopor el 50% de la población,la presenciade la infección
por sísolanojustifica el desarrollodela enfermedady, por tanto, debeexistirotro condicionante,
ya seagenéticoo ambientalque sumadoa la infección desencadenela enfermedad.Hay que
indicar quelas célulaslEV l7~ derivadasdeDMG proliferaronúnicamenteenpresenciadecélulas
autólogas,perono comorespuestaa otrascélulasRLA-A2. Como hemoscomentado,estopuede
indicar queno sereconocedichoalelo,sinoqueotro complejopéptido/HLAimita el formadopor
M58-66/HLA-A2 o queHLA-A2 presentaalgúnpéptido homólogode M58-66característicode
DM0 que no es expresadopor otros individuos, lo que podría explicar la aparición de la
enfermedadenesteindividuoy no enotrossujetosHLA-A2~ quehayansidoexpuestosal virus de
la gripe.

Dado que en la mayoríade las espondiloartropatíasse carecede informaciónsobrecual
pudo serel desencadenantede la enfermedady, por ello, es dificil el aislamientode clones, la
alternativautilizadaen el presenteestudiopuedesermuy útil parafuturosestudiosquepretendan
aportarinformaciónsobrelas característicasde los TCRs de las células infiltradas en los tejidos
afectadosy determinarla posible implicación en unarespuestaautoinmunede las célulasmás
representadasen las lesiones.La extensióna un mayornúmerode pacientesde un estudio similar
puede revelar la existenciade sesgosconservadosentre los distintos afectadosque podrían
permitir el diseñode estrategiasterapéuticasorientadasal bloqueoo eliminaciónespecíficasde las
célulaspotencialmenteresponsablesde la patología.Por supuesto,si se logran definir el origen
de el/los péptido/sartritogénico/smedianteun chequeoexhaustivode las células1 implicadasen
la respuesta,ya seatras la transformacióncon HVS o medianteclonaje, se podría abordarel
tratamientode estaspatologíasatacandodirectamentea éste.Hastael momento,ningunade estas
posibilidadesesposible,aunqueel procedimientoempleadoen el presenteestudio puedeser una
importanteherramientametodológicaparael estudiode estasvariables.

Las más prometedoras perspectivas para el futuro tratamiento de estasenfermedades
pasanpor la definiciónmásexactaposiblede los distintosmarcadoresde las células1 implicadas
en la enfermedad.Así, actualmentesehadefinido queexistenpoblacionesde célulasT infiltradas
en SP que poseenmarcadorespropios de macró&gos(230), se ha comprobadoque existen
elevados niveles de la molécula de adhesión intercelular (ICAM) soluble en la articulación (245) y
sesabequeun granporcentajede las células1 infiltradas en las articulacionesposeenel fenotipo
de memoria(150). El estudiode estosmarcadoresen células infiltradas en SP con capacidad
autorreactivapuededefinir diferencialmentela expresiónen estascélulas,por lo quelos estudios
similaresal nuestropuedenpuedenaportarla informaciónpreviarequeridaparaello.

Otra aproximaciónterapéuticapuedeestarbasadaen la definiciónexactade las citoquinas

65



Discusión

presentesen la articulacióny la actuaciónsobre ellas. Hastael momento seha comprobadola
presenciade IL-2, 11-4,11-10, TNF-a y TNF-j3 (146-149,231). Estudiosanálogosal nuestro
puedencontribuir a definir las variacionesen las células1 en la articulaciónen flmción de los
distintostratamientosque bloqueenlas distintascitoquinasy, por tanto, puedenser útiles en la
definiciónde la másadecuadainiflisión de citoquinasparaevitarla proliferaciónde las célulasT en
la articulación.
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CONCLUSIONES.

A.- Estudio de las célulasT que infiltran lesionesde piel de afectadospor aEICH tras TMO
alogénico.

1.- La respuesta inmunológica local en aEICH es llevada a cabo por un número reducido de
diferentescélulas1, enunareacciónmarcadamenteoligoclonaL

2.- Todoslos clonesaisladossonespecíficosde antígenosLILA expresadosporel receptor,lo que
confirma la importanciade éstosen el desarrollode la patologíay seoponea los estudiosque
defiendenla ausenciatotal de especificidadLILA de las células T infiltradas en piel durantela
aEICH.

3.- La existenciade clonesalorreactivoscontracadauno de los antígenosLILA diferentesentre
donante y receptor indica que, a diferenciade lo sugeridopor otros grupos sobre la menor
importanciadeHILA-DP y HLA-DQ, seproducerespuestacontratodas lasposiblesdianasLILA
y sugierela necesidadde realizartipajesexhaustivosdedonantey receptor.

4.- La existenciade motivos comunesen las CDR3 de los clonesdirigidos contraL{LA-DQS
sugiere que la respuesta se produce contra un número limitado de complejos antigénicos y permite
aventurarque la especificidad de tejido de la respuestase debea que los clones aislados
reconocencomplejospéptidoespecíficode tejido¡HLA alogénico.

5.- Los motivos comunesdetectadosen las CDR3 de los TCRs de clones con la misma
especificidadLILA, no son lo suficientementemarcadoscomo para permitir el desarrollode
anticuerposespecificosde las célulasT quelosexpresancomoalternativaterapéuticageneralpara
eliminar de formaselectivalas célulasresponsablesde la aElCH, mientrasseconservael efrcto
ICL.

B.- Estudio de las diferenciasentre el repertorio de TCRs en muestraslocales y en PBLs de
enfermoscon espondiloartropatlas. Relacióncon la respuestaautoinmune locaL

1.- La perpetuaciónde las respuestaslocales en afectadospor espondioartropatíasy la
cronificaciónde la enfermedadseproducepor un procesode extensiónde la respuestaanuevos
antígenos,probablementereveladospor la propiareaccióninmunológica.

2.- La existenciade expansionesespecificasen SF duranteel primer episodio inflamatorio,
únicamenteen la subpoblaciónCD8~, sugierequeno existeunaimplicacióndirectade SAgsen la
patogeniade la enfrrmedad.

3.- La existenciade motivoscomunesen las CDR3I3 de los TCRssugiereque las células1 que
los expresanhan respondidoa complejos antigénicoshomólogoso con perfiles hidrofilicos
similares.
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4.- Las célulasThVl7~ derivadasde DM0 soncapacesde proliferar frentea células autólogas.
La existenciade células T con capacidadautorreactivalocalmenteexpandidasen enfermosno
habíasido descritaanteriormentee indica la posibleparticipaciónde estascélulasen el proceso
patológicoquedesencadenalaespondiloartropatía.

5.- La similitud de motivos encontradosentre los TCRS expandidosen la muestralocal y los
implicadosenel reconocimientodel péptido MS8-66de la proteínadematrizdel virus de la gripe
presentadoporLIlA-A) sugierequeel desencadenamientodela enfermedadenDM0 pudoestar
relacionadocon la exposicióna dicho virus e indica la necesidadde ampliar la búsquedade
péptidos artritogénicos a péptidos de origen viral en los futuros estudios sobre
espondiloartropatías.
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HLA-Target Ant¡gens and 1-Ceil Receptor D¡versity of Activated 71 CelIs
Invading tbe 5km During Acute Graft-Versus-llost Disease

By JuéIle Gaschet, Miguel Angel Treviño, Michel Cherel, Regine Vivien, Almudena Garcia-Sahuquillo,
Marie-Martine Hallet, Marc Bunneville, Jean-Luc Harrousseau, Rafael Bragado, NoéI Milpied, and Henri Vié

Te study the repertoire and spec¡fic¡ty of T lymphocytes lo-
filtrating skrn Ies¡ons during graft-versus-host disease
(GVHD>, we performed an exhaustive molecular and func’
tional analysis of 146 T-cell clones derived from the skin of
three patíents undergoing an acute GVHD after allogenele
bone marrow transpíantation (BMTI from HLA-mismatched
related donors. Analysis of T-cell receptor (TCR> rearrange-
ment and TCR chain ¡unclional sequences demonstrated the
presente 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 patíent UPN1. and ah clones
from pat¡ents UPN2 and UPN3 reacted w¡th mis-

ALLOGENEIC BONE MARROW transpiantation(BMT)
15 animportanttherapeuticoption thatcancurecertain

malignanrandnonmalignanídiseases.lts chiefcomplica<ion,
the acutegraft-versus-hostdiscase(GVI-{D),’ is causedby
T lymphocytesand is indissociablefrom the beneficial anti-
leukemicreactionknownasthegraUversusleukemia(OVL)
effect, which is also mediatedby T celis. Accordingly, ef-
forts tu eliminateGVHD throughT-cell depledonhavelcd
tu increasedre]apses,te overail pictureof depietiun being
negative. a/3T lymphocytes.the main effectorsof the alio-
geneic reaction,possessantigenicreceptorswhosevariable
regions are made up of a combination of different T-cell
receptor(TCR)-V. -D and -J elements(VDJ for ~ chains
aud VI for a chains). Besidesthis coinhinarorialdiversity,
ajunctionaldiversity is producedby <he addirionuy removal
of nucleotidesatthejunctionsof the rearrangedgenes~.Com-
binatorial andjunctional diversity of T-cell receptorsare
now both amenabletu analysis:<he former by using TCR-
y region speciflc monoclonal antibodies(MoAhs) and the
latter by síudying CDR3 length using recently developed
techniques.34Determining the T-cell responsediversity in
GVHD is particularly crucialas, ifa restrictedT-cell reper-
Loire is involved, this repertuirecould be specifically re-
moved.5This would permitspeciflc therapywith less global
immunosuppressiun-

The two rnajur observationsin favor of suchapossibility
arethe following: (1) aculeGVHD occursvez-y rapidly after
BMT. al a time when T-ceIl reconstitutionis just starting.
Indeed.numerousT-cell repertoirealterationshave recently
beendocumentedduring this period, demonsíratingthat a
few T-cell clonescan representan important proportionof
the T-ceIl puol al the time GVHD occursl9 (2) The main
immunologicalcharacteristicof GVHD is its tissuespecific-
ity. This might lead tu an even more restrictedresponse
asT celis casi distinguishbetween major histocompatibility
complex (MHC) moleculesun different cdl types.’0t2 To
determinewhether or not te T-cell responseis restricted
during acuteGVHD, Wc flrst developed a mediud to isolate
in vivo activatedT celís from the skin. Next, we character-
izedboth dicdiversity of theHLA-rargetantigensrecognized
during thcGVHD processby theseT celísandthe diversity
of their TCR.A total of 146 T-cell clonesderivedfrom four
skin biopsiesperformedun threepatientsat dic onsel of

matched HLA alleles betweer, the bone-marrow donor and
recipient. Moteo ver, both FILA cIan 1 IHLA-A2 amI -827>amI
class II (HLA Oplol. DP4OI, 0P1301. DCL and DR402) mole-
cules were recognized during this early antihost response.
Finally. both TCR a and ¡3 chains turned out to be extremely
diversa. even with¡n populations of clones derived from the
same patient and directed aga¡nst dic same FILA allele.
Taken together, these results indicate that any FILA mis-
match is potentially targeted dur¡ng early GVHD. and that
the T-cell response at the onset of GVIID is both oligoclonal
and highly diversified.
© 1996 by The American Society of Hematology

acuteGVI-ID were siudied.The resultsobtainedsupport the
view <ha< activatedT celís infiltrating dic skin aL the onset
of GVHD are host speciflc and can recognizeany HLA
mismatch betweendonor and recipient. Moreover.this T-
ceil responseappearsaí the same time oligoclonal and is
highly diversein terifis of TCRV usage.

MATERIALS AND METHODS

Palienes, Four biopsies wereobíainedfrom threepaíients.
Palien! URNI. A 9-year-oldhoy was grafted for chronic my-

elogenousleukemia wííh his mothers bone marrow. HLA typing is
indicated in Table 1. fle conditioning regimen cunsisledof cyclo-
phosphamide (120 mg/kg) and zolal body inadiation (TBI): 12 Gy
through ‘mx fractions.GVHO prophylaxis consisted of cyclosporine
A <UsA> and methutrexate (nc da» 1, 3. 6, and Ii) and 5 mg’day
of BRíO, an aní¡-incerleukin (IL—2R) antibody. for lO days.GVHD
was lirsí suspecledal day 13, buí íhe lirst skin biopsy culture was
negalive. Al day 34, GVHD was again suspected.and lhree skm
biopsies were performedfor histolugical study, imrnunochemistry.
andculture. A large infilírate wasobservedcomposedof 70% UDS’
and 5% UD4 T celís; no CDI Langerhans cehís were detected.
Keratinocyíesexpresscd class II. Biopsy-conlirnied 0W-ID was
treated wilh UsA (3 mg/lcg/d). corticosleroids <2 mg/kg/d), and
BR LO. Unforsunaíely, treatmenífailed and GVHD extendedLo gu<
and Liver. Ihe patiení died al day 99 poslgrafting.
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Tabla 1. HLA-Typing of Hosts, Donora, and Panel B Lyrnphoblastoid Cali Unes

Pabenta nr
SLCL Ses FILA-A HLA.8 FILA-DR FILA-DO FIL.ADPR1

uPNí M 1/2 7/8 3/13 2 0101/1901
uPNí donor E 1/1 718 3/13 2 0301/1901
UPN2 M 9(24>/32 17/27 4(w14l/8 4/8 0401/1001
UPN2 donor F 9(24>132 8/17 3/8 2/4 0601/1001
UPN3 M 1/29 44(12>/17 04020 2/8 1301/1901
LIPN3 donorí F 112 57(17>/62(15> 0402/11 7/8 0301/1301
uPN3 dur~ur2 M 29/32 44(121/40 7/14 VS 0401/1901
2046 — 26 39 0402 7 —

ROL M 2.2 w62.3 0401 8 0401
BSM F 2.2 w62.3 0401 8 0201
STA M 2.2 27.5 0801 4 0401
DAS 2/11 18/55 8/11 2/4 0401/0501
5W M 33.1 w65 7 5 0101

JB10 26/28 38 0402 7 —

JHA M 31 wSl 0407 7 0301
JSM — 26 38/16 0402 3 —

RML M 2.4 51 1602 7 0402
ROU F 2/3 51(5>/44(12> 4/13 6/7 0301/0301
RSH M 68.1/30.3 w42 0302 4 0101/0402
PS — 2.2 w46 0901 9 1301
TON M 1/2 7/8 3/13 2 0101/01901
VAV F 1 8 0301 2 0101
WT24 M 2.2 27.5 1602 2 0301

Paciene UPN2. A 7-year oíd hoy was grafted with his rnoíhers
bone marruw for acule lymphoblastic leukemia in seconé complete
response. HLA typing is indicated in Table 1. Re conditioning
regimen consisted of TRI and high doses of cytarabine ané melpha-
lan. GVHD prophylaxis consisted of T-cell depletion of the grafí
using anli-CD2 and anti-UD7 MoAbs with baby rabbit compleniení.
Lo addition. <he patient received intravenously (IV) anli-LFA-- 1 and
anti-C02 MoAbs al a doseof 0.2 mg/kg/d from day —3 tu day lO
and from day —2 <o day It, respectively. Skin lesion uccurred un
day 19, and three skin biopsies for histulugical síudy, imniunuchem-
istry, and cuilure were perfornied un day 22 (biopsy UPN2-a).Be-
cause <he ctinical aspect was compatible with acuteGVHD, treal-
ment with cyciusporine (3 mg/KgId IV) and steroids (2 mg/kg/d
IV) was staríed un day 23 and continued allhough histulugical ami
immunological aspects were only weakly consistení with GVHD.
Despite this lreatmcnl. skin Iesiuns fiared, anda second skin biopsy
was performed un day 27 (biopsy UPN2-b). Aí that time GVHD
was histologically evidení. Treatmeni uf GVHD was Ihen modified

with IV additiun of MoAbs anti-IL—2R (BR lO)’
3 (5 mg/d from day

29 lo day 39 then 2.5 mgld every other day until day 80) and anti-
tumor necrosis factor (TNF> a (5 mg/d from day 29 <o day 32).
GVHD complelely disappeared, Md no chronic OVHD was docu-
mented, buí un day 120, a hematological relapse was documented
and íhc paliení died. MoAbs for T-cell depleliun uy IV use were

provided by P. Hervé from Ihe Centre de Transfusion Sanguine de
Besan9on, France.

Paxiene UPN3. A I0-year oid hoy with idiopathic myelodys-
plasia ami severe pancytopenia with, at the lime of transplant.a
7 year hislory uf transfusion (red bluod celís ami platelcís). Re
conditiuning regimen consisted uf TEl 12 Gy. high-dose cylarabine
and melphalan (idem as fur patient UPN2). GVHD pruphylaxis was
exactly dic same as for Ihe previuus palíení.Re donor was his
mother. The patient failed lo engraft, as un day 40 bone mazrow
aspiralion shuwed no celís, and analysisof DNA in marrow and
peripheral bluod celís by fingerprinting showed no donor DNA.
The paíient received a second cunditiuning regimen consisting of
busulfan 8 mg/kg uver 2 days and cyclophosphaniide 200 mg/kg

uver 4 days. The marrow of the fathcr was harvested and Tecil
depleted wilh MoAbs (anti-CD2. anli-C07 plus baby rabbit cumple-
ment). Additiunal in vivo immunotherapy wilh anti-LFAI and anti-
U02 was pez-formed according lo the same schedule as the ñrst
transpíaní, because no antimouse antibodies were found. En-
graftment was documenled un day 3l following the second Iraní-
planlalion. On day 37, skin erupliun and diarrhea were ubserved.
As for the oíher two patienís, three sión biupsies were perfurnied.
Acule GVHD was documentedhoth un sión and large bowel biop-
sies. Immunophenutypic analysisuf sión biupsies shuwed very few
Langherans celís, a slrong expression of DR un keratinocytes. and
a lymphocylic infihíration madeup of 80% UD4 positivecelis. Re
patient Ihen received an association uf steroids (2 mg/kg/d and CsA.
3 mg/lcg/d IV). Sión and gut Iesions iniproved transiently. buí ulii-
mately flared, and ihe patient died with severegol GVHD un day
89 aher thc secuodtranspiant.

Expansion of T lymphocytes froen sión biopsy. Skin specimens
were washed al leasí five limes in RPMI conlaining 10% poeLed
human sera,1% L-giutamine(2 mmol/L), and50pg/mL genlamycin
and Ihen cuilured in a 24-weil plate (Nunclon, Copenhagen,Den-
mark) in dic same medium supplementedwilh recumbinanttL-2
(rIL-2. 150 BRMP U/ml..). Uultures were kepíal 37’C in a 5% CO

2
almusphere.tn tSe four casespresented.T-celi proliferaliun siarted
asearlyas3 daysafter initiatiun of the culture.Ar day 5, tu generale
a panel of clones from each skin biupsy-derivedT-cell une, une
responderT ccli was seededin every tliree culture wells in 96-
m,crowell round botíumculture piales logedier widi pooledalloge-
neic feedercelís (5 >< LO’ peripheralbluod lymphocytes (PBL) and
5 >< it? 8 lymphoblastoidccli une(BLCL), 30 gray in-adiated)lo
tSe presence of leukoaggiuíinin-A(1 pg/mL) (Pharmacia,Uppsaia,
Sweden),and rIL-2 (¡50 BRMP U/mL). Under these cunditions,
where 100% T cclii are slin¡uiaíed,maximal cluning efficiency is
obtained (as assessedby limiting diiution analysis: frequency of
pruiiferaíionahout50% Lo iOO%). Thcsecunditiunswerechusenlo
avoid iii varo antigcrncselection,whsle mainlaining as closeiy as
poisible tSe besí representationuf T celis that grew under rtL-2
aluneduringdic inlílal cultureperiod. Beforespecificity assays,<he
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clones were cultured without stimulazion jo IL-=alone Voy al leasí
2 weeks.

Souchern bloc analvsis. EuLer hybridizaiion: aher digestion with
Ec.-oRL or 1-liad itt. 15 gg of genoniic DNA samples were sized-
tracíjonated by elecírophoresis íhrough 1% agarose geis. Souihern
bloíting vas perfornied using a vacuuns blotting sysiem (LKB-Phar-
macia. Sí. Quentin en Xvelines,France)on l-Iyhond N+ tilters (Ani-
ershani. Les Ulfis, France) according u, suppflers inszrucíions. Hy-
bridization. washing. ami autoradiography were performed as
previously described’

4 with “P multiprimed probes. Probes: The 1-y
prohe. PH6O. containing the 700-bp Hind tu EcoRl fragment from
M13H60. includes íhei-yi segniení’’ 6 Tbk fragmení cross-hybrid-
izes with 1y2. buí noi wiih JP. JPI.oriP2. TheU/3 prohe IBIOBRI
correspunds Lo <he U¡t fragment and cross-hybridizes wiih C/32’

Polyenerase chain reaction (PCI?) and sequencing. They were
perfornied essenlially as described”’” Briefly, total RNA was iso-
lated from each done and TCR-a or -0 cDNA was obíained. by
reverse transcription, using specific Urs or U¡3 antisense primers.
respec<iveiy. TCR-a and -~3 cDNA ampl¡hcaíions were done by PUR
wiíh sense V-family specihc primers and tbe aboye mentioned U
primer. Differeni sets of Va/Ca and Vfl/U/3-dexived oligonucleo-
tides were used as sense/antisense pómerstu perfonnasymeíric PUR
on each sírand of dic PCR-amplified cDNA. so íhat an excess uf
single stranded DNA of a chosen strand was produced. These second
(internal) sets ínatchedLo sequences lucated 3 aocI 5’, respecíively.
from tbose of the y and U primers used for <he firsí amplificalion.
Direct sequending of aniplified DNA sirands was performed with
sequenase (Amersham. Buckinghamhire. UK) follow,ng ihe nianu-

faclurer’s instructions aocI usiog [hecorresponding V- and C-internal
oligonucleotides as primers for sequeocing the minus ami tbe posi-
tive strand, respectively. Excepíionally, PCR aniplified producís
were cloned in <he pCR-Script vector (Straíagene GMRH. Heidel-
berg, Germany) following the manufacturers insín,ciions. Positive
colonies were sequenced by using T3 aocI Ti primers.

Proliferacion otray. Resíing Tcells (2.5 toS x ~Q4> taken more
tban 2 weeksafterthe [así síimuiation,vere coculiured for 48 Lo 72
hours w¡th dic indicated irradialed (30 Gy) BLUL in 96-microweii
flat-boltonied culture piales al a 1:1 responder-ío-síiniulaturratio.
Six hours before harvesiing, L gUi of (-‘H)ihymidioe was added to
each well and (‘H)íhymidine uptake was <ben nicasured in a liquid
scintillation counter. Resulisare expressedas ihe meanof triplicale
or quadruplicate cultures. Host BLUL wereobtainedby coculturing
of PEL with Epstein-Barrvirus (EHV)-containingsupernalantfrom
dic virus~producingB95.8 ceLl une in dic presence of 1 ¡sg/mL UsA.
fle folluwing MoAbs wereusedfor specificiíy siudies:aníi-DP/DR
(2D6), -OP (B7.21), -DQ (1A3 or Leu-LO).

Cyroroxic assay. Uytotuxic aclivity was lested using a standard
“Uy releaseassayalreadydescribed90briefly, Larget celis were la-
heled wiih lOO ¡tUi “Uy for 2 hours al 3PU. washed lhree times,
aocI platedat the indicatedeffector-to-targetratio in a96-weli round-
bottompiale.Aher4boursof incubational 370C,LOO pL of superna-
<ant from eacb well wasremovedandcountedin agammascintilla-
don counier. Each Lesí was perfornied in <riplicate. Results are
expressedaspercentageof iysis, accordinglo dic fotlowing formula:
(expeñmcnial release— spontaneous release>/(maximalrelease —

spuntaneousrelease) x 100, wbere experimentalreleaserepresenis
meaneountsper minute releasedfromtbe<argeL celis andmaximum
releasefrom <argeL incubatedwiíh 1% cetavlon.

RESULTS

Obtaining ceil fines and cloning. T celis were recovered
alter culturing sión biopsiesin the presenceof IL-2 alone
asid were then clonedby limiting dilution underconditions
thaI trigger dic growthof virtuafly al> T celis preseníla dic

culture (seeMaíerials andMetbodssection andEig 1), Tbk
procedure sbould select most in vivo activatedT celísduring
ihe firsí culturestepandduringthesecuodsíep.shouldailow
,-ecovery uf virtually ah T celis amplified during íhe lirsí
step. In the four casesstudied,T celís begantu exude from
biopsieswithin 3 daysaher initiation of the culture. Occur-
renceof GVHD wasconfirmedfor eachcaseby histopatho-
logical analyses.Wc neverobtaincdskin biupsy-derived1-
ccli lines when Ibe diagnosisof GVHD wasnot cunfirmed;
<bis hasalso beenobservedby utbers)’

Clonal diversity of rice fines obea/ned. Partialanalysisof

the UPNI unehasbeenreponedin a previousstudy(Tabie
~ Of 34 T-cell clonesanaiyzcd in that síudy, II were
foundtu bedifferent.Theywere<ben tesíedfor their capacity
tu recognizemismatchedHLA-alleles of the graft. Such ca-
pacity was found br threeof the II clonescharactcrized:
two CD4~ clones(A4 and 02) recognized1-ILA-OPIOL and
uneUD8~ done(TMI5) recognizedHLA-A2, two of ibe
mismatcbedHLA-alleles in te GVHD direction(seeTables
1 and2). For this síudy, 30 more UPNI-derivedcloneswere
analyzedandno new typeof donedetected(datanot shown).
Two biopsieswere studiedfor patieníUPN2 (UPN2-aand
UPN2-b). Onewas performed3 daysandIhe olber8 days
aheronsetof GVHD. T celís from UPN2-awere cionedas
describedin the MalerjaisandMethodssection,andCDC
andUDSt T-cell cloneswere analyzedseparately.Analysis
of TCRy generearrangementstatusuf <he 21 CD4~ clones
indicatedthai ah uf tbemhadihesamerearrangementpattern
andtus wereprobablyderivedfrum a singleoriginal T-ceIl
done,doneHER-l in Tabie 2 (datanot showri). Ah UD&’
T celís were recognizedby an anti-TCR-V~L2 antibody.
Moreover. a singlejunctional sequencewas obtainedfrom
diese celís (Table 3). Taken togetber,theseresulíssuggest
<bat only two differentclonescompuse<heUPN2-accli line,
clonesHER-l ami -3. Froni dic secondbiopsy (UPN2-b),
wc derived 38 T-cell clones(26 CD4~ asid t2 UDSt). AH
the CDS4 clonessharedthe samerearr-angementand thus
were prubably derivedfrum a single originatdone(HER-
30, Fig 2). Three diffcren< rearrangementswere found for
lic CD44 T-cell clones, suggestingthat they derived from
tbreeoriginal clones(HER-27, -28, -29). These<bree CD44
T-celi clonesfrom <he secondbiopsy were ah distincífrom
tbe single CDC T-cell done HER- 1 derived from the firsí
biopsy, as indicated in Fig 3. Ah T-cell clonesobtained
from <heUPN3 unewereCDC.SevendifferentTCR gene
rearrangemenípatterns were found within <he 24 T-cell
cloneswhoseTCRy generearrasigementstatuswasdeter-
mmcd (Fig 4 shows <he t2 first clonesanalyzed).

Analysis of rite speqficiry of rite clones obrained. The
donor-hostpairs are indicatedin Table 1. PatientUPN3 re-
ceivedíwo grafts, <he hz-st from bis motherand<he secuod
from his father. AII <he clonesobtainedwere HLA-A29 ant!
carnefrom<he seconddonor(not shuwn).Clonespecificities
wez-e deterasinedin a classicalmannerusing MoAbs and
BLCL unesfrom <he 1987 New York WorkshoppaneLRe-
suits from represeníativeexperimentsare shown in Fig 5.
T-cell clones,PI, P3, P6. Pi, andPLO proliferatedstrongiy
when coculturedwith <he irradiated BLUL BOL, but not
against BLCL RSH, VAV, TON, oz- BTB (for extensive
HLA-typing of bosta.dunora,atadBLCL, seeTable1). lucir
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Sión biopsy

CWmr, in prosaica of112 alano

Selecúceof acílvalod T calla

‘itt
tUILA

clo..I claceZ

proliferationwasblocked
but not by MoAb against
21). Consequently.these

—fr. Seazth fez- han speciflcily

Cloning by limiling diluricul undc polyclonal
activañon (PEA + allogaicie PBL + allogeucie
BLO. + 1L2)
Cloning effic¡ency close <o 100%

No Selection

Analysis of clonal dlversiíy through detenniaarion of
TcR 0 asid Y gene Itm72ngemefllS.

Oe<em,manon of specifldty using a pací of
genotyped BLcL.
Deíezminarion of TcR-Va or V¡3 usage by
stWOliC ig.

by an anti-HLA.DQ (1A3) MoAb,
HLA-OR (2D6) or HLA-DP (Bú-
cloneswez-e probably specificfoz-

HLA-DQ8. The only BLCL recugnizedby thc T-ceIl done

Fg 1. Procedure.

Pl 1 was ‘r75, whoserecognitionwas specifically blocked
by ihe 1-ILA-DP specificMoAb B7-21. confiz-mingthat <his
donerecognizedHLA-DPL3OI on T7S. Finally. doneP14
proliferatedonly when coculturedwith ihe BLCL JE LO and

Ttl. 2. Numb.r of Clones Tested sed Fow,d to be Different Aher Southem Slot Analysis

Biopsy

No. of Clones Clone Cheracterística

Testad Different FInst Specuf o CD4 CDS SpeciUcite Cytotoxic

IJPN1 64 11 3 A4 o¡’aíór No
D2 OPOlO? No

TM15 A20~ Ves

uPN2-a 21 2 2 HER-1 DPO4OV Ves
HER-3 82705 Ves

UPN2-b 38 4 4 HER-27 DOS No
HER-28 DPO4O1 No
1-IER-29 DOS No

HER-SO 82705 Ves
UPN3 24 7 7 PI DOS No

Pa DOS No
PS DOS Ves
P7 DOS No
PlO DOS Ves
Pu OPiSOl No
¡‘14 DR0402 Yes

2348
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Characteristica of each done: coreceptor, spec¡f¡city. and lytic potential.
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Tabla 3. TOR Strí,cture of Saladad Clones

Clone yo CDR3 Ja CDR3 J13 Spec¡ficity

HER-3 7 NDVKL 20 12 SGGOGTVEQ 2.7 HLA-627
HER-30 32 RGLTGGGNKL 10 1 SPRTGLNTEA 1.1 l-ILA-827
HER-27 12 RGTYNTDKL 34 9 SFRQGLSTDTQ 2.3 RíA-DOS
HER-29 2 ARGQNTDTQ 2.3 HLA-DOS
Pl 19.1 VNDM 43 6.7 RSDSLFTEA 1.1 HLA-0O8

1.1 SAGINAGKS 27

¡‘3* 7 SOORELVGV 1.2 HLA-DQ8

1.2 SHVNNNDM 43
P7 3.1 GNSGNTPL 29 5 SLVGAPOETO 2.5 I-ILA-DQ8
Pío w29 GSEGTVKV 40 6.7 SLTGGOD 1.1 FILA-DOS

For oornenclature,cee Koop eta>” and Wei eL al’~
* For done P3. two >n frame Va rearrangementa were found.

its proliferation wasspecifically blockedby MoAb against
HLA-DR, ihus confirining thatP14 probably recognizedthe
HLA-DR402. L-ILA--DQ8, -DR0402and -DPL3OI were alí
mismaichesof <he graft in ibe GVHD direction. Specificity
analysisof the CDC T-cell clonesl-IER-27, HER-28, and
HER-29 is sbown in Fig 6. Clone HER-27 proliferated
againstBSM asid BOL. but not againstJHAF orBTB, HER-
29 proliferatedagainstBSM andBOL but not againstRSH
oz- BIR (again,seeTable 1 for extensiveHLA typing). Pro-
liferationof both cloneswasblockedby aI-ILA-DQ-specific
MoAb, but not by HLA-DP or -DR-specific MoAbs. These
results suggestedthat HER-27 and l-IER-29 T-ceIl clones
were specific br HLA-DQS. Clone HER-28 proliferated
againstBTB asid BOL, but not againstBSM or RSH, and
<his proliferation was blocked by <he HLA-DP-specific
MoAb B7-21 asid not by MoAb againstHLA-DR or -DQ.
Uonsequently.this doneprobablyrecognizedHLA-DP4OL.
Finally, with respect<o <he two UD8~ clonesHER-3 (from
the flrst biopsy. UPN2-a) and HER-30 (from <he second
biopsy. UPN2-b) wbosespecificity analysisis shownin Fig
7, daLafrom both prolifez-ationandcytotoxicity assaysdem-
onstratedrecognitionof the two HLA-B27±BLCL (BTB
asid W124) only. HLA-B27. HLA-DQS, and HLA-DP4OI
were alí mismatcbedBLA-allelesin <he GVHD directionin
this donor/recipientcombination.
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Fig 2. TCR y gen. rcarnngemants of fha UPf42.b.duiv.d CGO4
7-calI clones. Southamn blot analysl. of TCR diveruity amon; C08
clones derived from tite UPN2.b biopsy. Reerrangemanta oIT ccli
raarranging y genes in tite d¡fferant T.oell clones~ DNA wa. digastad
with EcoAl and hybrid¡zad with MIGO, a J

1’ pro1,.. TI,. 12 T~cc4l celo.
nias testad wara derivad from ttta sama tiene.

Analysisof dic cytotoxic capacityof <be aboyeCDC T-
celí clones was not presentedin detail, but <heir cytotoxic
potentials are indicated in Table 2. For alí T-cell clones
havingacytotoxicpotential.theirpatternof reactiviíyalways
confirmed<heir specificity, usually testedthroughprolifera-
<ion assays.

Diversiey of ihe TCR used. TCR-Va and-Vfl chainse-
quencesof selectedclonesarepresentedin Table 3. They
confirm <he individuality of each done,as previously de-
duced from <he Southembíot analysis.Most importantly,
tbough<he numbez-of cloneswaslow, markedheterogeneity

vil

‘¿8—

J T2 —

‘¿9—

J 71—

V2-V4 —

.5 kb

.5 kb

—0,9 kb

2349

•4,2kb

—3,2 kb
kb

—2,4kb

vio— 5 -, O,BSkb

FIg 3. TCR y gana rc.rnngemants of tite UPN2-a and ~h-dauivad
CDC flelí clones lace legeod to FIg 2>. Tite cm

t elena I4ER-1 <de-
rivad from ha UPVd2-a blopsy) wcs comparad wtth tite CDC clones
HER-27. MER-28. sed I4ER-29 derivad from the UPN2-b biop.y. Titase
faur dlstlnct T,cell clones werc detectad afta. So.,than, hlot anaiwls
of 21 dlffcwant coleníes from ti,. UPN2-. and 20 lyon, tite UPV42-b
biopales, rnpcctlvaly (not shownl.
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FIq 4. TCR y gana rearrangemant of lbs UPN3
biopsy derivad T.call clones (se. lagend to F¡g 2 br
the T-call clones derivad from tita UPNS biopsyl.
Lanas markad as —1 corraspond to polyclonal colo-
nias. Ah clones ware CDC.

of the TUR exprcssedcould be demonsírated.Particularly
informative werc thc sequencesof <be TUR expressedby
<be anti-DQ8 specific clonesderived fz-om patient UPN3.
Thus, althoughPl andNO <ised <be sorneV/367-J/3l.l rear-
rangement.tbc currespondingUDR3 regions were com-
pletely differenl. Fuz-thcz-rnore.T-cell clonesP3 andPl used
differcnt V/3-J/3 combination. V/37-J/3l.2 ant! V/35-J~2.5.
rcspcctivcly.Altogelber. ihese four T-ccll clones. alihough
derivedfrom ihe same patieníandhaving ihe sornespeciñc-
ity within <he same tissue. usedfour different TCR-Va and
1hz-cedifferentTCR-V/3 chains.

DISCUSSION

Sínce <he initial analysis of <he pararnetez-s critical for Ihe
develupment of GVHD,

3 other factors tha»dic possibili<y

rl

ea

ua

‘a

of tbe graft Lo moíiní mi allogcneicreaclionagainstihe host
have been recognizedas irnpoz-tant in <he pathogenesisant!
clinical uutcomeof Ibis disease.The preparativeregimen,
<be host response.<he presenceof microbacierialpathogens
andtbe viz-al status. haveoíl beenevokedand ex<ensively
siudied?A GVL-ID-like syndromehas also been observed
mn someautologoussituations;” Nevertbcless,acuLe GVHD
rernaínspz-irnaz-ily a T-cell mediateddisease,which occurs
early aftcr RMT and with Ihe imniunological peculiarity
of being tissue-speciñc.Vez-y kw studies focusingun <he
characierizalionofT-cell reactivityal asile of GVI-{D Iesions
havebeenrepoz-tct!.==5~This is perbap.sbecauseof conclu-
sionsdrawn from initial studiessuggeslingthat the majoriiy
of T celís in allografts lack allo-ontigenspecificiiy.8” Thus,
dic initial ceilular evenisleadingtu OVUD aresilil poorly
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recognition of IiLA-DO3+ BLCL by donas HER.27.
HER-29 and of HLA-DPO4O1 + BLCL by clon HER4S,
derivad froni tI,. UPN2-b biopsy [top panel). Recog-
nition of targat BLCL was blocked by MoAb aga¡r,st
FILA-DO fo, HER-27 and MEAn and Liv MoAb aqaínst
HLA-DP fo, HER-28 (bottom panail. HLA.DOB sod
-DPO4O1 wara m,smatchas of tite graft in tha GVHD
direotion ls-ea Tabla 1>.
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understood.Mere we reponon the funclional andstz-uctural
characterizatiunof sión infihirating T celis during early
GVHD. The objecíive of <he presenístudy wastu obtain a
sufficient numberof host-specificclonesío analyzeboih the
diversity of <heir potential targetsant! dic diversity ol’ <he
TURs involved in their recognition. We studied four skin
biopsy-derivedccli Unes obtainedfrom thrce patientswho
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FIg 7. Sp.cifse proliferation .nd [vs-lsof con- clones fromn patieiit
UPN2. Sp.cific prolifaration (top panal> nr cytotoxiclty Ibottom panel>
against MLA.B27+ BLCL by tite CDt clones HER-3 and HER-3O de-
rivad fon, ti,. UPN2-a and -b biopties. in ¡Inc with tite notion of
diverstty for titase T-ceIl clones involvad in fha GVMD procas.. ¡-IER-
3. hin not FIEN-SO. was able to racogniza fha MLA.B27 niolocula
tranafactad in tite xanoganeic PSiS targat (not sitown>.

developedan acuteGVI-ID after allogeneicHMT from (-¡LA
mismatchedrelateddonors.Our resulis, sumniarizedin Ta—
ble 2. demonstrated(1) ihal thesccelí fines were rnarkedly
oligoclonal, (2) ihara majoriiy of skin biopsy-dez-ivedT-cell
cloneswere reactive againsthosí-HLA, ant! (3) <fiat diese
T-cell clones used higbly diverseTCR. eveothough íhey
recognizedUsesamelILA specificitywithin dic sametissue.
Obviously. the general irnpact of ihese results reIles un a
demonstrationthai the T celísstíadiedwereaciuaLly invuived
in the paihological processEvidencein supportof <bis as-
sumpijon,which is necessarilyindirecí becauseof ibe con-
straints linked Lo human studies, is as follows: first, uur
culture conditionsshould -allow gruwth of clonesthat are
representativeof the activated(ie, IL-2--receptorpositive)
T celís infiltrating the biopsy. In ihis respecí, l-feidecke eL
al’3 elegantlydemonstratedthat IL-2—receptorposilivegraft
infihtratiog celís, but not ibe IL-2—recepior negativecelís
wez-e alloreacriveeffectorson adoptiveiransfer in syngencic
hosts.

Second,T-cell clonescharacterizedin ihe preseníwork
exudedfrom the biopsiesant!started<o grow activelywithin
3 days aher initiation of ihe culture. In contrasí,we never
ohtainedcefi uneswhen OVHD wasnot confirmed,sirongly
suggestinga coz-relaíionbeiweenthe clinical ou<comeami
theoblention of aT-cell Unefrom diesebiopsies.Along ibis
(inc. our results arecomparablewith severalo<herstudies,
cidier afterkidney. BMT, or fican21’6-’4 iranspiantation.

Thirt!, aniajority of <he clonesderivedfz-om diesebiopsies
are speeificfox host antigens,although they wereobíained
without in vitro antigenic selection. Although we cannol
formally prove <bat <he clonespresentedhez-e would huye
reproduced<he cLinical manifestationsthai arecharacterisíics
of GVHD, weíhink wecanreasonablyinferfromourresul<s,
as well as frum ihe li<era<ure,thai <he hostHLA-specific T-
cdl clonesdescribedin this paperactively took panin <he
initiation of the GVHD pz-ocess.
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The oext cornment Lo be macIe concero.s<he celí (mes
ol’goclooal¡ty. Afíer Southeroblot analysisob tbe TUR gene
rearrangementsof 146 clonesobtainedunder limítiog dilu-
tion of tbe celísexudingfrom thebiopsies,we foundonly 25
disrinct T-cell clones<11,2,4.and8 from the loor biopsies.
respectively,seeTable 2). lo a regularT-cell cloning assay.
u íakesmore than lO daysfor a doneLo becomemacroscopi—
cally detecíable.Uooseqoently,the fact ibai we obtained
wiihin 5 daysadetectableamplíficationof T-cell unescom-
posedof 2. 4. 8. ant! II clonesimplies <bal these clones
wcz-c botb overrepreseotedand activatediii sito. Natorally,
this t!oes nol oecessarilymean that ihese cloneswere <he
only T celís presentin Lhe biopsy. Particulw-ly, in view of
other works wbere an importaot diversity of TCR-Va and
TCR-V¡3 genetranscripis was deiecied o Lhe skm at tbe
Lime uf acuLe GVHD.’’’6 our resulis are also o bulí
agreementwith ihe receníreport by R. Leibnitz eL al,3’ who
studiedthe reacriviíyof muz-me bybridomasderivedfrorn T
celís activatedin vivo doz-ing GVHD ant! who suggested
íhat early o <he cuurseof the disease,a high percentageof
activated T celís sequesteredjo bost spleenor liver were
allospecific.

Although <he presenceof his<oincompaiibletissue antí-
geos betweeodonor ami recipieot is the main prereqoisite
for the developmentof GVHD, thereremalos<he possibili<v
tbaí allogeneicT celís are noí the only celís responsiblefor
tbe appearanceof tbe disease.Donor TUR-a/3 T celís can
also recognizepathogeos,auíulogoosdeierminants,or alío-
geneidfragmentsindirectly. le, presentet!by selfMHU mole-
coles.II soch a recognitionhaduccuz-redjo <he sitoation we
have stodied. the T celís involved shuuld havebeenacti-
vated,ant!cooseqoentlyouz- culiure conditiunsshoold bave
favored íhem as well as tbose direcied at classicalMHC
alloantigeos.We cannotexcludefrom our data that such
celís were presentamong <he eighí T-cell clonesderived
from UPNI for whichwe could noÉ docomeníantihostread-
iivity. Ln contrast, aH clonesfrom <he thz-eeoiher hiopsies
were specificfox mismaichedULA-allelesof <he graft (see
Tables 1 ant!2). The in vivo relevanceof indirectz-ecogniiion
duz-ing an allo-aníigenicresponseis a matrerof debate.Al-
though <he preciseoaíoreof thepeptidespresentedtogeiber
witb <he bostHLA-moleculesis presentlyunknowo,indirect
recugnition cao be excluded from our daLa: foz- example.
donePL recognizedonly HLA-DQ8 bearingBLUL, ant!<bis
reactivity was specifically blocked by an anti-DQ MoAb
witb no possibleindirectpresentationof an HLA-DQ8 pep-
Lide witbin anoiher DQ-allele, which shoold have been
matchedwirh <be host, je, DQ2 ira the presentcase. Tite
samereasoningbolds for <he otbez- clones, ant! thez-efore
mismatchedHLA-alleles were probablyrecognizedin a di-
rect, rather<han an indirect, mannerin the casespresented.

Although the high frequencyof alloreactiveT celis sug-
geststbe expressionof a broad spectmmof TURsby <hese
effectors,evidencebr restrictedTCR-V geneusageby alío-
reactiveTcelíshasbeenrecentlyprovided’8’64’Suchobser-
vations raisedthe possibilitythatChe immoneresponselead-
ing to graft rejectionor acoteGVHD couldbe preventedby
selectivedepletionof alloreactiveT cells. Indeedin the case
of GVHD, two fac<ors rnight havecontriboted<o the re-
stricted response:first, acuLe GVHD occuz-s rapidly alter

BMT. when T-cell reconsiitutjoois no< wt complete,ant!
second.GVI-ID les¡oosaffectm-ainlyepithelia.wbichimplies
tbat only part of the allo-repertoiremay be involved in <his
process.Ooz- datademonstraíe<bat <bis is not <he casebe-
<weeo lILA mismatchedrelated donors.The best example
comesfrom the analysisof <be loor DQS clonesfrom pa<ient
UNP-3, whoseTUR was made op ob four disijocí TUR-V
regionscombinations.

In concLusionoordataprovide evidenceihat ¡o <he early
stagesof acuteGVHD aher allogeneicBMT, aclivated T
celís at <he sucof GVHD lesionsarehost—specificandcould
poteotially recognizeany misrnatch. Moreover, <his T-ceLl
responseappearsat <he sametime oligoclonal ant! clearly
nut TUR-V regionrestricted. In the contextof anallogeneic
graft beLweenlILA mismatchedrelaied t!onuz-s, it is clear
that T celís responsiblebr GVHD cannotbe discriminated
by <he use of aoy particular TUR-V chain.Therefore, the
potential usefulnessof TUR-V specific MoAbs as ¡nimuno-
therapeuticagenísfor Lhe selecÉiveeliminationof particular
TCR-V bearingcelís is questionable.
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