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TNFa.: Tumor necrosis Factor

IFNy: Interferon

TGFp: Transforming Growth Factor B

Foxp3: Forkhead box protein 3

T1D: Type 1 Diabetes

RRMS: Relapsing-Remitting Multiple Sclerosis
EAE: Encefalomielitis autoimmunitaria experimental
PPY: Polipéptid pancreatic

PNLIP: Lipasa pancreatica

INS: Insulina

HPRT: Hypoxanthine Phosphoribosyltransferase
NOD: Non-Obese Diabetic

GAPDH: Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase
aGalCer: alpha-Galactosilceramida

I'iGb3: Isoglobotrihexosilceramida

BGlcCer: B-glucosilceramida

PHA: Fitohemaglutinina

TRAs: Antigens restringits a teixits periférics

ICA: Autoanticossos de les cel-lules dels illots pancreatics (Islet Cell Autoantibody)
IAA: Anticossos anti-Insulina

APC: Cel-lules presentadores d’antigens

PBMC: Cel-lules mononuclears de sang periférica
TCR: Receptor de cél-lules T

MHC: Complex d’histocompatibilitat principal
Tef: Cel-lules T efectores

iNKT: Cel-lules T invariants Natural Killer

Treg: Cel-lules T reguladores

TT: Teixit Total

ILL: Illots pancreatics

M: Melsa

IPLs: Limfocits intrapancreatics

DCs: Cel-lules Dentritiques

SNC: Sistema Nerviés Central

CSF: Liquid Cefaloraquidi

IEDSS: Expanded Disability Status Scale
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RESUM

La Diabetis tipus 1 (T1D) és una malaltia autoimmunitaria cronica caracteritzada per la
perdua selectiva de les cél-lules beta productores d'insulina del pancrees. La seva
1111letiologia no esta clara encara, perd es creu que té un origen multifactorial que
involucra factors genetics, ambientals i estocastics. Quan es perd la tolerancia als
autoantigens, es produeix una infiltracié dels illots pancreatics per cél-lules T CDS8",
macrofags, cél-lules T CD4" i cél-lules B, entre altres tipus cel-lulars que orquestren la
seva destruccio. A la T1D la pérdua de tolerancia s'ha associat a |'existéncia de
defectes funcionals i baixa freqiéncia de cél-lules Treg i cel-lules iNKT en ratolins NOD.
Per tant, aquest estudi analitza la funcié reguladora de les cél-lules iNKT humanes
aillades de controls sans i de pacients amb T1D al debut clinic de la malaltia. Les dades
mostren que les cél-lules iNKT tenien la capacitat per suprimir la proliferacié de les
cél-lules T efectores. Curiosament, la supressio era depenent de la secrecié de citocina
IL-13, fenomen que es va confirmar quan es recuperava la proliferacié de les cel-lules T
efectores en bloquejar la IL-13 amb un anticos monoclonal. En canvi, les cél-lules iNKT
derivades de pacients T1D no presentaven capacitat supressora i aquest defecte
funcional es va poder relacionar amb una disminucio en la secrecid d'IL-13. Ates que
les cel-lules iINKT poden modular la funcio d'altres cél-lules immunes, es va analitzar la
seva capacitat per cooperar amb cel-lules Treg i millorar la seva funcié reguladora,
prevenint millor la destruccid de les cel-lules beta. Els resultats van mostrar que les
cel-lules iNKT individus sans tenien un efecte adjuvant en la supressio de cel-lules T
efectores per cel-lules Treg. L'efecte adjuvant era depenent de la secrecidé de la
citocina IL-13 i independent del contacte cel-lula-cél-lula.

Per entendre el possible paper d'aquestes cel-lules reguladores a la T1D, es va
analitzar la frequencia, la localitzacié anatomica i la funcionalitat al pancrees de
pacients amb T1D. La freqiiencia d’ambdds tipus cel-lulars augmentava al pancrees al
debut de la T1D pero gairebé desapareixien al pancrees dels pacients de llarga
evolucié. Aquests resultats contrastaven amb els obtinguts a ratolins NOD, on la
freqiéncia d'aquestes dues poblacions seguia augmentant a |'etapa diabetica. La
distribucié també Les cel-lules iNKT i Treg presentaven una distribucioé diferencial dins i
al voltant dels illots pancreatics i al teixit exocri que canviava amb la progressié de la
diabetis. Al debut de la malaltia les cel-lules Treg eren reclutades als illots pancreatics,
mentre que les cel-lules iINKT es mantenien preferentment al teixit exocri. Finalment,
les cel-lules iINKT i Treg aillades del pancrees d'un pacient amb T1D eren funcionals, és
a dir, que les cél-lules iNKT eren especifiques per al glicosfigolipid aGalCer i les cel-lules
Treg suprimien la proliferacio de les cel-lules T efectores.

Per tant, el conjunt de dades mostrava que alteracions en la secrecié d'IL-13 per
cel-lules iNKT a l'inici de la malaltia podrien conduir a la progressié de la resposta
autoimmunitaria a la Diabetis tipus 1. A més, la seva cooperacié amb cel-lules Tregi la
presencia dels dos tipus cel-lulars a I'0rgan diana de la resposta suggerien que la seva
cooperacid pot tenir lloc in situ i controlar aixi la destruccié de les cel-lules beta
pancreatiques. Per tant, les noves dades sobre la funcié reguladora de les cel-lules
iNKT, la identificacié de glicoesfingolipids que milloren la secrecié d’IL-13 per cel-lules
iNKT i la cooperacio de Treg i cel-lules iNKT, proporcionen un punt de partida per al
disseny de noves estrategies terapeutiques que permetin eludir les restriccions de les
immunoterapies amb cel-lules restringides per MHC.
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Abstract

Type 1 Diabetes is a chronic autoimmune disease characterized by the selective loss of
insulin producing pancreatic B cells. Its etiology is unclear yet but is thought to have a
multifactorial origin involving genetic, environmental and stochastic factors. When
tolerance to autoantigens is lost, there is an infiltration of the pancreatic islets with
CD8* T cells, macrophages, CD4* T cells and B cells, among other cell types that
orchestrate their destruction. In T1D tolerance breakdown has been associated to the
existence of functional defects and low frequencies of Foxp3* Treg and iNKT cells in
NOD mice. Therefore this study analyzes the regulatory function of human iNKT cells
isolated from PBMCS of healthy controls and T1D patients at disease onset. The data
show that iNKT cells have the capacity to suppress the proliferation of T effector cells.
Interestingly suppression is dependent on the secretion of the cytokine IL-13, a
phenomenon that was confirmed when using a blocking antibody to IL-13 resulted on
the recovery of T effector cell proliferation. Conversely, regulation was impaired in
iNKT cells derived from T1D patients and this functional defect could be related to a
decrease in the secretion of IL-13. Since iNKT cells can modulate the function of other
immune cells, we analyzed their capacity to interact with Treg cells and improve their
regulatory function to better prevent the destruction of pancreatic B cells. The results
showed that healthy individuals’ iINKT cells had an adjuvant effect on the suppression
of T effector cells by Treg cells. The contribution of iNKT cells was again dependent on
the secretion of the immunoregulatory cytokine IL-13 and independent of cell-cell
contacts.

To understand the possible role of these regulatory cells in T1D, their frequency,
anatomical localization and functionality was studied in the pancreas of patients with
T1D. We quantified the number of iNKT and Treg cells at different stages of the disease
development both in human and NOD mice samples and we analyzed their distribution
in and around the pancreatic islets and the exocrine tissue compartment. iNKT and
Treg cells showed a differential distribution at disease onset as Tregs were
concentrated inside the pancreatic islets while iNKT cells were mainly located in the
exocrine tissue. Further, both populations almost disappeared from the pancreas of
long-termT1D patients. These results contrasted with those obtained from NOD mice
where the frequency of these two populations continued to rise at the diabetic stage.
In addition, iNKT and Treg cells isolated from the pancreas of a T1D patient at disease
onset were both functional, that is to say that iNKT cells were specific for the
glycosphigolipid aGalCer and the Treg cells suppressed the proliferation of T effector
cells.

Therefore, the set of data shows that alterations in the secretion of IL-13 by iNKT cells
at disease onset could lead to the progression of the autoimmune response in T1D.
Their cooperation with Treg cells and the presence of both cell types at the target
organ of the autoimmune response suggests that their cooperation can take place in
situ controlling the destruction of the pancreatic B cells by autoreactive T cells. Thus,
the new data on the regulatory function of iNKT cells, the identification of
glycosphingolipid agonists enhancing iNKT cells’ IL-13 secretion and the cooperation of
Treg and iNKT cells to regulate autoreactive T cells provide a starting point to the
design new therapeutic strategies that bypass the constrains of the MHC-restricted
immunotherapies.
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Introduccis

I.1. Autoimmunitat

El sistema immunologic esta focalitzat en poder respondre d’'una manera eficag i
rapida, a una gran varietat d’antigens estranys procedents de virus, bacteris, fongs i
parasits. El sistema immune té una tendeéncia intrinseca d'evitar atacar estructures
propies, ja que ha estat desenvolupat com a sistema de proteccié de I'organisme
contra agents externs potencialment patogenics. Quan aquest sistema de proteccié no
funciona correctament, el sistema immunologic pot atacar als teixits propis produint
les anomenades malalties autoimmunitaries. La prevencid de les malalties
autoimmunitaries contra antigens propis pot ser previnguda per la tolerancia central i
la tolerancia periferica [1].

I.1.1 Tolerancia central

La tolerancia central té com a finalitat eliminar el repertori de cél-lules T potencialment
autoreactives que podrien ser generades al timus. A nivell timic, AIRE es ben conegut
per ser un regulador transcripcional, el qual és essencial per duu a terme la seleccié
negativa i per I'expressié promiscua de TRAs (antigens restringits a teixits periferics) en
cél-lules epitelials timiques medul-lars (mTECs), els quals sdn exclusivament depenent
de AIRE [2,3]. Ratolins knock-out per AIRE (Aire’/)) manifesten simptomes de
autoimmunitat i pacients amb mutacions en AIRE desenvolupen la malaltia de
poliendocrinopatia autoimmune candidiasis distrofia ectodérmica (APECED) [4]. La
expressid de AIRE és regulada per membres de la familia de factor de necrosi tumoral
(TNF) i per CD40. Més recentment, s’ha observat que hi ha gens TRA que s’indueixen
en absencia de AIRE. Aixi, s’ha trobat que un nou factor de transcripcié anomenat
Fezf2, exclusivament expressat en mTEC a timus, juga un paper important en
I’expressid de TRA i en I'establiment de la tolerancia central independentment de AIRE
[5].Ratolins knock-out per Fezf2 desenvolupen un fenotip autoimmunitari amb
produccié d’autoanticossos i infiltracié de cel-lules inflamatories. Per tant, I'expressid
de Fezf2 també és essencial per establir la tolerancia central .

I.1.1 Tolerancia periférica

La tolerancia periferica és coneix com la capacitat de bloquejar I’activacio de limfocits
madurs autoreactius impedint la resposta immune contra un antigen especific. Senyals
coestimuladores sén necessaries perque es dugui a terme l'activacié dels limfocits T
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autoreactius, per tant, I'abséncia d’aquest tipus de senyalitzacié pot promoure la
tolerancia periférica.

Hi ha certs mecanismes de tolerancia periferica per evitar 'activacié dels limfocits
autoreactius i que aquests passin a ser cel-lules efectores agressives i patogeniques. Els
mecanismes de tolerancia periférica son els seglients; (a) Ignorancia clonal: degut a la
preséncia de barreres anatomiques de l'organisme que fa que les céllules T
autoreactives no reconeguin cel-lules propies; (b) Supressié clonal: degut
principalment a cél-lules T reguladores, les quals inhibeixen la proliferacié i funcié de
cel-lules T autoreactives, entre altres mecanismes per la secrecié de citocines
reguladores (c); Delecid clonal: Induccié de la mort cel-lular per I'apoptosi a través de
la interaccid Fas-FasL i (d) Anergia Clonal; inactivacié funcional dels limfocits degut a
I'absencia de expressié de molecules coestimuladores.

Quan es trenca la tolerancia central o la periférica, es desencadena la resposta a
autoantigens que si té conseqliencies cliniques, donara lloc a una malaltia
autoimmunitaria. En funcié dels antigens contra els quals va dirigida la resposta, les
malalties autoimmunitaries es poden dividir en malalties autoimmunitaries
especifiques d’organ i/o no especifiques d’organ o sistémiques, en aquesta ultima, la
resposta esta dirigida contra antigens que s’expressen a diferents organs. Com a
exemples d’autoimmunitat sistemica, tenim el lupus eritematoso sistemic (LES) i
I"artritis reumatoide, entre d’altres (Fig. 1).

Regulacio

Autoreactivitat Regulacio

Equilibri
e —

Autoreactivitat

X

Equilibri
——

Autoreactivitat

Regulacio:

- Cellules T (IL-10, TGF-B)
- Ceél-lules B

- Cel-lules dendritiques

X

Equilibri
——

Regulacié

Immunitat:
- Cel-lules T CD4, CD8 i cel-lules
B patologiques.

- Activacio cel-lules dendritiques

Figura 1. Homeostasi del sistema immunologic. Les patologies autoimmunitaries sén degudes
a un trencament de la tolerancia, produint un desequilibri entre la resposta efectora i la
reguladora. Dins de la resposta reguladora intervenen diferents tipus cel-lulars, aixi com
cél-lules T i B reguladores i cel-lules dendritiques amb caracteristiques tolerogéniques. (Adaptat
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de S.Alice Long and Jane H. Buckner. CD4+Foxp3+ T Regulatory Cells in Human Autoimmunity: More
Than a Numbers Game. J.Immunol. 2011; 187:2061-2066).

I.2. Diabetis tipus 1 (TID)

La diabetis tipus 1 (T1D) és una malaltia autoimmunitaria organ especifica, ja que la
resposta esta dirigida contra antigens especifics d’organs. La T1D és una malaltia
cronica on les cel-lules B productores d’insulina localitzades als illots pancreatics o
illots de Langerhans, que és la part endocrina del pancrees, sén gradualment
destruides per cel-lules T autoreactives.

1.2.1 Epidemiologia

La T1D és una de les malalties croniques més comuns a la poblacié infantil tot i que
també pot manifestar-se a d’altres edats. La incidéncia varia significativament segons
la regid geografica.

Els paisos del nord d’Europa tenen la incidéncia més alta de T1D on hi ha > 20/100000
pacients/any. Estats Units té un incidéncia de 17,8/100000 pacients/any i Xina i Sud-
Ameérica tenen la incidéncia més baixa < 1/100000 pacients per any [6]. La taxa de
diagnostic esta incrementant a la majoria dels paisos, amb una taxa dramaticament
incrementada en nens de menys de 5 anys d’edat [7]. L'edat aproximada del diagnostic
ronda |'adolescéncia, amb un pic entre els 12-14 anys [8], tot i que continua sent més
notable entre 0-5 anys [7]. El risc de desenvolupar T1D és més alt en dones que en
homes [9], aixi com d’altres malalties autoimmunitaries on la prevalenca també és més
gran en un génere o en un altre.

1.2.2 Etiologia

La T1D és una malaltia d’etiologia desconeguda, tot i que es considera multi-factorial,
amb un component geneétic i ambiental. Tot i aixi també intervenen factors psicosocials
i estocastics.

1.2.2.1 Factors gen‘etics

Tot i que la T1D és una malaltia poligénica, els gens més importants que contribueixen
a la susceptibilitat d’aquesta, estan localitzats en el locus de HLA de classe Il al
cromosoma 6, a més d’estar implicats d’altres gens o regions genétiques que han estat
associades a T1D [10]. A vegades, menys d’'un 10% dels individus amb susceptibilitat
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acaben progressant a la malaltia clinica. Aix0 fa, que factors addicionals siguin
necessaris per activar la destruccié de les cél-lules B a individus genéticament
predisposats. Depenent de 'edat del debut de la malaltia, del 30-50% dels pacients
amb T1D sén heterozigots per a HLADQA1*0501 DQB1*0201 (DQ2) i DQA1*0301
DQB1*0302 (DQ8) associats als al-lels DR3 i DR4. La molécula HLA-DQA1*0102
DQB1*0602 (DQ6) associada a DR2 esta relacionada amb una proteccié dominant
respecte a la malaltia [11].

1.2.2.2 Factors ambientals

Sobre la predisposicié genetica, es postula que actuen certs factors ambientals que
poden desequilibrar la balanca de ’lhomeostasi immunitaria cap al desenvolupament
d’un procés d’autoimmunitat. El factors ambientals en la implicacié de la T1D es va
demostrar en estudis on bessons univitel-lins que comparteixen el 100% dels haplotips,
la concordancia de la T1D va ser menor del 50% [12]. El processos ambientals
augmenten el risc d’activar poblacions més o menys minoritaries de cel-lules
autoreactives previament circulants fins a tal punt, que els mecanismes de regulacié ja
no poden compensar aquest desequilibri i es comencen a desencadenar processos
d’autoimmunitat. Alguns dels factors que s’han associat a la T1D sén, agents
infecciosos, la dieta, la higiene, factors psicosocials i fins i tot, factors estocastics, entre
d’altres etc.

Fins ara, cap agent infeccids ha estat causant directe de la T1D a humans, tot i que si
gue han estat relacionats d’'una manera indirecte, ja que podrien ajudar a iniciar o
desencadenar la resposta autoimmunitaria contra les cél-lules B pancreatiques. Dades
epidemiologies han relacionat certs tipus de virus amb el desencadenament de la T1D.
Per una part, diferents estudis han relacionat les infeccions per enterovirus en nens,
amb la preséncia d’anticossos anti-illot, ja que diferents estudis han mostrar una major
freglieéncia d’infeccions per enterovirus en aquest nens [13] . D’altres virus que també
han estat relacionats amb la T1D sén el Coxsackie, citomegalovirus, virus de la rubedla
entre d’altres, on diferents pacients amb T1D presenten IgM contra diferents epitops
d’aquests virus [14,15,16,17], els quals es postula que poden alliberar a I'organisme
nous antigens derivats de |'estrés metabolic o processos inflamatoris [18], molécules
proinflamatories o mimotops [19,20]. Els coxsackievirus B mostra un cert tropisme
amb les cél-lules B i s’ha observat resposta de cel-lules T contra aquest virus en
pacients amb T1D [21]. A més a més, a pacients diabétics s’ha observat la preséncia de
IFNs de tipus 1 els quals estan relacionats amb infeccions virals [22].
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Diferents bacteris també han estat associats a la T1D, ja que diferents estudis han
observat en humans, infeccions per Mycobacterium avium més freqlientment en
serum de pacients amb T1D que a individus controls [23]. Fins i tot, s’ha postulat que
alteracions en la microbiota intestinal podrien també estar associades amb la
predisposicid de la T1D degut a canvis en la permeabilitat intestinal i el sistema
mucosal de l'intesti.

1.2.3 Organ diana de la T1D: El péncrees

El pancrees és I'0organ diana de la resposta autoimmunitaria a la T1D. Es divideix en
tres parts: cap, cos i cua (Fig. 2). Esta format per tres teixits principals: el teixit exocri,
I'endocri i els ductes pancreatics. El teixit exocri constitueix un 99% del total del
pancrees i esta format basicament per cel-lules secretores que estan agrupades en els
anomenats acins pancreatics. La seva funcié principal és la produccié d’enzims
digestius (amilasa, lipasa, DNasa, Rnasa entre altres) necessaries per la digestié de
I'organisme.

bile Pancreas in situ

l pancreatic duct body of ) taiof
COMINOn (duct of Wirsung)  pancreas j/w'”

]
v >
P | head of ",
*| panoreas
3 \’J)
duodenal »

papilla
(papilla of Vater)

hepatopancreatic ampulla
(ampulla of Vater)

flow of digestive
enzymes to
duodenum M

© 2003 Encyclopadia Britannica, Inc. D islet of Langerhans

Figura 2. Detall anatomic del pancrees. Parts pancreatiques (Cap, cos i cua). lllots pancreatics
o de Langerhans i composicié cel-lular. Teixit exocri .
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La part endocrina corresponent als illots de Langerhans o illots pancreatics,
representen un 1-2% de la massa total del pancrees i es troben dispersos per tot el
teixit exocri. Estan separats de la part exocrina del pancrees per una capsula
connectiva formada per cel-lules glials (cel-lules de Schwann) [24]. Els illots pancreatics,
son estructures petites molt importants per a la homeostasi de la glucosa. Es calcula
gue hi ha aproximadament un milié d’illots en un pancrees huma i uns 500 en un
pancrees de ratoli. Els illots pancreatics estan formats per acumulacions de diferents
tipus cel-lulars que produeixen i segreguen diferents tipus d’hormones relacionades
amb la homeostasi de la glucosa, aixi com: cel-lules B, productores d’insulina, cel-lules
o productores de glucagé, les cél-lules 6 que secreten somatostatina, les cél-lules PP
que produeixen el polipéptid pancreatic (PPY) i les cel-lules € secretores de ghrelina. La
estructura i disposicio d’aquests tipus cel-lulars als illots pancreatics depéen de I'espécie
animal considerada. Les cél-lules B sén les cel-lules majoritaries als illots pancreatics
constituint un 70% de les cél-lules totals, les cél-lules o constitueixen un 20%, les & un
10% i en un < 5% les cél-lules PP i les cél-lules € secretores de ghrelina [ 25,26] (Fig. 3).

Figura 3. Immunohistoquimica d’illots pancreatics d’huma (A) i de ratolins (B). Micrografia
realitzada amb microscopi confocal (seccions optiques de 1-um). A la micrografia s’observen
les cel-lules B productores d’insulina (vermell), les cel-lules a secretores de glucago (verd) i les
6, secretores de somatostatina (blau). A humans (A) els diferents tipus cel-lulars es troben
distribuits a I'illot pancreatic a I'atzar. Pel contrari, a ratolins (B) les cél-lules B es localitzen a la
part central i les a i les 6 secretores de somatostatina es localitzen a la periféeria dels illots.
(Adaptat de: Cabrera O, Berman DM, Kenyon NS, Ricordi C, Berggren PO, Caicedo A. The unique
cytoarchitecture of human pancreatic islets has implications for islet cell function. Proc Natl Acad Sci U S
A. 2006; 103:2334-9).
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1.3 Desenvolupament de la T1D

Degut a les caracteristiques del pancrees, poques biopsies s’ha pogut obtenir de
pancrees humans, ja que degut al seu alt contingut d'enzims digestius, fa que el teixit
sigui propens a una rapida autolisi [27]. La falta de material huma ha fet que molts dels
estudis s’hagin fet en models animals. El ratoli NOD és el model escollit pels
investigadors per estudiar el procés i desenvolupament de la T1D. Tot i aixi, la
histopatologia de la insulitis, és diferent entre individus amb T1D i ratolins NOD.

1.3.1 Model animal de T1D: Ratoli NOD

El model de ratoli NOD (non-obese diabetic) és el model animal prototip de
autoimmunitat humana, ja que els ratolins NOD desenvolupen diabetis espontania
amb caracteristiques similars a la T1D humana, aixi com hiperglucémia i preséncia
d’autoanticossos directament en contra dels illots pancreatics [28]. Els ratolins NOD
sén propensos a una desregulacié immune global. La insulitis observada a ratolins NOD
és molt més elevada que la que es troba a humans. El desenvolupament i progressid
de la T1D a ratolins NOD ha estat relacionada principalment amb cél-lules T, pero
també s’han vist defectes en diversos subgrup de leucocits, incloint cél-lules T CD4*, T
CD8*, cel-lules NK, cél-lules dendritiques i macrofags, aixi com defectes en cel-lules
NKT, deficiencies en cel-lules Treg i fins i tot I'absencia de C5a del complement
[29,30,31,32].Tot i aixi, la T1D a ratolins NOD esta caracteritzada principalment per la
preséncia de limfocits T, que actuen com a cel-lules efectores de I'autoimmunitat
destruint les cél-lules B productores d’insulina. Els limfocits T diabetogénics presents
durant el desenvolupament de la malaltia a pancrees de ratolins NOD, reconeixen
basicament antigens insulars (insulina, GAD, IA-2, Hsp60 entre d’altres)[33]. Durant el
progrés de la malaltia no només hi ha una destruccié del les cél-lules B, sind que també
hi ha una destruccié de la capa peri-insular que recobreixen els illots pancreatics,
formada per cél-lules de Schwann [34].

I.3.1.1 Fases del desenvolupament de la T1D a Ratolins NOD

El desenvolupament de la T1D a ratolins NOD es pot dividir en 3 etapes (Fig. 4):

1) Ratolins NOD pre-T1D: 2-4 setmanes

Durant aquest periode, aproximadament 2-4 setmanes després del naixement es
produeix un anada de mort de cel-lules B productores d’insulina on es generen grans
guantitats d’antigens pancreatics. Cel-lules dendritiques, entre d’altres APCs
carregades d’antigens pancreatics, migren als ganglis pancreatics on els presenten a
cel-lules T, les quals un cop activades migren cap a I'0rgan diana de la resposta
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autoimmunitaria, en aquest cas, el pancrees. Durant aquest periode, comeng¢a una
discreta infiltracid pancreatica de cel-lules autoreactives, procedent dels ganglis
pancreatics principalment formada per cel-lules T CD8*, perd també per cél-lules T
CD4*, aixi com cel-lules B. A més a més, moléecules d’adhesié com ICAM-1 comencen a
expressar-se, aixi com a apareixer deposits de IgG en cél-lules B.

2) Ratolins NOD al debut del a T1D: 8-14 setmanes

Durant aquest periode, aproximadament a les 8-14 setmanes després del naixement,
la insulitis es fa molt més evident ja que augmenten els processos inflamatoris aixi com
la freqliencia en els nivells d’infiltracié que cobreix el 50-60% dels illots pancreatics. En
aquesta etapa, les cel-lules infiltrants, sobretot cél-lules T, son preferentment
localitzades a la periféria o al voltant dels illots pancreatics, produint peri-insulitis. En
aquest moment, les cél-lules abasten tot l'illot i mostren cada vegada més
I'organitzacié espacial d'un organ limfoide terciari (TLO). Contrariament, a humans, no
hi ha una exagerada peri-insulitis i no hi ha aquesta organitzacié espacial en la
formacié de TLO [35]. La infiltraci6 no és homogeénia, ja que les cél-lules es
distribueixen per tota la glandula [36]. En aquest periode, s’observa un increment en
I’expressié de molecules d’adhesid, ICAM-1 i VCAM-1 [37].

3) Ratolins NOD diabeétics : > 20 setmanes

En aquesta etapa, el numero de cel-lules infiltrants, continua incrementant. A la
setmana 17 aproximadament, el 58% dels illots pancreatics presenta una massiva peri-
insulitis i un 5 % mostra intra-insulitis, associada a la destruccié de les cél-lules B. A la
setmana 18, la majoria dels illots estan afectats i la massa de cél-lules B disminueix
gradualment. Finalment, a la setmana 20, tots els illots estan afectats, desproveits de
cél-lules B i lliures d'infiltrats inflamatoris [38,39].

Figura 4. Histologia del pancrees
durant el desenvolupament de la
T1D a ratolins NOD. Les figures les
diferents fases del desenvolupament
de la T1D. (a) Moderada peri-insulitis;
(b) massiva insulitis; (c) Insulitis; (d)
destruccié total de lillot pancreatic
per la massiva insulitis. (Jain R, Tartar
DM, Gregg RK, Divekar RD, Bell JJ, Lee HH,
Yu P, Ellis JS, Hoeman CM, Franklin CL,
Zaghouani H. Innocuous IFNgamma
induced by adjuvant-free antigen restores
normoglycemia in NOD mice through
inhibition of IL-17 production. J Exp Med,
2008, 205:207-18).
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1.3.1.2 Fases del desenvolupament de la T1D a humans

El desenvolupament de la T1D a humans, és més complex que a ratolins NOD, ja que el
seu estudi ha estat més complicat degut a la dificultat d’aconseguir biopsies de
pancrees huma. Un dels problemes a humans, és que el procés immunologic que
condueix a la diabetis comenga anys abans de la simptomatologia i del debut clinic de
la malaltia, el que dificulta el seu estudi en etapes anterior al debut [40]. La T1D
humana, al igual que passava amb ratolins NOD, també la podem dividir en diferent
fases (Fig. 5).

1) Individus pre-diabétics

Aquesta fase es caracteritza principalment per la preséncia de autoanticossos contra
antigens dels illots pancreatics [41, 42] .El nimero de autoanticossos contra diferents
antigens dels illots pancreatics (GAD65, 1A2, IGRP, insulina i ZNT8), aixi com la
disglucemia a nivell sanguini, son factors molt importants a I’hora de determinar I’estat
de pre-diabétic. Durant aquesta etapa una onada de mort de cél-lules B pancreatiques
genera antigens pancreatics, els quals sén presentats a cél-lules T als ganglis
pancreatics activant d’aquesta manera una resposta especifica contra el pancrees.
Durant aquest periode, la infiltracid de cél-lules limfoides a pancrees huma és molt
baixa i per tant, la majoria dels illots pancreatics estan intactes.

2) Individus al debut de la malaltia

Durant aquesta etapa és quan és diagnostica la T1D, degut a Il'augment
d’autoanticossos aixi com un increment en els nivells de glucosa en sang. En aquesta
etapa la major part del illots pancreatics estan destruits, ja que com hem dit abans, uns
dels inconvenients de la T1D, és que la resposta immunitaria contra el pancrees
comenca molt abans del diagnostic clinic de la malaltia. En alguns casos, s’ha observat
que individus al debut encara tenen illots pancreatics amb una proporcié normal
d’insulina i sén lliures d’infiltrats leucocitaris.

2.1) Fase “Honeymoon”

Durant aquesta fase, també coneguda com a fase de remissié de la T1D pot
representar un periode quiescent de la malaltia. Normalment, comenca a les
setmanes segilients al diagnostic i es caracteritza principalment, per una reduccié
temporal dels requeriments d’insulina, millorant els nivells de glucosa en sang. Tot i
aixi, normalment aquest periode va seguit d'un empitjorament de la malaltia a
I’engros.
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3) Individus Diabeétics

Durant aquesta etapa, practicament tots els illots pancreatics estat destruits i el
pacient és incapac de controlar els nivells de glucosa en sang. Curiosament, a pacients
amb T1D anys després del diagnostic s’ha detectat apoptosi de cel-lules B i preséncia
d’infiltrats leucocitari, suggerint I'existéncia de mecanismes de regeneracié de la part
endocrina del pancrees [43] .Els processos inflamatoris generats durant aquest procés,
poden produir una millora en la presentacié antigénica, degut a l'increment de
I’expressié de molécules de MHC de classe I. Tot i aix0, la capacitat de renovacio de les
cél-lules B a humans esta molt limitada. A partir d’aquest moment, el curs de la
malaltia continua endavant, on amb els anys (procés lent) tots els illots pancreatics
acaben sent destruits i la falta d’insulina arriba a ser considerable. Tot i aixi, diferents
estudis realitzats a pacients amb T1D cronica, s’observa un nombre variable de
cél-lules B residuals i una mitjana d’'un 13% dels illots pancreatics que encara contenen
insulina [44,45,46,47].
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Figura 5. Histologia del pancrees durant el desenvolupament de la T1D a humans. Les
imatges mostres; A) lllots en la fase inicial de la peri-insulitis amb presencia de cél-lules B
(marrd) i cél-lules a (vermell). B) lllots on moltes cel-lules B han sigut destruides. C) illots
totalment destruit sense cel-lules productores d’insulina. L’arquitectura del pancrees es va
modificant durant la progressié de la T1D. (Morgan NG, Leete P, Foulis AK, Richardson SJ. Islet
inflammation in human type 1 diabetes mellitus. IUBMB Life. 2014; 66:723-34)
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1.4 Immunopatog‘enesi dela T1D

1.4.1 Autoimmunitat contra les cel-lules 8

Tal i com s’ha dit anteriorment, a vegades el sistema immunitari no pot distingir entre
el que és propi i el que no ho és i per tant, actua responent contra proteines propies
(autoantigens). Aquesta resposta contra antigens propis pot desembocar en una
malaltia autoimmunitaria. Aixi, en el cas de la T1D, la resposta va dirigida directament
contra antigens de les cél-lules B pancreatiques. En aquesta resposta esta implicat un
component cel-lular i un component humoral.

1.4.1.1 Component cel-lular

Als infiltrats pancreatics observats durant el desenvolupament de la malaltia, és
possible trobar diversos tipus cel-lulars, tot i que generalment predominen les cél-lules
T CD8*, seguit de les cél-lules T CD4* [48,49,50] per aix0, sOn considerades els
principals elements efectors de I'autoimmunitat contra les cel-lules beta. Aquestes
cél-lules, promouen la insulitis, la qual és un signe patognomonic de T1D al debut de la
malaltia [35]. La insulitis, la podem definir com a un infiltrat de cel-lules del sistema
immunitari, on predominen els limfocits i la qual esta limitada als illots pancreatics. A
la T1D s’han descrit uns 150 epitops aproximadament reconeguts per limfocits T CD4*
d’autoantigens com GADG65 entre d’altres i més de 20 epitops reconeguts per cél-lules
T CD8* [33]. Altres estudis realitzats per Kent et al. [51] van demostrar el
reconeixement de la insulina per limfocits T provinents dels ganglis pancreatics d’un
pacient amb T1D DR4+. Els limfocits especifics per autoantigens també es poden
observar en sang periférica. A part de cél-lules T també s’han trobat cel-lules B,
macrofags i cel-lules NK, entre d’altres [35]. La composicié de l'infiltrat cel-lular, és
especifica de cada etapa del desenvolupament de la T1D.

1.4.1.2 Autoantigens

Un autoantigen és un antigen propi d’un individu, contra el qual es general una
resposta immunitaria. La resposta immunitaria contra els autoantigens pot estar
mediada per limfocits o per anticossos. Els diferents autoantigens reconeguts a la T1D
son especifics dels illots pancreatics, aixi com la Insulina i el IGRP , tot i que d’altres no
ho sdn, aixi com GAD, IA-2, GFAP, etc.
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1.4.1.3 Resposta Humoral: Autoanticossos

Les cel-lules B CD20* representen el segon tipus cel-lular, després de les cel-lules T, més
abundant als infiltrats dels illots pancreatics, aixi com també les cel-lules plasmatiques
CD138*, productores d’anticossos [48]. A debut de la malaltia la freqliencia de cel-lules
B no és elevada en els infiltrants, pero a etapes més tardanes les cél-lules B s’eleven 4
vegades respecte a I'etapa inicial [35].

Els primers autoanticossos descrits a la TID humana van ser els ICAs, els quals
reconeixen diversos autoantigens presents als llots pancreatics [52] detectats en un
80% aproximadament a individus amb T1D [53]. Els autoanticossos IAA (anti-insulina)
son els primers anticossos observats durant el debut de la malaltia [54]. A part
d’aquest, també es troben d’altres com anti-GAD en un 85% d’individus diabétics [52],
anti IA-2 (Proteina tirosina fosfatasa) en un 70% [55]entre d’altres.

I.5 Cel-lules iINKT

Tot i que les cel-lules Tef CD4* i T CD8* sén un componen molt important durant el
desenvolupament i progressié de la T1D, hi ha altres tipus de cél-lules implicades.

I.5.1 Restriccio per CD1

Les cel-lules iNKT es caracteritzen per reconéixer antigens lipidics d’estructura diversa.
Poden reconéixer tant lipids propis i/o endogens com lipids exogens d’origen microbia
i/o fungics. Aquests antigens son presentats per molécules de CD1 que sén molécules
no polimorfiques, no classiques i que tenen una estructura similar a les molécules de
MHC de classe | (Complex Major d’Histocompatibilitat de classe I). Les molécules de
CD1 estan formades per una cadena o amb tres dominis (a1, a2, a3) ancorada a la
membrana i unida de manera no covalent a la 32-microglobulina, semblant a les
molecules de MHC de classe | perd a diferéncia de les molécules MHC de classe I, les
quals estan formades per una cadena o i B amb dos dominis, al i a2 aixi com B1i 32,
ambdues ancorades a la membrana citoplasmatica [56]. Les molecules de MHC | i les
molécules de CD1 no només reconeixen antigens diferents (péptids i lipids
respectivament) sind que la forma d’unié d’aquests a les molécules també és ben
diferent. A les molecules de MHC I'antigen peptidic es disposa a sobre del lloc d’unié
d’antigen ancorat en petites butxaques. A CD1, les cues lipidiques (cues
d’hidrocarburs) dels antigens es disposen a l'interior del canals hidrofobics que formen
el lloc d’unié d’antigen deixant la part polar del mateix exposada a la superficie [57,58]

(Fig. 6).
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Lipid/Glycolipid
or Lipopeptide

Peptide (8-10 aa)

Peptide (>10 aa)

MHC Class | CD1 MHC Class |l

Figura 6. Estructura de MHC |, CD1 i MHC Il. A la imatge s’observa I'estructura del MHC li la
molecula de CD1 formades ambdues per una cadena a (al, a2, i a3) més la cadena de la B2-
microglobulina. Per altra banda, s’observa la molecula de MHC Il formada per una cadena a i
una B. La imatge mostra la diferent disposicid de I'antigen a les diferents molécules. (Steven A.

Porcelli. Bird genes give new insights into the origins of lipid antigen presentation. PNAS, 2005, 102,
8399-8400).

A humans s’han identificats 5 gens que codifiquen per molecules de CD1 (CD1a, CD1b,
CD1c, CD1d i CD1e, aquesta ultima intracitoplasmatica) i a ratolins només s’ha descrit
CD1d (CD1d1 i CD1d2). Les diferencies en l'organitzacid estructural dels canals
hidrofobics del lloc d’'unié de I'antigen fan que cada molécula de CD1 reconegui un
tipus determinat d’antigen lipidic.

1.5.2 Tipus d’antfgens reconeguts

Les cél-lules iNKT poden reconeixer tant antigens propis, com antigens procedents de
patogens.

1) Antigens endogens i/ 0 propi

Un dels primers antigens activador de la cél-lules iNKT va ser I'aGalCer derivat d’una
esponja marina i fort agonista de I'activacié de les cel-lules iNKT. L'opinid general i
actual, sosté que els mamifers no sén capacos de sintetitzar glicosilceramides amb un
enlla¢ a-glicosidic. Tot i aixi, diversos autors com Kain et al, 2014, van demostrar la
preséncia de glicosilceramides formant un enllag a, com |'aGalCer, a humans
[59].Recentment, es va demostrar I'existencia d'una ruta metabolica i la degradacié
gue pot regular la presencia de a- glicolipids en teixits de mamifers [59].

19



I !roduccid

Diversos candidats com a autoantigens han estat identificats, els quals poden jugar un
paper molt important influint a la seleccid positiva de les cél-lules iNKT durant la
maduracio timica. Els autoantigens lipidics presentats per CD1d podrien ser diferents
en cada etapa de desenvolupament generant una alta diversitat d'antigens propis. Dins
dels possibles candidats d’autoantigens lipidics trobem I'iGb3
(Isoglobotrihexosilceramida), implicat inicialment en la seleccié timica de les cel-lules
iNKT a ratolins i per tant, un candidat que podria activar a les cél-lules iNKT [139]. Tot i
aixi, diferents analisis d’aillament de glicolipids humans des de el timus i des de DCs
perifériques van fallar en la deteccié de iGb3. A més a més, una funcional iGb3 sintasa
és absent a humans, descartant d’aquesta manera la seleccid positiva de cél-lules iINKT
a humans a partir d’aquest autoantigen [61].

La B-glucosilceramida (BGlcCer), precursor de molts glicoesfingolipids i un dels més
abundats antigens propis, és considerat un bon candidat per poder activar les cél-lules
iNKT [62]. Perd no obstant aix0, informes posteriors de la digestié enzimatica de la
BGlcCer comercial, van demostrar que la reactivitat iNKT probablement era per formes
o-anomeériques co-purificades amb B-GlcCer [62]. D’altres autoantigens candidats
serien la lisofosfatidilcolina (LPC) i lisosfingomelina (LSM), que sén agonistes déebils per
a les cél-lules iINKT humanes, perd la seva preséncia es veu augmentada durant la
resposta inflamatoria [63]. Per tant, diversos diferents auto-lipids, amb diverses
estructures, podrien ser capacos de proporcionar senyals per al desenvolupament de
les cel-lules iINKT o activacio, o potser totes dues, quan és presentat per CD1d (Fig. 7a).

2) Antl’gcns lipidics no propis

Les cél-lules iNKT no només tenen la capacitat de reconeixer antigens endogens sind
gue també sdn capaces de reconeixer antigens lipidics derivats de diferents patogens
[64,65,66]. Aixi, les molecules de CDla reconeixen lipopéeptids com DDM (Dialkyl
Dihexadecylmalonate), les de CD1b lipids com els acids micolics, GMM (Glucose-
Monomylate), PIM (Phospatidylinositol-mannoside), LAM (Liporabino-mannose), CD1c
qgue reconeix fosfoisoprenoides o glicofosfolipids i CD1d que uneix
Glucosilfosfatidilinositol (Fig. 7b).
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Figura 7. a) Antigens
propis reconeguts per
molécules de CD1. la
imatge mostra la
estructura quimica de
varis antigens endogens
reconeguts per les
cél-lules NKT. (Gapin L,
Godfrey DI, Rossjohn J.
Natural  Killer T cell
obsession with self-
antigens. Curr Opin
Immunol, 2013, 25:168-73).
b) Isoformes de CD1.
Representacié

esquematitzada de les
isoformes de cada CD1a,
CD1b, CD1c i CD1d. la
imatge mostra els
diferents antigens lipidics
reconeguts per cada
molecula de CD1, aixi
com la seva disposicié
dintre dels “pockets” de
cada una de elles. (Imatge
adaptada de: Erin J Adams.
Lipid presentation by

human CD1 molecule and the diverse T cell populations that respond to them. Curr Opin Immunol,

2014; 26:1-6).

1.5.3 Fenotip

Segons la molécula de CD1 que reconeixen les cel-lules NKT, aquestes es divideixen en

dos grups:

a) Grup 1: Cel-lules NKT restringides per CD1a, CD1b i CD1c. Expressen un TCR divers.

b) Grup 2: Cél-lules NKT restringides per CD1d. Aquest mateix grup es divideix en dos

grups més en funcié de la reorganitzacié del TCR que presentin:

b.1) Cél'lules iNKT invariants, semi invariants o classiques: Tenen una reorganitzacié

de la cadena a del TCR especifica formada per Va24Jal8 associat preferentment a
VP11 en humans. A ratolins esta formada per Va14Ja18 associat a V8.2, VB7i Vp2.
b.2) Cel-lules iNKT amb un TCR divers: restringides per diferents cadenes o i B del

TCR[67,68,69].
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Les cel-lules iNKT presenten una expressié heterogenia dels correceptors CD4 i CDS8 i
per tant, es troben cél-lules iINKT que sén CD4*, CD8* i fins i tot, dobles negatives
(CD4,CD8 (DN)), que constitueixen un 27%, 24% i 49% de les cél-lules iNKT de periféria,
respectivament [70] i mostrant diferent perfil de citocines [71]. Les cel-lules iNKT al
llarg del seu desenvolupament timic, adquireixen I'expressié de diferents marcadors
de superficie de cél-lules NK, com la lectina de tipus C (CD161 o NK1.1) i NKG2D entre
d’altres com CD56 i CD94. Aquestes cél-lules, presenten un fenotip de cél-lula activada
(CD69*, CD44Mieh i CD62L7) i de cél-lula memodria, aixi poden exercir funcions efectores
sense l'activacié via TCR [72]. Les cél-lules iNKT tenen la capacitat de secretar grans
quantitats de citocines tant del tipus Th1 (INF-y) com Th2 (IL-4) d’una forma rapida un

cop son activades (Fig. 8).

CD4+ o_ CD8+

TCR
«24Ja18Vp11
Receptors de huma
NK
(cp161
(NK1.1), 3
NKG2D)
Receptors Marcadors
de e .
Citocines d’activacio
(CD69, CDA44,
CD62L)

Figura 8. Fenotip de les cél-lules
iNKT humanes. Les cél-lules NKT,
son cel-lules T CD3*, restringides
per moléecules de CD1d. A humans,
el TCR de les cél-lules iNKT esta
format per Va24)al8
preferentment associat a VB11. Les
cél-lules iNKT poden expressar els
coreceptors CD4*, CD8" o poden
ser DN. Expressen receptors de
cél-lules NK (CD161, NKG2D entre
d’altres) i tenen fenotip de cel-lula
T activada (CD44, CD69, CD62L).
(Adapatat de: Seino K, Taniguchi M.
Functionally distinct NKT cells subsets
and subtypes. J. Exp.Med, 2005; 202:
1623-1626)
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1.5.4 Origen 1 desenvolupament

El desenvolupament de les cel-lules iNKT és depenent del timus i es duu a terme a
partir de precursors derivats de la medul-la ossia. El desenvolupament es duu a terme
paral-lelament amb el de les cél-lules T convencionals, comencgant a nivell del cortex i
experimentant una migracié cortico-medul-lar durant el seu desenvolupament
intratimic. La ramificacié entre ambdues grups de cel-lules T, es produeix en 'etapa de
cél-lules dobles positives (DP CD4*CD8"). L’inici del desenvolupament de les cél-lules
iNKT es produeix en el cortex degut a la interaccid TCR-glicolipid-CD1d. Timocits del
cortex DP expressen a la seva superficie molecules de CD1d i presenten lipids
endogens a d’altres timocits DP per duu a terme la seleccié positiva.

Molécules accessories com SLAM (Signaling lymphocytic activation molecule) també
estan implicades en el desenvolupament de les cel-lules iINKT. La migracié de les
cél-lules iNKT a la medul-la implica la sobreregulacié del receptor de quimiocines CCR7,
tot i que també estan implicades les mTECs (cel-lules epitelials timiques). Per un
correcte desenvolupament de les cel-lules iNKT a nivell timic, no només és important
la presencia de CD1d siné que també és necessari un microambient amb I'implicacio
de citocines com la IL-15 i IL-7 secretades per cel-lules timiques estromals i necessaries
per mantenir un correcte numero de cel-lules iNKT. A part de citocines, els diferents
factors de transcripcid implicats en les diferents etapes del desenvolupament de les
cel-lules iNKT i una estructura intacta a nivell timic, també és molt important pel
correcte desenvolupament de les cél-lules iNKT (Fig. 9). A més del coreceptors CD4 i
CD8, durant el seu desenvolupament, les cél-lules iINKT també adquireixen un fenotip
de cel-lula memoria i de cél-lula T activada. La seva diferenciacié terminal implica
I’adquisicié de diversos marcadors de cel-lules NK i la seva reactivitat és adquirida a
periféria a través d’interaccions depenent de CD1d [73,74,75].

1.5.5 HomeoOstasi

El manteniment a periferia del nimero de cel-lules iNKT requereix de factors de
creixement, aixi com de diverses senyals de supervivencia. Tot i que a nivell de seleccié
timica la molécula de CD1d és molt important pel seu correcte desenvolupament, les
cél-lules iINKT madures no requereixen d’una interaccié continua amb CD1d per la seva
proliferacid, supervivencia o la seva distribucié als teixits [76]. La homeostasi de les
cél-lules iINKT depén en part i basicament, de citocines. Degut a la diversitat dels
subgrups de cel-lules iNKT, englobades en cel-lules iNKT CD4* o CD4" (CD8* i DN), els
requeriments homeostatics son diferents unes de les altres.
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Figura 9. Desenvolupament timic de les cél-lules iNKT. Despres del reordenament del TCR
invariant (Va24Jal8 humans) de les cel-lules iNKT a l'estat de DN, passen a DP on
experimenten una seleccid positiva a partir del reconeixement de lipids enddgens presentat en
el context de CD1d per timocits corticals DP. Seguidament, aquests limfocits passen a la
medul-la per continuar amb el seu desenvolupament i adquirir I'expressié de certs marcadors
superficials (CD69, CD44, CD161 (NK1.1), CD62L, CD24 ). Finalment migren a periferia on
acaben la seva maduracio. (Adaptat de: Salio M, Silk JD, Jones EY, Cerundolo V. Biology of CD1- and
MR1- Restricted T Cells. Annu Rev Immunol. 2014; 32:323-66).
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Per una banda, les cél-lules iNKT CD4* expressen nivells més elevats de IL-7R que les
cel-lules iNKT CD4". Contrariament, les iNKTs-CD4" expressen més quantitat de IL-15R
que les iNKTs-CD4*. Aquesta diferent expressid de receptors de citocines fa, que unes
puguin respondre més i necessiten més IL-7 i les altres la IL-15. La IL-7 a part de ser
secretada a timus i medul-la 0ssia també és produida a organs limfoides secundaris,
fent que es mantingui un cicle post-timic de les cél-lules iNKT CD4* a periféria. La IL-15
és secretada per varis teixits extralimfoides on les cel-lules iNKT tendeixen a localitzar-
se. Per tant, el nimero de iINKT-CD4* és principalment mantingut per I'output timic i
IL-7, i la seva supervivencia a periféria és mantinguda per un limitat nimero de
divisions cel-lulars. En canvi, el numero de cél-lules iNKT CD4  (CD8" i DN),
majoritariament depén de la seva expansid a periféria i de IL-15. Tot i aixi, no només
les citocines son responsables de la homeostasi de les cél-lules iNKT, sind que també
son necessaries molécules co-estimuladores, com [ICOS-ICOSL [77,78] aixi com una
important freqiiéncia, forca i duracié de I'estimulacié antigénica [79].

Les cél-lules iNKT es distribueixen a nivell sistémic dins de diferents organs limfoides,
com al timus, la melsa, noduls limfatics i fetge, aquest ultim amb una freqiiencia de
cél-lules iINKT més elevada que la resta. A ratolins, representen aproximadament un
0,5% de la poblacié de cél-lules T en sang [66], en canvi, a humans només representen
un 0,04- 1,3% dels limfocits [80].

1.5.6 Cél-lules iNKT 1 autoimmunitat

Diferents estudis han descrit la implicacio de les cél-lules iINKT en el desenvolupament
d’'una gran diversitat de malalties autoimmunitaries, aixi com; la T1D, malalties
autoimmunitaries de la tiroide, Lupus, Encefalomielitis Experimental Autoimmune,
Artritis Reumatoide entre d’altres [81,82,66]. Generalment, les malalties
autoimmunitaries, en models animals i en pacients han estat relacionades relacionat
amb una baixa freqliencia de cel-lules iNKT. Per exemple, en models animals de EAE
(Experimental autoimmune encephalomyelitis) s’ha vist un nimero reduit de cel-lules
iNKT i de baixos nivells de secrecié de IL-4 [83]. A pacients amb RRMS (Relapsing-
Remitting Sclerosis Multiple) s’ha observat que la freqliencia de cel-lules iNKT esta
reduida a sang periférica, aixi com el mRNA que transcriu pel TCR Va24. Aquesta
reduccio de cel-lules iINKT a pacients amb RRMS sembla coincidir amb la fase relapsing
de la malaltia [84,85]. A pacients amb RA (Artritis Reumatoide) s’han vist baixos nivells
de transcrits de TCR especific de les cel-lules iNKT, aixi com nivells baixos d’expressid
de CD1d [86]. D’altres malalties com Lupus també es caracteritzen per un nombre
reduit de cel-lules iNKT.
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1.5.6.1 iNKT i T1D

La T1D és una de la malalties autoimmunitaries on hi ha més evidéencies de la
implicacio de les cel-lules iNKT. La majoria dels treballs que han estudiat la relacié
entre les cel-lules iNKT i 'autoimmunitat s’han fet amb models animals, principalment
en el model de ratoli NOD (Non Obese Diabetic), el qual desenvolupa diabetis de forma
espontania de manera semblant de com es déna a humans [28]. Estudis realitzats en
ratolins NOD han descrit defectes en la freqliencia i funcié de cel-lules iNKT, els quals
poden ser corregits per la transferéncia adoptiva o la sobreexpressié d’un transgénic
del TCR invariant i aixi augmentar la freqliencia de cél-lules iNKT [81]. S’"ha observat
que ratolins knock out per CD1d”, i per tant, ratolins absents de cél-lules iNKT,
desenvolupen més rapidament T1D que els ratolins wild type, d’'una forma més
agressiva i severa. La sobreregulacio de I'expressié de CD1d i la transferéncia adoptiva
de cel-lules CD1d* en aquests ratolins, fa que es recuperi la funcié immunoreguladora
de les cél-lules iNKT i que aquestes puguin evitar el desenvolupament de la diabetis [87
30, 29]. A més a més, I'estimulacié de cél-lules T naive expressant un TCR diabetogénic
en preséencia de cel-lules iNKT, no fa que es bloquegi 'activacid inicial de les cel-lules T
patogeniques, pero, tant la seva proliferacié com la seva secrecié de citocines com la
IL-2 o I'IFNYy, queda inhibida. Aquestes dades suggereixen que les cel-lules iINKT poden
evitar o alentir la progressié de T1D prevenint la diferenciacié de les cél-lules Tef a
cel-lules T autoreactives.

Per altre banda, diferents grups van mostrar, que fent varies injeccions amb aGalCer
als ratolins NOD, aquests quedaven protegits contra la T1D. Aquesta proteccié
produida per I'aGalCer era més efectiva durant la primera etapa del desenvolupament
de la diabetis, quan els illots pancreatics comencaven a ser infiltrats [88,89]. Com s’ha
dit anteriorment, una de les funcions de les cel-lules iNKT, es que poden reclutar DCs,
per tant, la proteccié de les cél-lules iINKT sembla estar associada amb una induccid i
un reclutament de les DC tolerogeniques que poden promouen la generacié de
cél-lules Treg i aixi inhibir la funcidé de les cél-lules Tef [90,91] . D’altres estudis on
s’analitzaven diferents analegs de I'aGalCer, van suggerir que aquests podien també
retardar I'aparicido de la T1D [92]. Per exemple, I'analeg OCH, una esfingomielina
truncada derivada del aGalCer, mostra avidesa per les cél-lules iNKT aixi com una més
feble secrecid de IFNy pero més forta IL-4 que en resposta al aGalCer [93]. El
tractament a llarg termini de ratolins NOD amb OCH també pot preveure la T1D [94].
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A humans, degut a la baixa freqiiencia de cel-lules iNKT ha estat més complicat el seu
estudi. Tot i aixi, diferents estudis realitzats en humans a diferents etapes del
desenvolupament de la T1D, (individus amb un alt risc, en debut i/o diabétics) es va
observar una baixa freqliencia de cel-lules iINKT a sang periférica aixi com una funcié
reduida i defectes en la produccié de citocines [95].

[.6. Cel-lules Treg

Les cél-lules Treg son considerades una bona eina per mantenir la tolerancia
immunologica, la qual és essencial pel bon manteniment i I'estabilitat del sistema
immunitari. Generalment sén cél-lules T CD4* restringides per molécules de MHC de
classe Il.

I.6.1 Fenotip

Existeixen diferents subgrups de ceél-lules Treg , les quals poden actuar en diferents
estadis de la resposta immunitaria. Aquests diferents subgrups, es caracteritzen per
I'expressié de diferents receptors i secrecid de citocines. Generalment, sén acceptats
dos grups de cél-lules Treg basats en la seva ontogeénia:

a) Cel'lules T reguladores naturals (nTregs): Les cel-lules T reguladores naturals son

cel-lules T amb propietats reguladores que expressen alts nivells del receptor CD25
(Cadena a del receptor de la IL-2) d’una forma constitutiva. Les cél-lules Treg
CD4*CD25** constitueixen entre un 5-10% del total de cel-lules T CD4* periferiques a
ratolins i humans. Les cél-lules Treg son d’origen timic i sén seleccionades i activades
per interaccions d’alta afinitat amb el TCR [96]. Secreten baixos nivells de IL-2 i tenen la
capacitat de suprimir la proliferacié de les cél-lules Tef. Aquesta baixa capacitat de
secrecio de IL-2 fa que les cel-lules Treg siguin més dependents d’aquesta citocina pel
seu manteniment i la seva homeostasi. Les cél-lules Treg expressen constitutivament el
factor de transcripcié Foxp3 (Forkhead box protein 3) [97] essencial i necessari pel seu
correcte desenvolupament i funcié [98]. Les cel-lules Treg també és caracteritzen per
la baixa expressié de CD127 (Cadena a del receptor de la IL-7) contrariament a les
cél-lules T naive o memoria, que I'expressen a nivells alts [99]. D’altres marcadors
expressats a les ceél-lules Treg sén CTLA-4 (cytotoxic T-lymphocyte-associated protein
4), GITR (Glucocorticoid-induced tumour-necrosis-factor-receptor-related protein),
CD122, CD62L i CD45RO [100], entre d’altres, tot i que I'expressié de tots aquests
marcadors no és exclusiva de cél-lules Treg.
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b) Cél-lules T reguladores induides (iTregs): Son induides a periferia des de cél-lules
T convencionals, CD4*Foxp3", en resposta a I'estimulacié per part d’un antigen, sota
condicions tolerogéniques, a partir de I'estimulacié del receptor i la preséencia del
factor de creixement, TGFB. Un cop induides, expressen Foxp3 i adquireixen un fenotip
de cel-lula reguladora de manera transitoria. Aquestes, segons el patré de citocines
secretat poden dividir-se en dos grups:

b.1) Les iTregs Trl: Es caracteritzen per produir grans quantitats de IL-10 i baixos i/o
moderats nivells de TGF( [101].

b.2) Les iTregs Th3: Es caracteritzen per produir preferentment TGF- [102].

Aixi, ambdds poblacions, les cél-lules T reguladores naturals i les induides, tenen un
precursor comu amb el de les cel-lules T convencionals, cél-lules T CD4* que es
caracteritzen per presentar alts nivells d’expressié de CD25 (cadena a del receptor de
la IL-2) i per la seva capacitat reguladora. Suprimeixen la resposta immune per
mecanismes depenent de contacte cel-lular i de factors solubles, aixi com TGFp, IL-10 i
IL-35 [103,104,105,106,107]. A part de CD25Meh, CD4 i Foxp3, també expressen
diversos marcadors d’expressié constitutiva, aixi com CD127'°%, GITR, OX40 (CD134),
CD62L, CTLA-4 (CD152) entre d’altres (Fig. 10).

1.6.2 Origen 1 desenvolupament

La generacié de cel-lules Treg (naturals) amb fenotip CD4*CD25*" Foxp3* es duu a
terme a nivell timic. L'existéncia al cortex timic de cel-lules dobles positives (DP) i la
interaccié d’aquestes amb cel-lules epitelials corticals (cTEC) i la secrecié de citocines
com IL-2 i IL-15, fa que les cél-lules DP passin a la medul-la on adquireixen el
coreceptor CD4, I'expressié de CD25 i Foxp3, gracies a la interaccié amb cel-lules
epitelials corticals, ceél-lules dendritiques convencionals i/o plasmacitoides, aixi com a
la secreciod de certes citocines, sortint a periféria com a cél-lules nTreg. Per altra banda,
les cél-lules de la medul-la que no adquireixen ni CD25 ni Foxp3 surten a periferia amb
fenotip de cel-lula T efectora (CD4*CD25Foxp3).

Recentment, s’ha comencat a parlar de cel-lules “single positive” SP CD8* Treg, les
quals presenten marcadors associats a cél-lules Treg, com Foxp3, CD25, CTLA-4 i GITR
tot i que els nivells d’expressido sén més baixos que a les cel-lules Treg CD4* [108].
Aquestes cel-lules SP CD8*CD25* Treg, tenen funcid supressora, ja que diferents estudis
ha demostrat la seva capacitat per suprimir la proliferacié de les cel-lules Tef [109] (Fig.
11).
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Les cel-lules Treg, durant el seu desenvolupament al timus, adquireixen d’altres
marcadors de superficie, com CD127'°%, CD62L, CD103, CD152 (CTLA-4, Citotoxic T
lymphocyte-associated antigen 4) i GITR [1]. Cap d’aquests marcadors és exclusiu de

les cel-lules Treg, fet que dificulta molt el seu aillament.
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Figura 10. Ceél-lules T reguladores naturals i adaptatives i/o induides. Hi ha diferents tipus de
cél-lules T reguladores que es poden classificar en dos grans grups: les cél-lules Treg naturals
d’origen timic i les cél-lules Treg adaptatives i/o induides a periféria sota condicions
tolerogeniques. (Adaptat de: Shalev I, Schmelzle M, Robson SC, Levy G. Making sense of regulatory T
cell suppressive function. Semin Immunol, 2011; 23: 282-292).
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Figura 11. Esquema del desenvolupament de les cél-lules Treg humanes a timus.

(caramalho i, Nunes-Cabago H, Foxall RB, Sousa AE. Regulatory T cell development in the human
thymus. Front Immunol 2015; 3; 6:395)

1.6.3 HomeoOstasi

Tal i com s’ha explicat anteriorment, les cél-lules Treg que surten a periféria des de el
timus, son cél-lules amb un fenotip CD3*CD4*CD25"8"Foxp3*, que son capaces de
reconeixer antigens peptidics presentats en el context de molécules de MHC de classe
Il. La seva activacid, requereix de I'estimulacié del TCR i de la preséncia de IL-2. A part
de Foxp3, el qual és un marcador important per la homeostasi de les cél-lules Treg
[110] diversos experiments han suggerit que el paper de la IL-2 és també important pel
seu bon manteniment i funcid. Aixi, experiments realitzats per Setoguchi R et al. 2005
[111] en ratolins on es bloqueja l'activitat de la citocina IL-2 amb un anticos
bloquejant, es va veure afectada la proliferacié i I'activitat de les cél-lules Treg.
L’expressié de molécules co-estimuladores com CD28 semblen ser necessaries per al
seu manteniment en periféria tal i com mostren experiments realitzats per Tang Q, et
al. 2003 [112]. La molécula SP1 (sphingosine 1-phosphate), molécula que promou la
sortida de les cel-lules Treg des del timus, melsa i ganglis a periferia, també ha estat
implicada com a factor important en la homeostasi de les cél-lules Treg , aixi com
CD44, gue sembla ser important per la seva proliferacio [113].
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[.6.4 Cel-lules Treg 1 autoimmunitat

S’han proposat diversos mecanismes que implicarien a les cel-lules Treg en el
desenvolupament de diferents malalties autoimmunitaries, aixi com la T1D, I’Artritis
Reumatoide, les malalties autoimmunitaries de la tiroide, entre d’altres. La major part
dels estudis de les cel-lules Treg amb autoimmunitat descriuen una baixa freqiencia i
una reduccioé de la seva funcionalitat. Els primers estudis realitzats a humans amb
autoimmunitat van descriure una disminucié de cél-lules Treg a sang periférica. Estudis
posteriors, van demostrar que aquesta disminucié de cél-lules Treg a nivell sanguini a
individus amb autoimmunitat, fou el resultat d’un reclutament o migracié de les
cél-lules Treg al lloc de la inflamacid, on el percentatge d’aquestes, estava incrementat
respecte a periféria [95]. Estudis previs, van mostrar que individus on Foxp3 era
defectiu o absent, com per exemple en el sindrome IPEX (Polyendocrinopathy
enrophathy X linked) els individus presentaven un tipus d’autoimmunitat molt
agressiva [114,115].

1.6.4.1 Cél-lules Treg i T1D

Molts estudis realitzats en ratolins NOD han relacionat les cél-lules Treg amb la T1D,
aixi, estudis realitzats amb ratolins NOD timectomitzats al voltat de la 3era setmana
d’edat, van mostrar una marcada reduccié de la poblacié de cél-lules Treg i un
augment de la incidéncia de T1D. Ratolins NOD knock-out per Foxp3”, s’observa un
increment en la incidencia de T1D comparada amb ratolins NOD wild type [116].

Estudis previs realitzats a humans, van suggerir que la freqlieéncia de cél-lules Treg a
pacients amb T1D a sang periférica era més baixa que a individus sans i aquesta era la
causa de l'autoimmunitat. Seguidament, es va suggerir que no era qliestié de
freqliencia, sind que a individus amb T1D, les cel-lules Treg tenien una reduida
capacitat supressora comparada amb els individus sans [117]. Estudis més recents,
suggereixen que la T1D no és resultat d’una funcio supressora deficient de les cel-lules
Treg CD4*Foxp3* dels pacients, si no que la causa de la T1D en aquests pacients és
deguda a la resisténcia de les Tef a ser regulades per les cel-lules Treg autologues
[118,119].
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1.7 Citocines immunomoduladores

Les citocines sén mediadors importants de la resposta immunitaria, ja que juguen un
paper molt important tant a nivell d'immunoregulacié com d’estimulacié. Segons el
patrod de citocines secretat, les cél-lules T es poden classificar en Thl, Th2 i/o Th17. Les
cél-lules Thl caracteritzades per expressar el factor de transcripcié T-Bet, secreten
citocines pro-inflamatories com IL-2, IFNy i TNFo entre d’altres. Les cel-lules Th2,
expressen Gata-3 i es caracteritzen per la secrecié de citocines de caracter
immunoregulador, com IL-4, IL-10, IL-13 i TGFB1. Més recentment, s’ha comengat a
parlar de cél-lules Th17, responsables de la secrecié d’IL-17 i caracteritzades per la
expressio del factor de transcripciéo ROR-yt .

Les citocines immunoreguladores sén principalment secretades per cellules T
reguladores com les cel-lules iNKT i les Tregs. Les cél-lules iNKT produeixen gran
quantitats de citocines tant de tipus Thl com de tipus Th2 (IL-5, GM-CSF, TNFa, IFNy,
IL-10, IL-4, 1L-13, IL-21 i IL-17) un cop sén activades. A humans, les cél-lules iNKT-CD4*
secreten citocines Thl i Th2 i les cél-lules iNKT-CD4" secreten principalment citocines
de tipus Thl. En canvi, a ratolins també es troben cél-lules iINKT CD4* i CD4" perd no
esta ben definit la distincié entre la secrecié produida per unes o per les altres, ja que
la majoria dels estudis s’han limitat als estudis de la secrecié d’IFNy i IL-4 [120]. Les
cel-lules Tregs secreten principalment citocines anti-inflamatories, com IL-10, TGF-f i
IL-35, consistents amb la seva funcié anti-inflamatoria [121].

El TGFP1, secretat per cel-lules Tregs entre d’altres, és ben conegut per la seva funcié
immunoreguladora ja que pot inhibir I'accié d’altres tipus cel-lulars, aixi com I'accié de
I"IFNy, TNFo i d’altres citocines pro-inflamatories [122]. La IL-4, citocina considerada
prototip d’'una resposta de tipus Th2, té una funcié anti-inflamatoria bloquejant la
sintesi de diverses citocines pro-inflamatories. A més a més, participa en Ia
diferenciacié de cel-lules que secreten citocines de tipus Th2 aixi com en la
diferenciacido de limfocits B [121]. La IL-13 esta molt estudiada en relacid a la
inflamacié al-lergica, tot i que, també té funcié reguladora perque afavoreix la
proliferacié de limfocits Th2 que alhora secreten més IL-13. La elevada secrecio de
citocines tipus Th2 estimula a I’hora, la diferenciacié de limfocits B, produccid IgkE aixi
com el reclutament de cél-lules del sistema innat als llocs d’inflamacié [123].
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Existeixen dos receptor d’IL-13, el receptor de tipus | (IL-13Ral/IL4Ra) i el receptor de
tipus Il (IL13Ra2). Quan la IL-13 interacciona amb el receptor de tipus I, s’estableix una
unié de baixa afinitat amb la cadena IL13Ral abans de la seva dimeritzacié amb la
cadena IL4Ra del receptor. Amb la dimeritzacié es (IL-13Ral/IL4Ra) es produeix la
senyalitzacio intracel-lular a través de la fosforilacié de STAT6 via Jak quinases (Jak2)
[124]. En canvi, el receptor de tipus Il (IL13Ra2) es troba en forma de monomer i la
unié d’IL-13 a aquest receptor és d’alta afinitat. La via de senyalitzacié del receptor
IL13Ra2 és menys coneguda. Té cua citoplasmatica curta que no té llocs d’unid
reconeguts per molecules de senyalitzacié. Per aix0 es creia inicialment que era un com
a “decoy receptor” regulant la disponibilitat d’IL-13 que es podia unir a IL13Ral. Pero,
estudis recents, han demostrat que el receptor IL13Ra2 emet senyals intracel-lulars
mitjancant molécules com STAT3, MAPK, PI3-K i AP-1 [125,126] i per tant pot exercir
funcions especifiques. D’altres estudis, suggereixen que el receptor IL13Ra2 pot inhibir
la senyalitzacié del receptor IL13Ral i per tant modificar la resposta a la IL-13
[127,128](Fig. 12).

A IL-4 and IL-13 B Signaling in the presence C IL-13Rea2 - independent
receptors of all receptors IL-13 signaling
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Figura 12. Senyalitzacid pels diferents receptors de IL-13. A. Les citocines IL-4 i IL-13 s’uneixen
a IL4AR de tipus Il format per la unié de IL13Ral i IL4Ra. La IL-13 també pot unir-se a IL13Ra2
amb més alta afinitat que a IL13Ral o inclus a IL13Ra2 soluble B. Aquesta unié de I'lL-13 al
IL4R de tipus Il indueix la senyalitzacio per Stat6 via Jak quinases (Jak2) i la seva unié al IL13Ra2
pot potenciar la induccié de I'expressié de TGF-B via senyalitzacié ERK i AP1. C. En absencia de
IL13Ra2, I'lL-13 pot millorar la seva senyalitzacid via ILAR tipus Il. (Hallett MA, Venmar KT,
Fingleton B. Cytokine Stimulation of Epithelial Cancer Cells: The Similar and Divergent Functions of IL-4
and IL-13. Cancer Research, 2012; 72: 6338-43).
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1.8 Immunoterépia

I.8.1 Cél-lules iNKT

Tot i que el mecanisme d’accid i modulacié de les cél-lules iNKT és complicat perque
tenen tant funcié efectora com reguladora, sén considerades una bona diana per la
terapia immunoldgica contra les malalties autoimmunitaries. Degut a la baixa
freglieéncia de cél-lules iNKT a humans, la transferéncia adoptiva es fa molt costosa i
complicada, per tant, una alternativa a la transferencia adoptiva, és activar-les
directament in vivo a partir de I'administracié de aGalCer. L’activacié in vivo de les
cél-lules iINKT també té certes limitacions, aixi com per exemple la via d’administracio,
ja que s’ha vist que la via intravenosa té un efecte limitant en alguns pacients [129].
Tot i aixi, degut a la baixa freqliéncia de cel-lules iNKT a humans, fa que I'estimulacid
d’aquestes in vivo amb I'aGalCer no sigui toxica per I'organisme. Contrariament, a
ratolins, la frequéncia de cél-lules iINKT és més elevada i per tant, severes injeccions
amb aGalCer acaba sent toxic per I'animal i per tant, ineficient [130]. Un métode
alternatiu a l'administracié de l'aGalCer, és injectar directament DCs polsades
préviament amb I'aGalcer. En aquest cas, 'estratégia permet seleccionar els diferents
subgrups de cel-lules iNKT (CD4,CD8,DN) per poder posteriorment, expandir in vitro
aquelles cél-lules iNKT pures i del nostre interes, ja que els diferents subgrups de
cél-lules iNKT tenen un patré de citocines i funcions diferents [131]. Amb aquest
metode s’aconsegueix activar tant la resposta innata com la adaptativa [130]. Un dels
avantatges d’usar cél-lules iNKT per la immunoterapia, és que sdn cel-lules restringides
per molécules de CD1, les quals no son polimorfiques i per tant, evita els grans
problemes d’histocompatibilitat entre diferents individus.

L’Activacié de les cel-lules iNKT, aixi com el patré de citocines que poden secretar, ve
determinar no només el tipus d’estimul, sind també per I'estructura del glicolipid i el
tipus d’interaccio que s’estableix entre TCR-Ag-CD1 [93,132]. Per tant, s’esta
considerant I'Gs de diferents analegs de l'aGalCer per immunoterapia intentant
augmentar I'efecte supressor de les cel-lules iNKT.
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1.8.2 Cel-lules Treg

Diferents estudis han intentat I'Us de les cel-lules Treg com a metode d’immunoterapia
contra la T1D. Inicialment, diferents estudis de transferéncia adoptiva usant cel-lules
Treg autologues o derivades d’individus sans es pensada ser una bona estratégia
d’'immunoterapia [133]. Aixi, diversos experiments intentant buscant immunoterapies
usant cel-lules Treg han estat descrits. Per exemple; (a) cél-lules Treg expandides in
vitro en presencia de APCs, sembla que tenen més poténcia que les cél-lules Treg
reactives policlonal, ja que mostren un perfil de seguretat favorable in vivo [134,135];
(b) la conversié ex vivo de cel-lules T naive (CD4*CD257) a cel-lules Treg induides
(CD4*CD25*Foxp3*) amb funcié supressora, representen una estratégia alternativa a
I’expansio i aillament ex vivo de les Treg naturals [136]. (c) Marek. Trzonkowska et al.
2012, van publicar un estudi on es demostrava que la infusid de cél-lules Treg amb
fenotip CD4*CD25"8"CD127" preservaven la funcid de les cél-lules B i amb aixo,
s’aconseguia retardar el debut de la T1D en nens [137] i (d) estudis realitzats en
ratolins on s’injecta directament el complex format per IL-2/anti-IL2 (citocina + anticos
monoclonal anti-IL2) va augmentar I'expansid de les cél-lules Treg in vivo 10 vegades
respecte del normal [138].Tots aquests metodes d’augmentar el numero de cél-lules
iNKT tenen certs problemes a I’hora de fer-les servir. El primer problema, és que les
cél-lules Treg estan restringides per molécules de MHC, les quals sén molt
polimorfiques i aquest fet, pot portar greus problemes d’histocompatibilitat entre
diferents individus. Un altre inconvenient, és que les céel-lules Treg Foxp3* que han
estat expandides in vitro poden perdre la seva expressid de Foxp3 i expressar un
fenotip de cel-lula T convencional, arribant fins i tot, a ser patogéniques [139]. Degut
als diferents mecanismes d’accid de les cel-lules Treg és dificil saber quin mecanisme
pot regular en una malaltia determinada en un ambient inflamatori on hi ha una gran

diversitat de citocines que podrien estar implicades [140,141].
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_ Hipbtesi i Objectius

Consideracions prévies

La T1D es conseqiiéncia de la destruccié de les cél-lules B pancreatiques productores
d’insulina, degut principalment a cel-lules T autoreactives i autoanticossos. A la T1D la
resposta autoimmune comeng¢a molt abans del debut clinic de la malaltia i per tant, es
fa molt dificil evitar la seva progressid. La limitacié en I'obtencié de mostres de pacients
en diferents estadis del desenvolupament, dificulta i limita molt el seu estudi. El nostre
grup va tenir accés a mostres de pancrees huma, no només teixit total (endocri i exocri),
sind també mostres d’illots pancreatics purificats. Tot i que la funcié més coneguda de
les cel-lules iINKT és la seva funcid efectora contra patogens, també han estat
considerades cél-lules immunoreguladores per la seva capacitat de secretar grans
guantitats de citocines, aixi com per la seva capacitat de modulacid de la funcié d’altres
tipus cel-lulars. També sén cel-lules reguladores, aquestes ben caracteritzades, les
cél-lules Tregs, de les quals s’"ha demostrat que suprimeixen la proliferacié de cél-lules T
autoreactives. Tant en humans com en models experimentals, s’ha relacionat una baixa
freqgliéncia i defectes funcionals d’aquestes cel-lules amb el desenvolupament de la T1D.

Hipotesi

La hipotesi del treball plantejada, és que les cél-lules iINKT tenen capacitat supressora, ja
sigui, actuant directament sobre la proliferaci6 de les cel-lules T efectores i/o
col-laborant amb les cel-lules Treg per potenciar la regulacié de les cél-lules T
autoreactives. La interaccié d’ambdds tipus cel-lulars, es déna in situ a I’organ diana de
la resposta autoimmunitaria controlant el desenvolupament de la diabetis tipus 1
humana.
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Objectiu general

L’objectiu general d’aquesta tesi doctoral, és determinar si les cél-lules iNKT tenen
capacitat per inhibir I'activacid i/o funcié de les cél-lules T autoreactives i per tant,
prevenir el desenvolupament de la diabetis tipus 1 humana.

Objectius concrets

1) Estudi de la funcio reguladora de les cel-lules iNKT humanes. Comparacio de la seva
capacitat supressora a controls i pacients amb diabetis tipus 1.

2) Determinacié del/s mecanisme/s moleculars i/o cel-lulars implicats en la regulacio
per ceél-lules iNKTs. Factors solubles i/o interaccié cél-lula a cél-lula.

3) Estudi de la col-laboracié entre cel-lules iNKT i T reguladores per a potenciar la
regulacio de les cel-lules T autoreactives a la diabetis tipus 1.

4) Analisi de la preséncia i la localitzacié anatomica de les cél-lules iNKT i Tregs
funcionals a I’6rgan diana de la resposta autoimmunitaria.
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M&M. 1. Mostres

1.1 Mostres de teixit pancrchtic

1.1.1 Mostres humanes

El teixit pancreatic huma es va obtenir des d’un pacient amb T1D (Cas 1) [142], una noia
de 19 anys que va morir 5 dies despres de que li diagnostiquessin T1D. Com a control
(Control 7), es va utilitzar una fraccié d’illots purificats a partir d'un donant d'organs de
19 anys d'edat, que va morir d'un traumatisme al cap i les seves analisis d’autoanticossos
contra illots va donar negatiu [143].

Tots els protocols van ser aprovats pel Comité d’Etica de I'Hospital Universitari Germans
Trias i Pujol, de conformitat amb la Declaracié d'Helsinki. Les mostres de teixit es van
digerir enzimaticament per obtenir una fraccié de teixit total (TT) que conté tant part
exocrina com endocrina del pancrees i una fraccié d'illots purificats (ILL) que es van
seleccionar manualment sota un microscopi estereoscopic com es descriu a Somoza et
al. 1994 [142] amb una puresa de >90%. Les mostres van ser criopreservades o
mantingudes en forma de granuls secs fins al seu Us. Una mostra de teixit de la melsa
(M) també es va obtenir a partir del pacient del Cas 1, es va tallar en cubs petits (0,5

cm?) i es van congelar (Taula. 1).

Taula 1. Mostres pancreatiques humanes
Etapa T1D Nom Mostra Composicié de la Mostra
PB100 (TT) Teixit Total; conté la part exocrinai la endocrina del pancrees (lllots de Langerhans)
Debut (Cas 1) PB100 (ILL) Fraccio purificada dels illots pancreatics
PB100 (M) Melsa; Teixit total
Control PB121 (ILL) Fraccio purificada dels illots pancreatics d'un individu sa.

Altres mostres de teixit pancreatic van ser obtingudes a partir de Network of Pancreatic
Organ Donors (nPOD) (www.jdrfnpod.org) of the Juvenile Diabetes Research Foundation

(JDRF). Les mostres inclouen blocs de teixit congelats del cap del pancrees de donants
sans (casos PanH#6098 (17 anys d’edat), PanH#6112 (6 anys d’edat), del debut de la T1D
(cas PanH#6113 (1 setmana d’evolucid)) i de pacients amb T1D de llarg termini
(PanH#6046, 8 anys d’evolucid) que abasten diferents etapes de desenvolupament de
la T1D.
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1.1.2 Seccions de teixit pancreatic de ratolins NOD

Les mostres de teixit pancreatic de ratolins NOD van ser proporcionades pel Dr. Joan
Verdaguer de la Universitat de Lleida, Espanya. Els ratolins es van obtenir del Laboratori
Jackson (Bar Harbor, EM), es van mantenir a I'Hospital Germans Trias i Pujol a una
instal-lacié per a animals en condicions lliures de patogens especifics en un cicle de llum-
foscor de 12 hores amb accés lliure a una dieta estandard. Les Directrius per a I'Us i Cura
d'Animals del Laboratori de la Generalitat de Catalunya van ser seguits i estudis amb
animals van ser aprovats per la Junta de Revisié de I'Hospital. Les mostres utilitzades
foren mostres de ratolins NOD en diferents estadis del desenvolupament de la T1D:

- Ratolins NOD Pre-diabétics: Ratolins de 9 setmanes (J8-718 iJ8-717)
- Ratolins NOD al debut: Ratolins de 14 setmanes (J8-547 i J8-640)
- Ratolins NOD Diabeétics: Ratolins de 20 setmanes (J7-425 i J7-426)

1.2 Mostres de Sang Periferica

Les cel-lules Tef, Tregs i iNKTs van ser purificades des de PBMCs de donants sans (n=14)
d’edats entre 20-50 anys i de pacients amb T1D al debut (n=18) (Taula. 2). Es va extreure
sang dels pacients amb I'inici de la malaltia clinica, abans de rebre qualsevol tractament.
Les mostres de sang heparinitzada van ser pres