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Introducción 1

1. DIABETES MELLITUS

Diabetes mellitus es la más común entre las enfermedades del sistema endócrino. Está

caracterizada por una rápida aparición de anormalidades a nivel metabólico y por complicaciones a largo

plazo en los ojos, riñones, nervios y vasos sanguíneos provocados por el aumento del nivel de glucosa

en sangre. Esta enfermedad se clasifica en dos grandes grupos en base a las causas que la provocan,

diabetes mellitus de tipo 1 y diabetes mellitus de tipo 2. El término "de tipo 1" refiere a mecanismos de

origen inmunológico, mientras que el término "de tipo 2" refiere a mecanismos diferentes a los de origen

inmunológico. Diabetes mellitus de tipo 1 es conocida también como diabetes mellitus insulino

dependiente, mientras que diabetes mellitus de tipo 2 es conocida como diabetes mellitus no-insulino

dependiente. Esta clasificación no resulta del todo adecuada, ya que pacientes en los cuales Ia

enfermedad resulta de problemas no inmunológicos muchas veces necesitan ser asistidos mediante el

tratamiento con insulina.

En Estados Unidos la prevalencia de diabetes fue estimada en un 6,6% , con 10 veces mas

casos de diabetes mellitus de tipo 2 que de tipo 1 [1]. En la década de los '90 la prevalencia en Argentina

de diabetes en la población general ( personas entre 20 y 74 años) fue del 6% [2] y resultó Ia tercer

causa más común de retiro prematuro entre los empleados públicos de Ia Provincia de Buenos Aires [2]

(Figura 1). Argentina tiene además una larga historia dedicada a la investigación de esta enfermedad

comenzando por el Profesor Bernardo A. Hussay quien obtuvo el Premio Nobel en Ciencias Médicas por

su estudio en la relación entre diabetes y la función pituitaria y el Profesor Luis F. Leloir al cual también

se le otorgó el Premio Nobel por su trabajo sobre el metabolismo de carbohidratos.

Si bien ha habido un extenso progreso en el entendimiento de la patología de diabetes mellitus

de tipo 1, no ocurrió lo mismo con diabetes de tipo 2. En resumen, hoy en dia se cree que las

características fundamentales de la diabetes de tipo 2 son resistencia a la insulina y un defecto en la

secreción de dicha hormona. Es altamente probable que las dos condiciones sean requeridas para que

se manifieste la enfermedad, ya que hay una gran porporción de personas muy obesas con marcada

resitencia a Ia insulina que presentan niveles normales de glucosa en sangre. Otra caracteristica en los

pacientes con diabetes mellitus de tipo 2 es que las células B del páncreas productoras de insulina se

encuentran intactas, lo cual marca una diferencia fundamental con la patología de Ia diabetes de tipo 1, Ia

que se manifiesta cuando la mayoria de estas células han sido destruidas.
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Figura 1. Número de personas con diabetes (en millones) en el año 2000 y lo proyección
para el año 2010 (valores en el cuadrado de arribo y en el del medio, respectivamente) y
el porcentaje de aumento que significa (cuadrado de más abajo). Datos tomados de lo
revista Nature, volumen414, página 782.

1.1 DIABETES MELLITUS DE TIPO 1

Diabetes Mellitus de tipo 1(DM)es una enfermedad autoinmune que resulta de la específica

destrucción de las células [3 de Langerhans de los islotes pancreáticos productoras de insulina [3].

Consta de dos fases diferentes: insulitis, en la cual una población variada de leucocitos invade los islotes;

y, diabetes, fase en la cual la mayoría de las células [3ha sido eliminada y por lo tanto no hay más

suficientes niveles de insulina para regular la glucosa sanguínea resultando asi en un estado de

hiperglucemia. Se ha observado tanto en humanos como en modelos animales que se puede tener

insulitisencubierta por largo tiempo (años en humanos, meses en roedores) antes de que finalmente se

desarrolle diabetes, y en muchos casos, la progresión a diabetes no ocurre jamás. DMno es una nueva

patología, existen documentos desde los griegos y los egipcios reportando la existencia de esta

enfermedad. Existe también evidencia que entre un 5-15 °/odepersonas que originalmente desarrollan

diabetes de tipo 2 pueden lentamente progresar a una forma no muy severa de diabetes de tipo 1. Es



Introducción 3

ademas muy común, afectando acerca del 0,5% de la población en países desarrollados y su incidencia

sigue aumentando. Sin embargo todavia no se sabe cómo revertir o prevenir diabetes de tipo 1.

1.1.1 LA SUSCEPTIBILIDAD A DESARROLLAR DIABETES MELLITUS DE TIPO 1
ESTÁ ASOCIADA TANTO A FACTORES AMBIENTALES COMO GENETICOS

Diabetes Mellitus de tipo 1 es el resultado de una respuesta autoinmune que involucra tanto

factores ambientales como genéticos. Estudios con gemelos idénticos en los cuales Ia incidencia de

diabetes en ambos gemelos resultó cercana al 20% son una fuerte evidencia que muestra que factores

ambientales influyen el desarrollo de diabetes. Si DM fuera una enfermedad puramente genética, el

porcentaje deberia estar cerca del 100%. Dentro de los factores ambientales, las infecciones virales

demostraron tener gran importancia [4]. El aislamiento del virus Coxsackie B4 del páncreas de un niño

que murió luego de un episodio de ketoacidosis y la inducción de diabetes con este aislamiento en

modelos animales sugirió que ciertos virus pueden causar diabetes en humanos. Otra evidencia es que

alrededor del 20% de individuos en los Estados Unidos que padecieron rubeola congénita desarrollan

DM [5].

Se han propuesto dos principales hipótesis para explicar cómo las infecciones pueden causar

autoimnmunidad. La primera propone que la infección con virus u otros patógenos origina en el

hospedador una serie de eventos que finalmente llevan al desencadenamiento del proceso de

enfermedad. Estos eventos son: 1- Mediante la invasión y daño de los tejidos, los patógenos producen Ia

liberaciónde autoantígenos que anteriormente permanecían secuestrados, 2- Se produce un proceso de

inflamaciónque da lugar no sólo a la activación de células T reactivas contra estos antígenos específicos

sino que además produce un aumento en la concentración local de citoquinas y quemoquinas atrayendo

más células del sistema inmune al tejido atacado. Por último, una vez que la infección pudo ser

neutralizada, los linfocitos autoreactivos pueden permanecer en forma crónica dando lugar a nuevos

episodios de autoinmunidad [6]. La segunda hipótesis sugiere que la respuesta inmune montada en

diabetes es originada contra un antígeno “no propio" y que, mediante el fenómeno de “mimética

molecular" reacciona también contra un antígeno pancreático. La mayor evidencia en favor de esta

hipótesis proviene del estudio con el virus Coxsackie B. Dicho virus posee una proteína denominada P2­

C la cual tiene gran homología con el péptido 247-279 de la proteina pancreática glutamato-ácido

decarboxilasa (GAD;ver sección 1.2.1 de la Introducción). Se han demostrado varios casos en los cuales

sangre periférica de pacientes con diabetes reaccionó de manera similar contra el péptido de GAD247­

279 y la proteina P2-C del virus Coxsackie B [7, 8]. De esta hipótesis se desprende entonces la
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posibilidadde que mediante un proceso de mimética molecular se alteraría Ia respuesta inmune de tal

manera que se monta una respuesta inmune contra antígenos propios.

Dentro de los factores genéticos el más importante radica en la región del cromosoma 6 que

codifica para el complejo mayor de histocompatibilidad (MHC)de clase II. Con el avance en el desarrollo

de técnicas que permitieron secuenciar los diferentes genes del MHC pudo determinarse que en

humanos el genotipo DQ8 es el que determina susceptibilidad a la enfermedad. La secuencia

aminoacídica normal del DQ8 posee ácido aspártico en Ia posición 57, mientras que en las poblaciones

Caucásicas, los pacientes con diabetes tienen en general valina, serina ó alanina en dicha posición [9.

10]. Resulta interesante que la molécula de clase Il denominada I-Ag7, expresada en el modelo animal

de diabetes, el ratón no obeso y diabético (NOD;ver sección 1.3.1 de la Introducción), también posee un

aminoácido distinto al ácido aspártico en la posición [357. Las estructuras cristalinas de las moléculas

DQ8 y I-Ag7 muestran importantes similaridades y sugieren que DM es consecuencia de Ia manera

particular en que estas moléculas presentan antígeno [11]. Tanto DQ8 como I-Ag7 unen péptidos

similares y que resultan diferentes de los péptidos que unen otras moléculas de clase lI. Por ejemplo, se

ha comprobado que I-Ag7une epitopes que son inmuno-dominantes en el proceso de Ia enfermedad [12]

(Figura 3).

Al mismo tiempo que el estudio comparativo de Ia frecuencia de ciertos alelos del MHC entre

pacientes con DM y la población normal llevó a encontrar una asociación entre Ia presencia de DQ8 y la

susceptibilidad a la enfermedad, sirvió también para determinar que la presencia del alelo DR2 disminuye

significativamente la probabilidad de desarrollar DM.

La asociación entre el genotipo del MHC y la susceptibilidad a desarrollar diabetes no es tan

sorprendente si se piensa que la respuesta autoinmune observada en esta enfermedad se encuentra

asociada a una activación especifica de los linfocitosT y, para que ocurra dicha activación las moléculas

MHC deben poder presentar especificamente ciertos antígenos. Así, Ia susceptibilidad a ciertas

enfermedades autoinmunes, incluyendo diabetes, estaría en parte dada por las diferencia en la habilidad

de ciertos genotipos del MHC de presentar péptidos/autoantigenos capaces de activar linfocitos T

autoreactivos.

1.1.2 RESPUESTA DE LAS CELULAS T Y SU PAPEL EN LA ETIOLOGÍA DE LA
ENFERMEDAD
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Figura 3. Cambios en Ia secuencia aminoacidica del MHC de clase II
correlaciona con la su5ceptibilidad o la protección a desarrollar diabetes
del tipo 1. El haplotipo DQScontiene ácido aspártico (Asp) en la p05ción
57 en la mayoría de Ia gente; en las poblaciones Caucásicas, pacientes
con diabetes del tipo l tienen en general valina, serina o alanina en esta
posición. En Ia figura se muestra en rojo la asparragina 57 formando un
puente (color verde) con el residuo arginina (color rosa). EI cambio de
este residuo por un residuo no cargado(por ejemplo alanina mostrado en
amarillo en el último panel) no permite la formación del puente salino
alterando la estabilidad de Ia molécula. EI ratón NOD posee un
reemplazo similar del residuo serina por a’cidoaspártico en eI residuo
57.
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Diabetes mellitus de tipo 1 se manifiesta en humanos luego que un proceso autoinmunológico

produce la destrucción de las células B del páncreas (Figura 2).

Figura 2. Esquema propuesto para explicar la iniciación del
proceso patoge’nicoque lleva al desarrollo de diabetes de tipo 1. Las
células T circulan por la sangre y los nódulos linfáticos, incluyendo
los nódulos pancreáticos. En los nódulos encuentran células
presentadores de antígeno (probablemente células dendríticas
maduras) que expresan en la superficie moléculas del complejo
mayor de histocompatibilidad cargadas con antígeno. Los antígenos
derivan de proteínas sintetizadas por las células B de los islotes.
Una pequeñísima fracción de las células T reconoce específicamente
a estos antígenos y resulta entonces activada. Una vez activadas
ganan acceso a los te Jidos. Cuando llegan al páncreas se encuentran
con el antígeno y se inicia el proceso de autoinmunidad. Figura
modificada del artículo de la revista Nature, volúmen 414, página
792.

Este proceso puede durar varios años y tiene como consecuencia final la intolerancia a la

glucosa. La destrucción de las células [3es caracterizada por Ia presencia de anticuerpos específicos

contra antígenos pancreáticos y por una masiva infiltraciónde linfocitos mononucleares dentro de los

islotes de Langerhans donde se encuentran las células [3[13, 14]. Varios estudios han demostrado, tanto

en humanos como en ratones, que esencialmente DMes una enfermedad mediada por linfocitosT [15­

20]. Sin embargo, resulta considerablemente mas dificultoso realizar estudios en humanos y en general
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se han reportado resultados poco claros [21]. Por el contrario, el rol de las células T ha sido

extensamente estudiado en modelos animales como el ratón NOD (ver sección 1.3.1 de la Introducción).

Tanto los linfocitos T CD4+ como los T CDB+están involucrados en el desarrollo espontáneo de DMen

ratones NOD.Sin embargo, en ciertas circunstancias, incluyendo trabajos con líneas celulares T, se ha

podido demostrar que un sólo grupo de estos linfocitos T (CD4+ ó CDB+)es suficiente para transferir

insulitisy enfermedad en ratones jóvenes asintomáticos NOD ó en ratones deficientes de células T, los

denominados ratones NOD.scid [22-28]. En el caso de los linfocitos T CDB+ la mejor evidencia del rol

que cumplen en la patología de la enfermedad proviene de estudios en los que se demostró que células

T de ratones jóvenes prediabéticos NODson capaces de transferir enfermedad en ratones NOD.sc¡dque

poseen la capacidad de presentar antígenos mediante el complejo MHCde clase l y que, sin embargo,

cuando se usaron ratones recipientes transgénicos que no expresan la molécula MHC de clase l se

perdió la capacidad de transferir enfermedad [29-32]. Otro estudio demostró que el clon CDB+

denominado G908 y que reconoce específicamente un péptido de la cadena B de la insulina ha sido

capaz de transferir diabetes en ausencia de células T CD4+ [33, 34].

Como se ha mencionado anteriormente, aunque varios tipos celulares participan en el desarrollo

de la enfermedad, solamente la presencia de células T CD4+ es suficiente para causar diabetes cuando

se encuentran en suficiente número [35].Acorde al predominio de citoquinas secretado por las células T

CD4+ estas pueden dividirse en Th1 (T Helper tipo1) ó Th2 (T Helper tipo 2). En particular, los linfocitos T

CD4+ de tipo Th1 secretan IFN-y y IL-2 mientras que los linfocitos CD4+ de tipoTh2 secretan IL-6, lL-4,

lL-5 y |L-10. Para investigar el papel de los linfocitos CD4+ en la patología de la enfermedad se

generaron varios clones a partir de células del bazo de ratones NOD específicamente reactivos contra

antígenos pancreáticos. Tanto Haskins como Wegmann generaron un gran número de estos clones los

cuales demostraron ser capaces de destruir las células B del páncreas luego de ser transferidos en

ratones sanos NOD [36-39]. Los clones diabetogénicos T CD4+ generados por Haskins generaron un

perfilde citoquinas de tipo 1 cuando fueron estimulados con islotes pancreáticos [36].

Basado en la observación de que el daño autoinmunológico del páncreas está caracterizado por

la presencia de altos niveles de células T CD4+ de tipo Th1 [37, 40, 41] se ha sugerido que las células

Th1 están asociadas a la patología de la enfermedad. Así mismo varios laboratorios han sugerido un

papel "protectivo" de las células Th2. Por ejemplo, ha sido demostrado que el tratamiento de ratones

NOD con IL-4retrasó la iniciación de diabetes y ratones NOD transgénicos que expresan localmente lL-4

en los islotes pancreáticos resultaron totalmente protegidos de enfermedad [42]. Sin embargo es
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importante aclarar que todavía hay un alto grado de discrepancia con respecto al rol de los linfocitosThí

vs. Th2 en la etiología de diabetes autoinmune. Por ejemplo, dos trabajos reportados recientemente

presentan resultados opuestos con respecto a la función de los linfocitos T CD4+ de tipo Th2 en la

etiología de la enfermedad [43, 44].

1.2 AN'I'ÍGENOS INVOLUCRADOS EN LA PATOGÉNESIS DE LA
ENFERMEDAD

Aunque los anticuerpos no están involucrados directamente en Ia patogénesis de la enfermedad,

la presentación de antígenos por los linfocitos B es esencial para el desarrollo de diabetes en el ratón

NOD [45]. En la última década se ha realizado un significante progreso en la identificación de los

principales antígenos que son reconocidos por los anticuerpos específicos asociados a diabetes en el

humano. Desde entonces van'as proteínas han sido consideradas como potenciales autoantígenos en la

etiología de DM tanto en humanos como en el ratón NOD. Entre ellos se encuentran la proteína

granulosa de los islotes [46,47], la proteína glutamato ácido decarboxilasa (GAD) [48] y la proteína "heat

shock" [49]. Sin embargo, mucha de la evidencia que existe hasta ahora sobre estos posibles antígenos

es bastante indirecta, es decir, está basada en datos que surgen a partir de ensayos en donde se mide la

respuesta proliferativa y de expresión de citoquinas de clones celulares aislados de animales

prediabéticos a determinados fragmentos de estas proteínas, o proviene de experimentos mostrando que

determinados tratamientos en ratones NOD con estos mismos fragmentos reducen la severidad de la

enfermedad [47-54]. Recientemente, se ha reportado por primera vez que la directa supresión de la

expresión de Ia proteína GADen las células B del páncreas en una cepa de ratones NOD transgénicos

en la que se inserto un gen que expresa la molécula de ARN (ácido desoxi-ribonucleico) mensajero

antisentido de GAD reduce significativamente el proceso de insulitis y bloquea completamente el

desarrollo espontáneo de la enfermedad [54]. Sin embargo, sólo en raras excepciones se logró causar

enfermedad por ejemplo mediante la inmunización de ratones sanos con GAD [48, 53].

1.2.1 GAD 65 como AUTOANTÍGENO

La identificación de GAD como autoantígeno de la enfermedad DM proviene de un reporte

publicado en 1982 en el cual un antígeno de 64,000 Mrfue inmunoprecipitado de los islotes del páncreas

con suero de un niño recientemente diagnosticado con la enfermedad [55]. La posterior caracterización

bioquímica llevó a caracterizar este fragmento como la isoforma más pequeña de GAD, GAD65 [56].

Los epitopes dentro de la secuencia de GAD65que son reconocidos por suero de pacientes con

DM mapean en la región C-terminal ( aminoácidos 450-585) y en el dominio medio ( aminoácidos 245­
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449).A pesar de algunas observaciones en las que se ha sugerido que anticuerpos contra GADG7están

presentes en 10-20% de los pacientes, esta molécula no parece representar un autoantígeno

independiente en la etiología de Ia diabetes, Ioque parece ocurrir es que los anticuerpos específicos anti­

GAD65reaccionan también con esta isoforma [57, 58].

En contraste con Ia gran cantidad de estudios sobre Ia respuesta de anticuerpos contra GAD65

en pacientes diabéticos, hay relativamente pocos trabajos que analicen Ia respuesta celular. Linfocitosde

sangre periférica de pacientes con DM reaccionan espontáneamente con GADGSy con péptidos de

GADG5;sin embargo, la magnitud de dicha respuesta es bastante baja [7, 59-62]. En general la

respuesta es generada contra la región 473-555 de GAD65 ó, preferentemente, la región 247-279 [7, 59].

Los epitopes de GAD65 identificados en estudios sobre la respuesta celular en el ratón NOD y otros

modelos animales de DM son similares a aquellos descriptos en humanos [63-66]. Estudios en el ratón

NODhan demostrado que clones celulares T CD4+ que reconocen GAD65 son capaces de transferir

insulitisy diabetes en receptores sanos [48].Además es de destacar que uno de esos clones reconoce el

péptido de GAD65 desde el aminoácido 524 al 543 (péptido 524-543), el cual pertenece a Ia región de

GAD65sugerida como inmunodominante en la respuesta observada en humanos [59].

A pesar de que existe un cierto grado de controversia sobre el papel central de GAD65 en la

patogenesis de DM,cada vez mas resultados muestran que GADGSjuega un rol central en el desarollo

de esta enfermedad. La respuesta inmunológica montada contra GAD65 podría observarse desde dos

puntos de vista: 1) Es causa directa del proceso destructivo del páncreas ó, 2) Está “presente en la

escena del accidente" y es consecuencia de Ia estimulación orginada por los antígenos que han sido

liberados de las células pancreáticas. Estudios en el ratón NOD validan el punto de vista número 1, es

decir, existe un rol directo de la respuesta anti-GADen la predisposición a desarrollar enfermedad. Estos

ratones desarrollan una muy temprana respuesta anti-GADy la modulación de dicha respuesta atenúa la

severidad de Ia enfermedad [50, 51]. Mediante la inyección, ya sea intratímica, intraperitoneal, oral o

intranasal de la proteína completa ó de algunos de sus péptidos derivados se ha logrado prevenir

enfermedad en estos ratones [50. 51, 67-72].

1.2.2 INSULINA COMO AUTOANTÍGENO

La insulina es una hormona abundantemente expresada en los islotes pancreáticos. Dentro de

los islotes del ratón NOD se han identificado células T CD4+ que reconocen insulina, específicamente el

péptido 9-23 de la cadena B. Dichas células son capaces de transferir diabetes en recipientes sanos [47].

Recientemente se ha demostrado que un clon celular T CD8+ altamente diabetogénico reconoce el
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péptido 15-23 dentro de la cadena B de la insulina [33]. Es claro que la insulina es un autoantígeno en

diabetes y es blanco de ataque tanto de células CD4+ como CDB+ en el modelo NOD. Similar a lo

observado con GAD, varios estudios han mostrado que si se administra el péptido 9-23 de la cadena B

de Ia insulina [47, 73] en ratones NOD se protege de diabetes. Otra evidencia que muestra la importancia

de la insulina como antígeno en Ia etiología de la diabetes proviene de estudios en los que se ha

demostrado que si se inactiva metabólicamente la insulina mediante el cambio de un aminoácído en la

cadena B también se puede prevenir diabetes [74].

1.3 MODELOS ANIMALES EN EL ESTUDIO DE DIABETES MELLITUS DE
TIPO l.

Debido a las dificultades que presenta investigar directamente en humanos, la mayoria de los

investigadores en el campo de la diabetes enfocó los estudios en modelos animales, especialmente en el

ratón no obeso y diabético (NOD) y en los ratones transgénicos derivados de él. El estudio en el ratón

NOD ha permitido la experimentación directa de importantes interrogantes de la patología de la

enfermedad. Sin embargo, debido a la complejidad de este modelo se usaron varias estrategias para

simplificarla enfermedad en este ratón mediante la deleción o exageración de algunas de sus funciones.

Por ejemplo, una estrategia ha sido al generación de ratones transgénicos para focalizar el estudio en el

papel de los linfocitos T en la enfermedad. Estos ratones han permitido el estudio especifico del

comportamiento de las células T patogénicas [35, 87].

1.3.1 EL RATÓN NO OBESO Y DIABÉTICO (NOD)

Dos modelos en animales roedores desarrollan espontáneamente diabetes mellitus de tipo uno,

el ratón no obeso y diabético (NOD) y la rata BB (Biobreedíng. del inglés biológicamente generada).

Ambos modelos han permitido una detallada exploración del proceso inmunológico involucrado en el

desarrollo de diabetes.

Desde el primer trabajo en el que se reportó la existencia del ratón NOD, este modelo ha

sido el favorito de los investigadores de la patogénesis de Ia enfermedad. Entre las razones de esta

popularidad se incluyen: un definido genoma, anticuerpos monoclonales que permiten un extenso

análisis de los componentes del sistema inmune y una considerable diferencia en el costo del

mantenimiento de estos ratones en comparación con las ratas BB. De todas maneras, Ia observación que

proporcionó más apoyo a este modelo animal fue, que al igual que en humanos, el complejo mayor de

histocompatibilidad de clase ll de estos ratones no sólo es el principal componente que otorga
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susceptibilidada desarrollar diabetes sino que además, se encontró la misma substitución que existe en

humanos en la cadena B de dicha molécula: el residuo 57 se encuentra reemplazado por un residuo que

no es ácido aspártico.

El ratón NOD surgió del cruce entre ratones "Swiss" durante el curso de un experimento en

Japón en el cual ratones hermanos eran cruzados para producir una cepa en la cual todos los ratones

desarrollaran cataratas en los ojos. Apenas empezaron a cruzar estos ratones, los investigadores se

dieron cuenta que, si bien los ratones no mostraban ningún signo de cataratas, desarrollaban un rápido

aumento en los niveles de glucosa en sangre, un típico signo de diabetes. Estos ratones fueron

seleccionados y cruzados entre ellos con el objetivo de crear un modelo animal para el estudio del

desarrolloespontáneo de diabetes. Sin embargo, estos cruces dieron lugar a la cepa denominada NON

que es modelo animal para el estudio de la diabetes tipo 2. La cepa NOD surgió inesperadamente en Ia

generación número 20 dentro de los grupos controles. Cuando se cruzaron estas dos líneas para

estudiar las regiones cromosomales implicadas en la susceptibilidad a desarrollar espontáneamente

diabetes se demostró que la presencia del alelo del MHCdel ratón NOD en homocigosis es esencial para

el desarrollo de enfermedad. Esto es contrario a Io que ocurre en humanos ya que en muchos pacientes

se encontró que el alelo del MHCque confiere susceptibilidad está en heterocigocis.

La etiología de la diabetes en este modelo animal es compleja y multifacton'al.Tanto los linfocitos

T CD4+ como los CDB+ constituyen el “brazo efector" del proceso de destrucción de las células B del

páncreas junto con la importante participación de macrófagos. células dendríticas y linfocitos B.

1.3.2 EL RATÓN TRANSGÉNICO BDCZ.5

En el año 1988 Haskins y sus colaboradores aislaron una línea CD4+ de los órganos periféricos

de ratones diabéticos NOD. Dicha línea reconoce específicamente un antígeno pancreático presentado

en el contexto de I-Ag7 [37, 38]. Las cadenas 0. y B del receptor celular T de este clon fueron luego

aisladas para generar un ratón transgénico que exprese en todas sus células CD4+ dichos rearreglos

específicos. Dicho ratón fue denominado también BDC2.5.

Debido al fenómeno de exclusión alélica esencialmente todos los linfocitos T CD4+ de este ratón

transgénico expresan el gen específico V84 para la cadena B del TCR pero varios diferentes genes para

la cadena oi. A pesar de que estos ratones poseen el mismo "background" genético que los ratones

NOD, y por lo tanto tienen la capacidad de presentar el antígeno pancreático en la superficie del MHCde

clase IIno se observó ni deleción ni tolerancia de las células transgénicas en dichos animales.
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Ratón NOD
Ratón NOD diabético
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Ratón transgénico
BDC2.5

Figura 4. Representación esquemático del origen del ratón BDCZ.5.

Por el contrario, dichas células transgénicas son eficientemente activadas, migran rápidamente a

los nódulos linfáticos que drenan el páncreas y causan insulitis ¡nfiltrando masivamente los islotes [35,

88]. Sin embargo no necesariamente se produce Ia destrucción de las células B y por Io tanto no se

observan signos de diabetes. El desarrollo espontáneo de diabetes en ratones BDC2.5 depende de

factores ambientales, por ejemplo se ha demostrado que en colonias mantenidas en condiciones libres

de patógenos no se observa diabetes, mientras que en colonias mantenidas en condiciones regulares los

ratones desarrollan enfermedad [89].

El ratón BDC2.5 representa una simplificación y una exageración del ratón NOD ya que expresa

un reducido repertorio de células T CD4+ pero a la vez dichas células son específicas de un antígeno

pancreático que hasta el presente permanece desconocido (Figura 3). EI ratón BDC2.5 ha sido

extensamente usado en el estudio de diabetes y hasta el presente diferentes grupos han intentado

identificar el o los antígeno/s reconocido/s por las células T CD4+ ya que no solo podría relevarse un

nuevo autoantigeno en la patología de diabetes sino que ademas permitiría el estudio in vivo de los

mecanismos involucrados en el desencadenamiento y control de la enfermedad.
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1.4 TERAPÉUTICA DE LA ENFERMEDAD

Una caracteristica fundamental del sistema inmunitario es la habilidad de discriminar entre los

antígenos propios y ajenos. Sin esta habilidad, los tejidos son atacados y se inicia un proceso de

autoinmunidad.La incidencia de diabetes mellitus de tipo 1 está aumentando en los paises desarrollados

y, aunque los pacientes pueden vivir mediante el suministro de insulina exógena, este tratamiento da

lugar a nefro-, neuro- y retino-patologías en estos individuos. En este sentido, nuevos estudios en

ratones NODy ratas BBdemostraron la eficacia de drogas antiinflamatorias ó agentes inmunosupresivos

para el tratamiento de Ia enfermedad. Sin embargo, estas drogas poseen varios efectos secundarios y aI

no ser especificas comprometen la habilidad del paciente de resistir infecciones oportunistas. EI

tratamientoideal de esta enfermedad consistiría en eliminar sólo las células patogénicas manteniendo la

integridaddel resto del sistema inmune y fisiológico del organismo.

1.4.1 USO DE ANTICUERPOS PARA ALIVIAR Y SUPRIMIR DIABETES
AUTOINMUNE

EI pn'ncipal objetivo de una terapia con anticuerpos en el tratamiento de diabetes mellitus sería

restaurar tolerancia a los autoantigenos involucrados en la activación de la respuesta autoinmune. Un

paso fundamental en este objetivo es Ia identificación de los clones celulares T que causan la

enfermedad. De esta manera se podrían diseñar anticuerpos especificamente dirigidos contra los

receptores T de los linfocitos involucrados. Alternativamente, los anticuerpos podrian ser dirigidos contra

las moléculas MHCde clase Io ll responsables dela presentación de los autoantigenos.

Se ha reportado en varios trabajos que el tratamiento temprano de ratones NODrecién nacidos o

pre-diabéticos con anticuerpos monoclonales previene el desencadenamiento espontáneo de la

enfermedad [20, 90, 91]. En algunos de los casos Ia terapia con anticuerpos también fue eficaz para

tratar formas muy dañinas de Ia enfermedad como por ejemplo las causadas mediante la transferencia

de células patogénicas en recipientes sanos [92]ó mediante el tratamiento con ciclofosfamida [93].

Los anticuerpos más eficaces resultan aquellos que reconocen los receptores involucrados en el

reconocimiento de los autoantigenos. Por ejemplo, anticuerpos anti-MHC y anti-TCR ó anticuerpos

específicos contra los receptores que participan en Ia transducción de moléculas coestimulatorias. En

resumen los anticuerpos reportados hasta ahora con mejores efectos en la terapia de DMson: anti-MHC

clase Il [94], anti-TCRaB [95], anti-C03 [90], anti-CD4 y anti-CD8 [20, 92, 93] y anti-CD40L [96].
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1.12 MODULACIÓN DEL PERFIL DE CITOQUINAS EXPRESADO POR LAS
CELULAS T PATOGENICAS COMO ESTRATEGIA PARA SUPRIMIR DIABETES
AUTOINMUNE.

Como se ha mencionado anteriormente (sección 1.1.2), si bien todavía existe cierta controversia

sobre el tema, se ha acumulado importante evidencia que sugiere que las células T CD4+ de tipo 1 están

asociadas a Ia destrucción de las células [3 del páncreas. EI objetivo fundamental del uso de Ia

modulación del perfil de citoquinas expresado por las células T patogénicas como tratamiento de Ia

enfermedad diabetes mellitus radica en desviar una respuesta autoinmune patogénica en una respuesta

inocua para el organismo. Esta estrategia esta basada en Ia observación experimental que muestra que

la tolerancia a los antígenos involucrados en el proceso de autoinmunidad no siempre depende de Ia

completa ausencia de respuesta celular sino que se puede alcanzar mediante Ia presencia de células T

que expresan un determinado perfil de citoquinas capaz de suprimir la respuesta patogénica de las

células involucradas en el proceso de enfermedad [97].

Existen dos maneras principales de desviar la expresión de citoquinas de las células T. La

primera es alterar el conjunto de citoquinas presentes en el sitio específico donde ocurre Ia respuesta

autoinmune, o sea el páncreas. La segunda es modular la respuesta mediante el uso de determinados

péptidos específicos capaces de producir un cambio en el perfilde citoquinas expresado por las celulas T

patogénicas involucradas.

Si bien este método de tratamiento tiene varias ventajas como por ejemplo no tenerla necesidad

de conocer necesariamente Ia identidad del autoantígeno, su aplicación en diabetes mellitus tiene

resultados discordantes. El descubrimiento de nuevos antígenos y Iigandos específicos, junto con la

aplicación de diferentes clones involucrados en Ia enfermedad son necesarios para poder ayudar a

clarificareste paradigma.

1.4.3 EL SUMINISTRO CONTROLADO DE LOS ANTÍGENOS INVOLUCRADOS EN
LA PATOGENESIS DE LA ENFERMEDAD COMO ESTRATEGIA PARA EL
TRATAMIENTO DE DIABETES AUTOINMUNE.

EI estado de " tolerancia fisiológica"en el organismo se refiere al estado que se encuentra en

individuos sanos en el cual el sistema inmune no aumenta respuestas destructivas contra antígenos

propios. Por mucho tiempo se creyó que los individuos sanos no desarrollaban enfermedades

autoinmunes debido a Ia eliminación completa de todos los linfocitos B y T en el momento de su

diferenciación en los órganos linfoides centrales, es decir, la médula osea y el timo (deleción cIonaI
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central) [97]. Existe ahora prueba consistente. especialmente a través de estudios con animales

transgénicos, que el proceso de deleción clonal central de linfocitos B y T es uno de los principales

mecanismos de eliminación de células autorreactivas que poseen alta afinidad por el antígeno. Sin

embargo, resulta también evidente que dicho proceso esta lejos de ser completamente efectivo ya que

sólo elimina células de alta afinidad antigénica y que por Io tanto, células de generalmente baja afinidad,

que reconocen antígenos "propios", podrian escapar dicha selección y circular en la periferia. Por

ejemplo.en el caso de diabetes mellitus de tipo 1, pacientes que sufren esta enfermedad poseen células

T específicas reactivas contra antígenos pancreáticos. La eliminación de estas células autorreactivas

constituye un objetivo obvio para controlar la enfermedad.

Una manera de eliminar la función de las células involucradas en la patología de DMes llevarlas

a un estado de "tolerancia" mediante la selectiva presentación del antígeno. Esto se debe a que las

células T que circulan en Ia periferia y no han visto antígeno durante el desarrollo, pueden responder de

diferentes maneras: pueden ser activadas y ejercer eficientemente su función ó, por el contrario, pueden

ser llevadas a un estado de tolerancia en el cual su función es selectivamente eliminada. Los

mecanismos precisos por los cuales Ia función de las células es eliminada todavía no están claramente

entendidos pero varios estudios han demostrado que estos incluyen depleción [98, 99] y anergia [100­

102]. Otro mecanismo propuesto fue la inducción de células denominadas "regulatorias" las cuales

pueden interferirespecíficamente con Ia función de las células efectoras [103-107].

Varios estudios han demostrado que el tratamiento de ratones jóvenes NOD con islotes

pancreáticos, asi como con los antígenos GADG5.insulina o péptidos derivados de estos puede tolerizar

las células T específicas contra estos antígenos y prevenir el desarrollo espontáneo de diabetes [47, 65,

108-110]. Los protocolos que han sido exitosamente usados incluyen la inyección intratímica,

intravenosa, oral o subcutánea del antígeno disuelto en la forma incompleta del ayuvante de Freund (IFA)

del antígeno elegido.

Basado en el éxito de estos experimentos realizados en modelos animales se iniciaron pruebas

pilotoen humanos para prevenir DM. La fase inicialde la prueba piloto denominada “Diabetes Prevention

Trial-1 (DPT-í)" se basó en el uso de insulina como agente tolerogénico. Los resultados de este

protocolo mostraron que la aplicación de insulina intravenosa en los individuos ni retardó ni previno el

desarrollo de diabetes mellitus de tipo 1 (ver http://www.chiIdrenwithdiabetes.com/d_Oj_11b.htm). Es

posible que la falla de este protocolo en prevenir diabetes se deba a que no se haya elegido la dosis
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óptimade insulina. Actualmente se encuentran en desarrollo las otras dos partes del protocolo en la cual

los individuos reciben insulina en forma oral ó GADGScomo antígeno.

Sin embargo. en general, DMes una enfermedad que se detecta una vez que el páncreas se

encuentra considerablemente dañado ó ciertas funciones normales del organismo se ven afectadas. Por

lo tanto si bien resulta claramente importante la prevención de la enfermedad, hoy en dia resulta

primordialpoder encontrar un tratamiento para controlar a los pacientes en los cuales la enfermedad ya

se ha manifestado. En este sentido se ha puesto mucho interés en el desarrollo de un tratamiento

basado en la inducción de tolerancia de las células activas patogénicas mediante Ia presentación

controlada de antígeno. Varios estudios han demostrado que la tolerancia de las células patogénicas

específicas puede ser alcanzada por ejemplo mediante Ia inyección en ratones con altas o bajas dosis

del antígeno especifico en forma soluble [111-113]. En otros estudios se ha demostrado que un rápido

estado de tolerancia puede ser alcanzado mediante la adminstración del antígeno en forma oral [114­

116].En conjunto, todos estos estudios determinan una fuerte base racional para la aplicación del uso de

antígenos en el tratamiento de pacientes que sufren diabetes mellitus de tipo 1.

1.5 IDENTIFICACIÓN DE NUEVOS AUTOANTÍGENOS

Uno de los principales focos de investigación de varios grupos en el campo de DM ha sido el

descubrimiento de los antígenos implicados en la patología de la enfermedad. los denominados

autoantigenos. Los más estudiados han sido dos antígenos pancreáticos, GADG5e insulina. Tanto en

humanos como en ratones NODse encuentran durante el proceso de enfermedad respuestas tempranas

a estos antígenos.

El descubrimiento de nuevos autoantigenos resulta un paso imprescindible para entender el

proceso de entendimiento de las causas que dan lugar al desencadenamiento de la enfermedad.

Además, como se ha explicado en la sección anterior, los antígenos son excelentes candidatos para

modular el curso de la enfermedad en patologías mediadas por células T, como diabetes mellitus de tipo

1.

1.5.1 SISTEMAS EXPERIMENTALES

Con el avance en el estudio de la unión de péptidos al MHCfue posible definir los requerimientos

de un determinado péptido para unirse a dicho complejo [74]. Así mismo. con la aparición de nuevas

técnicas en el campo de la inmunología celular se hizo posible el crecimiento y el estudio in vitro de

clones de células T que poseen un determinado TCR y por lo tanto un especifico reconocimiento
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antigénico.La estrategia mas comúnmente usada en el estudio del reconocimiento antigénico ha sido el

reemplazo sistemático de diferentes residuos aminoacídicos en la secuencia peptídica y el posterior

estudio de como estos cambios influencian en Ia capacidad de dicho péptido de causar eficiente

activación de la células T. Los resultados obtenidos con estos estudios. mas el conocimiento de los

requerimientos necesarios para que el péptido se una al complejo MHC. permiten elucidar los residuos

involucrados en el reconocimiento del TCR. La clave en estos estudios es que debe conocerse

previamente un antígeno específico para el clon en estudio para luego poder diseñar los péptidos

análogos. Otra estrategia también muy usada se basa en la elución y posterior secuenciación de

péptidos unidos al complejo MHC. Brevemente, se eluyen los péptidos de las moléculas de MHC, se

fraccionan,se definen las fracciones activas y se secuencian para identificar los péptidos reconocidos por

las células T. Por último la estrategia más recientemente desarrollada ha sido el uso de bibliotecas

combinatoriales de péptidos sintéticos (BCPS). Los péptidos sintéticos han sido una herramienta esencial

en la biomedicina y en la química farmacéutica de las últimas décadas. La creciente demanda y los

progresos realizados en química sintética han impulsado el desarrollo de métodos que permiten generar

millonesde péptidos de manera rápida y sencilla. para su posterior evaluación biológica. BCPS están

compuestas de mezclas complejas de péptidos que poseen determinadas posiciones definidas y otras

variables. Una de las bibliotecas más usadas en Ia búsqueda de antígenos específicos para un

determinado clon celular es aquella que posee mezclas en las que los péptidos sólo tienen una posición

definida y las otras todas variables. Dichas bibliotecas son denominadas BCPS-FP, bibliotecas

combinatoriales de péptidos sintéticos organizadas en formato posicional. EI uso de dichas bibliotecas

ha permitido por ejemplo la identificación de compuestos activos para el receptor de opiodes [75, 76] así

como también encontrar inibidores de Ia actividad en determinadas enzimas [77, 78]. En el campo de la

inmunología, la técnica fue usada por primera vez para la identificación de epitopes provenientes de

proteínas naturales que sean capaces de unirse a dos diferentes anticuerpos monoclonales [79] y, ha

sido extensamente usada para la identificaciónde ligandos específicos de clones celulares T [80-86].

Dado que esta técnica fue extensamente usada en nuestro trabajo, en la sección Materiales y

Métodos se describe detalladamente Ia síntesis e interpretación del uso de estas complejas bibliotecas

peptídicas.
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1. OBJETIVOS

El objetivo de la presente Tesis ha consistido en la identificación de ligandos específicos de las

células diabetogénicas del ratón transgénico BDC2.5. La identificación de los autoantigenos asociados al

proceso autoinmune característico de diabetes mellitus del tipo 1 tiene marcada importancia. Por un lado,

una determinación temprana de la presencia de anticuerpos dirigidos contra estos epitopes podria ser

usada como marcador predicitivo del proceso de enfermedad. Por otro lado, el posible uso de estos

péptidos en modelos animales permitiría un mayor entendimiento de los mecanismos involucrados en la

especifica activación de las células patogénicas y, por último, una vez la enfermedad se ha establecido,

dichos péptidos constituyen potenciales inmuno-moduladores del curso de la enfermedad. En el presente

estudio se ha priorizado analizar la posible aplicación de los péptidos encontrados en el tratamiento de la

enfermedad. Asi pues. el objetivo principaldela presente tesis puede desglosarse en los dos siguientes:

1 Identificaciónde ligandos especificos capaces de estimular células diabetogénicas del ratón

transgénico BDC2.5 mediante el uso de librerias peptidicas combinatoriales.

2 Evaluación ¡n vivo en ratones NOD y ratones transgénicos BDC2.5 del posible uso de los

ligandos identificados como moduladores del proceso patogénico desencadenado durante el

curso de diabetes mellitus del tipo 1.
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MATERIALES v MÉTODOS
1. ANIMALES

Los ratones NOD, NOD.scid y los transgénicos NOD.BDC2.5 fueron obtenidos de Ia colonia de

ratones situada en “The Scripps Research Institute", San Diego, California. La generación de los ratones

transgénicos NOD.BDC2.5 fue descripta por Katz et al [1]. Los ratones NOD.BDC2.5 fueron donados

generosamente por Ia Dra. Diane Mathis y el Dr. Christopher Benoist (ISERM, Francia). Estos ratones

fueron cruzados por van'as generaciones con ratones NOD. Así mismo, estos ratones fueron mantenidos

en condiciones libres de patógenos previo y durante el desarrollo de los experimentos. Los ratones

NOD.BDC2.5provenientes de nuestra colonia no desarrollan diabetes mellitus de tipo 1 pero desarrollan

insulitisacompañada por Ia presencia de células T especificas contra los islotes del páncreas [2].

2. BIBLIOTECAS PEPTÍDICAS v PÉPTIDOS

Las librerias PS-SCL 97-4, N66 y N37 fueron preparadas en “MixtureSciences, lnc.", San Diego,

California y los péptidos fueron sintetizados en el "Torrey Pines lnstitue for Molecular Studies", San

Diego, California. Tanto los péptidos como las mezclas fueron sintetizadas mediante la aplicación del

método de “sintesis en bolsa de té" descripto por Houghten et al(ver Anexo).

3. ENSAYOS DE PROLIFERACIÓN

Células del bazo de ratones NOD.BDC2.5 ( 6-8 semanas de edad) ó ratones NOD ( 9-11

semanas de edad) fueron depletadas de glóbulos rojos y cultivadas (200-300 103células por pocillo),en

placas de Elisa de 96 pocillos. con medio normalmente usado para células T*. Las mezclas de la librería

PS-PCL 97-4 se agregaron a una concentración final de 100 ug/ml. Las mezclas de las librerias N66 y

N37 y, los péptidos individuales, fueron ensayados en curvas de diluciones consecutivas 1/2. Luego de

48 horas en incubador se agregaron 0.5uCi [H3]Tdr (6.7 C1 mM) en todos los pocillos. Luego de una

noche y sin dejar los cultivos más de 18 horas con el [H3]Tdr se midió la radioactividad incorporada

mediante conteo de centelleo.

* Medio para células T: RPMI 1640 (Fischer Scientific, Pittsburgh, PA) suplementado con 8% FCS (J.R.

Scientific, Woodland, CA), HEPES (10 mM; Sigma, St. Louis, MO), 2-Mercapto-etanol (50 uM 2-M; Bio­

Rad, Richmond, CA), penicilina-streptomicina (5 U/ml y 50 ug/ml respectivamente; BioWhittaker,

Walkersville, MD), y glutamina (2 mM; Sigma).
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4. DETERMINACIÓN DE LOS VALORES DE EC5o DE LAS MEZCLAS v
LOS PÉPTIDOS

Las mezclas de las librerías N66 y N37, y los péptidos individuales, fueron ensayados en curvas

de diluciones consecutivas 1/2 en las condiciones descriptas anteriormente. La concentración que causa

Ia mitad de la máxima respuesta proliferativa (ECso)fue calculada para cada mezcla o péptido en cada

experiemento mediante el programa GraphPad Prism (Graph Pad software, San Diego, CA). La máxima

respuesta proliferativa de cada experimento fue calculada como la media de los valores más altos

obtenidos en dicho experimento.

5. CUANTIFICACIÓN DE LA EXPRESIÓN DE CITOQUINAS

Células del bazo de ratones NOD.BDC2.5 ( 6-8 semanas de edad) fueron depletadas de

glóbulos rojos y cultivadas (200-300 103 células por pocillo), en placas de Elisa de 96 pocillos, con el

medio normalmente usado para células T descripto anteriormente. Luego de 24 ó 48 horas se recogieron

los sobrenadantes y se ensayó la presencia de las diferentes citoquinas mediante Ia aplicación exacta del

método propuesto por O'Connor et al [3]. Brevemente, se incubaron placas de ELISA de 96 pocillos

(Nunc ELISA MaxiSorp microwell plates, Fisher Scientific, Santa Clara, CA, USA) con los anticuerpos

anti-interleuquina 2 (IL-2), anti-interfean gamma (IFN-y) ó anti-interleuquina 4 (IL-4) (PharMingen, La

Jolla, CA, USA) por una noche. Se lavaron las placas tres veces con solución de lavado (0.05%

polyoxyetileno-sorbitan monolaurato (Tween 20, Sigma) en solución salina). Se bloquearon las placas por

4 horas a temperatura ambiente con solución de bloqueo (1% Albúmina de suero de bovino (Grade V,

Sigma), 0,05% Tween 20 y 10% suero fetal bovino (Gibco BRL, Grand Island, NY, USA) en solución

salina. Se lavaron las placas tres veces con solución de lavado. Se colocaron las diluciones seriales

controles de cada una de las citoquinas disueltas en una solución 10% suero fetal bovino (Gibco BRL,

Grand Island, NY, USA) en RPMI 1640 (Gibco BRL) y los sobrenadantes de las muestras

correspondientes. Se cubrieron las placas y se las dejó incubando a 4°C por una noche. Se lavaron las

placas tres veces con solución de lavado. Se agregaron 50p.| del anticuerpo biotinilado correspondiente

para cada una de las citoquinas y se incubaron las placas por dos horas a temperatura ambiente. Se

lavaron las placas tres veces con solución de lavado. Se agregaron 50u| del anticuerpo especifico biotin­

avidin y se incubaron las placas por una hora a temperatura ambiente. Se lavaron las placas tres veces

con solución de lavado. Se agregaron 75u| extravidin-peroxidasa (Sigma, St. Louis, MO, USA) en cada

pocilloy se incubaron las placas por una hora a temperatura ambiente. Se lavaron las placas tres veces

con solución de lavado. Se agregaron 100 ul de los sustratos OPD (Sigma, St. Louis, MO, USA)y UPO
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(Sigma, St. Louis, MO, USA). Se ¡ncubaron las placas por 30 minutos a temperatura ambiente y luego se

leyeron en un lector de placas a 490nm (Sunnyvale, CA, USA).

6. INMUNIZACIONES

En las inmunizaciones por via intravenosa se usó el péptido (200pg) disuelto en solución salina

con ó sin el agregado de ODNs (30 pg) (Operon Technologies, Alameda, CA, USA) disuelto en solución

salina. El volumen final inyectado fue de 300p| / ratón. En las inmunizaciones por via subcutánea se usó

el péptido (50ug) disuelto en solución salina combinado con ODNs (30 pg) ó LPS (20 pg) (Difco, Detroit,

MI,USA) ambos disueltos en solución salina. EI péptido junto con el adyuvante se mezclaron 1:1 con lFA

(Gibco BRL, Grand Island, NY, USA). Los ratones recibieron dos inmunizaciones en la planta del pie de

un volumen de 50 pl/ inmunización. En estos experimentos se usaron grupos de tres ratones por grupo.

Los ratones fueron elegidos siempre dentro de Ia misma edad y sexo.

7. MODELO DE TRANSFERENCIA DE DIABETES

Células del bazo de ratones machos NOD.BDC2.5 ( 6-8 semanas de edad) fueron cultivadas

(6x106células por pocillo) con el péptido p63-1040 (0,5 pg/ml) en placas de cultivo de 6 pocillos, con 3 ml

del medio normalmente usado para células T descripto anteriormente por pociIIo.Luego de 72 horas las

células fueron Iavadas dos veces en solución HANKS(Gibco BRL, Grand Island, NY, USA) y puestas a

una concentración de 30 millones de células por 300 ul de PBS para ser inyectadas intravenosamente en

ratones machos NOD recipientes (6-8 semanas de edad). Luego de una semana se midió el valor de

glucosa en Ia sangre de la cola de los ratones NOD recipientes. Un valor igual o mayor a 300mg/dl se

tomó como indicativode diabetes.

e. CITOMETRÍA DE FLUJO

En todos los experimentos analizados por citometría de flujo las células a analizar (eventos

dentro de rectángulos) fueron seleccionadas de Ia siguiente manera: primero, en función de sus

propiedades de tamaño y granularidad (gráficos mostrados ocasionalmente en el trabajo) y luego en

función de area de fluorescencia (gráficos presentados en el trabajo). Todos las muestras de todos los

experimentos fueron realizados en un citómetro de flujo de 4 colores (Becton Dickinson).

3.1 ANÁLISIS DE LA ACTIVACIÓN IN vrvo DE LOS LINFOCITOS T CD4(+) DE
RATONES BDC2.5

Ratones BDC2.5 fueron inmunizados en Ia planta del pie, un día más tarde fueron sacrificados y

los nódulos linfáticos que drenan el área de inmunización fueron procesados para analizar Ia presencia
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de células T activadas. Dado que en estos ratones todos los linfocitos T CD4 expresan el haplotipo V84

de la cadena B del receptor celular T, fue posible usar indistintamente un anticuerpo anti-CD4 o un

anticuerpo anti-V84 para analizar Ia población de células T CD4(+). Las células fueron Iavadas una vez

en solución salina y luego Iavadas en solución de teñido 0,02% azida/ 0,1 % BSA (Sigma, St. Louis, MO,

USA)disuelto en PBS (pH=7.4). Se tiñeron 0,5 millones de células de cada muestra con el anticuerpo

anti-VB4 conjugado con isotiocianaI-fluoresceina (FITC) y el anticuerpo anti-C025 conjugado con

flcoeritrina (PE) durante media hora a 4°C. Se lavaron las muestras con 3 ml de solución de teñido y se

fijaronen una solución 1% paraformaldehido disuelto en PBS para su posterior análisis.

3.2 ANÁLISIS DEL PORCENTAJE DE CÉLULAS APOPTÓTICAS EN LINFOCITOS
T CD4(+) LUEGO DE LA INMUNIZACIÓN IN VIVO CON LIGANDOS DE DIFERENTE
AFINIDAD

Ratones BDC2.5 fueron inmunizados en Ia planta del pie, un día más tarde fueron sacrificados y

los nódulos linfáticos que drenan el area de inmunización fueron procesados para estudiar el porcentaje

de células T BDC2.5 apoptóticas. Las células fueron lavadas una vez en solución salina y luego Iavadas

en solución de teñido. Se tiñeron 1 millón de células de cada muestra con el anticuerpo anti-V84

conjugado con FITC y el anticuerpo anti-C025 conjugado con aloficocianina (APC) durante media hora a

4°C. Se lavaron las muestras en solución de teñido y se procedió al teñido con Annexin-Vconjugado con

PE (PharMingen, La Jolla, CA, USA) y 7-AAD (PharMingen, La Jolla. CA, USA) siguiendo exactamente

las instrucciones propuestas por el fabricante. Las mezclas se analizaron de Ia siguiente manera:

primero. se seleccionaron por Ia presencia del marcador VB4y ausencia de 7-AAD,es decir células vivas

T CD4(+). Con esta selección de células se procedió a graficar un histograma para representar el

porcentaje de Annexin-V.Para deterimar Ia presencia del marcador 0025 en las células apoptóticas se

realizó un gráfico CD25 vs. Annexin-Vde Ia selección de células recién mencionada.

8.3 DETECCIÓN DE CÉLULAS T CD4(+)VB4(+) Y CD4(+)(DIMER P63-1040)(+) EN
RATONES NOD USADOS EN EL MODELO DE TRANSFERENCIA DE DIABETES

Se sacrificaron los ratones NOD entre 7 y 10 dias luego de recibir las células patogénicas

BDC2.5. Se procesaron los nódulos pancreáticos hasta tenerla células en una suspención homogénea.

Las células fueron lavadas una vez en PBS y luego lavadas en solución de teñido. Se separaron dos

muestras por ratón cada una de las cuales con 0.5 millones de células. Se tiñó una de las muestras con

el anticuerpo anti-V64 conjugado con FITC y el anticuerpo anti-CD4 conjugado con phycoerytrina (PE)

durante media hora a 4°C. Se lavaron las muestras con 3 ml de solución de teñido y se fijaron en una

solución 1% paraformaldehido disuelto en PBS para su posterior análisis. La segunda muestra se tiñó



Materiales y Métodos 5

con el dimer p63-1040 conjugado con FITC por una hora a 4°C. En los últimos 20 minutos de encubación

con el dimmer se agregó el anticuerpo anti-CD4 conjugado con phycoerytrina (PE). Se lavaron las

muestras con 3 mI de solución de teñido y se fijaron en una solución 1% paraformaldehído disuelto en

PBS para su posterior análisis. Las dos series de mezclas se analizaron de la siguiente manera: primero,

se seleccionaron por la presencia del marcador CD4. Con esta selección de células se procedió a

graficar un histograma para representar Ia presencia en éstas células del marcador VB4 ó dimmer p63­

1040depende el caso.

9. HISTOLOGÍA E INMUNO-HISTOQUÍMICA

Se sacrificaron los ratones NOD entre 7 y 10 dias luego de recibir las células patogénicas

BDCZ.5.Se extrajeron los páncreas y se los fijó una noche en solución 10% paraformaldehído disuelto

en PBS y fueron embebidos en parafina. Se cortaron secciones de 5pm y fueron teñidas con

hematoxilina-eosina mediante el método convencional [2]ó teñidas para evaluar Ia presencia de células

productoras de insulina [4]. Brevemente. se quitó la parafina de las secciones y se las bloqueó con 2%

suero normal de cabra ntes de aplicar el anticuerpo primario anti-insulina (DAKO.Carpentaria, CA). La

unión del anticuepro primario fue detectada mediante el uso de un anticuerpo especifico secundario

(Vector Laboratories, Burlingame, VT) y el complejo avidina-biotina (ABC kit, Vector Laboratories. CA).



Referencias 1

1. Katz, J.D., Wang. B., Haskins, K., Benoist, C., and Mathis, D. Following a diabetogenic T

cell from genesis through pathogenesis. Cel/1993; 74:1089-100.

2. Mueller. R., Bradley, L.M., Krahl, T., and Sarvetnick, N. Mechanism underlying

counterregulation of autoimmune diabetes by IL-4. Immunity 1997; 7:411-8.

3. O'Connor. E., Roberts, E.M., and Davies, J.D. Amplification of cytokine-specific ELISAs

increases the sensitivity of detection to 5-20 picograms per milliliter.J lmmuno/ Methods 1999; 229z155­

60.

4. Gu, D. and Sarvetnick, N. Epithelial cell proliferation and islet neogenesis in lFN-y

transgenic mice. Development 1993; 11833-46.



Anexo 1

En el presente anexo se dará una explicación detallada y general del método de trabajo con

bibliotecas peptídicas para un mayor entendimiento del trabajo realizado con bibliotecas peptídicas

durante el desarrollo de esta Tesis.

1. SOBRE LAS BIBLIOTECAS PEPTÍDICAS

Los péptidos sintéticos han sido una herramienta esencial en la biomedicina y en la química

farmacéutica de las últimas décadas. La creciente demanda y los progresos realizados en química

sintética han impulsado el desarrollo de métodos que permiten generar millones de péptidos de manera

rápida y sencilla. para su posterior evaluación biológica.

El objetivo de Ia síntesis y escrutinio de todas las combinaciones de secuencia posibles para un

péptido de longitud modesta supera con creces la capacidad de estos métodos (por ejemplo. el conjunto

de hexapéptidos formados por los 20 aminoácidos naturales lo componen 64.000.000 secuencias

diferentes). Es por ello que el salto cualitativamente más importante lo constituyó la introducción del

componente combinatorio en la sintesis, que daba así pie a la generación de niveles muy elevados de

diversidad. Estas colecciones de péptidos, denominadas bibliotecas peptídicas ( o peptidotecas), a pesar

del enorme desafío que plantea la identificación de una secuencia activa entre tal elevado número de

análogos, han proporcionado un nuevo instrumento en la constante búsqueda de secuencias de interés

biológico o terapéutico [1]. Todo ello ha abierto una nueva dimensión en la investigacion químico­

farmacéutica, dando lugar a lo que actualmente se conoce como química combinatoria, inicialmente

restringida a estructuras peptídicas pero actualmente generalizada a amplias áreas de la química

orgánica [1-5].

1.1 OBTENCIÓN DE BIBLIOTECAS PEPTÍDICAS

1.1.1 SÍNTESIS MÚLTIPLE PARALELA

La manera más simple de obtener un elevado número de péptidos es sintetizar las distintas

secuencias simultáneamente y en paralelo, haciendo crecer cada cadena en su propio soporte sólido y

en un recipiente individual, de manera que cada péptido está físicamente localizado a lo largo de la

síntesis. Asi es como funcionan los sintetizadores automáticos destinados a Ia sintesis múltiple. donde

cada péptido en su porción de resina se encuentra en un reactor diferente, controlando desde un

ordenador Ia adición de reactivos y disolventes.
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1.1.2 SÍNTESIS EN VARILLAS DE POLIETILENO

El grupo de Geysen y col. [6, 7] fue el primero en utilizar el concepto de sintesis paralela

aplicándolo al mapeo de epítopos. Diseñaron un sistema para sintetizarsimultáneamente 96 péptidos,

que consiste en otras tantas varillas de polietileno (de 40 x 4 mm) dispuestas en un bloque de manera

que encajan en una placa de ELISAestándar (Figura 1). En este sistema, cada pocillo de la placa sirve

de reactor en las etapas de acoplamiento (que se realizan siguiendo el procedimiento habitual de síntesis

en fase sólida con quimica Boc), y los lavados y desprotecciones tienen lugar en un baño común.

Cuando la sintesis ha finalizado, las cadenas laterales de los aminoácidos se desprotegen y los péptidos

anclados al soporte sólido se ensayan por ELISA.Este método, denominado PEPSCAN, ha sido utilizado

ampliamente y con éxito en la identificación de determinantes antigénicos [8-10]. Posteriormente, el

mismo grupo propuso una metodologia para obtener péptidos en forma libre, siguiendo un esquema de

Figura 1.Representación esquemática de un bloque con 96 varillas de
polietileno, diseñado por Geysen y co|., sobre las que se sintetizan
simultáneamente los péptidos.

protección Fmoc/tBu y con un espaciador bifuncional que permitía liberar los péptidos del soporte sólido

por formación de dicetopiperacinas en un tampón a pH 7. Esta modificación permite realizar los ensayos

biológicosen solución, quedando asi superado uno de los mayores inconvenientes del método.

1.1.3 SÍNTESIS EN BOLSAS DE TÉ

EI método de sintesis de péptidos en bolsa de té fue desarrollado por Houghten [11] para

obtener manualmente y de una manera muy sencilla un gran número de péptidos. La resina se introduce

en una bolsa de polipropileno (donde la síntesis tendrá lugar), cuyo tamaño de malla (74 pm) permite Ia

entrada y salida de los reactivos y disolventes utilizados en la sintesis sin pérdidas mécanicas de

polímero. Después de haber marcado con un rotulador (o impresora) la bolsa, cuyo tamaño depende de

la cantidad de resina que requiera la sintesis, ésta se sella de modo que la etiqueta puede leerse

fácilmente en cualquier momento de la síntesis. Así pues, estas bolsas, denominadas bolsas de té (de

las que se muestra un esquema en Ia Figura 2) son los reactores de este sistema de sintesis múltiple.
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malla

resina

etiqueta

Figura 2. Esquema de una bolsa de té (con resina en su
interior) utilizada en la síntesis múltiple en fase sólida.

EI procedimiento de sintesis consiste en realizar las etapas comunes de lavado y desprotección

del grupo a-amino en un mismo reactor, que no es más que una botella de polipropileno, y para las

etapas de acoplamiento agrupar las bolsas en tantas botellas como número de aminoácidos diferentes se

hayan de incorporar. Dichas botellas contienen una disolución del aminoácido a acoplar, junto al

correspondiente agente de acoplamiento. Todas las etapas se realizan de forma manual, aunque la

agitación se lleva a cabo de modo automático. Alfinal de Ia síntesis cada bolsa contiene un único péptido

de secuencia conocida que se puede desanclar de la resina utilizando un sistema múltiplede escisión

con HF anhidro (para una sintesis con esquema de protección Boc/le) a fin de obtener los péptidos

libres.

Una de las principales ventajas de este método es su flexibilidadquimica ya que, en principio, se

pueden utilizar todas las resinas, espaciadores bifuncionales y esquemas de protección habituales en

sintesis peptídica en fase sólida, así como el hecho de que permite obtener los péptidos libres en lugar

de anclados al soporte sólido, Io que hace posible su ensayo en solución. Además, esta estrategia

posibilita Ia obtención de péptidos en cantidades suficientes para, si conviene, ser posteriormente

purificados y caracterizados.

Además de los métodos de síntesis múltiple en paralelo previamente detallados, existen otras

aproximaciones en que la síntesis se lleva a cabo sobre soportes sólidos no tradicionales, como por

ejemplo algodón o láminas de celulosa funcionalizadas. En estas metodologías se utiliza un esquema de

protección Fmoc/tBu y, si se desea, los péptidos pueden liberarse del soporte al final de la sintesis. Otra
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alternativa más sofisticada consiste en eI empleo de láminas de cristal como soporte sólido. En esta

aproximación, el grupo fotolábil nitroveratriloxicarbonilo (Nvoc) actúa como protector del grupo a-amino

de cada aminoácido. De esta manera, haciendo incidir luz selectivamente sobre los residuos que se

desea desproteger y posteriormente incorporando el aminoácido que corresponda, se van elongando las

diferentes cadenas peptidicas sobre la lámina de cristal.

1.2 ACOPLAMIENTO DE MEZCLAS

Siguiendo con la metodología de síntesis en paralelo que utiliza reactores localizables, la

introducciónen cada etapa de acoplamiento de mezclas de aminoácidos activados sobre una misma

peptidil-resinapermite combinar una sintesis determinada, y de este modo obtener mezclas compuestas

por un gran número de péptidos. Este método eleva sustancialmente Ia cantidad de compuestos que se

pueden obtener, reduciendo a un tiempo el número de recipientes requeridos en una síntesis paralela

clásica. Por su sencillez metodológica, Ia síntesis se puede realizar manualmente (en bolsas de té,

jeringas, etc.) o bien en un sintetizador automático.

Esta aproximación se basa en la incorporación, en cada posición, de una mezcla equimolar de

los residuos deseados. Sin embargo, los distintos aminoácidos se acoplan a velocidades diferentes sobre

la resina. Así, por ejemplo, los aminoácidos a-ramificados como lle, Thr o Val se acoplan más

lentamente que los no ramificados Ala o Gly. Para solucionar este problema se deben ajustar las

proporciones relativas de los aminoácidos activados a incorporar, añadiendo cantidades mayores de

aquéllos que se acoplan más lentamente, con el fin de lograr una incorporación equimolar. Una

alternativa consiste en añadir un solo equivalente (como máximo) de una mezcla equimolar de

compuestos, de modo que si la reacción de acoplamiento se deja suficiente tiempo, la velocidad de

incorporación de los distintos componentes no afecta a la composición final .

Con este método se obtienen millones o incluso billones de péptidos en una única síntesis. A

modo de ejemplo, el compuesto con sólo 6 posiciones combinatorializadas XXXXXX,donde X es una

mezcla de los 20 aminoácidos naturales, está formado por un conjunto de 64 millones (205)de péptidos.

Si en lugar de un hexámero se trata de un decámero, la mezcla XXXXXXXXXXcontiene más de 10 mil

millones (201°) de péptidos. La contrapartida, sin embargo, es que la detección de tamaña cifra de

compuestos y la realización de los correspondientes ensayos biológicos resulta bastante laboriosa. Los

ensayos de escrutinio en busca del péptido biológicamente activo se realizan con mezclas de

compuestos. Una vez hallada una mezcla que muestra cierta actividad biológica, se emprende un
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proceso de desconvolución que consiste en Ia síntesis y sucesivo escrutinio de mezclas mas definidas,

es decir, con menor número de componentes, hasta hallar la secuencia activa dentro de la mezcla. Este

proceso de desconvolución, que ya aplicaron Geysen y col. [12], con mezclas peptidicas ancladas a

varillas de polietileno, puede resultar muy tedioso. Actualmente las estrategias seguidas para la

identificación sistemática de Ia secuencia activa en una mezcla son el proceso iterativo de selección y

sintesis o bien el escrutinio posicional, que se explican a continuación.

1.2.1 PROCESO ITERATIVO

La desconvolución de una biblioteca siguiendo un proceso iterativo se detalla seguidamente, a

partir del ejemplo de la primera biblioteca preparada en solución (Tabla 1). Ésta consiste en secuencias

de hexapéptidos acetilados, donde los dos primeros residuos (desde el extremo amino) están

individualmente definidos y los cuatro siguientes se componen de una mezcla de 18 aa (los 20 naturales

excepto Cys y Trp). Dicha biblioteca se representa como Ac-0102XXXX-NH2 siendo 0102: AA,AC, AD,

etc hasta YV, YW, YY,es decir, un total de 400 mezclas.

Etapa Proceso secuencia núm. mezclas péptidos/mezcla núm. total péptidos

1 escrutinio OOXXXX 400 160.000 64.000.000
selección RRXXXX 1 160.000 160.000

2 sintesis RROXXX 20 8.000 160.000

3 escrutinio RROXXX 20 8.000 160.000
selección RRWXXX 1 8.000 8000

4 sintesis RRWOXX 20 400 8000

5 escrutinio RRWOXX 20 400 8000
selección RRWCXX 1 400 400

6 sintesis RRWCOX 20 20 400

7 escrutinio RRWCOX 20 20 400
selección RRWCKX 1 20 20

8 sintesis RRWCKO 20 1 20

9 escrutinio RRWCKO 20 1 20
selección RRWCKR 1 1 1

Tabla 1. Proceso iterativo para Ia desconvoluciónde Ia biblioteca peptidica
Ac-OOXXXX-NHZ.

De estas mezclas peptidicas independientes que componen Ia biblioteca, se selecciona en un

primer ensayo Ia más activa (en este caso, la que posee la pareja RR en posición N-terminal). A
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continuación. en un proceso iterativo, las siguientes posiciones (X) se van definiendo sintéticamente con

cada uno de los 20 aminoácidos naturales. En cada paso del proceso, nuevas mezclas peptidicas con

una posición adicional definida se ensayan para identificar el nuevo aminoácido definido más activo,

disminuyendo cada vez el número de secuencias que componen las mezclas (Tabla 1). Tras 9 etapas se

logra determinar eI péptido activo.

A pesar de que el proceso iterativo para la desconvolución de una biblioteca peptidica puede

resultar tedioso, este método se considera muy seguro en la determinación de la especie activa.

1.2.2 ESCRUTINIO POSICIONAL

Este método de escrutinio consiste en Ia utilización de un conjunto de bibliotecas individuales,

denominadas posicionales, cada una con una única posición de Ia secuencia definida (O) y el resto

formado por mezclas aminoacídicas (X). El número de estas subbibliotecas es igual al de residuos que

componen Ia secuencia peptidica. Cada biblioteca posicional proporciona información sobre los residuos

más relevantes dela posición que tiene definida. Esta informaciónse puede utilizar posteriormente para

sintetizar compuestos individuales que representen todas las combinaciones posibles de los residuos

más activos en cada posición. La síntesis y evaluación de estas secuencias resultantes confirma la

información obtenida en el escrutinio de las bibliotecas.

Para discutir esta aproximación se ha seguido con el ejemplo del apartado anterior. Se necesitan 6

bibliotecas posicionales en solución, cada una formada por 20 mezclas peptidicas, con una posición

definida por uno de los 20 L-aa y las 5 restantes compuestas por mezclas de éstos. Estas bibliotecas,

que sólo difieren en Ia localizacion de Ia posición definida, contienen un total de 120 mezclas y se

representan como Ac-O1XXXXX-NH2, Ac-XOZXXXX-NHZ,Ac-XXOBXXX-NH2, Ac-XXXO4XX-NH2, Ac­

XXXXOSX-NHZy Ac-XXXXXOG-NHZ(Tabla 2). En una sola etapa de escrutinio se ensayan las 120

mezclas, seleccionándose un residuo para cada posición (es decir, una de las 20 mezclas ensayadas

para cada posición), lo que da lugar a una única secuencia peptidica que debe sintetizarse para

posteriormente confirmar su actividad. En el caso de seleccionar más de una mezcla en alguna posición

(por ejemplo, O1 = A, R, O2 = G, R, 03 = M. W. O4 = C, 05 = K y 06 = R, S), entonces el número de

secuencias a sintetizar aumenta (2 x 2 x 2 x 1 x 1 x 2 = 16 péptidos).

De manera equivalente, el escrutinio posicional puede realizarse con una biblioteca con dos

posiciones definidas: O102XXXX, XXO304XX, XXXX0506. Esta biblioteca, que presenta Ia misma

diversidad que la de una sola posición definida, está formada por 1200 mezclas (3 x 400) y cada una se
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Etapa Proceso secuencia núm. mezclas péptidos/mezcla núm. total péptidos

1 escrutinio OXXXXX 20 3.200.000 64.000.000
escrutinio XOXXXX 20 3.200.000 64.000.000
escrutinio XXOXXX 20 3.200.000 64.000.000
escrutinio XXXOXX 20 3.200.000 64.000.000
escrutinio XXXXOX 20 3.200.000 64.000.000
escrutinio XXXXXO 20 3.200.000 64.000.000

selección RXXXXX 1 3.200.000 3.200.000
selección XRXXXX 1 3.200.000 3.200.000
selección XXWXXX 1 3.200.000 3.200.000

selección XXXCXX 1 3.200.000 3.200.000
selección XXXXKX 1 3.200.000 3.200.000
selección XXXXXR 1 3.200.000 3.200.000

2 sintesis RRWCKR 1 1 1

Tabla 2. Escrufinio posicionalen Ia desconvolución de una librería de hexapéptidos
ace'rilados.

compone de 194 hexapéptidos. La síntesis de la misma, así como su escrutinio, es en este caso más

Iaboriosa debido al elevado número de mezclas que la componen. Sin embargo, los resultados que

proporciona son más fiables ya que se definen dos posiciones adyacentes simultáneamente y, además,

la concentración de una determinada secuencia dentro de cada mezcla peptídica es mucho mayor que

para la biblioteca con una sola posición definida. Este método agiliza mucho el proceso desconvolutivo,

lo que hace que sea muy atractivo y muy utilizado en Ia búsqueda de péptidos (y otros compuestos

orgánicos) activos [13-15]. Cabe destacar, por último, que en un escrutinio posicional siempre puede

iniciarse un proceso iterativo a partir de cualquiera de las posiciones de Ia secuencia.
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ANEXO

Aminoácidos profeinogénicos empleados en el
presente esfudio: estructura, código de Tres letras

y código de una |etra*

AMINOÁCIDO ESTRUCTURA AMINOÁCIDO ESTRUCTURA

H
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Glu ac' o E H',3;0H Thr lreonina T HNEO”glulámico HzN ' oo
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“3;;0H H: OH
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'Las abreviaturas de los aminoácidos siguen las reglas de la Comisión de Nomenclatura Bioquímicadela IUPAC­

IUBespecificadas en Eur. J. Biochem., 138, 9-37 (1984) y en J. Biol. Chem., 264, 633-637 (1989).
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1. DESCONVOLUCIÓN DE LA ESPECIFICIDAD DE LAS CÉLULAS T
CD4+ BDCZ.5

1.1 APROXIMACIÓN COMBINATORIAL

La búsqueda de Iigandos especificos para las células BDC2.5 se realizó mediante el uso de

bibliotecas peptídicas. Diferentes trabajos anteriores han demostrado Ia efectividad de este método en Ia

identificación de Iigandos tanto para clones de células T para los cuales ya se conocía la especificidad

antigénica o para los cuales. como en el caso de BDC2.5, la especificidad era desconocida [1-7].

El primer paso en este proceso de búsqueda se llevó a cabo mediante el escrutinio posicional de

la biblioteca de decapéptidos denominada PS-SCL 97-4 (del inglés Positional Scanning - Synthetic

Combinatorial Library) sintetizada en Torrey Pines Institute for Molecular Studies mediante el método

desarrollado por Houghten et al [8](verAnexo, Materiales y Métodos). La decisión de usar una biblioteca

compuesta de péptidos de 10 aminoácidos de largo fue basada en experiencias anteriores donde pudo

demostrarse exitosamente la identificación de antígenos especificos para un clon celular T CD4+ [1, 6].

PS-SCL 97-4 es una biblioteca sintética hecha a partir de L- aminoácidos y en la cual todos los

péptidos poseen el extremo amino acetilado y el extremo carboxilo amidado. Esta biblioteca está

compuesta de 200 mezclas. Las primeras 20 mezclas se representan como Ac-O1XXXXXXXXX-NH2

donde O representa cada uno de los posibles 20 L-aminoácidos naturales (ver anexo 1) y X representa

todos los L-aminoácidos naturales, con la excepción de cisteína, en cada una de las posiciones

restantes. De la misma manera, las siguientes 20 mezclas se representan AC-XOzXXXXXXXX-NH2y

difieren de las primeras en la localización de Ia posición definida (Tabla 1). Cada mezcla en esta

biblioteca contiene 3.2x1011(199) péptidos individuales presentes en aproximadamente concentraciones

equimolares. Asumiendo un peso molecular promedio por aminoácido de 120, cada decapéptido tiene un

peso molecular de 1200. Dado que en general las mezclas se ensayan a una concentración de 100ug/ml

(83uM), Ia concentración de cada péptido en cada mezcla es de 2.5x10-15M.

Qué información se obtiene a partir del escrutinio de esta biblioteca? Cada una de las mezclas

que componen esta biblioteca proporciona información específica y única acerca de Ia actividad de los

péptidos que la conforman. Asi por ejemplo, si de las 20 mezclas que tienen definida la posición 1 sólo

resulta activa Ia mezcla Ac-AXXXXXXXXX-NH2significa que uno o más péptidos que contienen alanina
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Mezclas Posición 1 Mezclas Posición 2 Mezclas Posición 10

Ac-OvXXXXXXXXX -NH; Ac-XOzXXXXXXXX -NH2 AC-XXXXXXXXXOI) -NH2

1 Ac-AXXXXXXXXX -NH; Ac-XAXXXXXXXX -NH; Ac-XXXXXXXXXA -NH2
2 Ac-CXXXXXXXXX -NH2 Ac-XCXXXXXXXX -NH; Ac-XXXXXXXXXC -NH2
3 Ac-DXXXXXXXXX -NH; Ac-XDXXXXXXXX -NH2 Ac-XXXXXXXXXO -NH2
4 Ac-EXXXXXXXXX -NH2 Ac-XEXXXXXXXX -NH2 Ac-XXXXXXXXXE -NH2
5 Ac-FXXXXXXXXX -NH2 Ac-XFXXXXXXXX -NH2 Ac-XXXXXXXXXF -NH2
6 Ac-GXXXXXXXXX -NH2 Ac-XGXXXXXXXX -NH2 Ac-XXXXXXXXXG -NH2
7 Ac-HXXXXXXXXX —NH2 Ac-XHXXXXXXXX -NH2 Ac-XXXXXXXXXH -NH2
3 Ac-I xxxxxxxxx -NH; Ac-XI xxxxxxxx -NH2 Ac-XXXXXXXXXI -NH2
9 Ac-Kxxxxxxxxx -NH2 Ac-XKXXXXXXXX -NH2 Ac-XXXXXXXXXK -NH2

10 Ac-LXXXXXXXXX -NH2 Ac-XLXXXXXXXX -NH2 Ac-XXXXXXXXXL -NH2
11 Ac-MXXXXXXXXX -NH2 Ac-XMXXXXXXXX -NH2 Ac-XXXXXXXXXM -NH2
12 Ac-NXXXXXXXXX 'NHz Ac-XNXXXXXXXX -NH2 Ac-XXXXXXXXXN -NH2
13 Ac-PXXXXXXXXX -NH2 Ac-XPXXXXXXXX -NH; Ac-XXXXXXXXXP -NH2
14 Ac-QXXXXXXXXX -NH2 Ac-xoxxxxxxxx -NH2 Ac-xxxxxxxxxo -NHz
15 Ac-RXXXXXXXXX -NH2 Ac-XRXXXXXXXX -NH2 Ac-XXXXXXXXXR -NH;
16 Ac-SXXXXXXXXX -NH2 Ac-XSXXXXXXXX -NH; Ac-XXXXXXXXXS -NH2
17 Ac-TXXXXXXXXX -NH2 Ac-XTXXXXXXXX -NH2 Ac-XXXXXXXXXT -NH2
1a Ac-vxxxxxxxxx -NH2 Ac-XVXXXXXXXX -NH2 Ac-XXXXXXXXXV -NH;
19 Ac-wxxxxxxxxx -NH2 Ac-XWXXXXXXXX -NH2 Ac-XXXXXXXXXW -NH2
20 Ac-YXXXXXXXXX -NH2 Ac-XYXXXXXXXX -NH2 Ac-XXXXXXXXXY -NH2

Tabla l. Biblioteca PS-SCL 97-4 compuesta por un total de 200 mezclas de
decapéptidos. Los decapéptidos contienen L-aminoácidosy están ocetilados en el extremo
N-terminal.

en Ia posición 1 son capaces de activar el sistema. Si de las 20 mezclas que tienen definida la posición 2

sólo resulta activa la mezcla Ac-XYXXXXXXXX-NH2significaque uno o más péptidos que contienen

tirosina en Ia posición 2 son capaces también de activar el sistema. Del mismo modo, para poder obtener

informaciónsobre las preferencias en el resto de las posiciones es necesario ensayar todas las mezclas

de la biblioteca. Sin embargo, es importante entender que luego de que se ensayaron todas las mezclas

y se hizo una selección de aminoácidos, el diseño de péptidos individuales mediante la combinación de

dichos aminoácidos en general resultan activos no necesariamente siempre resulta asi. Esto se debe a

que cuando se diseñan los péptidos individualesen base a la combinación de residuos definidos en cada

una de las mezclas activas, se está asumiendo que son los mismos péptidos los que dan actividad en las

diferentes mezclas. En otras palabras, y siguiendo el ejemplo anterior, los péptidos activos en la mezcla

con alanina en posición 1 no son necesariamente los mismos que resultaron activos en Ia mezcla con

tirosina en la posición 2 por Io tanto. si se sintetizan decapéptidos individuales con alanina en posición 1,

tirosina en posición 2 y una cierta combinación de aminoácidos en las otras posiciones dichos péptidos

no necesariamente serán activos.
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1.2 PROCESO EXPERIMENTAL DE DECONVOLUCIÓN

1.2.1 ESCRUTINIO DE CÉLULAS BDCZ.5 CON LA BIBLIOTECA PS-SCL 97-4

Cada una de las 200 mezclas de esta biblioteca fue ensayada en un ensayo de proliferacióncon

células aisladas directamente del bazo de ratones 8002.5 (Figura 1). La gran ventaja de este sistema es

que estas células se pueden cultivardirectamente en presencia de cada una de las mezclas ya que en

dicha mezcla celular se encuentran tanto las celulas T BDC2.5 como las células presentadoras de

anfigeno.

MEZCLAS

l Ac-AXXXXXXXXX-NHZ
2 Ac-CXXXXXXXXX-NHZ

zoo Ac-XXXXXXXXXY-NHZ

Ac-AXXXXXXXXX-Nkfi

CÉLULAS T BDCZ.5 CÉLULAS PRESENTADORAS
DE ANTIGENO

PROLIFERACIÓN

Figura 1. Representación de| ensayo realizado pra estudiar la actividad de la
biblioteca PS-SCL 97-4 en céluas BDCZ.5.

El ensayo de proliferación se llevó a cabo en placas de ELISAde 96 pocillos y cada una de las

200 mezclas fue probada en duplicado. En cada placa se dejaron 6 pocillos con células sin estimular que

fueron luego usados para calcular el nivel basal de proliferación de las células en ausencia de

estimulante. Los cultivos se mantuvieron durante 3 dias en un incubadora 37°C bajo una presión de 5%

de C02. La noche previa a retirar los cultivos se agregan 0.5uCi de timidina radiactiva (3H TdR) para

cuantificar la incorporación de 3H TdR en cada pocillo. El 3H TdR es incorporado en el ADN de las

celulas, por Io tanto a mayor división celular, mayor 3H TdR incorporado. Dicho en otras palabras, si la

mezcla presente en el pocillocontiene uno o más péptidos capaces de formar un complejo MHC-péptido

en las células presentadoras de antígeno y dicho complejo es capaz de activar las células T BDC2.5 a

través su TCR, estas células proliferarán y dicha proliferación es cuantificada mediante la incorporación
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de 3HTdR. Este experimento fue realizado cuatro veces en diferentes días con resultados similares. La

Figura 2 muestra los resultados obtenidos en uno de los cuatro experimentos. Los resultados están

esquematizados mediante gráficos de barras. donde cada barra corresponde a las cuentas de

radioactividad obtenidas en promedio para una determinada una mezcla (recordar que cada mezcla es

ensayada por duplicado) y cada gráfico muestra Ia estimulación con cada una de las 20 mezclas de Ia

posición definida indicada. Para mayor simplicidad y un análisis más exacto de los resultados se

expresará de ahora en mas Ia capacidad estimulatoria de una mezcla con el Índice de Estimulación (IEs).

Dicho indice se calcula con el número promedio de las cuentas radioactivas obtenidas con los duplicados

de dicha mezcla dividido las cuentas obtenidas en promedio entre los pocillos control. EI IEs permite

comparar mejor los resultados entre diferentes experimentos ya que relaciona las cuentas obtenidas con

cada una de las mezclas con el nivel de proliferacióncontrol de cada experimento. Pueden extraerse de

Ia Figura 2 dos observaciones claras. Las mezcla que contiene péptidos con prolina en posición 4 y Ia

mezcla que contiene péptidos con metionina en posición 9 presentan IEs entre tres y cuatro veces

mayores que el nivel de proliferación control. En eI resto de las posiciones no se observaron mezclas que

presenten una clara diferencia en actividad con respecto al resto, sin embargo sería posible definir un

grupo de mezclas más activas que otras. De estos resultados se desprenden 3 diferentes conclusiones:

1- Basado en el IEs obtenido con la mezcla que tiene definida Ia posición 4 con prolina se deduce que

uno o más péptidos de dicha mezcla son capaces de estimular células T CD4+ 8002.5. Siguiendo el

mismo razonamiento, existen uno o más péptidos con metionina en posición 9 con capacidad de

estimular células T CD4+ BDC2.5. 2- Basado sólo en estos resultados no puede inferirse que los

péptidos activos con prolina en posición 4 son los mismos péptidos que contienen metionina en posición

9. 3- En el resto de las posiciones (1,2.3,5,6,7.8 y 10) se definió un criterio en base aI cual se procedió a

Ia selección de las mezclas más activas. Dicho criterio consistió en la inclusión de las mezclas que

resultaron más activas en al menos 2 de los 4 experimentos. Se fijó arbitrariamente un valor de IEs > 1.5

para considerar a una mezcla activa. La selección de un número mayor de IEs hubiera ocasionado el

riesgo de que un residuo importante en Ia actividad final de los péptidos quede excluido de los pasos

siguientes del proceso de desconvolución.

Basado entonces en las tres conclusiones anteriores se seleccionaron los correspondientes

residuos en cada una de las posiciones (Tabla 2). Como puede observarse, para aplicar el mismo

criterio. en las posiciones 4 y 9, no sólo se seleccionaron prolina y metionina respectivamente sino que

se incluyeron las mejores mezclas que mostraron un IEs mayor que 1.5 en al menos 2 de los 4

experimentos.
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Figura 2. Proliferación de células BDCZ.5en respuesta a cada una de las mezclas
que componen la biblioteca PS-SCL 97-4. Estos son los resulTados represenfafivos de
uno de 4 experimem‘os. El eje X indica células cuITivadas sin mezclas (61)o células
culTivadas con las mezclas compuestas de péptidos que tienen uno de los 20
aminoácidos naturales (código de una letra A, C, D, e1’c.) en la posición indicada. El
eje Y indica la proliferación medida en cuenTas por minuToalcanzada luego de 3 días
de cultivo (ver Maferiales y Métodos).
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Idealmente, en este punto del proceso, se podria proceder a la sintesis y ensayo de péptidos

individuales diseñados en base a la combinación de los aminoácidos seleccionados luego del escrutinio

de Ia biblioteca (Tabla 2). En en caso de las células BDC2.5. dado el alto número de mezclas

seleccionadas en cada posición esto implicaba la sintesis de más de 40 millones de péptidos

(8x6x5x6x6x6x6x4x5x6).Se trata de un número demasiado elevado. no sólo por el tiempo y esfuerzo que

se deberia invertir en Ia sintesis sino también por su altísimo costo económico. Por estos motivos no se

estimó esta opción como Ia más factible.

Posicion

X1 X2 X3 X4 x5 X6 X7 X3 X9 X10

W P A P P W V R M M

Y R L I G 5 R M Y T

L H M L V Q M S C G

M V P G L H 6 I T A

N G R A T R L K W

A S S H A F E

Q T
R

Tabla 2. En cada una de las posiciones se muestran en
orden decreciente de actividad los aminoácidos definidos
en cada una de las mezclas que resultaron mas activas en
al menos dos de los cuatro experimentos realizados
durante el escrutinio con Ia biblioteca PS-SCL 97-4. Los

aminoácidos están simbolizados en base al código de una
letra (ver anexo).

1.2.2 SÍNTESIS Y ESCRUTINIO DE MEZCLAS EN BASE A LOS RESULTADOS
OBTENIDOS CON PS-SCL 97-4

Como estrategia alternativa y con el objetivo de estudiar si la presencia de los residuos

seleccionados da origen a péptidos activos, se sintetizaron dos nuevas series diferentes de mezclas

(Tabla 3). Con el diseño de la primera serie (mezclas N37-74 y N37-75) se intentó confirmar que los

péptidos activos con prolina en Ia posición 4 son los mismos péptidos que tienen metionina o tirosina en

Ia posición 9. Si bien la inclusión de Ia mezcla que contiene prolina en Ia posición 4 y metionina en la

posición 9 resulta obvia, la mezcla con prolina en la posición 4 y tirosina en la posición 9 también fue
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incluida dado que en el escrutinio con Ia biblioteca PS-SCL 97-4 la mezcla con tirosina en posición 9 fue

la segunda mezcla mas activa después de Ia mezcla con metionina. Esto nos sugirió que deberiamos

probar Ia posibilidad de que existe un número significativo de péptidos activos que tienen prolina en

posición 4 y tirosina en posición 9. Las mezclas N37-74 y N37-75 se representan como Ac­

XXXPXXXXMX-NH2y Ac-XXXPXXXXYX-NH2respectivamente.

Con Ia sintesis de Ia segunda serie (N37-103) se intentó probar que: 1- Mediante la combinación

de los residuos seleccionados a partir del escrutinio con Ia biblioteca PS-SCL 97-4 (Tabla Il) es posible

Mezcla Posicion IEs ECso No.peptidos/

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 mq/ml mezcla

PCL97-4/73 x x x P x x x x x x 4.4 >100 3.2x10"

PCL97-4/171 x x x x x x x x M x 3.1 >1oo 3.2x10”

PCL97-4/180 x x x x x x x x y x 2.1 >1oo 3.2x10"

N37-74 x x x P x x x x M x 21.9 43 1.7x 10'°

N37-75 x x x P x x x x y x 1 >1oo 1.7x10’°

N37-103 x, x2 x3 x4 x5 x6 x7 x3 x9 x10 16.1 35 43.ó><106

N37-103P4 Xi X2 X3 P X5 X6 X7 X3 X9 X10 20.0 7 7.3 x 10°

N37-103M9 Xi X2 X3 x4 X5 X6 X7 Xa M x10 19.6 7 8.7 x 10"

N37-103Y9 Xi X2 X3 X4 X5 X6 X7 Xa y X10 1.2 >100 87x10"

N37-103P4M9 Xi X2 X3 P X5 X6 X7 Xa M X10 21.0 1 1.5 x 106

N37-103P4Y9 X1 X2 X3 P X5 X6 X7 Xa y X10 1.6 >100 15x10"

Tabla 3. Mezclas sintetizadas y sus respectivos IES diseñadas en base a los resultados obtenidos con el
esarutinio de Ia biblioteca PS-SCL 97-4 en células T BDCZ.5.La X en las indicadas posiciones representa
todos los aminoácidos naturales excepto cisteína. La mezclas en donde se indica X¡1X2,X3.....refieren a Ia
selección de aminoácidos para Ia posición 1, 2, 3 indicada en la Tabla 2. Así por ejemplo Ia mezcla
N37-103 contiene A, L, M, N, Q, R, W y Y en posición 1. IES: índice de estimulación con las me2clas
usados a lOOiig/ml.Los respuestas control resultaron con un valor entre 3500-4000 cpm.

obtener péptidos activos, 2- Con Ia inclusión sólo de prolina en posición 4 y sólo de metionina o tirosina

en Ia posición 9 en conjunto con los otros residuos en las restantes posiciones se originan mezclas más

activas ya que se concentra en péptidos más activos. Esta serie está constituida por 6 diferentes
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mezclas. La mezcla N37-103 incluye todos los residuos seleccionados en cada una de las posiciones

(Tabla II y Tabla III) y se representa Ac- X1 X2 X3 X4 X5 X5 X7 X3 X9 X10-NH2, donde X1 simboliza todos

los residuos seleccionados en Ia posición 1, X2simboliza todos los residuos seleccionados en Ia posición

2 y asi sucesivamente. La mezcla N37-103P4 difiere con la mezcla N37-103 sólo en Ia posición 4, ya que

como su nombre lo indica, sólo contiene prolina en dicha posición. La mezcla N37-103M9 contiene sólo

metionina en Ia posición 9, Ia mezcla N37-103Y9, contiene sólo tirosina en la posición 9, Ia mezcla N37­

103P4M9 contiene sólo prolina en posición 4 y sólo metionina en posición 9, Ia mezcla N37-103P4Y9

contiene sólo prolina en posición 4 y sólo metionina en posición 9.

Una vez sintetizadas estas 2 nuevas series de mezclas se procedió a ensayar su actividad en

células BDC2.5 en el mismo tipo de ensayo de proliferación que se realizó para el escrutinio de PS-SCL

97-4 (Figura 1). Los resultados de estos ensayos se muestran en la Tabla 3. El valor ECsorepresenta Ia

concentración de la mezcla necesaria para causar Ia mitad de Ia máxima proliferación del cultivo. Asi,

cuanto más activa es la mezcla menor será su valor EC50.En Ia primera parte de Ia Tabla 3 se comparan

los resultados de la primera serie de mezclas con las mezclas indicadas de la biblioteca PS-SCL 97-4.

Como puede observarse la mezcla N37-74 resultó prácticamente 7 veces más activa que las mezclas

PS-SCL 97-4/73 ó PS-SCL 97-4/171. Si se tiene en cuenta que dicha mezcla contiene 19 veces menos

péptidos y que por Io tanto, Ia cantidad relativa de los péptidos presentes en el conjunto de la mezcla es

mayor, se puede concluir que al seleccionar prolina en posición 4 y metionina en posición 9 se concentró

en péptidos activos. Dicho en otras palabras, existe un conjunto significativo de péptidos activos que

contienen prolina en posición 4 y metionina en posición 9 ó, existe un pequeño grupo de péptidos con

prolina en posición 4 y metionina en posición 9 que son altamente activos. EI caso contrario ocurrió con

la mezcla N37-75. Dicha mezcla resultó ser inactiva con un lEs de 1 y un EC50 > 100mg/ml. De esta

observación se desprende que los péptidos que tienen prolina en posición 4 y tirosina en posición 9 no

son suficientemente activos como para generar proliferación de las células BDC2.5 en Ia concentración

que se encuentran en la mezcla.

La Tabla 3 también muestra los resultados obtenidos con Ia serie N37-103. La mezcla N37-103

resultó ser activa con un IEs de 16.1 y un EC5ode 35mg/ml lo que sugiere que, coincidente con el

objetivo, la mezcla diseñada a partir de los residuos seleccionados con eI escrutinio dela biblioteca PS­

SCL 97-4 contiene péptidos activos. Con esta serie de mezclas también pudo detectarse Ia significativa

mejoría en actividad con la mezcla que contiene péptidos con prolina en posición 4 y metionina en

posición 9 (N37-103P4M9) en comparación con las mezclas N37-103P4 ó N37-103M9. De la misma
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manera, también se observó que la mezcla que sólo contiene péptidos con tirosina en posición 9 no es

capaz de activar células T BDC2.5.

Estos resultados sugieren: 1- Péptidos que tienen prolina en posición 4 y metionina en posición 9

son capaces de estimular células BDC2.5, 2- Todos, o algunos de los péptidos cuyas secuencias

resultan de Ia combinación de los aminoácidos seleccionados a partir del escrutinio con Ia biblioteca PS­

SCL 97-4 (mezcla N37-103, Tabla 3) son capaces de activar células BDC2.5, 3- Los péptidos cuyas

secuencias resultan de la combinación de los aminoácidos seleccionados a partir del escrutinio con la

biblioteca PS-SCL 97-4 y que tienen sólo prolina en posición 4 y metionina en posición 9 (mezcla N37­

103P4M9, Tabla 3) resultan altamente capaces de activar células BDC2.5.

1.2.3 AVANCE EN LA DETERMINACIÓN DE ESPECIFICIDAD. SÍNTESIS v
ESCRUTINIO DE UNA NUEVA BIBLIOTECA ORGANIZADA EN FORMATO
POSICIONAL.

Habiendo establecido que Ia mezcla N37-103 contiene muchos o algunos péptidos capaces de

estimular células BDC2.5 y que Ia inclusión en esta mezcla sólo de los péptidos con prolina en posición 4

y metionina en posición 9 resulta en un aumento de la actividad, el siguiente paso seria determinar

cuales son los péptidos individuales incluídos en esta mezcla capaces de activar células BDC2.5. La

estrategia a seguir fue el diseño y ensayo de una biblioteca organizada en formato posicional basada en

Ia mezcla N37-103P4M9. Así, las mezclas de esta nueva biblioteca denominada N66, estan conformadas

por decapéptidos que tienen una posición definida a la vez. EI escrutinio de esta biblioteca (N66) fue

realizado en las condiciones habituales. Las mezclas y sus correspondientes ECsoSpueden observarse

en la Tabla 4.

Es importante notar nuevamente el concepto de escrutinio posiciona! para analizar

correctamente los resultados obtenidos. Por ejemplo, las mezclas N66-62, N66-63, N66-64, N66-65,

N66-66, N66-67, N66-68 y N66-69 contienen péptidos que sólo difieren en el aminoácido usado en Ia

primera posición. Por lo tanto, ya que todas estas mezclas resultaron ser activas con actividades dentro

del mismo rango (0.8<EC505<3) se concluye que Ia presencia de cualquiera de los residuos usados para

definir esta posición (Q, Y, R, A, M, L, N, W) va a dar como resultado péptidos activos. Un ejemplo

diferente es Io que ocurrió con Ia posición 6 ó con Ia posición 8. En estas posiciones sólo una mezcla

resultó ser activa, Ia mezcla que contiene sólo péptidos con W en posición 6 y Ia mezcla que contiene

sólo péptidos con R en posición 8.
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Tabla 4. Serie de mezclas N66 con Sus respectivos EC505 en
células BDCZ.5. Sombra vioIeTa deno‘ra Ia selección de la

respectiva mezcla basado en su EC50. La mezclas en donde se
indica X1, X2, X3.....refier'en a Ia selección de aminoácidos para
la posición 1, 2, 3 indicada en la Tabla 2.
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Esto quiere decir que la presencia de dichos residuos en Ia secuencia peptídica es importante para

activar células BDC2.5. En la posición 10 también ocurrió algo diferente. Si bien todas las mezclas

resultaron ser activas en células BDC2.5. Ia mezcla con E definida en esta posición resultó

significativamente más activa que el resto, es más fue la mezcla más activa de toda la biblioteca. Esto

sugiere que la presencia de E en Ia posición 10 de los péptidos confiere una gran ventaja para conseguir

activación de las células BDC2.5.

Por lo tanto, considerando los EC5OSde las mezclas, y procurando incluir aminoácidos con

diferente carácter químico con el fin de proporcionar mayor diversidad en aquellas posiciones que

Posicion

X1 X2 X3 X4 X5 X6 x7 X3 X9 X10

< r­ 'u r­ E m ¡U 3 rn

3>JU<D

I

5x3x2x1x1x1x2x1xlx 2 :120peptidos
Tabla 5. Péptidos a sintetizar a partir de las mezclas peptídicas
que presentaron los mejores resultados durante el proceso de
desconvolución de las células BDC2.5. La secuencia de los péptidos
resulta de la combinaciónde todos los residuos seleccionados en
las diferentes posiciones.

presentaron más de una mezcla activa ( posiciones 1, 2. 3, 5, 10). se seleccionaron las mezclas que se

muestran en las Tablas 4 y 5. En las posiciones 1,2,3 y 5 donde Ia mayoria de las mezclas resultaron

activas se seleccionaron aquellas con valores de EC5OS< 2.1mg/ml ( un valor 3 veces más grande que

el EC50 de la mezcla control N37103-P4M9). En Ia posición 3, metionina fue excluida dado el similar

carácter químico con L; en la posición 10 tanto E como G fueron incluidos debido a su diferente carácter

qurmico.

En resumen, la acumulación y el procesamiento de todos los datos obtenidos durante el proceso

de desconvolución dio lugar a la elección final de las mezclas más activas. a partir de las cuales. y
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procurando incorporar la máxima diversidad. se seleccionaron las secuencias peptídicas a sintetizar

(Tabla 5).

1.3 SÍNTESIS, ACTIVIDAD V ANÁLISIS DE LOS PÉPTIDOS
INDIVIDUALES

Los 120 péptidos se obtuvieron por síntesis múltiple simultánea en fase sólida por el método de

la bolsa de té ( ver Anexo, sección Materiales y Métodos). La capacidad de los péptidos encontrados de

estimular células BDC2.5 fue evaluada en un ensayo de proliferación siguiendo el mismo tipo de

protocolo que para las bibliotecas peptídicas (ver materiales y métodos). En un primer experimento cada

péptido fue probado por duplicado a 100, 10. 1 y 0.1 ug/ml. Dada la alta capacidad proliferativa de la

mayoría de estos péptidos dichas concentraciones resultaron demasiado altas y por Io tanto no pudo

determinarse para muchos de ellos el valor del EC50 (resultados no mostrados). En un segundo

experimento se procedió a ensayar los péptidos a una concentración inicialde 1,25 pg/ml y consecutivas

diluciones de 1/6 hasta una concentración final de 0,0045 pg/ml . Se usaron platos de 96 pociIlos y cada

péptido fue ensayado por duplicado. Los 120 péptidos con sus respectivos EC50 se muestran en la Tabla

6. Como puede observarse. más de la mitad de los péptidos son altamente activos con valores de E050

en un rango de 700pg/ml a 10ng/ml.

Teniendo Ia disponibilidad de 120 secuencias peptídicas específicas para las células BDC2.5 y,

conociendo su capacidad estimulatoria, decidimos analizar la relativa contribución de los diferentes

aminoácidos en la habilidad de activar dichas células. Si se observa en la Tabla 6, puede determinarse

que los péptidos más activos todos llevan E en posición 10, Ia mayoría usa V en posición 7 y, todos usan

L o R en la posición 3. En el resto de las posiciones no se observó una clara preferencia por algún

determinado residuo.

En base a estas observaciones decidimos agrupar los 120 péptidos según las posiciones 3. 7 y

10. Como puede observarse en la Tabla 7 existe una obvia correlación entre la presencia de una

determinada combinación de aminoácidos y la capacidad del péptido de activar las células. Las

combinaciones más “activas” son R3V7E10, L3V7E10 y LBG7E10 ya que 42 de los 62 péptidos con

valores de EC50< 10ng/ml usan dichas combinaciones. Por el contrario, la presencia de Ia combinación

R3G7E10 en la secuencia peptídica da como resultado péptidos con menor capacidad estimulatoria. 10

de los 13 péptidos con valores de EC50>100ng/ml usan dicha combinación.
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Secuencia2345676910SecuencuaZ3456709l0 EGO

ng/ml

EGO

Pephdong/mlPephdo
1040-1 9.1

769.7

Ac-RTRPLWGRMEN"!
lOfiO-óZAc-RTRPLWGRMGN":

Ac-QVLPLWGRMEN-¡z

72.71040-66Ac-RHLPLWGRMGM":

26.0lO40-69Ac-RHRPLWGRMEN'42
23.8 ¡040-70 Ac-R H R P L WG R M G M'42 997.3¡ono-¡oAc-quvasnMc-¡mz

4.9
50.0“.6 1040-72Ac-RHRPLWVRMGN":¡040-12Ac-QTLPvaRMGN-Iz
6.0

60.2

1040-73Ac-AVLPLWGRMEM":

2.9 |040-774c-AVRPLW6RMEN"!
¡5.9

1040-17Ac-QHLPstnMEN-iz
¡20.!¡040-78Ac-AvnPLWGRMGNü1040-18Ac-QHLPLWGRMGN“:

1040-79Ac-AVRPLWVRMEN-iz 0.71.1¡040-19Ac-QHLPLWVRMEN-lz

7.8.42zz
mm

GF.MMRRVGwwLLP9.RLVT2.unm
3.4.9mmm

GEMMRRVGwwLLPPLRHHÉunmm
77.21040-82Ac-ATLPLWGRMGN-íz

1040-83Ac-ATLPLWVRMEMZ¡.0

¡8.1

[040-23Ac-QHRPLWVRMEN‘h
50.7¡040-84Ac-ATLPLWVRMGN":1040-24Ac-QHRPLWVRMGM“:

26.2 ¡040-06 Ac-A T R P L WG R M G M42 260.8lOdO-ZóAc-YVLPLWGRMGN":
15.7lWZTAc-YVLPLWVRMEMZ

250.4 ¡040-90 Ac-A H L P L W 6 R M 6 N42 36.3¡cdo-soAc-YvanwsnMsN-¡z
L5

27.5

Ac-AHLPLWVRMEN":
¡040-92Ac-AHLPvanMGN'lz
¡mo-9|

[5.61040-32Ac-YVRPLWVRMGWZ
[7.6 1040-93 Ac-A H R P L WG R M E M42 10.5

lll.l
lO40-33Ac-YTLPLW6RMEN42

¡24.1104094Ac-AHRPLWGRMGN“:

23.5lO40-36Ac-YTLPLWVRMGN":
26.4 ¡040-97Ac-MVLPLWGRMEWZlO40-37Ac-YTRPLWGRMEN":

621.4 ¡040-98 Ac-M V L P L W 6 R M 6 N42 43.5lO40-33Ac-YTRPLWGRM6N42
|o4o-39Ac-VTRPvaRMEN-¡z

Ac-MVRPLWGRMEN-lz1040-10]

3.] 1040-102 Ac-M V R P L WG R M 6 N42 68.4
0.0|
36.4

1040-42Ac-YHLPstnMsmz
¡.64l040-lO3Ac-MVRPLWVRMEM-12lWBAc-YHLPLWVRMEM:

Ac-YHLPLWVRMGN“:

693.4 1040406 Ac-M T L P L W G R M G M42 96.ll040-46Ac-YHRPLWGRMGN-lz

57.7lOdO-llOAc-MTRPLWGRMGN":
Ac-MTRPLWVRMEMZ

low-uzAc-MTnvavnMsNdz
lO40-lll

13.0
2.4

32.3

lOdO-ll3Ac-MHLPLWGRMEN":1040-53Ac-RVRPLWGRMEWZ
¡70.0 ¡040-114 Ac-M H L P L ws R M G “4alWMAc-RVRPLWGRMsz

¡0.2|040-ll7Ac-MHRPLWGRMEM“:
l57.7lWllBAc-MHRPLWGRMsz

|040-ll9Ac-MHRPLWVRMEN":¡.9
6.5

lado-soAc-RTLPLWVRMEWz
24.3lOdO-lZOAc-MHRPLWVRMGN":lO40-60Ac-RTLPLWVRMGN“:

Tabla 6. Secuencias pepfidicas sintetizadas y ensayadas en células BDCZ.5.
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Numero de peptidos en cada rango de E650

Combinacion <10 nM 10-100 nM >100 MA
R3 V7 E10 15 0 0

L3 V7 E10 14 1 0

L3 G7 E10 13 2 0

R3 G7 E10 6 9 O

L3 V7 610 7 8 O

R3 V7 610 5 9 l

L3 G7 610 1 12 2

R3 G7 610 1 4 10

Pepfidos totales: 62 45 13 = 120

TABLA 7. Correlación entre las combinaciones específicas de aminoácidos
presentes en los 120 péptidos seleccionados y sintetizados luego del
proceso de desconvolución y su capacidad estimulatoria en células BDCZ.5.
Los 120 péptidos fueron agrupados según los aminoácidos usados en las
posiciones 3, 7 y 10 (15 péptidos/grupo) y su rango de actividad.

2. IDENTIFICACIÓN DE SECUENCIAS PRESENTES'EN
PROTEÍNAS NATURALES CAPACES DE ESTIMULAR CELULAS BDCZ.5

2.1 HOMOLOGÍA CON LA PROTEÍNA PANCREÁTICA GAD65

En este punto del proceso no sólo habíamos identificado un conjunto significativo de péptidos

capaces de estimular células diabetogénicas BDC2.5sino que además poseíamos un gran conocimiento

sobre la especificidad del reconocimiento de Iigandos por parte de estas células basado en los resultados

que obtuvimos en cada uno de los pasos del proceso de desconvolución. Nuestro objetivo consistía

ahora en determinar si alguna de estas secuencias identificadas ó alguno de los péptidos incluidos en las

mezclas activas formaba parte de alguna proteina presente en ratones ó, de alguna proteina que por

evidencia acumulada se encontrara relacionada con diabetes. Para realizar este objetivo usamos un

programa de búsqueda disponible en Internet (http://www.expasy.ch/tools/scnpsit2.ht|m). Dicho programa

compara Ia secuencia o secuencias de interés con todas las proteinas presentes en dos completos

banco de datos: SWISS-PROT y TReMBL. Por Io tanto. y haciendo uso de esta tecnologia entramos en

eI programa todos los péptidos de la mezcla activa N37-103P4M9, entre los cuales están incluidos los

120 péptidos individuales identificados (Tablas 3 y 6). Esta búsqueda no dió como resultado ningún

péptido relevante. Sin embargo cuando nos concentramos sólo en el conjunto de los antígenos
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asociados hasta el momento con diabetes notamos que existe un fragmento de la proteina GADSSque

posee alta homología con uno de los péptidos incluidos en Ia mezcla N37-103P4M9 (Tabla 3). Dicho

fragmento posee la siguiente secuencia aminoacídica: 524-SRLSKVAPVIKARMMEYGTT-543y ha sido

largamente involucrado en Ia patogénesis con diabetes (ver introducción). La Tabla 8 muestra Ia

homología observada.

Dos observaciones surgen de esta comparación: 1- Dado que en Ia posición 1 no se especifica

ningún aminoácido (Tabla 8) son ocho los péptidos incluidos en Ia mezcla N37-103P4M9 que poseen

homología con el fragmento de GADG5, 2- Si bien 9 de los 10 residuos de los decapéptidos son

homólogos con GAD65. esta homología no es perfecta ya que los residuos comunes no están 100%

Mezcla N37-103P4M9

X2 X3 X4 X5 X5 X7 xa X9 X103‘

M

DD>ZZF<E

-'IUI(h<Ifi'o

nvir)

I-Il-<(h'v >nIDmE mrm3v<

n-«n<!

m¿>m—43

GA065524-5435RLSKVAPVIKARMMEYGTT

Tabla 8. Homologíaencontrada entre la mezcla N37-103P4M9 yel fragmento 524-543 de la
proteína 6ADó5. En azul se muestran los residuos aminoacídicos en común. Los aminoácidos se
simbolizan según el código de una letra (ver anexo).

alineados.

En base a Io mencionado anteriormente y con el objetivo de determinar la importancia de la

homología encontrada en relación al estudio de GADGScomo posible autoantígeno de las células T

diabetogénicas BDC2.5 se procedió aI diseño. síntesis y ensayo en células BDC2.5 de los posibles

péptidos individuales relacionados con GADGS.Dichos péptidos con sus respectivos E050 se muestran

en la Tabla 9.

EI primer grupo de ligandos que se sintetizó constituye el de los decapéptidos contenidos en la

secuencia 524-543 de Ia proteína GADSS (serie N65. Tabla 9). De esta manera se pensó estudiar Ia
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posibilidad que dentro de dicho fragmento existe un epitope especifico que es capaz de activar las

células BDC2.5. Dichos péptidos se solapan secuencialmente en 8 aminoácidos de manera que Ia

mayoria de los epitopes del fragmento quedan incluidos. Todos los péptidos de esta serie resultaron no

capaces de activar células BDC2.5. Con la intención de mantener la homología con GAD65 y a Ia vez

Peptndo o Mezcla Secuenao ECEO IES
glg/ml a Ing/ml

GADó5 524-541 S R L 5 K V A P V I K A R M M E

N65-15 S R L S K V A P V I No activo

555-16 L S K V A P V I K A No actlvo
M547 K V A P V I K A R M No activo
N65-13 V A P V I K A R M M No activo

M549 A P V I K A R M M E No activo
Nó5-20 P V I K A R M M E No activo
N65-21 V I K A R M M E No activo

N37-103P4M9 Xi X2 X3 X4 X5 Xo X7 Xa X9 Xlo l

A G A P G A F I M A

L H L H H G M E

M P M L Q L R G

N R P P R M 5 M

Q s o T s R T
R T V W V W

W V

Y

1047-1 A V A P V W V R M M l 35

2 Y V A P V W V R M M 0.9 34

3 R V A P V W V R M M 0.5 3B

4 Q V A P V W V R M M 0.03 59

5 K V A P V W V R M M 0.3 42

6 A V A P V W V R M E 0Gb 122
7 Y V A P V W V R M E 0.002 148

8 R V A P V W V R M E CLIM 135

9 Q V A P V W V R M E 0032 138
10 K V A P V W V R M E 0.004 125

¡040-133 K V A P V I K A R M M E ACD lO
1068-55 K V A P V W V A R M M E HCD ll

56 K V A P V W V R M M E 0.1 148

1098-11 L S K V A P V I K A R M M E 4.3 17

Tabla 9. Actividad de lo mezcla N37-103P4M9 y de los péptidos diseñados en relación oI estudio de
6AD65 como posible autoontígeno de los células diabetogénicm BDCZ.5. La serie de péptidos N65
incluye todos los decopéptidos solapodos de o ocho aminoácidos incluidos en el fragmento 523-543 de
GAD65. Lose rie 1047 incluye decapéptidos diseñados apor tir de Ia mezcla N37-103P4M9. Se
muestran también péptidos de 11, 12 y 16 aminoácidos de longitud que fueron incluídos en el estudio
(ver texto sección 2). Los péptidos y la mezcla fueron ensayodos en células BDCZ.5. Los pocillos
control mostraron estimulación en el rango 1500-3500 cpm. Los aminoácidos se simbolizan en base al
código de uno letra ( ver anexo).
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encontrar Iigandos activos se sintetizó una segunda serie de péptidos (serie 1047, Tabla 9). Dicha serie

incluyelos péptidos dela mezcla N37-103P4M9 que poseen mayor homología con el fragmento 524-543

de GAD65. Para aumentar la homología con GAD65 en estos Iigandos se incluyeron los péptidos 1047-5

y 1047-10 los cuales usan lisina (K) en posición 1. Dichos péptidos fueron incluidos en base a los

resultados obtenidos con la biblioteca N66 (Tabla 4) en los cuales se observó que en Ia posición 1 no se

requería especialmente de la presencia de ningún residuo con caracteristicas químicas determinadas

para conseguir actividad.

El siguiente paso se realizó con Ia intención de encontrar los péptidos más similares a GAD65

que sean capaces de activar células BDC2.5. Se sintetizaron secuencialmente 3 péptidos relacionados

entre si y con características particulares. EI primero es el péptido 1040-133. Dicho péptido es un

fragmento exacto de GAD65 (Tabla 9). La selección particular de este fragmento de 12 residuos se hizo

con la intención de incluir todos los residuos que, según Io aprendido durante el proceso de

desconvolución, resultaban importante para obtener actividad. Así en eI extremo amino se incluyeron los

residuos K-V-A-P-Vy en el extremo carboxilo se incluyeron los residuos R-M-M-E. Dado que este péptido

resultó inactivo se sintetizó un nuevo péptido (1068-55) que posee los mismos aminoácidos de GAD65

en los extremos terminales pero. dado que Ia presencia de W en posición 6 y V en posición 7 resultó ser

importante para Ia actividad final del péptido se modificaron los residuos I de la posición 6 y K de posición

7 por W y V respectivamente. Este péptido, denominado 1068-55, resultó prácticamente inactivo (lEs =

11, EC50 > 100 mg/ml). Sin embargo, el péptido 1068-56, en el cual se quitó el residuo A de la posición

8. resultó activo con un EC50 de 0,1 mg/ml y un IEs de 148.

Finalmente, para explorar la posibilidad que un fragmento más largo de GAD65 sea capaz de

activar células BDC2.5, decidimos agregar dos residuos en ambos extremos del fragmento 528-539 de

GAD65.De esta manera sintetizamos el fragmento de GAD65 526-541, de 16 aminoácidos de largo.

Dichopéptido resultó activo con un EC50 de 4,3 g/ml y un lEs de 17 (péptido 1098-11, Tabla 9).

La Figura 3 muestra un resumen de la similitud con GAD65 y Ia actividad de los péptidos

sintetizados en este trabajo. Los principales hallazgos son: 1- EI fragmento de 12 aminoácidos de largo

de GAD65 528-539 (1040-133) es mínimamente activo en células BDC2.5 (EC50 > 100 mg/ml); 2- La

substitución con W y V en las posiciones 6 y 7 respectivamente (péptido 1068-55) no resultan en un

aumento de la actividad; 3- El péptido de 11 aminoácidos de largo. con las mismas substituciones más Ia

deleción de A en la posición 8 es capaz de activar células BDC2.5 (péptido 1068-56, EC50 = 1 mg/ml,
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Tabla 9); 4- EIdecapéptido 1047-10 con las substituciones W y V en las posiciones 6 y 7, la deleción de

A en Ia posición 8 y de M en Ia posición 9 y con eI aminoácido E en el extremo carboxilo muestra un gran

mejoramiento en actividad (EC50 = 4.2 ng/ml). Por último, Ia secuencia natural de GAD65 526-541

resultó activa aunque con un EC50 = 4.3 mg/ml.

La secuencia aminoacídica de la proteina GAD65 deriva de estudios hechos con Ia cepa de

ratón C57BL/6 [9]. Dado que varios de los Iigandos altamente efectivos en estimular células BDC2.5

(valores de EC5OSentre 1 y 10 ng/ml) presentan una gran similitud con GAD65 y, que la presencia de W

y V en la posiciones 6 y 7 de estos péptidos son imprescindibles para alcanzar dicha actividad, decidimos

estudiar la posibilidad que en los ratones NOD, Ia proteina GAD65 muestre un poIimorfismo diferente al

nivel de Ia región estudiada: 526-541. Para realizar este estudio, amplificamos mediante la técnica de

PCR el fragmento 524-541 de la proteina GAD65. La secuencia de este fragmento en ratones NOD

125000

100000­

F ¡5000­áo
50000­

25001)d

0- I n
10000 1000 100 1G 1 0.1

[Péptido] (ng/ml)

Péptido Símbolo Secuencia EC50

row-laa Ü KVAPVIKAHMME 21m0
mae-n 0I LSKUAP‘J‘IKARMMEYG 2335

masas T K‘JAFVWVAHMME amo
11368-560 KVAFVWVFHME 75
10.1740 I K v A P v w v F. ra. e 3.3

1060-55 L HVHFLWVRH 0.9
104079 0- A v R F l. w v r: ra. F, 0.5

Figura 3. Comparación de las curvas de proliferación de los péptidos con secuencias similares
a GAD65. Células 8062.5 fueron estimuladas con los péptidos de 6AD65 528-539 y 526 -541
(1040-133 y 1098-11), con los péptidos similares a GAD65 (1068-55, 1068-56 y 1047-10) y con
los péptidos altamente activos 1040-55 y 1040-79.
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resultó ser idéntica a Ia publicada anteriormente.

3. ESTUDIOS IN vrrgo CON Los PÉPTIDOS ENCONTRADOS
ESPECÍFICOS DE LAS CELULAS DIABETOGENICAS BDCZ.5

3.1 PATOGENICIDAD

Habiendo identificado una larga serie de ligandos específicos para las células BDC2.5 nos

preguntarnos cual seria el potencial patogénico de dichas células activadas en cultivocon estos ligandos.

Para esto utilizamos un modelo de transferencia de células 8002.5 en ratones NOD.scid. En estos

ratones, una mutación recesiva llamada scid previene la diferenciación de las células linfocitarias. Sin

embargo, si bien dichos ratones no poseen sistema inmunológico, tienen un ambiente adecuado de

supervivencia tanto para las células B como para las T y por Io tanto células transferidas dentro de estos

animales sobreviven sanas dentro del hospedador.

En nuestro experimento, células BDC2.5 fueron activadas con distintos ligandos incluyendo el

péptido de GAD 526-541 de 16 amino ácidos (1098-11). el péptido de GAD 528-539 de 12 amino ácidos

(1040-133), el péptido p63-104O por ser uno de los ligandos más activos in vitro (EC50=0.8 ng/ml) y Ia

mezcla de péptidos N37-103P4M9. Células 8002.5 no estimuladas fueron utilizadas como control

negativo, mientras que células estimuladas con el anticuerpo monoclonal anti-TCR/CD3 fueron utilizadas

como el control positivo del ensayo. La activación con anti-TCR/CDB no necesita del complejo antígeno­

MHC ya que el anticuerpo se une de manera tal al receptor CDB produciendo Ia señal suficiente para

desencadenar Ia cascada de señales de activaciónde la célula T.

Los resultados pueden observarse en la Tabla 10. Existe una clara correlación entre la

capacidad del péptido(s) en estimular las células BDC2.5 y la capacidad de estas células de transferir

enfermedad en recipientes NOD./scid. Si bien GAD 528-539 fue capaz de estimular patogenicidad. dicha

estimulación requirió 100 ug/ml del péptido y aun así las células transfirieron enfermedad en todos los

animales pasadas las dos semanas. Sin embargo, cuando p63-1040 fue usado como estimulante, dichas

células transfirieron enfermedad en todos los animales después de 6 dias y usando el péptido a una

concentración de 0.05 ug/ml. Un caso intermedio serían las células estimuladas con GAD 526-541 a una

concentración de 5 ug/ml que causaron enfermedad en todos los ratones a los 15 días post­

transferencia. EI hecho de que GAD 526-541 activa células BDC2.5 y estas son capaces de causar
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enfermedad en ratones NOD/scid abre nuevamente el punto de discusión sobre la posibilidad de que

GADsea el autoantigeno de las células BDC2.5.

Estimulante Concentracion E650 Incidencia de diabetes Secuencia
(ug/ml) (ug/ml) d 6 d 15 d 30

Ninguno 0/5 0/5 0/5
anti-TCR/CD3 10 0/5 2/5 5/5

N37-103P4M9 10 1 4/5 5/5 x1 X2 X3 P X5 X6 X7 X3 M X10

1040-63 0.05 0.0008 5/5 R T R P L W V R M E

1040-133 100 >100 3/5 5/5 K V A P V I K A R M M E
1098-11 50 4.8 LSKVAPVIKARMMEYG

Tabla 10. Células del bazo de ratones transgénicos BDC2.5fueron estimuladas en preSencia
del anticuerpo anti-CD3, de la mezcla N37-103P4M9, del péptido 1040-63 y de los péptidos
de GAD65, 1040-133 y 1098-11. 4 días mas tarde, 5 x 10“ de células de cada cultivo fueron
inyectadas intravenosamente en grupos de 5 ratones NOD/Scid. Los controles recibieron
células sin estimular. En los días 6, 15 y 30 luego de la tansferencia de las células, se midió la
concentración de glucosa en sangre en Is ratones NOD/scid. Dos lecturas consecutivas con
niveles de glucosa mayores a 300mg/dl fueron considerados indicativos de diabetes.

3.2 RESPUESTA DE CÉLULAS T DEL RATÓN NOD A Los ANTÍGENOS
ESPECÍFICOS DE LAS CÉLULAS T BDCZ.5

Dado que las células BDC2.5 fueron aisladas originalmente de ratones NOD, nos propusimos

estudiar la posibilidadde que células activadas espontáneamente provenientes de ratones hembras pre­

diabéticas NOD son capaces de reconocer uno o más de uno de los Iigandos identificados en este

estudio. Dicho en otras palabras, si las células de ratones NOD responden a dichos antígenos indicaría

que al menos uno de los eventos involucrados en el desencadenamiento espontáneo de diabetes

autoinmune en los ratones NOD involucra a una significativa fracción de células T que tienen

especificidad por el/Ios Iigando/s que hemos identificado en este estudio. Ensayamos la respuesta de

células NOD a más de 100 de los péptidos identificados en este trabajo. La Figura 3 resume los

resultados obtenidos en esta serie de experimentos. La mayoria de los péptidos causaron una

estimulación entre 1.5-2.5 sobre el nivel control. Algunos de los péptidos. incluyendo los péptidos

provenientes del fragmento 425-543 de GAD65, no mostraron ninguna actividad significativa sobre el

nivel de proliferación control. Sin embargo, fue posible determinar que los péptidos 1040-31 y 1040-32

fueron altamente reconocidos por células NOD,aún cuando sólo se usaron 20,000 células NODen cada

pocillo del ensayo de proliferación (ver materiales y métodos). Por Io tanto, es posible pensar que el

hecho de que una gran fracción de células NOD responde a dichos péptidos sugiere que eI/los
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autoantigeno/s involucrados en el desencadenamiento de diabetes autoinmune estan estructuralmente

relacionados a estos ligandos.

3 l

B 25'0 I20,000 celulas l

É 20.0 NOD/pocillo
fi 150 [100,000 celulas
m ' NOD/pocillo
g 10,0
g 5.0
E 0.o

1040- 1040- 1040- 1040- 1040- 1040- 1040- 1040- Ova
29 30 31 32 33 34 5 6

Ligandos BDC2.5

Figura 4. Resumen de Ia capacidad estimula‘roria en células NOD de los ligandos específicos
definidos en este trabajo. Un número de 20,000 (barras verdes) ó 100,000 (barras naranjas)
células del bazo de ratones pre-diabéticos NOD fueron cultivadas por 4 días con los
antígenos indicados en presencia de 250,000 células NOD irradiadas que cumplieron la
función de células presentadoreas de antígeno. Cada péptido fue ensayado en 6 pocillos en
platos de elisa de 96 pocillos (ver Materiales y Métodos). El experimento mostrado es
representativo de 3 experimentos realizados en las mismas condiciones. EI Índice de
Estimulación indica cuantas veces el cultivo proliferó con respecto a los pocillos control
(péptido OVA).

3.3 PATRÓN DE EXPRESIÓN DE CITOQUINAS DE LAS CELULAS BDC2.5
ESTIMULADAS CON LOS LIGANDOS DEFINIDOS EN ESTE TRABAJO

A pesar que varios tipos celulares intervienen en el desencadenamiento de diabetes tanto en

ratones como en humanos, las células CD4+ son suficientes para transferir enfermedad cuando se

encuentran presentes en suficiente frecuencia [10] (ver Introducción). En particular las células T CD4+

del tipo 1 que secretan IFN-gy IL-2son las responsables de la transferencia de diabetes en ratones NOD

y en ratones NOD/scid [11] mayormente debido a los efectos mediados por estas citoquinas [12-15]. En

cambio, las células T CD4+ del tipo 2 secretan IL-4, lL-5, IL-6 y IL-1Oy no sólo no son capaces de
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Figura 5. Ligandoscon diferentes actividades proliferativas en células 8062.5 desencadenan un perfil
de citoquinas del Tipo 1. Células BDC2.5 fueron cultivadas durante 48 horas con los péptidos indicados.
A las 24 horas de cultivo se recogieron los sobrenadantes para cuantificar la presencia de IL-2 e IFN­
yy a las 48 horas se recogieron los sobrenadantes para cuantificar Iapresencia de IL-4.
La cuantificación se realizó mediante un ensayo de Elisa (ver materiales y métodos).

transferir diabetes sino que además se ha sugerido que poseen un efecto protector [16].Por otra parte se

ha propuesto que es posible inmuno-modular la respuesta de las células T hacía un perfil del tipo 1 o del

tipo 2 dependiendo por ejemplo del tipo de antígeno que se use, la vía de administración del antígeno ó

mediante la inyección directa de citoquinas del tipo 2. En este trabajo. dado el extenso número de

antígenos identificados y aprovechando las diferentes características que cada uno de ellos presenta,

nos propusimos evaluar el perfil de citoquinas expresado por las células T BDC2.5 luego de la

estimulación con estos Iigandos. Si encontráramos un péptido capaz de desencadenar Ia activación de

células con un perfil de citoquinas del tipo 2, podríamos entonces evaluar este antígeno como posible

modulador del desencadenamiento de enfermedad. Para ensayar Ia expresión de citoquinas luego de la

estimulación con varios de los Iigandos definidos en este trabajo se usó Ia técnica de Elisa (ver

Materiales y Métodos). Las citoquinas cuantificadas fueron IL-2. IFN-yy lL-4. Los resultados se muestran
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en Ia Figura 5. Como puede observarse todos los péptidos incluidos en este experimento

desencadenaron una respuesta de citoquinas del tipo 1, y la cantidad de citoquinas expresada fue

directamente proporcional a Ia cantidad de antígeno usado para estimular las células. Por Io tanto de

estos experimentos concluimos que ninguno de los péptidos, independientemente de la cantidad en la

que sean ensayados. son capaces de desencadenar una respuesta del tipo 2.

4. ESTUDIOS IN vrvo CON LOS PÉPTIDOS ENCONTRADOS
ESPECÍFICOS DE LAS CELULAS DIABETOGENICAS BDCZ.5

4.1 PÉPTIDOS CON ALTA CAPACIDAD DE ESTIMULAR CÉLULAS
DIABETOGÉNICAS IN VITRO, NO CAUSAN DIABETES CUANDO SON
PRESENTADOS IN VIVO.

Basado en Ia alta capacidad estimulatoria de los superagonistas identificados en este estudio

cuando fueron presentados in vitro a células BDC2.5 y que dichas células activadas causaron

enfermedad cuando fueron transferidas a ratones NOD.sc¡d. es posible predecir que dichos péptidos

podrían ser potentes inductores de diabetes cuando fueran presentados a ratones BDC2.5 in vivo. Sin

embargo no resultó ser así. Los diferentes protocolos de inmu'nizaciones usados en estos estudios se

muestran en Ia Tabla 11. El péptido 1040-55 fue selccionado por ser uno de los diez péptidos con mejor

actividad estimulatoria ¡n vitro.

Pep‘rido S E C U E N C I A ECSO Adyuvan‘te Via de

ug/ml inumunizacion

1040-55 R V L P V W V R M E 0.0012 ODNs ZSC

1040-55 R V L P V W V R M E 0.0012 LPS 25C

1040-55 R V L P V W V R M E 0.0012 CFA ZSC

1040-55 R V L P V W V R M E 0.0012 ODNS 2IV

Tabla ll. Protocolos usados para la inmunizacion in vivode ratones BDC2.5 con el péptido
1040-55. El péptido fue inyectado subcutáneamente (SC) ó infravenosamenfe (IV),
disuelto en "J ' ¡bunucluuïidus (ODNs), lipopolisacáridos (LPS) ó en adyuvan‘re
completo de Freund (CFA).

Se usaron tres diferentes tipos de adyuvantes: ODNs, LPS y CFA y se probaron dos vias de

inmunización: intravenosa y subcutánea. La elección de los adyuvantes y de las vías de inmunización fue
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basada en diferentes estudios [17-20].Luego de recibir las inmunizaciones se procedió a monitorear

semanalmente el nivelde glucosa en sangre en todos los ratones (ver materiales y métodos). Pasado un

período de 12 semanas ninguno de los ratones inmunizados mostró un aumento significativo en los

niveles de glucosa sanguínea.

Basado en recientes trabajos que proponen que péptidos de alta afinidad causan deleción de las

células en vez de eficiente activación y expansión [21-23] decidimos estudiar los péptidos 1068-56 y

1098-11 (secuencia de GADGS)dado que mostraron una actividad ¡n vitro entre 100 y 1000 veces más

baja que el superagonista 1040-55. Dichos péptidos tampoco causaron enfermedad siguiendo los

mismos protocolos que con el péptido 1040-55.

El hecho que ninguno de los péptidos fue capaz de causar enfermedad nos hizo pensar que

quizás dichos péptidos no son capaces de causar activación de las células BDC2.5 cuando son

presentados in vivo. Para testear esta hipótesis 3 grupos de ratones BDC2.5 fueron inmunizados en

Figura 6. Porcentaje de células acTivadas Vb4+CD25+en nódulos pancreáticos
de ratones BDCZ.5Tres dias luego de ser inmunizados subcutáneamenfe con
adyuvanTe solamente (A) ó con los péptidos 1068-56 (B) ó 1040-55 (C). La
figura muestra los resultados obtenidos en un experimento representativo de
tres.
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forma subcutánea con el péptido 1040-55. 1068-56 ó 1098-11 disuelto en ODNs y IFA. Tres días mas

tarde los ratones fueron sacrificados para estudiar la presencia de células activadas en los nódulos

linfáticos que drenan el área de Ia inmunización. La medición de la activación de las células se llevó a

cabo mediante Ia cuantificación de la expresión del receptor de ¡nterleuquina -2 (IL-2).Dicho receptor se

denomina C025 y se ha demostrado que su expresión se ve aumentada en linfocitosT CD4+ activados

[24, 25]. Para la marcación de las células T CD4+ se usó el anticuerpo anti-V84 ya que V64 es el

haplotipo de la cadena B del receptor celular T de las células transgénicas BDC2.5 (ver Materiales y

Métodos). El experimento se realizó tres veces consecutivas obteniendo los mismos resultados. Como

puede observarse en la Figura 6, los péptidos 1040-55 (EC50=1.2 ng/ml) y 1068-56 (EC50=100 ng/ml)

no sólo fueron capaces de activar las células ¡n vivosi se compara con el control, sino que el porcentaje

de células T activadas (VB4+ CDZ5+) resultó directamente proporcional al EC50 del péptido medido in

vitro. El porcentaje de células activadas en los ratones inmunizados con el péptido 1098-11 (ECSO=4300

ng/ml) resultó idéntico al de los ratones control (Figura 6, cuadro A).

El hecho de que el péptido 1040-55 fue altamente capaz de activar células BDC2.5 pero no de

causar diabetes mediante la directa inmunización in vivo en ratones 8002.5 nos sugirió que algún

mecanismo de tolerancia podría estar funcionando en estos ratones, controlando la viabilidad de las

células activadas previniéndose así el desencadenamiento de enfermedad.

4.2 PÉPTIDOS CON ALTA CAPACIDAD DE ESTIMULAR CÉLULAS
DIABETOGÉNICAS IN VITRO CAUSAN MUERTE POR APOPTOSIS CUANDO
SON PRESENTADOS IN VIVO.

Con el objetivo de estudiar la posibilidadde que las células específicas T 8002.5 son eliminadas

mediante muerte por apoptosis luego de ser estimuladas ¡n vivocon un superagonista como el péptido

1040-55. nódulos linfáticos de ratones BD02.5 inmunizados fueron procesados y analizados por

Citometria de Flujo de cuatro colores (ver Materiales y Métodos). Para identificar las células activadas

presentes en los nódulos linfáticos analizados se usaron los anticuerpos anti-V64 y anti-0025 (ver

sección anterior). Para estudiar el grado apoptótico de las células se usaron los marcadores, Annexin-Vy

7AAD. La unión de Annexin-V a las células indica que hay un cambio en la conformación de los

fosfolipidos de la membrana celular. Io cual es observado cuando las células están muertas ó

desencadenando un proceso apoptótico. Como las células que ya están muertas y unen Annexin-V

pueden haber muerto por otro proceso diferente al de apoptosis es necesario identificarlas para así
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Figura 7. Análisis en citome‘rriade flujo del porcentaje de apoprosise n células de rarones
¡nmunizados con pep‘ridos de variada afinidad. (A) Células de rarones ¡nmunizados con adyuvan‘re
solamenre o con los peptidos descripros fueron primero seleccionada por tamaño y luego por Ia
expresión del marcador VB4(cé|u|as 8062.5). (B) Los diagramas muestran el procenraje de
expresión del marcador de apoptosis annexin-V.

excluidas del análisis. Para esto se usó 7AADfluorescente que se incorpora sólo a las células muertas

permitiendo así su identificación y posterior exclusión del análisis final.
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La Figura 7 muestra los resultados obtenidos en esta serie de experimentos. Como puede

observarse. el porcentaje de células BDC2.5 (VB4+) apoptóticas en cada grupo resultó directamente

proporcional a Ia afinidad del antígeno usado en la inmunización. Asi, el péptido 1040-55 provocó un 15%

de apoptosis, el péptido 1068-56 un 10% y el péptido 1098-11 un 4%. Los ratones control (adyuvante

solamente) mostraron un nivel de apoptosis del 3 %.

Los resultados obtenidos en esta serie de experimentos sugieren fuertemente que la

inmunización con un péptido de gran afinidad como 1040-55 puede causar la muerte por apoptosis de las

células diabetogénicas BDC2.5 cuando es presentado in vivoy que por Io tanto podría ser utilizado para

eliminarselectivamente las células patogénicas durante el desarrollo de enfermedad.

4.3 PEPTIDOS CON ALTA CAPACIDAD DE ESTIMULAR CELULAS
DIABETOGÉNICAS IN VITRO, PREVIENEN EL DESENCADENAMIENTO DE
DIABETES IN VIVO

Para ensayar si péptidos superagonistas podrian ser usados para eliminar selectivamente las

células BDC2.5 y prevenir el desencadenamiento de diabetes necesitamos diseñar un modelo ¡n vivoque

nos permitiera estudiar especificamente las células patogénicas en un sistema de enfermedad lo más

real posible. El problema que presentaba el ratón BDC2.5 radica en que la mayoria de células T CD4+ en

este ratón resultan patogénicas y por Io tanto resultaba un grupo demasiado grande como para poder

estudiar la eficiente eliminación de todas las células. Por el contrario, eI problema de trabajar con el ratón

NODera que si bien posee células que responden específicamente a este antígeno, Ia frecuencia de

este grupo de células es demasiado baja como para poder estudiarlas. Por lo tanto, elegimos trabajar

con un modelo denominado "Modelode transferencia adoptiva de diabetes". Este modelo se basa en la

capacidad que tienen las células activadas BDC2.5 de causar diabetes cuando son transferidas en

recipientes sanos NOD.La ventaja de este modelo es que se trabaja con ratones NOD (no transgénicos)

en los cuales Ia frecuencia de las células patogénicas es artificialmente aumentado para facilitar su

estudio detallado.

Debido a que el objetivo de esta serie de experimentos era estudiar la posibilidad de que un

péptido de alta afinidad pueda ser usado para controlar eI curso de diabetes, las células BDC2.5 fueron

activadas in vitrodurante tres dias con el péptido 1040-63 antes de ser transferidas en ratones NOD (ver

Materiales y Metodos) para simular la misma situación que se observa en pacientes enfermos en los

cuales células reactivas contra antígenos pancreáticos circulan en la periferia (ver Introducción). La
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Recipiente Número de células Tratamiento Incidencia de Incidencia de

BDCZ.5transferidas diabetes diabetes

‘="'"“'°"'-“ día 7 día 10

NOD 25 ninguno 4/5 5/5

NOD 5 ninguno 0/5 0/5

NOD 25 PBS IV 5/5 5/5

NOD 25 p631040 IV 0/5 0/5

Tabla 12. Prevención de diabetes en el modelo de transferencia de diabetes mediante la
inmunización in vivo del péptido de alta afinidad p1040-63. Células del bazo de ratones BDC2.5
fueron acitvadas in vitro durante tres días y luego transferidas en Ia cantidad indicada (en
millones) en ratones receptores NOD. Un dia después los ratones fueron no tratados ó
inmunizados intravenosamente (IV) con solución salina (PBS) ó con el péptido 1040-63 disuelto en
PBS. En los días 7 y 10 luego de Ia transferencia de las células se midió Ia concentración de
glucosa en la sangre de los ratones NOD. Dos lecutras consecutivas con niveles de glucosa
mayores a 300 mg/dl fueron considerados indicativos de diabetes.

elección de usar el péptido superagonista p1040-63 en esta serie de experimentos fue basada en su alta

capacidad estimulatoria (EC50=1.2 nM). Como puede observarse en la Tabla 12, ratones NOD que

reciben células activadas BDC2.5 desarrollaron diabetes en un término entre siete y diez días post­

transferencia. En base a trabajos que reportaron que el tratamiento con antígeno en forma intravenosa

causa tolerancia de las células reactivas, el primer paso fue inmunizar ratones NODcon el péptido 1040­

63 en forma intravenosa un día después de recibir las células activadas BDCZ.5. Ninguno de los ratones

desarrolló diabetes en dos experimentos realizados en las mismas condiciones. Por el contrario, el 100%

de los ratones que sólo recibieron solución salina en forma intravenosa desarrollaron diabetes al cabo de

siete días (Tabla 12). Aún más, cuando los animales fueron sacrificados y los páncreas analizados por

histología, los ratones que recibieron solución salina presentaron extensa infiltración de linfocitos de

forma contraria a los animales que recibieron inmunización con 1040-63 en los cuales se observó baja o

nula inflitración (Figura 8).

Es importante notar que la transferencia de diabetes a ratones NOD no se logró con 5 millones

de células BDC2.5 T lo cual sugiere que la inmunización con péptido podría causar algún mecanismo de

tolerancia de las células patogénicas llevándolas a un número no suficiente para causar enfermedad.
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H&E insulina

control
NOD

NOD tratado
con PBS

NOD tratado

con p63-104O

Figura 8. Análisis histológico del páncreas de ratones NOD que fueron transferidos con células
patoge'nicas BDC2.5 e inmunizados intravenosamente con pbs ó con el péptido p63-1040 un día
mas tarde. Las fotos de la izquierda (tinción con H&E,ver Materiales y Métodos) permiten ver el
grado de infiltración de los linfocitos en los islotes del páncreas mientras que los paneles de la
derecha muestran las mismas secciones tenidas con un anticuerpo específico anti-insulina. Como
puedo observarse, los tejidos de ratones NOD que recibieron tratamiento con el péptido p63­
1040 poseen baja infiltración de linfocitos y muestran una capacidad de producción de insulina
comparable a la de los ratones NOD que no recibieron células patogénicas (ratones control).
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Los resultados presentados en esta sección demuestran claramente y en forma directa que la

terapia con el antígeno de alta afinidad 1040-63 (EC50=1.2 ng/ml) resultó efectiva para controlar el

desarrollo de diabetes en ratones NODque recibieron células patogenicas BDC2.5.

4.3.1 LA INMUNIZACIÓN IN VIVO CON UN PÉPTIDO DE ALTA AFINIDAD

PREVIENE ENFERMEDAD EN EL 'MODELO DE TRANSFERENCIA DE DIABETES"
MEDIANTE LA DELECIÓN DIRECTA DE LAS CELULAS PATOGENICAS

En la sección anterior demostramos que la inmunización ¡n vivocon el péptido 1040-55 previene

diabetes. Sin embargo, el mecansimo no estaba dilucidado. En base a los experimentos realizados en

ratones BDC2.5 (sección 4.2) sabíamos que la inmunización ¡n vivocon 1040-63 causaba la deleción por

apoptosis de las células que reconocen al antígeno. Por otro lado, como se mencionó anteriormente, la

presencia de 5 millones de células patogénicas no fue suficiente para causar enfermedad. Por lo tanto,
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Figura 9. Marcación específica de células BDC2.5con el 'dimer p1040-63'.
Células del va50 de ratones BDCZ.5 ó NOD fueron Teñidas con Vb4 (A) ó con el
'dimer p1040-63' (B) (ver materiales y métodos). Los histogramas muestran el
porcentaje de células que resultó positivo (M1)en cada caso.
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decidimos evaluar si en el modelo de transferencia de diabetes, el mecanismo por el cual se previene

enfermedad mediante la inmunización con 1040-55 estaba dada por la deleción específica de las células

patogénicas llevándolas a un número no suficiente para desencadenar diabetes.

160

14o

_¿ N o

_L O O

Porcentajedecélulas

BDCZ.5dimer+

CD09 OO

A O

N O

O

p1040- p1040- p1040- PBS PBS PBS
63/PBS 63/PBS 63/PBS

Tratamiento

Figura 10. La inmunización ¡n vivo con el péptido de alta afinidad p1040-63 causa una
disminución significativa de las células activadas BDC2.5 en el modelo de Transferencia de
diabetes. Cada barra representa el aumento en porcentaje de células que tiñieron positivamente
con el dimer (células BDCZ.5)en cada ratón individual con respecto al nivel basal encontrado en
ratones NOD no tratados. El análisis se realizóe n citometría de flujo (ver materialesy
métodos). Ratones NOD (3 ratones por grupo) fueron inmunizados intravenosamente con el
péptido p1040-63 ó con solución salina (PBS) un día después de recibir la transferencia de
células activas BDCZ.5.

Una manera directa de ensayar si la deleción específica de las células patogénicas es el

mecanismo por el cual se previene diabetes seria cuantificar las células transferidas BDC2.5 en ratones

NOD luego de recibir tratamiento con o sin el péptido 1040-63. Pero cómo cuantificar específicamente las

células 8002.5 en todo el conjunto de células T del ratón NOD? Dado que V84 es el haplotipo de la

cadena B del receptor celular T de las células transgénicas BDC2.5 una posibilidad consistía en analizar
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mediante citometria de flujo (ver Materiales y Métodos) Ia presencia de células VB4+ en nódulos

pancreáticos de los ratones NOD siete a diez días post-transferencia de las células BDC2.5. es decir

cuando los ratones control desarrollan enfermedad. Asi, la presencia de un número significativamente

menor de células VB4+en nódulos pancreáticos de ratones sanos (tratados con el péptido) significaría

que las células VB4+ BDC2.5 patogénicas han sido en parte o totalmente eliminadas razón por Ia cual

estos animales no desarrollan enfermedad. Sin embargo este método no permitió observar diferencias

entre los ratones tratados con el péptido y los ratones control (solución salina). Como puede observarse

en la Figura 9, el porcentaje de células VB4+ presente en ratones NOD que no recibieron ningún

tratamiento (nivelbasal) es demasiado alto como para que un pequeño aumento en dichas células pueda

ser significativamente distinguido. Dicho en otras palabras, un aumento en Ia población de células VB4+

dado por la transferencia de células VB4+ BDC2.5 en ratones NOD se ve obscurecido por el nivel basal

de células VB4+ en el ratón NOD. Por este motivo debimos buscar una manera más especifica de

distinguir la presencia de las células BDC2.5 en los recipientes NOD. En colaboración con el laboratorio

del Dr. Bluestone en Ia Universidad de San Francisco, California, desarrollamos un compuesto marcado

fluorescentemente que se une única y especificamente a las células BDC2.5. Dicho compuesto fue

denominado "Dimer p1040-63". Este compuesto está formado por el complejo del MHC del ratón NOD. I­

g7, unido covalentemente al péptido 1040-63. El péptido 1040-63 es específico de las células BDC2.5 y

fue identificado en este trabajo (ver sección 1.3). Debido a que el receptor celular T de las células

BDC2.5 reconoce al péptido 1040-63 en el contexto del complejo MHC el "dimer" se une a las células

8002.5. Como puede observarse en la Figura 9, la mayoria de las células T CD4+ del bazo de ratones

BDC2.5 se unen con el “dimer p1040-63" mientras que sólo alrededor del 1% de las células T CD4+ se

unen al "dimer" en ratones NOD. Mediante ese método pudimos cuantificar la presencia de células

BDC2.5 en nódulos linfáticos de ratones NOD tratados con ó sin el péptido. Siete a diez días luego de Ia

transferencia de células BDC2.5 ratones NODque fueron inmunizados con el péptido presentaron bajos

niveles de células patogénicas (Figura 10) con valores de glucosa sanguínea normales. Animales que

fueron tratados sólo con solución salina presentaron niveles más altos de células 8002.5 y todos

resultaron diabéticos con valores de glucosa > 300mg/dl.

Sin embargo es importante aclarar que si bien el experimento se repitió varias veces obteniendo

resultados similares y si bien los ratones tratados con el péptido p1040-63 resultaron cada vez protegidos

de diabetes, los niveles de células patogénicas observados en estos ratones mostraron más variación

que los tratados con PBS. Esta observación sugiere que si bien la deleción de las células es un
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mecanismo involucradoen el desencadenamiento de diabetes, no se puede descartar que no haya otros

mecanismos involucrados como por ejemplo anergia de las células patogénicas o Ia existencia de un

grupo de células regulatorias que también jueguen un papel importante en el control de enfermedad en

este modelo.

En resumen, los estudios in vivo realizados en este trabajo muestran que antígenos de alta

afinidad específicos de células diabetogénicas previenen el desencadenamiento de enfermedad y

sugieren que Ia deleción específica de dichas células está dentro de los mecanismos ( o es "el"

mecanismo) involucrado en dicha prevención.
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1. DISCUSIÓN

EI ratón BDC2.5 representa una exageración del modelo NOD, sus células son altamente

diabetogénicas cuando son transferidas a ratones sanos NOD y son reactivas contra un antígeno

desconocido pancreático en asociación al complejo mayor de histocompatibilidad. l-Ag? [1]. Diferentes

estrategias han sido usadas para Ia identificación de los antígenos reconocidos por las células T

involucradas en el desencadenamiento de diabetes mellitus del tipo 1. Nosotros elegimos buscar el

antígeno reconocido por la población de células diabetogénicas T CD4+ provenientes del ratón

transgénico BDC2.5 mediante el uso de bibliotecas peptídicas combinatoriales.

La búsqueda del antígeno reconocido por las células BDC2.5 fue iniciada mediante el uso de una

biblioteca de decapéptidos organizada en formato posicional. estrategia varias veces usada para la

identificaciónde ligandos específicos de clones celulares T reactivos contra antígenos de especificidad

conocida o desconocida [2-8]. El primer escrutinio realizado con la biblioteca PS-SCL 94-7 (Tabla 1.

Resultados) indicó que las mezclas más activas en estimular células BDC2.5 fueron las que contenían

péptidos con prolina en posición 4 y metionina en posición 9. En las otras posiciones debido a que

ninguna mezcla de péptidos resultó claramente más activa que las otras debimos seleccionar varios

aminoácidos para cada posición. La combinación de todos los posibles residuos seleccionados en este

punto del proceso de desconvolución implicaba el diseño y síntesis de millones de péptidos lo cual

resulta prácticamente imposible. Por lo tanto, para obtener información más específica en las posiciones

1. 2, 3, 5, 6, 7. 8. y 10 de los decapéptidos capaces de estimular las células BD02.5, debimos adoptar

una estrategia diferente que consistió en el diseño de una biblioteca acotada basada en la información

obtenida con la biblioteca PS-SCL 94-7. Si bien, bibliotecas acotadas que poseen un número

determinado de aminoácidos por posición en vez de todos los 20 aminoácidos (biblioteca no acotada) se

han usado eficientemente en otros trabajos para Ia identificación de antígenos reconocidos por células T

[9. 10] por primera vez, en nuestro trabajo, se reporta la síntesis de una biblioteca acotada basada

exclusivamente en la información obtenida con el escrutinio de una biblioteca no acotada. El hecho de

que algunas de las mezclas acotadas de las series N37 y N66 (Tablas 3 y 4, Resultados) hayan activado

células BDC2.5 mucho más eficientemente que las mezclas de la biblioteca PS-SCL 94-7 nos permite

concluir que. en los diferentes pasos del proceso desconvolutivo, fuimos seleccionando exitosamente

especificidad mediante la selección de péptidos activos.
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Durante los diferentes pasos del proceso de desconvolución en los cuales varias mezclas y más

de 100 péptidos individuales fueron ensayados en células T BDC2.5, fue posible determinar que la

presencia en los péptidos de prolina en posición 4, leucina en posición 5, triptofano en posición 6,

arginina en posición 8 y metionina en posición 9 es importante para obtener péptidos capaces de

estimular células BDC2.5. Además, al tener un número tan grande de secuencias y su capacidad

estimulatoria pudimos determinar que en las otras posiciones, existen combinaciones óptimas que

permiten obtener mejor actividad. Asi, las combinaciones R3 V7 E10, L3 V7 E10 y L3 G7 E10 resultaron

las más favorables (Tabla 7, Resultados).

Paralelamente a la realización de nuestro trabajo, el grupo del Dr. Luc Tetyon en el "Scripps

Research Institute" de San Diego, California, publicó en la revista Science la estructura en rayos x del

MHCdel ratón NOD y BDC2.5, Ia molécula I-g7 [11]. Sorprendentemente, los aminoácidos descriptos en

nuestro trabajo en las posiciones 5, 7 y 10 de los decapéptidos corresponden perfectamente a los

aminoácidos de anclaje a la molécula I-g7 propuestos por el grupo de Teyton. Dado que se ha

encontrado en nuestro trabajo que Ia presencia de los residuos prolina en posición 4, triptofano en

posición 6, arginina en posición 8 y metionina en posición 9 son importantes para Ia actividad de los

péptidos, y dado además que estos residuos no parecen estar involucrados en eI anclaje al complejo Ig­

7, es posible sugerir que dichos residuos están posiblemente involucrados en el contacto del péptido con

el receptor celular T (TCR) de las células BDC2.5. Sin embargo, es importante destacar que para

comprobar estrictamente qué residuos están involucrados particularmente en Ia unión del péptido al MHC

ó al TCR es necesario descifrar directamente Ia estructura en rayos x del complejo MHC-péptido-TCRy

realizar paralelamente estudios de competencia denominados de “Unión al MHC" ( del inglés: MHC

Binding Studies) en los cuales se diseñan péptidos análogos en los cuales se substituye

sistemáticamente un residuo a Ia vez para entender qué residuo debe estar presente para causar

actividad. Si bien los resultados no se han presentado en este trabajo, tenemos ahora información con

péptidos análogos que sugieren que los residuos involucrados en el anclaje al MHCson los propuestos

anteriormente.

La mayoría de los antígenos definidos en nuestro trabajo son altamente efectivos en estimular

células T BDC2.5 (Tabla 6, Resultados), estas células activadas causan rápidamente diabetes cuando

son transferidas a ratones NOD-scid (Tabla 10, Resultados) y más importante aún, son capaces de

estimular respuestas proliferativas en el conjunto de células T de ratones NOD que han sido

espontáneamente activadas ¡n vivo (Figura 4, Resultados). Esta última observación implica que los
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péptidos definidos en este trabajo están relacionados a un autoantígeno involucrado en el proceso de

enfermedad en estos animales. Es más, si tenemos en cuenta el alto índice de estimulación provocado

por algunos de los péptidos cuando fueron ensayados con células T de ratones NODes posible sugerir

que existe más de un clon de células T que responden a estos antígenos. Estos clones comparten

especificidad por estos péptidos y pueden o no estar todos involucrados en el proceso de enfermedad.

Alternativamente, el alto índice de proliferación observado en los ratones pre-diabéticos NOD podria ser

explicado por la existencia de un gran número de células únicamente del clon BDCZ.5 y que sería

necesaria la acumulación de este alto número de células patogénicas para que posteriormente se

desencadene el proceso de enfermedad.

Las células BDC2.5 son reactivas contra un antígeno pancreático. Sin embargo, de las más de

100 secuencias identificadas en este trabajo capaces de activar las células T BDC2.5 ninguna resultó

idéntica a alguna secuencia proteica del páncreas publicada hasta Ia fecha. Recientes estudios con otros

clones y usando péptidos análogos en los cuales se substituye sistemáticamente un aminoácido, han

demostrado que Ia capacidad de un determinado péptido en estimular respuestas proliferativas no se vió

alterada a pesar de presentar una o más substituciones en su secuencia original [12-15].Es más, cuando

se ensayaron clones autoreactivos. algunas de las modificaciones hechas en los péptidos nativos daban

como resultado péptidos denominados superagonistas, por ser aún mas potentes que el nativo en causar

proliferación[12-15]. Estas observaciones sugieren que en nuestro caso, las secuencias encontradas

capaces de activar las células BDC2.5en concentraciones del rango de los nanomoles podrían de hecho

constituir modificaciones del “autoantígeno nativo" que causó originalmente Ia activación del clon

patogénico BDC2.5. En otras palabras. no hemos encontrado la secuencia proteica del páncreas contra

la cual el clon BDC2.5 es reactivo sino modificaciones de esta secuencia original que también activan el

clon pero de una manera mucho más potente. Esta posible interpretación no resulta muy sorprendente si

se analiza como se ha desarrollado el proceso desconvolutivo de búsqueda de los antígenos

encontrados en este trabajo mediante el uso de bibliotecas peptídicas combinatoriales. En cada paso del

proceso fuimos seleccionando para cada posición los residuos de las posiciones definidas de las mezclas

que resultaban más activas cuando se las ensayaba en células BDC2.5. Asi, los ligandos que

encontramos resultan de la combinación de los residuos "óptimos"para cada posición. De esta manera.

no resulta tan sorprendente que los péptidos encontrados sean secuencias óptimas ó superagonistas.

Sin embargo. como se ha demostrado en otros trabajos, es importante aclarar que no siempre que se

trabaja con bibliotecas peptídicas combinatoriales las secuencias encontradas resultan necesariamente

superagonistas [3. 7]. Un método desarrollado recientemente [3] permite analizar los datos obtenidos en
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el escrutinio de las bibliotecas peptidicas combinatoriales mediante un análisis computacional.

Brevemente, lo que hace dicho método es calcular un valor relativo para cada aminoácido en cada una

de las posiciones basado en los resultados obtenidos con el escrutinio de la biblioteca posicional. Por

ejemplo, en nuestro caso, prolina en posición 4 tendria un valor comparativamente más alto que otro

aminoácido en dicha posición. Con dichos valores se construye una matriz. Una vez construida la matriz,

el programa toma todos los fragmentos peptidicos de todas las proteinas reportadas en los bancos de

datos y usa la matriz para calcular un valor predictivo del potencial estimulatorio de cada fragmento. De

esta manera se pueden identificar secuencias sin que resulten necesariamente de la selección de los

residuos mas activos en cada posición, sino ponderando todos los residuos en todas las posiciones. En

este momento y en colaboración con la co-creadora de este método, Ia Dr. Clemencia Pinilla del Torrey

Pines Institute for Molecular Studies ubicado en San Diego, California estamos usando toda Ia

informaciónobtenida con el escrutinio de las bibliotecas para buscar mediante este método secuencias

murinas que podrian ser los potenciales autoantigenos del clon BDC2.5.

Una segunda posible explicación de por qué no hemos encontrado ninguna secuencia en

proteínas pancreáticas que coincidan 100% con alguna de nuestras secuencias radica en la posibilidad

de que la proteina que causa la activación inicial del clon BDC2.5 in vivo pertenezca a un organismo

infeccioso, y que, por el fenómeno de mimesis molecular, reaccione con baja afinidad contra un antígeno

pancreático. En apoyo de esta hipótesis hemos encontrado mediante el uso del método computacional

mencionado anteriormente, secuencias virales y bacteriales capaces de estimular células BDC2.5. Sin

embargo Ia significancia biológicade estos hallazgos todavia queda por estudiarse.

Varios trabajos han demostrado el alto grado de promiscuidad del receptor celular T de los

linfocitos CD4+ [8, 16]. Asi, no resulta sorprendente que hayamos encontrado tantas secuencias

peptidicas capaces de estimular un único clon celular T. Sorpresivamente para nosotros, la secuencia de

uno de los péptidos descriptos en este trabajo que resultó más efectivo en estimular células patogénicas

BDC2.5 (p1047-10, EC50= 4nM, KVAPVWVRME)es notablemente similar a la secuencia del fragmento

528-539 de GAD65 (KVAPVIKARMME).Entre los autoantigenos descriptos hasta ahora, GAD65 es uno

de los más involucrados en la etilogia de la enfermedad. Sin embargo cuando sintetizamos dicho

fragmento de GAD65 mostró un nivel de estimulación prácticamente nulo (EC50 > 10,000 nM). Con el

objetivo de explorar la posibilidad de que un fragmento mas largo de GAD65 sea efectivo en activar las

células BDC2.5, sintetizamos el péptido 1098-11 (LSKVAPVIKARMMEYG).Dicho péptido fue activo con

un EC50 = 2335 nM. Este último resultado sugiere que un epitope dentro de GAD65 podria ser el
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autoantígeno natural involucrado en la activación espontánea de las células BDC2.5 in vivo. Si así fuere,

el clon BDC2.5 tendría baja afinidad por su antígeno aunque suficiente para causar activación y

espontánea diabetes autoinmune.

Sin embargo. dos problemas surgen cuando se propone relacionar a GAD65 como el

autoantígeno reconocido por las células BDC2.5. El primero radica en que raramente la inmunización de

ratones pre-diabéticos NOD con GADSSó con uno de sus fragmentos ha provocado la aceleración del

desencadenamiento de diabetes en estos ratones. EI segundo problema radica en los resultados

obtenidos en nuestro trabajo en los cuales mostramos que la directa inmunización ¡n vivo con los

péptidos identificados (aún con aquellos péptidos similares a GADGS)no provocan enfermedad en

ratones BDC2.5. Si GADGSfuera el autoantígeno, ambas observaciones parecen indicar que las

circunstancias involucradas en la presentación natural de péptidos autoantígenos durante el proceso

espontáneo de enfermedad ¡n vivoy la presentación de péptidos provocada mediante una inmunización

conducen a diferentes situaciones. Un trabajo reportado recientemente en Journal of Immunology [REF

quinn) provee datos que apoyan la hipótesis recién mencionada. En este trabajo se muestra que el

fragmento de GADGS524-543 contiene dos epitopes solapados que estimulan dos grupos diferentes de

células T. Células T provenientes de ratones NOD inmunizados con el fragmento 524-543 responden ¡n

vitro al epitope 527-538, usan el haplotipo V812 del receptor celular T y, cuando son transferidas junto

con células patogénicas en recipientes sanos NOD, inhiben el desencadenamiento de diabetes En

cambio, células T activadas espontáneamente durante el proceso natural de enfermedad provenientes de

ratones NOD pre-diabéticos responden al epitope 530-543, usan VB4 y no muestran tal actividad

regulatoria cuando son transferidas junto con células patogénicas en recipientes NOD. Estos resultados

sugieren que la inmunización de ratones BDC2.5 con los péptidos de GADGSdefinidos en nuestro trabajo

podrían dar origen a células regulatorias que previenen el desencadenamiento de enfermedad mediante

la directa inmunización ¡n vivo. Actualmente se están desarrollando estudios en el laboratorio del Dr.

Darcy Wilson con el objetivo de responder estos interrogantes.

Varios trabajos han asociado las células patogénicas involucradas en el proceso de diabetes con

un patrón de expresión de citoquinas del tipo 1[1. 17-21]. Así mismo, la inmuno-desviación de este patrón

a uno del tipo 2 se ha asociado a la prevención de la enfermedad [22]. A partir de esta observación,

razonamos que dada Ia diversidad de antígenos definidos en este trabajo, era posible encontrar alguno

que causara un perfil de citoquinas del tipo 2 en las células BDC2.5 activadas y así dar lugar a células no

patogénicas. Nuestros resultados muestran que esto no fue posible. Ensayos con diferentes antígenos y
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usados a varias concentraciones provocaron la secreción de citoquinas típicas de un perfil del tipo 1.

Estos resultados sugieren que el perfil de expresión de citoquinas de un determinado clon celular T CD4+

es una característica intrínseca del clon independiente de la afinidad y de la concentración del antígeno

usado para su estimulación. Alternativamente, existirían antígenos con capacidad de inducir un perfil de

citoquinas del tipo 2 pero estos son diferentes a los antígenos encontrados en este trabajo.

Si bien muchos de los péptidos resultaron altamente efectivos en desencadenar respuestas

proliferativas ¡n vitro, la directa inmunización in vivo de ratones 8002.5 no fue efectiva para causar

diabetes en estos ratones. Esta observación nos hizo pensar que la inmunización in vivocon un péptido

de alta afinidad podría: 1- Resultar inefectiva en activar las células ó 2- Dar lugar a un cierto mecanismo

de tolerancia mediante el cual se previniera el desencadenamiento de la enfermedad. Si la segunda

hipotesis resultara cierta, la inmunizazión in vivo con este péptido podría usarse como terapia para

controlar el curso de la enfermedad.

Por mucho tiempo se ha sabido que el desencadenamiento de una respuesta inmune está

influenciada por la dosis, la forma y Ia vía en que se administra el antígeno y, por la presencia de

moléculas co-estimulatorias. Muchas de las estrategias usadas para causar tolerancia, las cuales pueden

prevenir enfermedades autoinmunes y restablecer la tolerancia periférica a determinados autoantígenos

se basan en esta información. Se ha demostrado por ejemplo en la mayoría de los modelos

experimentales de enfermedades autoinmunes, que la inmunización con los autoantígenos en forma

intravenosa, oral ó subcutánea en altas dosis previene el desencadenamiento de la patología [23-26].Así

mismo se ha demostrado que péptidos de alta afinidad por el receptor celular T de los linfocitos CD4+

patogénicos son eficientes también en mediar un proceso de tolerancia [27]. Los resultados de nuestro

trabajo muestran que Ia inmunización ¡n vivo con un péptido de alta afinidad previene el

desencadenamiento de diabetes en ratones NODque fueron transferidos con un número suficiente de

células patogénicas. Nuestros resultados además sugieren que la deleción de las células patogénicas es

al menos uno de los mecanismos de tolerancia involucrados en la prevención de enfermedad. Sin

embargo, dado que en algunos de los ratones que recibieron el péptido superagonista el número de

células patogénicas no resultó significativamente menor que los controles, dicha observación sugiere que

otros mecanismos de tolerancia podrían también estar involucrados en la prevención de diabetes en este

modelo. Actualemente y en colaboración con el laboratorio de Nora Sarvetnick ubicado en el “Scripps

Research institute"estamos tratando de dilucidardichos mecanismos.
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En nuestro modelo de estudio las células autoreactivas fueron transferidas activadas en

receptores sanos con el objetivo de simular la situación en la cual la progresión de la enfermedad se

encuentra suficientemente avanzada. Esta observación sugiere que la inmunoterapia basada en el uso

de péptidos de alta afinidad por el receptor de las células patogénicas podría aplicarse en casos en los

cuales la enfermedad ha avanzado y por lo tanto manifestado algunos de sus síntomas. Sin embargo, en

en la gran proporción de pacientes en los cuales ya se ha manifestado la enfermedad la mayoría de las

células del páncreas productoras de insulina se encuentran mayormente destruidas. Por lo tanto, en

estos casos, la cura de diabetes mellitus del tipo 1 requeriría además del tratamiento mediante

inmmunoterapia peptídica un reemplazo de las células dañadas. Por este motivo, resulta interesante

diseñar experimentos en los cuales se analice la posible aplicación de este tipo de terapia en la

prevención de diabetes. Para esto, el modelo NOD representa un modelo ideal ya que se podría

inmunizar a los ratones desde edades muy tempranas y evaluar la efectividad de estas inmunizaciones

en prevenir el desencadenamiento espontáneo de la enfermedad. Hay que tener en cuenta también otras

consideraciones antes de diseñar un protocolo de tratamiento mediante el uso de péptidos y su

aplicación en el tratamiento de diabetes en humanos. Un problema se basa en la posible activación de

clones celulares T de diferentes especificidades luego de que se ha inmunizado con un determinado

péptido. Así como una misma célula T puede responder a varios antígenos (fenómeno conocido como

promiscuidad o degeneratividad de las células T), un mismo antígeno puede activar diferentes clones de

células T. De esta manera, el tratamiento con un péptido X específico de un clon patogénico X podría

ocasionar la activación de otras células T que puedan ser por algún motivo patogénicas para el

organismo. El segundo problema radica en que si bien varios trabajos han reportado que la inmunización

in vivocon péptidos/autoantígenos conduce a un estado de tolerancia de las células patogénicas, en

varios casos se reportó que dependiendo del protocolo usado y de las condiciones del organismo. la

inmunización ¡n vivoocasionó la activación y posterior exhacerbación de la enfermedad [28-30].

En resumen, en este trabajo de Tesis se reportan por primera vez más de cien secuencias

peptídicas altamente específicas, con valores de EC50 en el rango de los nanomoles. en estimular

células T patogénicas BDC2.5. Muchos de estos péptidos son estructuralmente similar al fragmento 524­

543 de la proteína pancreática GADGS.Es más, un fragmento de 16 aminoácidos de esta proteina es

capaz de estimular estas células aunque a una concentración en el rango de los microgramos. Estos

resultados sugieren que GAD65 podría ser un factor esencial iniciador del proceso de diabetes

autoinmune. Estos Iigandos también estimulan respuestas proliferativas de linfocitosT espontáneamente

activados en el ratón NOD. Esta observación indica que al menos uno de los eventos involucrados en el
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desencadenamiento espontáneo de diabetes en este animal es Ia activación de una significativafracción

del repertorio de linfocitos T que tienen especificidad por un péptido estructuralmente similar a los

péptidos descriptos en este trabajo. Las células BDC2.5 resultan altamente patogénicas ¡n vivocuando

son estimuladas ¡n vitro con estos Iigandos. Por el contrario, cuando son presentados mediante la

inmunización in vivo,péptidos altamente especificos causan Ia deleción de las células patogénicas. Esta

observación valida el uso de estos péptidos como inmuno-moduladores del curso de la enfermedad y

sugiere que la futura caracterización de los eventos involucrados en dicho proceso de tolerancia es

importante para diseñar un tratamiento definitivode la enfermedad diabetes mellitus del tipo 1.

Fu, 351m _Cm.134_\
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