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Abreviacions

Ac - anticos

Aac - autoanticos

APS-II - sindrome poliendocri autoimmune de tipus I
GABA - acid L-glutamic a acid y-aminobutiric
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IAA - autoanticossos contra la insulina
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T1D - Diabetis Mellitus tipus 1
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Introduccié

1.Introduccio

1.1 La Diabetis Mellitus tipus |

La Diabetis mellitus tipus 1 (T1D) és una malaltia cronica que es produeix com
a consequeéncia de la destrucci6 selectiva de la cél-lula  dels illots pancreatics
0 de Langerhans, mediada pel sistema immune, i que comporta una absoluta
deficiencia d’insulina (insulinopénia). La classificacio etiologica actual de la
Diabetis Mellitus tipus 1 distingeix entre la diabetis tipus 1la (autoimmune-T1D) i
la tipus 1b (no mediada pel sistema immune), una forma encara poc definida * .
A partir d’'aqui ens referirem a la diabetis tipus la. La prevalenca mundial de la
Diabetis Mellitus I'any 2011 segons la IDF (International Diabetes Federation)
és de 366 milions i s’estima que aquest valor augmentara fins a 552 milions
'any 2030 amb una prevalenca comparativa del 7,7%. De tots els individus
amb diabetis, només el 10-15% estan diagnosticats com a T1D. La incidéncia
de la T1D esta augmentant a nivell mundial i s’estima que 90000 nens sén
diagnosticats anualment 2. A I'Estat Espanyol un estudi reporta una prevalenca
(95% CI) ajustada per edat i sexe del 13,8% tot i que cal destacar que aquest
mateix estudi senyala que un 30% de la poblaci6 analitzada té alguna alteracio
en el metabolisme de la glucosa 3. Aproximadament un 40% de les persones
amb T1D desenvolupen la malaltia abans dels 20 anys, i aquest fet la
converteix en una de les malalties infantils croniques més comuns. La
prevalenca de la T1D en nens menors de 15 anys varia d’'un 0.05 fins a un
0.3%, valor observat en la majoria de poblacions europees (0.2% en el cas de

I'Estat Espanyol) i nord americanes *.
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La T1D, al contrari que la majoria de malaltes autoimmunes, afecta per igual
homes i dones, tot i que sembla que hi ha un lleuger increment en el grup dels
homes respecte les dones en l'incidéncia dels grups que debuten en edats
tempranes. Addicionalment, la incidencia de la T1D varia en funcio dels canvis
estacionals, essent més elevada a l'octubre i I'hivern i inferior en els mesos
estivals °.

La incidencia de la T1D té una gran variabilitat geografica. Escandinavia
(60/100000 per any a Finlandia) i la illa de Sardenya (40/100000 per any) tenen
els indexs d’incidencia més elevats del mén mentre que les poblacions
orientals com la Xina, India o altres paisos com Venecuela, tenen una
incidéncia de només 0.1/100000 per any. Ratis de més de 20 casos per 100000
per any s’han observat en paisos com Suécia, Noruega, Gran Bretanya,
Canada i Nova Zelanda ®®. Estudis realitzats a I'Estat Espanyol detecten una
incidéncia de la T1D de 10-12/100000 casos per any 3. Per altra banda, la
incidencia de la T1D esta augmentant rapidament a nivell mundial, amb una
ratio del 3-5% anual. Tot i aixo cal destacar que I'augment en la incidéncia de la
malaltia no és igual en els diferents grups d’edat. La mitjana d’edat al debut ha
disminuit en les darreres dues décades "°. De fet, sembla que existeixen dos
pics de presentacié de la malaltia, un entre els 5 i els 7 anys i I'altre proper a la
pubertat *°. L’'augment anual de casos de T1D entre els anys 1983 i el 2003 ha
sigut d’un 5,4% en nens d’entre 0 i 4 anys d’edat, i la previsio és que en aquest
grup d’edat hi hagi un augment de la incidéncia que arribi a doblar els casos de
T1D fins a I'any 2020 ’. Estudis com 'EURODIAB ACE Study Group (2000) i el

DIAMOND Project Group (2006) han demostrat també un augment superior en
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la incidéncia en el grup de nens de 5-7 anys en paisos amb incidéncies ja
historicament elevades com és el cas de Noruega.

Tot i que la T1D ha estat sempre considerada com una malaltia infantil, hi ha
estudis epidemiologics que demostren que en adults, la incidéncia d’aquesta
malaltia és comparable ®'. En concret, I'estudi realitzat per un grup belga
demostra com la incidéncia de T1D és similar en els dos grups d’edat estudiats
(0-14 anys: 11.8/100,000; 15-39 anys: 8.9/100,000). A més a més, aquest
estudi detecta una menor prevalenca dels simptomes aguts, cetondria,
genotips HLA-DQ d’alt risc i autoanticossos (aac) contra la insulina, les cél-lules
de l'illot i I'IA2 aixi com una major prevalenca dels aacs contra la GAD65 en el
individus diagnosticats de T1D que pertanyen al grup d’edat compresa entre 15
i 39 anys respecte als individus del grup d’edat compresa entre 0 i 14 anys que
desenvolupen la malaltia °.

El model d’historia natural de la T1D suggereix que els individus genéticament
susceptibles amb un nombre fixe de cél-lules B estan exposats a uns factors
ambientals desencadenants que indueixen els processos d’autoimmunitat.
Aquest model preveu I'existéncia de diferents estadis que comencarien amb un
procés d’autoimmunitat sense l'existencia de la malaltia clinica declarada
(prediabetis), periode durant el qual es produeix un defecte progressiu de la
secrecio d’insulina i finalment el debut clinic de la malaltia (Fig.1).
Posteriorment, existeix una fase de remissio transitoria i finalment la diabetis
establerta, periode en el qual es poden detectar diverses complicacions, tant de
tipus agut com cronic (hipoglucémies, cetoacidosis, infeccions, retinopatia,

nefropatia,...).



Introduccié

Desregulacid
immune

Interaccions
entre
gens que
confereixen
susceptibiltat
i resisténcia

Massa p cel-lular

Factors ambientals
desencadenants i

reguladors

Insulitis variable
Sensibilitat
de la céllula g
a les lesions

A4

GAD ICAS12 ICA

/

Pérdua de la primera fase
de larespostaala
insulina (IVGTT)

Intolerancia a la glucosa

Diabetis clinica

\

+«— Prediabetis

—

Temps

C-peptid
indetectable

Figura 1. Model actual proposat per explicar el procés d’historia natural de la diabetis

tipus 1A. Aquest model inclou la informacié obtinguda gracies a un millor coneixement

de la genética, immunologia i efectes ambientals en la historia natural de la T1D (Adaptat

a partir d’Atkinson i Eisenbarth 2001).

En la majoria dels pacients, no es coneix l'etiologia del procés autoimmune i de

la destrucci6 de la cél-lula (3 perd se sap que aquests processos estan mediats

per macrofags i per limfocits T i que existeixen aacs detectables contra diversos

antigens de la cél-lula B. De fet, 'autoimmunitat es defineix per la presencia

d'aacs ja que la seva deteccié és molt més senzilla i es troba molt més

estandarditzada que no pas la deteccio dels marcadors cel-lulars.
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La durada de la fase preclinica autoimmune és variable arribant en alguns
casos fins a 13 anys '3, En els individus amb aacs persistents es produeix
primerament una perdua de la secrecié pulsatil espontania d’insulina, una
progressiva reduccié de la resposta aguda d’insulina als nivells de glucosa
intravenosa, seguida d’una reduccio de la resposta a altres segretagogs, una
intolerancia a la glucosa oral i hiperglucémies en deji **.

13,15,16 ;

Els primers estudis en familiars de primer grau i en nens sense historia

1719 yan detectar una “remissié” dels aacs contra l'illot

familiar de diabetis
(ICA) dentre un 10 i un 78%. Estudis més recents pero, suggereixen que
mentre els titols dels aacs especifics contra l'illot poden variar, és forca
infrequiient una “remissié” d’aquests en individus on han estat detectats dos o
més aacs durant, fins i tot, un breu periode de temps %. Per altra banda, hi ha
individus on hi pot haver una desaparicié de I'autoimmunitat  cel-lular o altres
on tot i la preséncia d’'aacs no es produeix una progressio cap a la diabetis
degut a una penetrancia incompleta de la susceptibilitat genética o a una
insuficient exposicid a factors ambientals. L'edat també pot jugar un paper
important ja que s’ha observat que els nens menors de 10 anys tenen un risc 3
vegades superior a desenvolupar la malaltia a partir de l'autoimmunitat
comparat amb el risc que tenen grups d'edats superiors ?. Per altra banda,

'autoimmunitat contra la cél-lula B pot desaparéixer i reapareixer degut a

infeccions virals 0 a exposicions a factors de la dieta.

11
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1.1.1 Geneticade la T1D

Existeixen un gran nombre d’evidéncies que indiquen la influéncia de diversos
factors genetics en la susceptibilitat i resisténcia al desenvolupament de la T1D.
Tot i que una proporcié considerable de pacients afectes de T1D no tenen una
historia familiar de diabetis, existeix una relacié familiar significativa amb una
prevalenca mitja del 6% entre germans comparada amb el 0.4% en poblacié
general caucasica. Un altre tipus de susceptibilitat és depenent del grau
d’identitat genética amb I'individu afectat per la malaltia. El risc més elevat de
desenvolupar T1D s’observa en bessons monozigotics (30% aproximadament)
tot i que un estudi recent que realitzava un seguiment a llarg termini suggereix
que aquest percentatge podria ser superior ? seguit pels familiars de primer
grau amb un risc aproximat del 5% 2.

Els primers articles que parlen de susceptibilitat genéetica de la T1D daten del
1973 2 i la relacionen ja amb la regi6 HLA (Human leucocyte Antigen). Tot i
gue des d’aleshores s’han trobat 40 loci genétics associats a la T1D en
diferents estudis realitzats, la regio HLA, amb els seus mdltiples gens i l'alt
polimorfisme als seus loci, continua sent la regié que més contribueix en la
susceptibilitat genética de la T1D amb “odds ratios” (ORs) que van de 0,22
fins a 11 per haplotips DR-DQ especifics %,

El locus de susceptibilitat de més importancia per al desenvolupament de la
T1D es troba a la regié HLA (Human leucocyte Antigen) de classe Il situada al
brac curt del cromosoma 6 (IDT1D) #. El locus determinant de susceptibilitat
més important detectat fins a 'actualitat és el HLA-DQ. Els al-lels HLA DR4 i

DR3 estan fortament associats a la T1D i aproximadament el 30-50%

12
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(depenent de l'edat i el génere) dels pacients afectes sOn heterozigots
DR3/DR4. ElI genotip DR3/DR4 comporta el risc més elevat per al
desenvolupament de la T1D seguit pels genotips homozigots DR4 i DRS3,
respectivament . Els allels HLA DRB1*0401, *0402 i *0405 amb
DQA1*0301-DQB1*0302 (també anomenat DQ8) estan associats a un alt risc
per al desenvolupament de T1D, mentre que DRB1*0403 amb els mateixos
al-lels DQ confereixen a l'individu un genotip protector. Un altre haplotip d'alt
risc forca frequent és I'HLA DRB1*0301-DQA1*0501-DQB1*0201 també
anomenat DQ2 %’. Aproximadament el 90% dels individus afectes de T1D tenen
DQ2 o DQ8, comparat amb el 40% en poblacié general. A més a més, el 35%
dels pacients dels USA afectes de T1D sén “DR3/DR4,DQ2/DQ8” heterozigots
comparat amb el 2.4% de la poblacié general. El fet que certs haplotips
confereixin proteccié enfront el desenvolupament de la malaltia és una
caracteristica unica que diferencia la T1D de la resta de malalties autoimmunes

(Taula 1).

HLA-DR DQA1 DQB1 DRB1 Susceptibilitat
DR2 0102 0602 1501 Protector
DR2 0102 0502 1601 de predisposicio
DR2 0103 0601 1502 Neutre
DR3 0501 0201 0301 Alt risc
DR4 0301 0302 0401 Alt risc
DR4 0301 0302 0402 de predisposicio
DR4 0301 0302 0403 Neutre
DR4 0301 0302 0404 de predisposicio
DR4 0301 0302 0405 Alt Risc
DR4 0301 0301 0401 Neutre
DR4 0301 0303 0401 Neutre
DR7 0201 0303 0701 Protector
DR6 0101 0503 1401 Protector

Taula 1. HLA classe Il DR-DQ linkage patterns i susceptibilitat ala T1D.

13
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Els aacs contra l'illot en el moment del diagnositc de la T1D s’han sempre
associat amb el haplotips HLA-DR-DQ. L’estudi TEDDY senyala que els nens
homozigots per HLA-DR3-DQ2 tenen aacs conta la molecula de GAD com a
primer aac, mentre que els nens amb I'haplotip HLA-DR4-DQ8 tenen la

tendéncia a tenir els IAA com a primer aac *®

. La possibilitat que altres
molecules HLA tipus Il contribueixin en I'activacid inicial de l'autoimmunitat
contra la cél-lula B no es pot excloure ja que estudis recents de next generation
sequencing han revelat que HLA-DRB3, HLA-DRB4 i HLA-DRB5 podrien estar
associades amb els aacs contra la cel-lula 3 i 'augment del risc a desenvolupar
la TAD °.

Altres loci associats ja amb anterioritat amb el risc a desenvolupar T1D s6n
INS, PTPN22, CTLA4 i IL2RA toti que existeixen altres gens candidats com
IL10, IL9, IL20, GLIS3, CD69 i IL27 identificats en estudis recents the genome-
wide association %,

Tot i que la funcié d’aquests gens en termes de resposta immune és ben
coneguda la seva contribucié especifica en la patogenesis de la T1D segueix
sent una incognita. La hipotesi més acceptada actualment és que aquestes
molecules a través dels peptids als quals s’'uneixen i presenten als limfocits T
determinen el risc tot i influenciant la seleccié timica dels limfocits T i/o la
presentacié antigénica periférica. Aguesta hipotesi ha estat estudiada en
models animals que expressen al-lels HLA de classe Il humans com per
exemple, el model de ratoli transgenic per I'al-lel DQ8 huma amb expressié a
cél-lula B de la molécula coestimulatoria B7-1 *. El fet que s’hagi detectat
expressié ectopica de la insulina i altres antigens de lillot en el timus huma 3*

déna suport indirecte a la hipotesi per la qual la presentacié timica dels

14
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antigens propis aixi com la deleci6é o seleccié positiva dels limfocits T implicats
en el desenvolupament de la diabetis podrien estar afectats a la T1D.

La T1D és una malaltia heterogénia i poligénica amb un nombre for¢a elevat de
locus diferents dels HLA identificats, uns 20 aproximadament, que
contribueixen a la susceptibilitat genética. Tot i aixi només es coneix la funcié
de dos dells, ''DDM2 i I''DDM12. L'IDDM2 es troba format per un nombre
variable de repeticions en tandem (VNTR) localitzades aproximadament 0.5 kb
a 5’ del gen de la insulina al cromosoma 11p15 734, Hi ha tres mides principals
de VNTR: classe | (26-65 repeticions), classe Il (aproximadament 80
repeticions) i classe Il (140-200 repeticions). L’Homozigosi per a la classe |
determina un alt risc per al desenvolupament de la T1D mentre que la classe Il
té un efecte protector dominant **. Una hipotesi de com aquests polimorfismes
podrien influenciar el desenvolupament de la T1D esta basada en el treball de
Bennet et al. *®> on es va trobar una associacié entre I'al-lel de classe IIl i un
augment de I'expressié del RNA missatger de la insulina al timus. Per altra
banda, estudis en models animals han demostrat que una elevada expressi6 de
la insulina al timus comporta una seleccid negativa de les cel-lules T
autoreactives especifiques per a la insulina *. L'IDDM12 és un locus associat

3738  sjtuat al

al desenvolupament de diabetis en algunes poblacions
cromosoma 2q33. Aquesta regié cromosomica conté els gens CTLA-4 (limfocit
T citotoxic associat-4) i CD28 aixi com el locus putatiu idd5 a ratolins NOD *'.
Els gens CTLA-4 i CD28 codifiguen per dues molécules intimament
relacionades a l'activacio i proliferacio de cel-lules T. CTLA-4 és un receptor co-

estimuladora amb accié negativa o repressora que s’expressa a cél-lules T

activades i que s’uneix a les molecules coestimuladores B7 presents a les
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cél-lules presentadores d’antigen tot i limitant la resposta de les cel-lula T. El
polimorfisme A/G situat al primer exdé de la molécula comporta un canvi
d’aminoacid (Thr/Ala) amb una transmissio diferencial en germans afectes de

TiD ¥,

1.1.2 Factors ambientals en la T1D.

Tot i els nombrosos estudis existents, no s’ha pogut determinar I'existéncia de
cap factor ambiental universal causant de la T1D. Actualment els factors
ambientals més estudiats com a possibles candidats es poden classificar en
tres grups ¥

- infeccions virals (ex. coxsackievirus i citomegalovirus)

- factors de la dieta

- toxines (ex. nitrats, nitrits o nitrosamines)
De tota manera, existeixen altres factors no genetics que podrien modificar el
desenvolupament de la malaltia com son I'administracié de vacunes, l'estres
psicologic o bé les influencies climatiques.
Existeixen diversos estudis prospectius (BABYDIAB, DAISY, DIPP, PANDA...)
en nens que desenvolupen acs anti-illot pancreatic i eventualment diabetis que
tenen com a finalitat, entre d’altres, ajudar a aclarir el possible efecte dels
factors ambientals en el desenvolupament de la malaltia en els infants.
Fins ara, només s’ha trobat una associacio clara entre una infeccio viral i el
desenvolupament de la T1D en el cas de nens que han sofert una infeccié per
rubella congénita ****. Alguns estudis han trobat associacions entre infeccions

44-46

agudes per enterovirus i I'aparicid d’'acs contra antigens de lillot pero
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aquests resultats no han pogut ser confirmats per altres autors *"*8. L’estudi
prospectiu DIPP (Finnish Type | Diabetes Prediction and Prevention project) ha
revelat una alta frequiéncia d’'infeccions per enterovirus en nens en el moment
de l'aparicio dels Aacs anti-illot respecte nens de la mateixa edat sense signes
d’autoimmunitat *°.

Entre els diferents factors candidats de la dieta que podrien influenciar I'aparicio
de l'autoimmunitat de lillot i la T1D es troben un curt periode d’alletament
matern, la introduccio en 'alimentacié de proteines de la llet de vaca durant els
primers mesos de vida aixi com la introduccié primerenca de cereals. Alguns
autors han suggerit que l'alletament matern podria protegir el nadd del
desenvolupament de la T1D *° mentre que la introduccié primerenca de llet
suplementaria podria promoure el desenvolupament d'aacs contra [lillot
pancreatic i la T1D >3, Estudis prospectius amb neonats de risc com I'estudi
finlandés TRIGR (Trial to reduce IDDM in the genetically at risk) realitzat en 230
nadons no han pogut demostrar un augment del risc a desenvolupar aacs
contra l'illot en aquells nadons que van rebre proteines de llet de vaca ja des
dels primers mesos de vida **°°. Un altre factor candidat és la introduccié
primerenca de cereals en la dieta dels nadons. Els resultats de dos estudis
suggerien que el risc a desenvolupar aacs contra l'illot es trobava augmentat en
aguells nadons que havien estat exposats a les proteines dels cereals, i
particularment al gluten, a una edat molt primerenca >"®. Per tal de confirmar
aquests resultats es van iniciar dos estudis anomenats BABYDIAB and
BABYDIET que pretenien determinar la influencia del retardament en la
introduccio del gluten en la dieta en el desenvolupament d’aacs contra l'illot en

nadons amb un alt risc genétic a desenvolupar T1D, pero aquests estudis van
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mostrar associacié només amb una exposici6 precog al gluten *°. Una dada que
donaria suport al possible efecte del gluten com a factor ambiental en el
desenvolupament de la T1D seria I'estudi realitzat per Pastore i col-laboradors
entre familiars amb alt risc pel desenvolupament de la T1D on es demostra que
una dieta exempta de gluten millora la secreci6 d’insulina en aquests
individus®®.

La Vitamina D s’ha postulat com un possible factor protector degut al seu paper
actiu en la regulacié del sistema immune aixi com en les vies metaboliques
rellevants en la diabetis. Malgrat I'interés en estudiar els efectes d’un suplement
en Vitamina D com a possible mecanisme de prevencio en el desenvolupament
de l'autoimmunitat de l'illot i la T1D, els estudis realitzats en cohorts des del
naixement no donen evidéncies que recolzin aquesta hipotesis *°.

Evidéncies circumstancials suggereixen una connexié entre la T1D i el consum

60—

de menjar i beguda que continguin nitrats, nitrits o nitrosamides ®°®3. Per altra

banda, els resultats obtinguts en un estudi realitzat a Holanda ®*

no poden
confirmar que els nivells de nitrat habituals a I'aigua de beguda tinguin cap
influencia en el risc a desenvolupar la T1D tot i que no exclouen un possible

efecte del nitrat en el desenvolupament de la T1D quan aguesta toxina es troba

a concentracions superiors a 25 mg/l.

Existeixen especulacions per les quals les vacunes podrien ser un agent
desencadenant de I'autoimmunitat, pero no s’han pogut trobar associacions
entre vacunes i 'autoimmunitat contra l'illot o la T1D. Un meta-analysis recent
de 23 estudis investigant 16 vacunacions va concloure que les vacunes infantils

no augmenten el risc a desenvolupar la T1D °.

18



Introduccié

Fins a l'actualitat, els factors ambientals han estat considerats factors que
podien desencadenar el desenvolupament de la T1D en individus amb una
predisposicié genetica. Una visi6 més moderna de la influéncia dels factors
ambientals en el desenvolupament de la T1D seria donar-los una funcié com a
modificadors de la patogenesi de la malaltia i no pas com a factors
desencadenants d'aquesta. Observacions tant en humans com en models
animals donen suport a aquesta teoria on la penetrancia i I'expressio
d’aberracions immunitaries heretables (com la T1D) juntament amb defectes
inherents en els organs diana, estarien afectades per mdultiples factors
ambientals com agents infecciosos, factors de la dieta, toxines... aixi com nous
tipus de variables (vacunacions, accés a l'assisténcia sanitaria,...). Un exemple
gue donaria suport a aquest model sbén els resultats de diversos estudis on
s’observa que el fet d’haver patit diverses infeccions durant els primers anys de
vida esta associat a un risc reduit pel desenvolupament de la T1D ®°". Per
altra banda, s’ha observat un risc augmentat de desenvolupament de T1D en
nadons que han sofert infeccions perinatals. Totes aquestes observacions han
portat al desenvolupament d’'una teoria per la qual les infeccions influirien en el
desenvolupament del sistema immune depenent del periode en el qual es
produeixen. D’aquesta manera, més que l'exposicid a un agent concret, els
factors ambientals podrien actuar promovent o atenuant la malaltia durant els
diferents periodes del seu desenvolupament, amb un efecte que dependria de
la quantitat i la durada d’aguestes exposicions. Aquest model podria explicar,
en part, 'augment de freqiéncia de la T1D en els Ultims trenta anys, un
augment que ha coincidit amb I'augment de l'assisténcia sanitaria aixi com de

la higiene en la majoria de poblacions desenvolupades.
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1.1.3 Fenomens d’autoimmunitat cel-lular i humoral a l’illot

La T1D és una malaltia que es caracteritza per la destruccié progressiva de la
massa (3 cel-lular dels illots pancreatics. Aquesta destruccié selectiva es pot
definir com una malaltia mediada pel sistema immune ja que hi han estudis que
demostren l'efecte protector dels immunosupressors en la destruccido de la
funci6 residual de la cél-lula B en debuts recents de T1D .

En el moment del debut clinic de la T1D entre el 60 i el 80% dels illots s6n
deficients en cél-lula B i poden estar infiltrats per cél-lules mononuclears °°,
infiltracio inflamatoria que es produeix principalment al voltant de les cél-lules
de lillot que contenen insulina. Diversos estudis realitzats en altres malalties
mediades pel sistema immune com I'esclerosi multiple o l'artritis reumatoide
han demostrat que molts dels components de la resposta inflamatoria com els
macrofags, cel-lules dendritiques, cel-lules T CD4+ i CD8+, aixi com mediadors
dels processos d’inflamacié en forma de citocines, radicals d’oxigen i d’oxid
nitric, prostaglandines, factors del complement,....contribueixen al procés de
destruccio del teixit. En el cas de la T1D diversos estudis in vitro i en models
animals destaquen la importancia dels mediadors inflamatoris en aquest procés
0-72 - pjixi doncs, combinacions de les diferents citocines proinflamatories IL-1p,
IFNy, TNFa i IL-6 sOn sinergisticament citotoxiques per a la cél-lula B ja que
provoquen una combinacié de necrosi i apoptosi a la massa p cel-lular dels
illots de la majoria de rosegadors mentre que I'efecte sobre la cél-lula B dels
illots humans i de ratolins NOD és basicament degut a la induccié de processos
d’apoptosi. Aquestes citocines pro inflamatories apareixen ja a linici de la

formacié dels infiltrats inflamatoris en models animals de T1D, i s’ha demostrat
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gue la preséncia dels seus antagonistes protegeix contra el desenvolupament
de la diabetis en aquests models °. A més a més, existeix amplia informacié
sobre els efectes dels radicals lliures d’oxigen i d’oxid nitric sobre la cel-lula
gracies a estudis realitzats tan en cel-lules infiltrades com en cél-lules on la
presencia de citocines indueix I'expressio especifica dels enzims que generen

aquests radicals d’oxid nitric sintassa induible (iNOS).

lllot Nodul limfatic
pancreatlc
Performa?
Factors
ambientals s |
enyals
® coe;ltimulatoris

v

Expansié clonal
delesceél-lulesTiB

Figura 2. Model d’inflamacié en el procés de patogénesis de la T1D.
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Un dels models d’inflamaci6 del procés de patogenesi de la T1D és el proposat
en la figura 2. El model suggereix que factors ambientals, principalment en
forma de virus o apoptosi espontania, induirien la mort B-cel-lular i la posterior
presentaci6  d'antigens  per  molécules MHC  (complex  major
d’histocompatibilitat) de classe | de la cél-lula B. Aquests antigens presentats
en el context de I' MHC de classe | serien reconeguts per les cél-lules T CD8+
que causarien un dany B cel-lular limitat via citocines citotoxiques com I'lFNy o
TNFa o bé a través del sistema perforina/granzima.

Alguns dels components de la cél-lula B alliberats, com la insulina o formes
immadures glicosilades de GAD que no haurien estat préviament “detectats”
pel sistema immune serien capturats per les ceél-lules dendritiques circulants
presents als illots que els transportarien fins als noduls limfatics pancreatics on
els antigens serien processats i presentats a les cel-lules T CD4+. Després de
I'expansié clonal de les cél-lules T CD4+ i la seva polaritzacio vers el fenotip
Thl aquestes es dirigirien cap als illots tot i seguint les traces dels gradients
guemotactics i de molécules d’adhesié endotelials induits per la resposta
inflamatoria primerenca provocada per les cel-lules T CD8+. Les cél-lules T
CD4+ activades reclutarien i activarien cél-lules inflamatories tan especifiques
com no especifiques que contribuirien a la formaci6 de l'infiltrat inflamatori. La
destruccio de la cél-lula B s’iniciaria per la preséncia de citocines que actuarien
induint els processos de senyalitzacidé proapoptotica a la cél-lula  i/o induint
I'expressié de Fas, de manera que la cel-lula B quedaria marcada per al seu
reconeixement per part de les cel-lules T CD4+ activades que expressin el

ligand de Fas (FasL). La interaccio entre el receptor de Fas a la superficie de

22



Introduccié

la cél-lula p amb el seu lligand FasL a les cél-lules T activades, provocaria la
mort de les cel-lules B.

En els anys que precedeixen el debut clinic de la T1D existeixen molts canvis al
sistema immune i al metabolisme que poden ser detectats en sang periférica ">.
Els canvis immunologics inclouen respostes cel-lulars i humorals que
persisteixen durant un periode perllongat de temps després del diagnostic de la

malaltia .

La natura, intensitat, extensié i persisténcia d’aquests canvis
immunologics distingeixen els individus que desenvoluparan la T1D d’aquells
que no ho faran ™. Aixi doncs, els canvis immunoldgics i metabolics poden
ser predictius de la malaltia.

Es ampliament acceptat el fet que la T1D és deguda a un procés
autoimmune’®. Malgrat que en humans les evidéncies sén circumstancials,
diversos models animals de la malaltia com els ratolins NOD (non-obese
diabétic) o les rates BB-DP (Bio-Breeding Diabetes-Prone) i KDP (Komeda
Diabetes-Prone, una sublinia de la rata Long-Evans Tokushima Lean)
demostren |'etiologia autoimmune que desencadena la T1D.

El ratoli NOD és el model animal més ben caracteritzat en I'actualitat ">’°. En
aguest model es pot observar infiltracié als illots al voltant de les 6-7 setmanes
d’edat, infiltraci6 que comenca a les tres setmanes de vida. Aquesta infiltracio
és el pas previ al desenvolupament espontani de la T1D, que en mascles i
femelles presenta una incidéncia acumulativa del 40% i 70% o més del 90%
respectivament a les 30 setmanes d’edat, depenent de la colonia "8, El ratoli
NOD, semblant al cas dels humans, expressa transitoriament acs anti-insulina
en el seu sérum abans del desenvolupament de la hiperglucémia °*°. Tot i que

tots els ratolins NOD desenvolupen insulitis, no tots desenvolupen diabetis.
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La incidéncia de diabetis en aquest model animal varia segons les diferents
colonies establertes i a diferéncia dels humans, aguesta incidéncia es veu
influenciada pel génere ®. La incidéncia en aquest model animal també es veu
influenciada per les condicions ambientals, ja que augmenta en condicions
d’esterilitat ®* i disminueix amb la preséncia d’agents infecciosos %222,

Estudis en ratolins NOD demostren que la destrucciéo de la cél-lula B és
depenent dels limfocits ja que requereix la preséncia de cél-lules T CD4 i
CD8%%® aixi com de limfocits B per al seu desenvolupament espontani .
Aquest model animal permet els estudis de progressié de la malaltia com sén la
cronologia d’insulitis aixi com la natura d’aquesta. Abans que es produeixi el
dany a la cel-lula B existeix un periode d’insulitis benigna que precedeix a la
forma destructiva d’aquesta en la qual dominen les citocines de tipus Thl, IFNy
i TNFa. A En els ratolins NOD, semblant al cas dels humans, s’ha detectat la
presencia d'aacs contra la insulina (IAA) abans de [l'aparici6 de la
hiperglucémia®. De tota manera, s’ha descrit la preséncia transitoria d’aquests
autoanticossos sense el posterior desenvolupament de T1D en el ratoli NOR,
una soca molt relacionada amb la soca NOD amb I'haplotip MHC 1A 973, A més
a més, la quantitat d’lAA s’ha associat més al grau d’insulitis que no pas a la
incidéncia de la T1D *°. Daltra banda, el paper de diverses poblacions
cel-lulars en la destruccido de la cel-lula B s’ha pogut estudiar gracies als
animals knockouts, els clons de cel-lules T i els models de transferencia
adoptiva en ratolins NOD/SCID.

Altres models utilitzats en I'estudi de la T1D sén les rates BB-DP i KPD. En

comparacié amb el model de ratoli NOD, el model de rata BB té avantatges

com sbén una penetrancia de la malaltia més alta i uniforme, aixi com una
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igualtat entre sexes (un 90% dels animals mantinguts en condicions lliures de
patdgens desenvolupen diabetis) “*°2. Un altre factor diferencial d’aquest model
amb el model de ratoli NOD és el temps entre que es produeix la insulitis i el
desenvolupament de la diabetis, un periode molt més curt (de dues a quatre
setmanes). El tret més caracteristic d’aquest model és el fet que requereix un
anic locus “lymphopenia” (lyp) per al desenvolupament espontani de la malaltia
gue no es troba en el model de ratoli NOD (no obstant s’ha descrit I'existéncia
de limfopénia en la soca NOD com a factor de susceptibilitat a la diabetis *3) ni
en la gran majoria dels humans afectes de T1D °. Els avantatges del model de
rata KDP sén el desenvolupament espontani de la malaltia sense diferéncies
entre sexes i sense la necessitat de limfopénia amb una insulitis del 100% i un
70% de diabetis als 120 dies d’edat * aixi com una associacié amb el MHC de
classe Il.

La identificacié i caracteritzacié dels autoantigens associats a la T1D que
actuen com a dianes de la resposta immune, té doble importancia ja que els
acs contra aquestes molecules poden actuar com a marcadors predictius del
desenvolupament de la malaltia i la modulacié d’aquesta resposta immune

contra un antigen podria alterar el curs de la malaltia.
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1.2 Autoantigens en la T1D

Els acs contra antigens de l'illot pancreatic en diabetis van ser detectats per
primera vegada per immunofluorescéncia indirecta en seccions congelades de
pancrees huma al serum de pacients diabétics amb autoimmunitat contra
multiples organs endocrins . Aquests acs contra lillot (ICA) s’uneixen en
general a molécules que es troben en totes les cél-lules de lillot pancreatic ¥’
tot i que existeix una gran heterogeneitat en els patrons existents. Aquest fet ha
suggerit un gran nombre de molécules diana (GAD, I'lA2 i I'lA2[) contra les

quals podrien reaccionar aquests acs® °.

Els ICA son principalment de
subclasse IgG1 pero entre aquells individus amb alts titols es poden detectar
altres subclasses '®. Com gairebé tots els acs IgG1, els ICA poden fixar
complement *°%.

Ja fa més d’una decada que I'escrinatge dels acs associats a la T1D s’ha limitat
a la mesura dels ICA i dels acs anti-insulina. Tot i els esforgos per
estandarditzar els assaigs per mesurar els ICAs, aacs expressats en unitats
JDFU (Juvenile Diabetes Foundation Unit), les diferencies entre laboratoris fa
que les comparacions entre els diferents estudis siguin complicades %1%
(Bottazzo86, Bonifacio87 Workshop Reports). Estudis realitzats en familiars de
primer grau han detectat prevalences d’aquests aacs d’entre I'1 i el 10% (Taula
2) mentre que en pacients diabetics o en individus abans del debut clinic
aquests valors augmenten fins a un 70-90% %% E| risc per desenvolupar
diabetis es correlaciona amb el titol d’ICA, de manera que valors superiors a 80

JDFU tenen una alta especificitat aixi com un alt valor predictiu en familiars de

primer grau *2. Tot i aix0 cal dir que no tots els familiars de primer grau amb un
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alt titol de ICA desenvolupen T1D i molts dels que la desenvolupen tenen
valors de ICA inferiors a 80 JDFU '®. L'edat, per la seva banda, és un factor
gue s’ha d’analitzar amb cura ja que estudis com 'lCARUS han detectat un risc
del 54% per desenvolupar T1D abans de 5 anys en familiars de primer grau de
menys de 10 anys mentre que aquest risc disminueix fins al 10% en familiars
de 40 anys o més '®. El risc de desenvolupar la T1D esta també influenciat pel
patré de fluorescéncia detectat. Aixi, el marcatge selectiu de cél-lula  s’associa
a un baix risc per desenvolupar la T1D comparat amb un patré6 de marcatge

homogeni en tot lillot %%

Autoanticossos Prevalenca en la Prevalenca en
poblacié general familiars de primer grau

ICA 0.59 - 5.3% 1-12%

GAD 0.4-2.97% 5- 13%

IA2 0.1-2.4% 1.5-5.3%

IAA 1.07 - 3.9% 1.4-6.9%

Taula 2. Prevalenga dels autoanticossos antiillot en la poblacié general i en familiars de
primer grau (les dades es basen en una revisio de la bibliografia).

(Diabetes Metab Res Rev 2005;21: 395-415)

El fet que el 90% dels casos de T1D esdevinguin de forma esporadica sense
gue els individus tinguin cap tipus d’historia familiar fa que sigui important
I'escrinatge de la poblacio general per tal de determinar la prevalenca i el valor
predictiu dels ICA (Taula 2) pero la majoria dels estudis realitzats conclouen

que aquests aacs tenen un baix valor predictiu en la poblacié general *°.
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El baix valor predictiu dels ICA, sense fer referencia a d’altres aacs, en poblacio

general i en familiars de primer grau !"°

aixi com els problemes
d’estandarditzacié de la tecnica utilitzada per detectar-los fa que en l'actualitat
ja no s'utilitzin en grans estudis com a métode ni d’escrinatge ni predictiu.

Actualment existeixen assaigs amb molécules recombinants dels autoantigens

111,112 113

sequenciats gue inclouen la insulina —°, I'acid glutamic decarboxilassa
(GAD) 1 1A2 717 1 a2p 18119 § |3 carboxipeptidassa H *°. A més a més,
existeixen un gran nombre dautoantigens en diversos estadis de
caracteritzacié aixi com proteines de les quals nhomés es coneix el seu pes
molecular (Taula 3). També hi ha altres molecules descrites I'associacio de les
guals amb la T1D no s’ha estudiat en humans o de les quals no s’han publicat
estudis de seguiment. Finalment, existeixen un grup d’aacs anomenats acs
contra la superficie cel-lular de lillot que rarament es mesuren ja que els
estudis més recents no han pogut demostrar la seva especificitat ***. De tota
manera, un estudi publicat per Verdaguer i col-laboradors demostra I'existencia

d’acs especifics contra la innervacié insular en els infiltrats dels illots de ratolins

NOD afectes de T1D %2
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Sensitivitat Comentari
Insulina 49-92% Alts titols en nens
GAD 84% Alta sensitivitat en LADA
IA2/ICA512 74% Molécula tipus tirosina fosfatassa
IA2B/phogrin 61% Molecula tipus tirosina fosfatassa
Carboxipeptidassa H 10% Poc frequent
GLIMA38 14% Sense sequenciar
GM2-1 ? Gangliosid: assaig cromatografic
ICAG9 ? Western blot amb baixa especificitat
ICA12 < 20% La seva relacié amb la diabetis esta per demostrar.

Taula 3. Autoantigens caracteritzats bioquimicament.

(Diabetes Metab Res Rev 2005;21: 395-415)

1.2.1 Autoantigens sequenciats

1.2.1.1 Acid glutamic decarboxilassa (GAD)

L'acid glutamic decarboxilassa (GAD) és un enzim localitzat majoritariament al
citoplasma i a les vesicules micro-secretores de les neurones secretores i de

123124 que catalitza la conversié de lacid L-

les cel-lules B pancreatiques
glutamic a acid y-aminobutiric (GABA), un dels principals neurotransmissors
inhibitoris dels sistemes nerviosos central i periféric *?°. La presencia de GAD i
GABA a les cel-lules B de l'illot aixi com de receptors per GABA suggereix un
possible paper de GABA en la senyalitzacié paracrina de l'illot. Per altra banda,
la molecula de GAD s’expressa també a altres teixits com testicle i I'epiteli del

126,127

tub de Falopi on encara no s’ha pogut aclarir la seva funcio.
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Les espécies de mamifers expressen dues isoformes de GAD que s’'anomenen

GAD65 i GAD67 d’'acord amb el seu pes molecular en kDa 23128129

, els gens
humans de les quals es troben Ilocalitzats al cromosoma 3 i 10,
respectivament™?®**°. Ambdues molécules sén altament homologues. GAD65 i
GADG67 tenen una estructura exé-intr6 idéntica '3, sén idéntiques en un 76% i
comparteixen una similitud del 87% al llarg dels darrers 12 exons (exons 5-16).

En la regi6 NHz-terminal els 2 isomers difereixen significativament, amb una

estructura identica en un 22 i 49% en els exons 1-3 i 4, respectivament (Fig 3)

Regi6é de maxima
divergéncia
amb GAD67

Regi6 d’ancoratge
a membrana

Regi6 de
similitud
CYS CYS amb el virus Lloc d’unié
| | Coxsackie APLP
[ I I I [ I
NH, 1 30 45 100 244 295 393- 421 442 545 585 COOH
396
Regié amb poc reconeixement Principal regié
per part dels anticossos de reconeixement d’epitops

Figura 3. Representacié esquematica de la proteina GAD65. Les regions senyalades
inclouen regions riques en cysteines (CYS); la regié d'unié al pyridoxal 5'-fosfat (PLP); la regio
d’'ancoratge a membrana; la regié6 de maxima divergéncia amb GAD67; la regié de similitud

amb el virus Coxsackie; i les principals regions de reconeixement dels anticossos anti-GAD.
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Estudis de I'estructura quaternaria de la molecula de GAD purificada indiquen
que la subunitat basica estructural és un dimer ***'32, E| domini central de
GADG65 i GAD67 és el responsable de la formacié d’homodimers *** mentre que
la formacio d’heterodimers s’ha associat al domini NH.-terminal de la molécula
de GAD65 *** constituint aquests darrers el 28% de I'activitat total de GAD a les
membranes cerebrals **°.

Ambdues molecules son sintetitzades al citosol com a molécules hidrofiles i
solubles **®*. GAD65 pateix tota una série de modificacions post-translacionals
al seu extrem NHz-terminal que la converteixen en una molécula hidrofobica
que s’uneix reversiblement a la membrana de les microvesicules de tipus
sinaptic de la cél-lula B i a les vesicules sinaptiques de les neurones 4" | Tot
i aixi també s’ha detectat un pool de GAD65 al complex de Golgi de les
neurones, la cél-lula f i les cél-lules CHO i COS7 transfectades ****°, La regi6
NH,-terminal de GAD65 és necessaria per a la unié de la moléecula a les
membranes i conté dues modificacions hidrofobiques, una de les quals inclou la
“tiopalmitoilacié” de les cisteines 30 i 45 **" (Fig 3). La molécula de GAD65
també pateix fosforilacié de les serines 3, 6, 10 i 13 **°. Tot i que aquestes dues
modificacions diferencien la forma de la molécula associada a membrana de la
soluble cap de les dues es necessaria per I'ancoratge a membrana de GAD65
a les cél-lules COS7 %, La molécula de GAD67 té una localitzacié cel-lular
semblant i a la vegada diferent a la de GADG65. A la cel-lula B de rata aixi com
als fibroblasts de rata transfectats, GAD67 es troba distribuit homogeniament
per tot el citoplasma i és detectat només a les fraccions solubles *****%_ A les

neurones, GAD67 ha sigut detectat majoritariament als cossos cel-lulars i a les

dendrites proximals pero també als terminals nerviosos i al complex de
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Golgi****?, A més a més, una fraccié6 de GAD67 es troba associada a les
fraccions de membrana del cervell de rata on es distribueix a la fase detergent
de TRITO X-114 '3, Donat que la molécula de GAD67 només s’ha detectat en
illots de rata i en fibroblasts transfectats amb la molecula de rata en forma
soluble, s’ha suggerit que la seva associacié a membranes podria ser deguda a
la formacié d’heterodimers amb GAD65 1341%

GADG65 i GAD67 tenen nivells d’expressié diferents a les diferents regions del
cervell aixi com diferents nivells de saturacié amb el co-enzim PLP *2, A més a
més, els ratolins GAD65 -/- i GAD67 -/- tenen diferents fenotips. La deficiéncia
en GAD67 (molécula que produeix més del 90% del GABA del cervell) provoca

la mort neonatal dels animals ***'4*

mentre que els ratolins GAD65 -/- s6n
viables i tenen nivells normals de GABA al cervell perd pateixen atacs
espontanis i tenen problemes en la regulacié de la neurotransmissio inhibitoria
com a resposta a diversos estimuls ***74" |

GADSG65 és una de les principals dianes de la resposta humoral immune dirigida
contra les cél-lules B pancreatiques en la T1D **, contra les neurones GABA-
ergiques en el sindrome de Stiff man, una malaltia neuroldgica poc comu que
es caracteritza per I'existéncia d’espasmes dolorosos i una progressiva rigidesa

simétrica dels muscles proximal i axial **®

, i una forma de sindrome poliendocri
autoimmune de tipus Il (APS-1l) on diverses endocrinopaties autoimmunes
(principalment malalties autoimmunes del tiroides, gastritis, la malaltia
d’Addison i la T1D) coincideixen en diverses combinacions **°. Tot i que els
aacs son predominantment especifics contra GADG65, també s’han pogut

detectar aacs que tenen cross-reactivitat amb la molecula de GAD67 aixi com

autoanticossos que sén especifics contra GAD67 *°.
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La identificacié de la molécula de GAD com a un dels autoantigens diana en la
T1D data de lI'any 1982 en un treball on un antigen de 64,000 Mr va ser
immunoprecipitat a partir d'una mostra d'’illots humans tot i utilitzant serums de
nens diabétics neodiagnosticats **!. Posteriors caracteritzacions bioquimiques
de la proteina de 64 kDa aixi com estudis d’altres malalties autoimmunes van
portar a la identificacié d’aquesta com la isoforma petita de GAD, la moléecula
de GAD65 4. Nombrosos treballs han estudiat la freqiiéncia dels aacs contra
la molécula de GAD en pacients neodiagnosticats de T1D en diferents
poblacions. En aquest grup els Aacs es detecten en un 50-80% dels individus a
diferéncia d'un valor aproximat del 2% detectat en la poblacié general %% A
part de les diferéncies degudes al métode de deteccid, existeixen factors
addicionals com I'edat i el tipus de HLA que contribueixen a aquest ampli rang
de positivitat. Tot i existir resultats contradictoris, en general els aacs contra
GAD augmenten amb I'edat i la seva frequéncia és més elevada en individus
de tipus HLA-DR3 #1°>1%° E|s aacs antiGAD tenen la tendéncia a persistir al
sérum dels pacients durant anys després del diagnostic de la malaltia *°,
caracteristica que els diferencia de la resta d’aacs detectats en individus
afectes de T1D. Molts treballs han analitzat el valor predictiu en la progressio
dels individus a la T1D dels aacs antiGAD per si sols perdo també en
combinacié amb altres acs antiillot. La presencia d’aacs antiGAD augmenta el
risc a desenvolupar T1D en els individus ICA positius, amb I'excepcié d’aquells

individus que tenen un patré dimmunofluorescéncia selectiu de cél-lula f *°*.

Cal dir pero que en individus amb titols d'ICA > 80 JDFU la preséencia

addicional d’aacs antiGAD no millora el valor predictiu d’aquests %%
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La mesura dels acs antiGAD és també util en la prediccié del requeriment
d’'insulina per part d’'individus afectes de I'anomenada diabetis autoimmune
latent dels adults (LADA), una forma especial de T1D que es desenvolupa a
partir dels 30 anys caracteritzada per una lenta progressié autoimmune els
individus afectes de la qual s6n sovint diagnosticats inicialment com a diabétics
tipus Il 1% Dades de I'estudi UKPDS mostren com el 10% dels individus
afectes de “diabetis tipus II” tenen GAD65 aacs °° mentre que altres autors
troben valors de fins a un 20 % de positivitat 1°°*®’. El 52% dels individus GAD
Aacs positius de l'estudi UKPDS van necessitar tractament amb insulina
després de 6 anys *°°.

Les dones amb diabetis gestacional s6n un altre grup d’interes on s’han
mesurat els GAD aacs. Els resultats obtinguts son altament variables ja que la
positivitat per a aquests autoanticossos va del 0% en un grup procedent del
nord d'ltalia *®® fins al 10% detectat en un estudi multicéntric alemany *°°

passant pel 2.2% d'un estudi danés *"°

i el 6% obtingut en un estudi nord
america ™. Aquest estudi alemany demostra com la mesura dels aacs conyta
GAD juntament amb la dels altres aacs contra l'illot pancreatic és una eina molt
valuosa per tal de detectar els individus d’aquest grup que posteriorment
desenvoluparan la T1D ja que es va trobar una correlacié positiva entre el

nombre d’acs contra diferents antigens detectat i el desenvolupament de la

T1D.
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1.2.1.2 1A2 (ICA512) i IA2B (phogrin)

L’antigen 2 de l'insulinoma tipus proteina tirosina fosfatassa (PTP) I1A2 també
anomenat ICA512 (autoantigen de lillot 512), PTPN i PTP35 és una proteina
intrinseca de membrana de 979 aminoacids localitzada als granuls secretors de
teixit neuroendocrins que inclouen regions del cervell, pituitaria i el pancrees
endocri 2. L’expressié d’'lA2 ha sigut detectada en tumors neuroendocrins, fet
gue l'assenyalava com un possible marcador per diferenciar les cel-lules

173

tumorals neuroendocrines de les no neuroendocrines . De tota manera

també s’ha pogut detectar I'expressié d'aquesta proteina a cel-lules de

174 173

carcinoma de colon -, carcinoma de fetge i de pulmd, fet que podria
implicar I'lA2 no només en la biogénesis i funcié dels granuls de secrecid
neuroendocrins sind també en la regulacié de la diferenciaci6 i proliferacié
cel-lular. Un treball publicat al 2009 per Takeyama i col-laboradors mostra la
generacié de dos acs monoclonals nous contra la molecula d’lA2 gracies als
guals demostren la presencia d’aguesta molécula per técniqgues de Western
blot i immunohistoquimica a cervell, cerebel, medul-la oblongata, pancrees,
glandula adrenal i pituitaria, capes musculars de l'estomac, intesti prim,
colon™.

El gen huma de I'|A2 es troba localitzat al cromosoma 2g35-36 *"®*"7 j té una

18 Els exons 1-12

extensid aproximada de 20 kb formada per 23 exons
codifiguen pel domini extracel-lular, I'exd 13 pel domini transmembrana i els
exons 14 a 23 pel domini intracel-lular. La seva sequéncia d’aminoacids
codifica per una pro-proteina d'uns 110 kDa que es converteix mitjangant

diferents modificacions post-translacionals en una proteina de 130 kDa. El tall

d’aquesta pro-proteina en una seqiiéncia consensus per una convertassa tipus
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172

furina genera una proteina final d’aproximadament 65 kDa amb unes

regions luminal, transmembrana i citoplasmatica-intracel-lular de 576, 24 i 379

116

aminoacids, respectivament ~ (Fig 4). El domini citoplasmatic de la proteina es

caracteritza per l'existencia d'una regié de juxtamembrana (JM) d'uns 100
aminoacids aixi com d'un Unic domini tipus PTP d'uns 300 aminoacids

aproximadament 87179,

Transmembrana
Extracel-lular
luminal
( ) Intracel-lular
(citoplasmaitic)
Peptid
senyal
Cys KK  KKN-gly N:gly Tryptic nucli PTP
| T T 577600 | | 907-917
NH, 1 26 250 386 448 500 653 750 979 COOH
Freqiiéncia Inexistents 40 % >95 %

d’autoanticossos

Figura 4. Representacio esquematica de la proteina IA2. Les regions senyalades inclouen
regions riques en cysteines (CYS); regions d'escissié d’aminoacids dibasics (KK); regions de N-
glicosilacio (N-gly); la regi6 triptica de trencament (tryptic); i la seqiiéncia del nucli PTP. En la
figura també s'indica la freqliéncia d’anticossos detectada en individus neodiagnosticats de

T1D a les diferents regions de la molécula d’lA2.
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S’han trobat homolegs d’lA2 a vaca, rata, ratoli, “macaca”, zebrafish,
Drosophila i Caenorhabditis elegans amb un grau d’identitat amb la proteina

humana de 99, 98, 97, 73, 82, 58 i 46% respectivament %,

Pro region MathN Cytoplasmic domain
- L | 2 e | 2
SP TM
Human IA-2 T : H. sapiens PTPRN
| PTP
(ICA512) (] HEX £ [l 97w oo2837)
; H + Danio rerio ptprn
Zebrafish 1A-2 l i NN l v | PP ]] o903 (NP 001124060)
Drosophila |1A-2 . - D. melanogaster ia2
isolormA) I P N T PP T 1is e gosse)
C. elegans 1A-2 T - C. elegans ida-1
(IDA-1) [ i L [ e [l (NP_498245)
A ‘ l
Dibasic ) Leu-motif
cleavage site  Tyr-motif { E/QExxILL )
{ YQE/DLCROQUA }

Figura 5. Dominis estructurals de les proteines de la familia d’IA2. Representacio
esquematica dels dominis estructurals de les proteines de la familia d'lA2. SP, péptid senyal;
TM, regi6é transmembrana; PTP, regi6 homologa a la proteina tirosina fosfatassa; N, regi6
potencial de N-glicosilacio; Y, senyal de trafic basat en tirosina; L, senyal de trafic basat en
leucina. La linia puntejada indica regions d’escissio d’aminoacids dibasics.

(Endocrine Journal 2009;56(5): 639-648)

La funcié d’l1A2 és desconeguda. Estudis basats en l'analisi de la seva
sequéncia situen aquesta proteina dins un subgrup de la familia de les
proteines PTP transmembrana. Tot i tenir un domini PTP-like, no s’ha detectat
activitat enzimatica amb els substrats utilitzats per aquests tipus d’enzims.

Sembla que la substituci6 de dos aminoacids en la molecula d’lA2

37



Introduccié

(Ala911-Asp i Asp 877 -Ala) en llocs altament critics per a Iactivitat
enzimatica en aquest tipus de proteines podrien ser la causa d’aquesta manca
d’activitat fosfatassica ***. Degut a tot aixd inicialment s’havia hipotetitzat que
I'lA2 o bé tenia un substrat molt especific o bé era una molécula inactiva com a
fosfatassa i la seva regié PTP actuaria com a un domini de reconeixement de
tirosina fosfatassa o bé com a inhibidor competitiu d’altres PTPs. Per altra
banda, un estudi cristal-lografic publicat al gener de I'any 2007, demostra la
presencia del loop WDP a sobre de la zona activa del domini PTP de la
molécula d’'lA2, factor que explicaria la manca d’activitat enzimatica de la
molécula nativa ®2. Donat que la fosforil-lacié de tirosines pot regular diferents
processos com el creixement i la diferenciaci6 cel-lular, I'exocitosi, etc..diversos
grups han adaptat diferents estratégies per tal de poder determinar la funcio de
la molecula d’'lA2. L’andlisi per técniques d’immunohistoquimica de I'expressié
d’'lA2 durant el desenvolupament fetal del pancrees de rata va detectar la
preséncia d’aquesta molecula nomeés en les estructures tipus illot positives per
insulina i glucagé i negatives per PDX1 en el dotzé dia de gestacié . Un altre
estudi va detectar un increment de la reactivitat per IA2 en els illots de rates
neonatals des de nivells molt baixos en el dia 1 de vida fins a nivells moderats
en el dia 10. Aquests nivells augmenten considerablement en els illots de rates
adultes on s’observa una expressio heterogénia en tots els tipus cel-lulars de
lillot. L'augment progressiu de I'expressio de la molécula d’'lA2 des del
naixement s’'esdevé en paral-lel amb la maduracié de la resposta secretora
d’'insulina als secretagogs, fet que donaria consisténcia a la hipotesi d’'una
funcié de I'IA2 en la secreci6 regulada de I'hormona 3. En aquest sentit, un

altre estudi que forma part d’aguesta tesi demostra un increment del contingut
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d’'lA2 de lillot en els primers 10 dies de vida, moment en que la secrecio
d’insulina en resposta a la glucosa augmenta fins al nivell detectat en les rates
adultes. Es demostra també una regulacié d’lA2 a nivell de RNA missatger per
part de la glucosa i una concentracio elevada d’AMPc aixi com un efecte de la
insulina sobre els nivells proteics d’IA2 mitjancant I'estimulacié de la biosintesi
de la proteina 3. L’analisi dels resultats obtinguts per sistemes de doble-hibrid
confirmats posteriorment mitjangant experiments de pull-down van demostrar la

interaccié d'lA2 amb diferents tipus de molécules amb funcions molt diverses

185 186
)

com son proteines del citoesquelet (B2-sintrofina i BIV-spectrina

diverses fosfatasses (PTPa, PTPp, PTPo, PTPe, PTPu #7188 nNOS '#, CypA
(proteina implicada en processos de plegament i transit), SNX19 (membre de la
familia de les nexines), MADD (mitogen-activated protein kinase-activating
death domain, proteina implicada en la via de les MAP quinasses aixi com en
I'intercanvi de Rab) i la seva isoforma 1G20 (implicada en processos d’apoptosi
i intercanvi de Rab3) '®’. L’estudi de l'interaccié d’IA2 amb alguna d’aquestes
molecules ha involucrat directament 1A2 en la regulacié de I'exocitosi dels
granuls de secrecid. Aixi, I'lA2 uneix els granuls de secrecié al citoesquelet via
la unié al domini PDZ (domini proteic anomenat PSD-95, Disc large i Zo-1) de

la p2-sintrofina '

i, a consequéencia de l'estimulacido de la secrecio de la
insulina, I'lA2 s’allibera a través d'un tall en el seu domini citoplasmatic, de
manera que s’afavoreix la mobilitzacié dels granuls de secrecié cap a la
superficie cel-lular **°. Un dels possibles mecanismes es descriu en un estudi
publicat al setembre de I'any 2008 on es demostra com aquest fragment de

I'lA2 pot dimeritzar amb la molécula d'lA2 sencera present als granuls,

desplacant aixi la seva unié amb la sintrofina i provocant un augment de la
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movilitat dels granuls i de la secrecié d'insulina **°. El fragment de la proteina
alliberat a citoplasma a nivell de membrana també pot translocar-se a nucli on a
través de la uni6 a STATS5 evita la seva defosforil-lacié provocant un augment
de la transcripcio del gen de la insulina aixi com de diferents gens dels granuls

de secrecio, incloent la seva propia %,

Mucleus

ER

)
1A-2 protein

Golgi

Trans-Golgi Network
' |
Immature ,@ @D {A.]l 4= | Lysosome

o
Secretory Granule
ry @ 5 © (E) 7 I

P

Secretory
Granule

Figura 6. Sorting i transport dels granuls de secreci6 en la cél-lula neuroendocrina.
Esquema il-lustratiu del procés de sorting de les proteines secretores aixi com de la via de
trafic d'lA2. Les vies biosintétiques i endocitiques estan indicades amb fletxes. A, secrecid
constitutiva; B, via tipus constitutiva; C, secreci6 regulada; D, endocitosis; E, via lisosomal.

(Endocrine Journal 2009;56(5): 639-648)
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Altres dades que relacionen la molécula d’lA2 amb els processos d’exocitosi
s6n les obtingudes gracies als ratolins deficients per la molécula on s’ha
observat que la disrupcioé especifica del gen d’'lA2 provoca alteracions en els
tests de tolerancia a la glucosa aixi com en la secreci6 d'insulina . En aquest
sentit, i per tal de veure si els resultats observats en aquests animals eren
deguts a un efecte especific de la perdua de funcio d’lA2 a la cél-lula B, es van
realitzar estudis en cel-lules MIN6 tot i genominvant 1A2 mitjancant RNAs
d'interferéncia '°*. Els resultats d’aquest estudi mostren una pérdua gairebé
total de la secreci6 de la insulina induida per glucosa aixi com una disminucio
del 50% en la secrecid basal de la insulina. Aquests mateixos autors van fer
estudis de sobreexpressié d'lA2 tot i detectant un augment en la secrecio
d'insulina induida per glucosa i K aixi com un augment en el nombre de
vesicules secretores en el contingut d'insulina de les cel-lules degut a un
augment de la vida mitja de la proteina. A més a més, un estudi publicat I'any
2008 demostra com la disrupcid especifica a budell d'ia2, 'homoleg d'lA2 en
Drosophila, provoca defectes en el seu desenvolupament, fenotip que es
recupera mitjancant la sobreexpressié d’hexoquinassa '%°. El mateix estudi
demostra com ia2 modula I'expressié tant d’insulina com d’hexoquinassa.
Donat que el pancrees es desenvolupa a partir del budell i que aquests autors
demostren com ia2 s’expressa a la regioé del budell i al sistema nervios central
amb un patré d’expressié neuronal molt semblant al d’lA2 detectat en
mamifers, els seus resultats suggeririen un possible paper d’'lA2 en la regulacié
de la insulina i 'hnexoquinassa. En un altre estudi publicat I'any 2009 on es
tracten ratolins IA2 -/- amb streptozotocina s’observa com aquests ratolins

pateixen un augment elevat de la glucosa en sang aixi com una disminucié en
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la concentracié dinsulina present al pancrees. Estudis de microscopia
electronica en aquests ratolins demostren una ultraestructura anormal de la
cél-lula beta, on s'observa una disminucié del nombre de vesicules que
contenen insulina aixi com una dilatacié del reticle endoplasmatic i del complex
de Golgi. Tots aquests resultats suggereixen una possible funcié d’lA2 no
nomeés en els processos de secrecio sind també en els mecanismes involucrats
en la produccié d'insulina .

Per altra banda, la sobreexpressidé d'lA2 també s’ha relacionat amb els
processos d’apoptosis. Un estudi demostra com la sobreexpressié de la
proteina a través de la interacci6 amb SNX19 en cél-lules MING les condueix a
un estat preapoptotic i que la posterior exposicié d’aguestes cél-lules a alta
glucosa provoca una aturada de la fase G2/M desencadenant aixi el procés
apoptotic *%'.

Finalment, estudis realitzats en ratolins en els quals es deleccionaven les
molécules d’lA2 i d'IA2B **® o bé en ratolins “null” per 1A2/IA2p **° demostren
una implicacié d’ambdues molécules en els processos de ritmes circadians aixi
com en el comportament i processos d’aprenentatge d’aquests animals,
respectivament.

La molécula d’'lA2 té un homoleg anomenat IA2(3 (phogrin, PTP-NP, ICAAR o
IAR) '*° el gen de la qual es troba localitzat al cromosoma 7936 en humans %%
amb una extensié aproximada de 1000 kb formada per 23 exons ?**. Ambdues
molecules tenen un 74% d’homologia en la sequéncia d’aminoacids de la seva
part citoplasmatica, mentre que aquesta disminueix fins a un 26% en la regi6

de les proteines localitzada al lumen dels granuls de secreci6 *****? (Fig 5).
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Figura 7. Representacio esquematica de la proteina IA2B. Les regions senyalades inclouen
regions riques en cysteines (CYS); regions d'escissié d’aminoacids dibasics (KK); regions de N-
glicosilacio (N-gly); la regi6 triptica de trencament (tryptic); i la seqiiéncia del nucli PTP. En la
figura també s'indica la principal regié de reconeixement per part dels anticossos detectats en

individus neodiagnosticats de T1D.

Al igual que 1A2, la molécula d'lA2[3 es localitza als granuls de secrecio de les
cél-lules B i d'altres cél-lules neuroendocrines %, L'IA2f és enzimaticament
inactiva amb els substrats habitualment utilitzats per valorar 'activitat de les
proteines tirosina fosfatases fet que podria ser degut a la substitucié del mateix
acid aspartic que en el cas de la molécula d’'lA2 en el seu domini catalitic.

La funcié d’'lA2B és desconeguda tot i els diferents treballs realitzats fins a
'actualitat. L'estudi dels ratolins genoanul-lats per a aquesta molecula
demostra que IA2[3 esta implicada, al igual que 1A2, en la secrecié d’insulina ja

gue la disrupcié especifica del gen provoca alteracions en els tests de
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tolerancia a la glucosa aixi com en la secrecié d’insulina ?°*. Aquests resultats
indicarien que ambdues molécules tenen funcions similars perd que actuen de
manera independent, hipotesi que es veuria reforcada, si més no en part, pel
fet que en cap dels dos genoanul-lats es detecten canvis significatius en
I'expressié del RNA missatger de I'altra molécula ***?°*. Una altra possibilitat
seria que IA2 i IA2[3 actuessin de manera complementaria. Per tal d’estudiar
aguesta hipotesis els mateixos autors van generar el doble genoanul-lat on van
observar una intolerancia a la glucosa més severa que no pas la detectada en
els genoanul-lats individuals aixi com una total abséncia de la primera fase de
la secrecid de la insulina induida per la glucosa. De tota manera aguests
animals mostren un creixement normal i cap evidéncia de resistencia a la
insulina ?®. L'Gnica diferéncia clara entre el doble genoanul-lat i el senzill és la
infertilitat de les femelles en el primer cas degut a la funcié d’ambdues
molécules en la secrecié de I'hormona luteinitzant ?**. Un estudi recent dona
suport a la hipotesis de la implicacié de la molecula d’'lA2( en els processos de
secrecid d'insulina. En aquest treball es demostra com la seva activitat
fosfatidilinositol fosfatassa regula el contingut de fofatidilinositols de la
membrana plasmatica de les vesicules de secrecid, factor implicat en els
processos de secrecié d'insulina ?®°. Per altra banda, un treball publicat on
s’estudia la funcioé d’lA2f3 a cel-lula B mitjangant knockdowns tot i utilitzant un
shRNA especific per la molecula, demostra la implicaci6 d'aquesta en el
creixement cel-lular via la estabilitzacio d'IRS2 mitjangant la interaccio
molecular d’ IA2 amb el receptor de la insulina ?°°. Aixi mateix, aquests autors
suggereixen la implicacié tant d'lA2 com d’lA2 3 en l'accié autocrina de la

insulina en la cel-lula .
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La identificacié d’ambdues molécules com a antigens de la T1D es va publicar

207 on es va demostrar

en un treball realitzat per Christie i col-laboradors
I'heterogeneitat de I'antigen de 64 kDa préviament detectat mitjancant la
immunoprecipitacié a partir d’'una mostra d’illots humans tot i utilitzant sérums
de nens diabétics neodiagnosticats **. En aquest estudi, ambdues proteines
van ser detectades com a fragments triptics (40 kDa i 37 kDa) dels
autoantigens de 64KDa obtinguts per immunoprecipitaci6 amb anticossos
presents al serum de pacients prediabétics i neodiagnosticats de T1D. Per altra
banda, la tripsinitzacié de la molecula de GAD donava un fragment de 50 kDa,
el mateix fragment obtingut per aquests autors en la precipitacié i posterior
tripsinitzacié dels illots humans amb sérums de pacients no diabétics amb una
fallida multiorganica. El mateix estudi va revelar un valor predictiu per la
diabetis molt més elevat pels aacs contra el fragment de 37-38 kDa que no pas
I'obtingut amb els acs anti-GAD. Aixi doncs, semblava que hi haguessin dos
autoantigens de 64 kDa diferents en els illots humans, un era la molécula de
GAD i dues altres molecules que després de la tripsinitzaci6 donaven un
fragment de 40-37 kDa. El fragment de 40 kDa es va relacionar amb la proteina
tirosina fosfatasa IA2 2°®. Rabin i col-laboradors van aillar una molécula que van
anomenar ICA512bdc a partir de l'escrinatge d'una biblioteca d’expressio
d'illots amb sérums d’individus afectes de T1D **°. Aquesta molécula també ha
estat anomenada IA2. De tota manera, la sequiéncia de la molécula ICA512bdc
dipositada al GeneBank representa una proteina de 525 aminoacids, una versio
truncada d’'lA2 a la qual li manquen 388 i 65 aminoacids als extrems NH, i
COOH-terminal, respectivament **’. El fragment de 37 kDa es va relacionar

amb una proteina amb un alt grau d’homologia a la molécula d’'lA2 en la regio
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tirosina fosfatasa que va ser anomenada IA2p per Notkins i col-laboradors **°
mentre que el grup del Dr. Hutton la va anomenar phogrin **2.

Nombrosos treballs han estudiat la freqiéncia dels aacs contra les molécules
d'lA2 i IA2[3 en pacients neodiagnosticats de T1D en diferents poblacions. En
aquest grup els autoanticossos contra IA2 es detecten en un 50-75% dels
individus a diferéncia d’un valor inferior al 2% detectat en la poblacié general o

164,209-211 ' par altra banda, la

en pacients afectes de diabetis mellitus tipus Il
presencia d’aguests aacs en individus ICA positius incrementa el seu risc per
desenvolupar la T1D 9192212 | 5 prevalenca dels aacs contra IA2 en individus
afectes de T1D esta influenciada per I'edat i el genotip HLA, de manera que és
meés elevada en grups d’edat jove aixi com en pacients amb HLA DR4 i haplotip
HLA DQA1*0301-DQB1*0302 21713 | 54 preséncia d’aquests acs també es
relaciona amb una progressié més rapida pel desenvolupament de la malaltia
en familiars de primer grau de nens afectes de T1D 92! En aquest sentit, un
estudi realitzat a Bélgica mostra com germans no diabétics amb multiples acs
contra l'illot, incloent IA2 aac, tenen un risc del 50% per desenvolupar diabetis
en un periode igual o inferior a 5 anys mentre que el risc en aquells individus
que s6n negatius pels IA2 aac és del 15% ?*°. Tot i el seu alt valor predictiu en
el rapid desenvolupament de la T1D, els IA2 aac apareixen normalment com
els darrers o un dels darrers aac en la fase preclinica de la malaltia **°. El seu
alt valor predictiu, malgrat la seva baixa sensitivitat, implica que la mesura

d’aquests aac en els programes d’escrinatge identificarien només un petit grup

d’individus amb alt risc pero exclourien la majoria dels individus de risc.
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La regio antigenica més important de la molecula d’'lA2 es troba en el seu
domini intracel-lular (Fig 4). Estudis amb mutants que contenen diverses
delecions mostren com el 95% dels serums d’individus afectes de T1D que
immunoprecipiten la molécula d’'lA2 full lenght ho fan reaccionant amb la regié
COOH-terminal (residus 771-979) i el 40% ho fan contra la regié NH-terminal

(residus 604-776) del domini intracel-lular %*

. La reactivitat d’aguests aacs
contra la molécula d’lA2, excepte en el cas dels dos epitops lineals situats a la
regi6 de JM 2?Y', és altament depenent de la preséncia dels ponts disulfur
existents en el seu domini intracel-lular, fet que suggereix que els epitops
contra els quals reaccionen sén conformacionalment dependents %8, Aquests
resultats també indicarien que els métodes per mesurar aguests acs que
preserven la conformacié antigénica seran molt més efectius que no pas
aquells en que aquesta es veu alterada. De fet, el métode més eficac utilitzat
fins a l'actualitat per mesurar els 1A2 aacs és la immunoprecipitaciéo de la
molécula recombinant marcada radioactivament preparada mitjancant un
sistema de transcripcié i traduccié in vitro. El marcatge radioactiu de
'immunoprecipitat es mesura directament per tal de poder quantificar el nivell
d’aacs pero també es pot fer correr 'immunoprecipitat en un gel SDS-PAGE
per tal de detectar la banda de 106 kDa **8%°.

Per la seva banda, la prevalenca dels aac contra IA2p3 en individus afectes de
T1D és del 35-50% i d’entre ells, més del 95% sbén també positius per IA2 fet
gue s’explica, en part, pel reconeixement d’epitops compartits per ambdues
molécules. Es per aquesta ra6 que no es mesuren ambddés aacs en els

programes d’escrinatge ja que aquesta dada no dona cap informacio addicional

respecte I'escrinatge individual dels aacs contra IA2 229221,
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1.2.1.3 Glicolipids com a autoantigens

La idea que els acs dirigits contra els glicolipids de l'illot podien formar part dels
ICA prové d’estudis on s’avaluava la reactivitat d’'acs monoclonals (A2B5, 3G5,
R2D6 i la toxina tetanica) contra gangliosids neuronals aixi com contra
proteines de l'illot *?%, Les tres molécules target candidates sé6n GT3 %, les
“sulphatides” (Buschard93 abstract) i el gangliosid GM2-1 (monosialo-
gangliosid). Tot i que els estudis en forma de resums sobre la deteccio
d’anticossos contra les dues primeres molécules en debuts de T1D demostren
una alta freqiéncia d’aquests, els treballs més complerts han estat realitzats
amb el gangliosid GM2-1. Estudis cromatografics van detectar la presencia dels
gangliosids GM3, GD3, GDla i GM2-1 en pancreas huma (Dotta89 abstract).
Per altra banda, els illots de rata amb baix metabolisme tenen una expressio
reduida de diverses molecules com la insulina, la carboxipeptidasa H i de
glicolipids com la GM2-1 mentre que no afecten I'expressié de GD3 i GM3 2.
Aquesta darrera observacié concorda amb el fet que I'absencia d’expressié de
GM2-1 en els illots fa que aquests no tinguin reactivitat contra els ICAs
(Appel89 abstract), suggerint aixi que GM2-1 podria ser un dels autoantigens
diana d’aquests anticossos. A més a més, aquest gangliosid s’ha localitzat a
totes les cél-lules de l'illot i a la cél-lula B s’expressa majoritariament als granuls
de secrecié (Dionisi94 abstract) al igual que altres autoantigens de la T1D
(insulina, carboxipeptidassa H, ...). Els anticossos contra la molecula de GM2-1
van ser detectats en el 71% dels debuts de T1D aixi com en el 64% de familiars
ICA+ en els quals la detecci6 d’aguests anticossos estava significativament
associada al desenvolupament de diabetis en un periode inferior als 5 anys %%.

De tota manera, un estudi realitzat en 50 pacients afectes de T1D i 30 individus
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control afectats per altres tipus de malalties autoimmunes determina que la
presencia d’aacs anti-gangliosids en els pacients afectes de T1D és el resultat
d’'una hiperactivacié immune caracteristica de moltes malalties autoimmunes i
gue la tendéencia a un augment en la preséncia d’aquests d'aacs en els
individus diabetics respecte els pacients afectes d’altres malalties autoimmunes
reflecteix un patr6 comua d’antigens entre els nervis periférics i les cél-lules de

lillot pancreatic %',

1.2.1.4 Insulina

La insulina madura és una proteina globular de 5.8 kDa formada per dues
cadenes, A (21 aminoacids) i B (30 aminoacids) que formen un heterodimer,
processat a partir d'un precursor de cadena uUnica de 110 aminoacids. La
insulina es sintetitza com a pre-prohormona que és processada a proinsulina, a
la qual s’elimina el péptid connector (peptid C) convertint-la aixi en la insulina
madura (Fig 6). Aquest procés es porta a terme als granuls secretors de la
cél-lula B, on la insulina s'empaqueta en forma de cristall %2, L’estructura de la
molecula d'insulina esta altament conservada i la seva homologia entre
diferents espécies és considerable. Un exemple d’aixo és el fet que la posicié
dels ponts disulfur no varia pero també cal destacar I'alt grau de conservaci6 de
la regi6 hidrofobica carboxi-terminal de la cadena B involucrada en la
dimeritzacié de la molecula. Tot i aixi existeixen diverses substitucions
aminoacidigues entre espécies que no afecten la bioactivitat de la molécula i

gue es troben principalment a les posicions A8-10 i B29-30.
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PROINSULIN  B-CHAIN
NH,'-FVNQHLEGSHLVEALYLVEGFRGFFYTPKTP

o S
GIVE TSICSLYQLENYCN-CO,
®) g k' A-CHAIN

()
C-PEPTIDE

INSULIN l

NH,'- FVNQHLiGSHLVEALYLViGFRGFFYTPKTPKT

~ ~
GIVEQiSTSIiSLYQLENY N -CO,
——

+ C-PEPTIDE

Figura 8. Representacio esquematica de la conversio de la molécula de pro-insulina a
insulina i c-péptid portada a terme pels enzims tripsina- i carboxipeptidassa-like de les
vesicules secretores.

(BioMetals 2005;18: 295-303)

Fins a l'actualitat la insulina i la proinsulina sén els Unics autoantigens coneguts
especifics de cél-lula B dels illots humans ja tots els altres sén produits també
pels altres tipus cel-lulars dels illots humans. Tot i aixi cal dir que tant en
ratolins com en humans s’ha detectat el RNA missatger de la insulina i la
proinsulina a timus !, Per altra banda estudis amb ratolins transgénics utilitzant
el promotor de la insulina de rata per promoure I'expressié de diferents gens
d’interes indiquen que la transcripcio del gen de la insulina a timus és
possible??®. Alguns estudis recents senyalen la insulina com la molécula diana
causant de la diabetis autoimmune. L’estudi realitzat en humans per Kent i
col-laboradors detecta el reconeixement d’'un epitop de la insulina (A 1-15) per

part de cel-lules T aillades i posteriorment expandides a partir dels noduls
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limfatics pancreatics d'individus afectes de T1D #*° mentre que Nakayama i els
seus col-laboradors demostren que una sequéncia de la proinsulina i la insulina
€s una de les principals dianes inicials de la resposta autoimmune que causa la
diabetis en el model de ratoli NOD %2 Altres treballs perd, senyalen la
insulina com a I'antigen clau pero no essencial en el desenvolupament de la
diabetis en aquest mateix model animal %3,

L'any 1950 es va desenvolupar el primer radioimmunoassaig utilitzant serums
amb acs antiinsulina provinents d'individus tractats amb insulina bovina *. Més

235 yan descobrir la preséncia

endavant, I'any 1983 Palmer i col-laboradors
d’acs antiinsulina en individus neodiagnosticats de T1D abans de
'administracié d'insulina exdgena. Estudis posteriors van demostrar que
aquests acs es troben presents anys abans del debut clinic de la malaltia #°.
Els IAA també es detecten en alts nivells en pacients afectes del sindrome
d'Hirata #*’, una malaltia autoimmune poc coml en el qual els individus
(gairebé tots amb DRB1*0406) desenvolupen hipoglucémies acompanyades
d’alts titols d’'lAA després d’haver estat exposats a medicaments que contenen
sulfidrils. La malaltia de Graves, la tiroiditis de Hashimoto, la malaltia d’Addison,
I’hepatitis cronica, I'anémia perniciosa, I'artritis reumatoide i el lupus eritematds
sistémic son altres malalties autoimmunes on es poden detectar aquests
aacs”®,

Inicialment es van utilitzar dos tipus d’assaigs per tal de detectar aquests aacs,
un ELISA que utilitzava insulina immobilitzada en plaques i un
radioimmunoassaig de fase fluida, no obstant ambdds assaigs donaven

resultats molt diferents en relacid al valor predictiu de la positivitat d’aquests

aacs en el desenvolupament de la T1D. Tot un seguit de tallers internacionals
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aixi com l'intercanvi de les mostres analitzades van demostrar que ambdds
assaigs mesuraven dos tipus diferents d’acs i que només aquells acs detectats
en el radioimmunoassaig estaven associats amb el risc de desenvolupament de
la T1D %2

Nombrosos treballs han estudiat la prevalenca i el valor predictiu dels I1AA per
ells mateixos i en combinacié amb altres aacs en individus neodiagnosticats de
T1D, en familiars de primer grau i en poblacié general (Taula 2). La comparacio
entre els diferents estudis és dificil degut als diferents assaigs utilitzats, als
diferents valors limit per definir la positivitat i les diferents edats dels grups
analitzats. La prevalenca dels IAA en germans d’individus afectes de T1D varia
entre el 1.4 i el 6.9% 2%, Aquesta variacié es correlaciona inversament amb
I'edat, aixi, un estudi realitzat en 882 familiars de primer grau va detectar una
prevalenca del 8.2% en individus menors de 15 anys comparat amb el 3.2%

detectat en el grup de majors de 15 anys %

. En la poblaci6 general la
prevalenca d’lAA es troba al voltant del 2% (Taula 2). Bingley i col-laboradors
van detectar aquest valor en un estudi on es va analitzar un grup de 2855
escolars amb una mitjana d’edat de 11.4 anys '** mentre que un estudi suec
realitzat en 415 individus d’edat compreses entre 7 i 14 anys sense historia
familiar va detectar un valor lleugerament superior del 2.8% %*'. Aquests i altres
estudis realitzats indiquen que la mesura dels IAA té un baix valor predictiu en
la poblaci6 general.

Diversos estudis prospectius realitzats des del naixement han demostrat que
els IAA son generalment els primers en aparéixer en nens que posteriorment

desenvoluparan T1D ?*2%*_ Aixi, la historia natural més comu és I'aparici6 dels

IAA i posteriorment la dels altres aacs contra l'illot abans del debut clinic de la
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T1D #**% Perd no tots els nens en els quals es detecten IAA acaben

242,246,247 -
i els

desenvolupant T1D. De fet, els IAA sbn els acs menys persistents
anticossos transitoris no s’associen amb el desenvolupament de la T1D, una de
les raons per les quals els anticossos s’han de mesurar en diferents mostres

246,247

espaiades en el temps Els acs antiinsulina transitoris estan més

246,247 | amb Ia

relacionats amb un titol baix d’'lAA que no pas amb un d'alt
transferéencia materna (diversos estudis demostren que els aacs provinents de
transferéncia materna poden ser detectats en els nadons després dels 9 mesos
perdo acostumen a desaparéeixer abans dels dos anys de vida i que només son
aguells acs de nova produccio (detectables per ser d’una subclasse diferent als
detectats en el moment del naixement i als 9 mesos) els que s’associarien a un
risc superior de desenvolupament de la T1D) 2*®%° |’estudi alemany
BABYDIAB ha demostrat que I'afinitat dels IAA és un marcador per identificar
els IAA més rellevants en el desenvolupament de la T1D %°. Els nens amb IAA
amb alta afinitat (Kg > 10° L/mol) tenen acs que persisteixen en el temps,
desenvolupen multiples acs antiillot, i tenen un risc de desenvolupar T1D abans
de 6 anys del 50%. En canvi, els nens amb IAA amb una baixa afinitat no
acostumen a desenvolupar altres acs ni la T1D. Els IAA d’alta i baixa afinitat es
diferencien pel fet de reconeixer epitops diferents, i al contrari dels IAA de baixa

afinitat (Que sovint no s’uneixen a la proinsulina) I'epitop associat als IAA d’alta

afinitat també es troba a la molécula de proinsulina %°.
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1.2.1.5 ICAG9

Aquesta nova proteina de Vlillot va ser identificada per Pietropaolo i
col-laboradors a través de I'escrinatge d’una biblioteca d’expressié lambda gt11l
d'illots humans mitjancant sérums ICA positius ***. La proteina ICA69 migra
amb un pes de 69 kDa en gels SDS tot i aixi, un cop seqiienciada el seu pes
molecular teoric és de 54,6 kDa (aixi la migracié aberrant en gel podria ser
deguda a la preséncia de regions altament carregades a la molécula). L'ICA69
s’expressa, com a minim a nivell de mRNA, a cervell, fetge, ronyd i cor, i a alts
nivells en els illots i altres teixits neuroendocrins. Per altra banda, en rata
I'ICAB9 és una proteina especifica de cél-lula p 2 localitzada al complex de
Golgi . La seva funcié és desconeguda perd el genoanul-lat del seu homoleg
ric-19 en Caenorhabditis elegans desenvolupa un defecte en els processos de
neurotransmissio 2°*.

L'ICAGB9 és idéntica en sequéncia a la proteina de la llet de vaca p69 descrita
per Dosch i col-laboradors #°. Per altra banda, diversos autors han demostrat
gue els individus diabétics tenen acs dirigits contra I'albimina sérica bovina
(BSA) i altres postulen que la ingestié neonatal de llet de vaca augmenta el risc
de desenvolupament de T1D. L'ICA69 i la BSA tenen dues regions de cinc
aminoacids idéntiques i a la regié del péptid de I'albamina ABBOS quatre dels
nou aminoacids sén també identics. Aquesta identitat podria ser suficient per
estimular la reactivitat creuada entre els clons de cél-lules T.

Els acs contra I'lCA69 son aacs relacionats amb la T1D pero també s’han
detectat en individus afectes d’artritis reumatoide **°. De tota manera caldrien
meés estudis per tal determinar si existeix una funcié d’aquesta molécula en la

patogénia de la T1D. Atkinson i col-laboradors questionen I'associacio de la
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T1D amb els acs anti-albimina i amb la resposta de les cél-lules T a

I'albimina®’ mentre que en un estudi en ratolins s’accelera o inhibeix el

desenvolupament de la diabetis tot i utilitzant un péptid d’aquesta molécula ?*®.

1.2.1.6 Carboxipeptidassa H

La carboxipeptidassa H és un altre autoantigen descobert mitjancant
'escrinatge d'una biblioteca d’expressiéo d’illots amb serums d’individus
prediabetics. Aguesta molécula no és especifica dels illots ja que la seva
expressié s’ha detectat també a ronyo, pituitaria i glandula adrenal 2. A la
cel-lula B es troba localitzada als granuls de secreci6 d’insulina en dues formes,
la soluble (50 kDa) ?*° i la unida a membrana (52 kDa) ®°. La carboxipeptidassa
H és un enzim que participa en el procés de formacié de proinsulina a insulina i
€s segurament la proteina més abundant dels illots després d’aquestes dues.
En els assaigs originals en els quals s'utilitzava la reactivitat dels serums amb
plaques de proteina d’Escherichia coli recombinant, un de cada quatre serums

d’individus prediabétics analitzats tenien anticossos contra la carboxipeptidassa

120
H™ "

1.2.1.7 ICA12

SOX13 (ICA12) forma part de la familia de factors de transcripci6 SOX que
contenen un motiu amb un grup d’alta mobilitat (HMG) amb similitud estructural
a les proteines HMG 1 i 2 identificat com a autoantigen en un grup reduit
d'individus afectes de T1D %! Tot i aixi, diversos estudis realitzats en

pacients afectes de T1D tot i comparant-los amb individus afectes de malalties
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autoimmunes no-organ especifiques conclouen que tot i I'existéncia dels aacs
contra I'lCA12 en un subgrup d’individus afectes de T1D aquests acs formen
part d'una resposta menor a autoantigens no especifics de l'illot existent en la
T1D i que la seva determinacid no millora el diagnostic ni la prediccié de la

T1D262,263

1.2.1.8 Transportador de zinc ZnT8(SIc30A8)

ZnT8 forma part de la familia de transportadors de zinc identificat per primera
vegada I'any 2004 %**. Aquest transportador conté sis dominis transmembrana i
un loop ric en histidines entre els dominis IV i V, al igual que la resta dels

membres de la seva familia.
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Figura 9. Representacié esquematica de la molécula del transportador-8 de zinc (ZnT8).
Aquesta molécula es situa a la membrana dels granuls d’insulina i esta formada per sis
dominis transmembrana. Els nombres indiquen el niumero d’AAs que formen cada part
estructural de la molécula.

(PNAS 2007;104: 17040-17045)
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El gen que codifica per a aguesta proteina es transcriu només a pancrees i
basicament en els illots de Langerhans. Estudis dimmunofluorescéncia
confocal demostren la colocalitzaci6 de ZnT8 amb la insulina en la via de
secrecio de la linia cel-lular INS1E. La sobre expressié d’aquesta proteina en
aquestes cél-lules estimula lP'acumulaci6 de zinc tot i augmentant la
concentracio intracel-lular d’aquest metall aixi com la secrecié induida per
glucosa a altes concentracions ?®°. Un treball publicat I'octubre del 2007 ha
identificat ZnT8 com a autoantigen de la T1D ?°°. Aquest mateix estudi analitza
la presencia d’aacs contra aquesta proteina en individus neodiagnosticats de
T1D tot i detectant-los en un 60-80% respecte a valors inferiors del 2 i 3%
detectats en controls i pacients diabetics tipus 2, respectivament. Per altra
banda, aquests aacs van ser detectats en un 26% de pacients afectes de T1D
préviament caracteritzats com individus sense aacs en base a les analisis
realitzades respecte els marcadors utilitzats actualment (IA2, GAD, IAA i ICA).
La mesura combinada dels Aacs contra ZnT8, IA2, GAD i IAA augmenta la
sensitivitat en el moment del debut de la T1D fins a un 98%, un valor que
s’aproxima al necessari per poder detectar la prediabetis en una poblacié
control pediatrica. Un estudi publicat I'any 2009 per Ziegler i col-laboradors
demostra com l'autoimmunitat dirigida contra la part COOH terminal de la
molécula és un factor important en la prognosis de la diabetis tipus | en
poblacié pediatrica, factor de risc que es veu incrementat amb I'analisi del gen
que codifica per ZnT8, SCL30A8 . A més a més, un estudi publicat a
I'octubre del 2009 demostra que els anticossos contra ZnT8 sén un bon
marcador juntament amb els acs contra IA2 i GAD per tal de diferenciar els
268.

diferents fenotips clinics en la diabetis d’aparici6 tardana Més
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concretament, un estudi publicat per Kawasaki i col-laboradors demostra com
la combinacio en la determinacio dels acs contra les molécules d’'insulina, 1A2 i
el transportador ZnT8 millora molt la prediccié de una futura deficiencia
insulinica en aquells pacients afectes de diabetis autoimmune adulta respecte
la determinacié d’acs contra la molécula de GAD i els seus epitops 2.

A més a meés, s’ha demostrat I'associacié entre rs13266634, un dels al-lels
majoritaris del “single nucleotide polimorfism” (SNP) d’aquest transportador,
amb la diabetis tipus 2 aixi com amb la secrecié reduida d’insulina en els
familiars no diabétics ?°. Per altra banda, un estudi publicat al maig del 2008
pel grup de Ziegler i col-laboradors ?"* que I'existéncia d’aquest polimorfisme
juntament amb la preséncia d’autoimmunitat podria conferir una susceptibilitat
genetica a la disfuncié de la cél-lula beta provocant una acceleracié de la
progressio i manifestacié de la T1D.

Donada la importancia d’aquest nou autoantigen i a la seva possible utilitzacié
en programes d’escrinatge un estudi publicat al febrer del 2010 per Eisenbarth i
col-laboradors ?? desenvolupa una proteina quimera entre dos variants
polimorfiques comuns de ZnT8 (arginina i triptdofan en posicié 325) i el domini
intracitoplasmatic d’'lA2 assaig que permet mesurar en un sol assaig mantenint
un 100% de sensibilitat i un 100% d’especificitat respecte els radioassaigs

realitzats amb les molécules individuals.
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1.2.1.9 Tetraspanina 7

La tretaspanina 7 €s una proteina membre de la superfamilia transmembrana 4
formada per 4 dominis hidrofobics transmembrana (TM1-TM4), multiples
dominis citoplasmatics (C1-C3) i dos dominis extracel-lulars (E1 i E2). La
tetraspanina 7 s’expressa als illots beta pancreatics i, com en el cas de GAD65
i 'lA2 també s’expressa al sistema nerviés central. Els aacs contra aquesta

proteina s’han detectat en un 35% dels individus amb TD1 %3,

1.2.2 Autoantigens parcialment caracteritzats

1.2.2.1 52 kDa

Aquest antigen va ser identificat mitjancant western blot d’extractes d'illots

151 posteriorment els

humans tot i utilitzant serums d’individus diabetics
anticossos contra aquest antigen també s’han detectat en el model de ratoli
NOD. La proteina de 52 kDa sembla ser especifica de lillot pancreatic i
comparteix determinants antigénics amb la proteina PC2, un component de la
capside del virus de la rubella *. Aquest fet suggeriria que el virus de la rubella
podria sensibilitzar potencialment individus vers una resposta autoimmune

contra I'antigen de 52 kDa de lillot i, de fet, fins al moment, aquest és I'Unic

virus clarament associat amb el desenvolupament de la T1D.
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1.2.2.2 37- 38 kDa

Diversos grups han demostrat la preséncia d’aacs contra molécules de 38 kDa
en individus afectes de T1D aixi com en els seus familiars de primer grau.
Honeymann i col-laboradors van identificar un dels possibles autoantigens de
38 kDa com a jun-B, un factor de transcripcié nuclear > perd no s’ha pogut
aclarir la importancia dels anticossos contra aquest antigen en individus
prediabétics. També Pak i col-laboradors van descriure una molécula de 38
kDa relacionada amb el virus del citomegalovirus ?’® aixi com Roep et al que
van identificar un autoantigen de 38 kDa dels granuls de lillot contra el qual

reaccionen les cél-lules T ?"".

1.2.2.3 155 kDa

Autoantigen detectat per McEvoy i col-laboradors mitjangant un nou metode per
detectar autoantigens relacionats amb la T1D que consistia en desenvolupar tot
un panell d’acs monoclonals de ratoli que reaccionaven amb la linia
d’'insulinoma RINSF i, tot seqguit, intentaven desplagar aquesta unié mitjangant
la utilitzaci6 de serums d’individus diabétics. La unié d'un d'aguests
monoclonals, anomenat 1A2, era desplacada especificament per serums de
nens afectes de T1D. Aquest monoclonal reconeixia per western blot una
proteina de membrana de 150 kDa que es va anomenar DAP1 ( proteina 1
associada a la diabetis) ®. Tot i la baixa preséncia d’aquests aacs en poblacié
infantil control (2.9%) respecte nens amb T1D (94%), s’han detectat en més del

60% dels familiars de primer grau acs contra aquest antigen.
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1.2.2.4 GLIMA 38

GLIMA 38 és una proteina neuroendocrina de membrana N-glicosilada
reconeguda per anticossos en aproximadament el 20% dels individus afectes
de T1D ?"*? Un estudi realitzat per Winnock i col-laboradors confirma
I'associacio entre la preséncia d’aacs contra la molecula de glima 38 i el rapid
desenvolupament de la T1D pero també demostra la seva baixa capacitat
diagnostica si es compara amb la preséncia en aquests individus d’aacs contra

GAD, IA2 o IAA %8,

1.2.3 Altres autoantigens

Un treball realitzat per Elias i col-laboradors identifica un péptid de la heat
shock protein (HSP)65 contra el qual reaccionarien uns clons de cél-lules T que
podrien tenir una funcié en la patogenia de la diabetis mellitus en el model de
ratoli NOD %*2. Per altra banda, I'administracié de cél-lules T especifiques
contra HSP65 atenuades per irradiacio aixi com de la proteina, té un efecte
preventiu contra la diabetis en aquest model. Tot i aixd, sembla que la HSP65
no és un autoantigen que formi part de I'autoimmunitat humoral de la T1D en
humans %3,

Un altre possible candidat a autoantigen de la T1D és el GLUT-2, el
transportador de glucosa especific de illot 24>, Tot i que no existeixen proves
bioquimiques de la reaccié d'acs contra GLUT-2, un parell d’estudis ho
suggereixen. Aquests estudis consisteixen en la transfeccié del gen del GLUT-2
en linies cel-lulars i posterior deteccio d’acs de superficie, i en la inhibici6 de la
unié dels acs de pacients diabétics a una proteina d’extractes microsomals de

fetge de rata mitjancant un sérum policlonal contra el GLUT-2 de rata %
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1.3 Caracteristiques de I'autoimmunitat en la historia
natural de la T1D. Prediccio del risc a desenvolupar la
T1D en base als autoanticossos anti-illot.

En la historia natural de la T1D la presencia d’aacs anti-illot circulants pot
precedir durant anys el desenvolupament clinic de la malaltia i per aquesta ra6
els aacs so6n marcadors de la prediabetis i s'utilitzen per identificar individus
amb alt risc per desenvolupar la T1D ?®. El desenvolupament de la T1D s’
associa amb alts titols d’'ICA, IAA o IA2. Gairebé tota la informacié obtinguda
fins a l'actualitat és en individus amb una susceptibilitat genética elevada, com
son els familiars d’'individus afectes de T1D. La prevalenca dels Aacs antiillot en
aqguest grup és troba al voltant del 5 — 10%, depenent de quin sigui l'ac
mesurat®*>?%2% | 'estudi més ampli realitzat en aquest aspecte ha estat part
del projecte DPT-1 a Nord America en el qual s’han mesurat els ICA, IAA, GAD

20 Com a minim un

i 1A2 d'un total de 17.207 familiars de primer grau
d’aquests aacs va ser detectat en el 8.2% dels individus i més d’un en el 2.3%.
En general la magnitud de la resposta autoimmune és un important factor
predictiu en el risc de desenvolupar la T1D. Ja fa més de deu anys que el fet de
tenir dos 0 més aacs antiillot s’associa a un risc per desenvolupar T1D molt
més elevat *°**?'. Mentre el risc per desenvolupar diabetis és inferior al 20% en
aquells individus que tenen un ac, aquest augmenta fins al 35% en 5 anys i el
61% en 10 anys en aquells individus que en tenen més d'un ?°2. Per altra
banda, individus sense historia familiar de T1D amb més d’'un aac tenen també
un risc més elevat per desenvolupar la malaltia >*?°*, Les dades obtingudes en

diversos estudis indiquen que existeix una jerarquia en el risc a desenvolupar la

T1D associada als diferents tipus d’aacs. Els individus amb aacs contra IA2
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tenen un risc molt més elevat per desenvolupar la malaltia que no pas aquells
que s6n positius per GAD o IAA %2 3 més a més, d’entre aquests, aquells
que tenen el risc més elevat sén els que també tenen aacs contra IA2f %, Tot |
aixo, no tots els individus en els quals es detecten aacs acaben desenvolupant
T1D. Per aquesta raé s’ha intentat identificar caracteristiques dels aacs
especifiques de la malaltia o altres marcadors que puguin ajudar a diferenciar
els individus que no desenvoluparan diabetis d’aquells que ho faran rapidament
o bé d’aquells que ho faran a llarg termini 2°%2%22%52% | 'amplitud de la resposta
per aacs es pot mesurar mitjancant el nombre d’epitops contra els quals estan
dirigits i probablement pels diferents tipus de subclasses. Normalment un
nombre elevat i variat de subclasses es relaciona amb alts titols d’aacs tot i que
aguests dos indicadors de risc per la malaltia també s’han detectat en individus
amb un baix titol. En un estudi recent en familiars positius per aacs amb un
seguiment de 15 anys el risc per desenvolupar diabetis més elevat es va
associar amb alts titols per IAA i IA2 (subclasses 1gG2, 1IgG3 i/o IgG4) aixi com
per IA2p %2, Tot i utilitzant diverses combinacions d’aquestes caracteristiques
es pot classificar el risc per desenvolupar diabetis en 5 anys d’un 10 a un 90%.

Pel que fa als epitops, estudis recents han demostrat una aparicié progressiva
de l'autoimmunitat en el cas dels aacs contra la molécula de GAD65 **°. La
reactivitat dels aacs es dirigeix inicialment contra els epitops de les regions
central (residus 235 — 444) i COOH-terminal (residus 440 — 585) de la
molecula, indicant aixi una rapida progressio de la reactivitat o bé una
immunitzacié simultania contra ambdues regions de la molecula de
GAD65™%2%" La reactivitat contra els epitops de la regié6 NH.-terminal de la

molecula és posterior, més debil i poc comu en nens. Pel que fa als aacs contra
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la molécula d’'lA2, la reactivitat inicial és heterogenia contra la regié de
juxtamembrana i el domini PTP, perdo sempre especifica contra la molecula
d’'lA2. L’aparicio de la reactivitat contra la moléecula d’lA2 es produeix

juntament amb I'expansié de la resposta contra la molécula d’1A2 2%
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Objectius

2.0bjectius

Diferents estudis han demostrat la presencia dels ICA no només en el moment
del debut clinic de la malaltia o en pacients afectes de T1D, siné també en
individus que acabaran desenvolupant la malaltia perd que no presenten cap
tipus de simptomatologia clinica. ElI descobriment posterior més important pel
que fa a 'autoimmunitat en la T1D va ser la preséncia d’aacs contra la insulina.
Fins a I'actualitat s’han trobat una dotzena d’autoantigens que formen part dels
ICA perd sén els aacs contra la GAD i I''A2 1172 els que formen la major
part d’aquesta reactivitat. Aquests aacs juntament amb els aacs contra la
insulina sén els més importants en termes de sensibilitat i especificitat pel que
faala T1D **°.

Diversos estudis han demostrat la preséncia d'aguests aacs al sérum
d’individus abans del debut de la T1D %22, La sensibilitat en el moment del
debut de la T1D pels ICA és d’'un 70-90%, un 70-80% per GAD, 32-75% per
IA2 i un 10-60% per IAA, una variabilitat que reflecteix diferencies entre les
diverses poblacions estudiades 3. En termes de prognosi, diversos estudis
han validat la utilitzacié d’aquests tres tipus d’aacs com a valor predictiu per al
desenvolupament de la T1D. En general la magnitud de la resposta humoral
vers els esmentats aacs té valor predictiu sobre el risc de desenvolupar la T1D,
i a més a més, el fet de presentar dos o0 més aacs antiillot s’associa a un risc
per desenvolupar T1D molt més elevat que quan només I'autoimmunitat
humoral es desenvolupa contra un sol autoantigen **>?°*, Tot i aix0, no tots els
individus en els quals es detecten aacs acaben desenvolupant T1D. Per

aguesta rad s’ha intentat identificar caracteristiques dels aacs especifiqgues de
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la malaltia o altres marcadors que puguin ajudar a diferenciar els individus que
no desenvoluparan diabetis d’aquells que ho faran rapidament o bé d’aquells
gue ho faran a llarg termini. L’amplitud de la resposta per aacs es pot mesurar
mitjangcant el nombre d’epitops contra els quals estan dirigits i probablement
pels diferents tipus de subclasses.

La importancia de I'lA2 com a autoantigen amb alt valor predictiu en la T1D fa
pensar en una possible relaci6 causal daquesta molécula en el
desencadenament de la malaltia. La poca informacio disponible respecte la
funcié d’lA2, aixi com la manca de materials adequats per a la realitzacié
d’estudis respecte la seva regulacio i funcio, ens va portar a desenvolupar

I'objectiu | d'aquesta tesis :

- L’obtencié d’acs monoclonals vers IA2 aixi com la seva caracteritzacio.

Un cop obtinguda aquesta important eina de treball vem passar a realitzar

'objectiu Il d’aquesta tesis que es basa en la utilitzacid6 de I'ac monoclonal

obtingut en estudis de:

- Caracteritzaci6 funcional i regulacié de la molécula IA2.

- Detecci6 d'acs en la TD1 epitop especifics.
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Els acs contra IA2 aixi com els acs dirigits contra GAD65 son els més
importants en quant al seu valor predictiu. Aquest fet ens va portar a I'objectiu

lIl d’aquesta tesis:

- Investigar la resposta humoral especifica que desenvolupa aacs contra
les molécules de GAD i IA2 (reconeixement de diferents epitops i/o

subclasses) en la T1D.

Dins d’aquest objectiu es vem plantejar els seglents subobjectius:

- Determinar un possible patré diferencial de resposta contra la molécula
de GAD (reconeixement de diferents epitops i/o subclasses) en individus
afectes de diabetis mellitus tipus | (T1D) respecte altres malalties
autoimmunes (sindrome de Stiff man i sindrome poliendocri autoimmune

de tipus Il (APS-II)).
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Per altra banda, els individus amb aacs contra IA2 tenen un risc molt més
elevat per desenvolupar la malaltia que no pas aquells que son positius per
GAD o IAA. De tots ells, els dirigits especificament contra la molecula d’'lA2 son
els que es detecten en la resposta humoral més primerenca, aixi doncs, la seva
caracteritzacié podria ser important a I’hora d’entendre I'evolucié de la resposta
autoimmune humoral contra aquestes proteines. Aixi doncs el darrer

subobjectiu d’aquesta tesis va consistir en la:

- ldentificaci6 molecular dels epitops més rellevants i immunogenics
especifics per a la molécula d’'lA2 en individus afectes de T1D aixi com
el desenvolupament d’'un metode quantitatiu i prou sensible per mesurar

la seva prevalenca.
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3. Metodologia

3.1 Generaci6 d’anticossos monoclonals

Ratolins BALB/c de sis setmanes d'edat van rebre durant 4 setmanes
injeccions intraperitoneals amb solucié incomplerta d’adjuvant plus de Freund
de 100pg de la proteina recombinant 1A2 humana (aminoacids 389-979)
produida en Escherichia coli i purificada mitjangant cromatografia d’afinitat per
cua d’histidines. La proteina recombinant utilitzada inclou tots els residus que
s’expressen en la proteina d’'lA2 madura. Quatre dies després de l'Ultima
injeccio els ratolins van ser sacrificats, i els splenocits aillats i fusionats.
L'escrinatge dels hibridomes va ser realitzat mitjangcant assaigs de radiobinding
i els que van resultar positius van ser clonats mitjangcant assaigs de dilucions
limitants. Es van obtenir nou clons reactius per IA2 dels quals cinc s’unien al
domini intracel-lular i quatre al domini extracel-lular de la proteina. Els cinc
clons que s’unien al domini intracel-lular competien entre ells per la uni6é a I1A2
indicant que s’unien a un epitop molt semblant. De la mateixa manera, els acs
contra el domini extracel-lular competien entre ells per la unié a I1A2. El clon que
es va caracteritzar posteriorment en I'estudi va ser 'anomenat 76F, un ac que
s’unia al domini intracel-lular de la proteina.

Un segon set d’hibridomes va ser generat mitjangant la injecci6 intraperitoneal
a ratolins NOD de sis setmanes d’edat de solucié incomplerta d’adjuvant plus
de Freund amb 100ug de la proteina recombinant IA23 (aminoacids 741-1033)
tot i seguint el mateix protocol. La proteina recombinant 1A2f3741-1033 incloia la

majoria dels residus trobats a la proteina intracel-lular 1A23 i tots els epitops
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coneguts dels anticossos contra IA2f3. Dos dels hibridomes reactius contra 1A23

van ser clonats i 'anomenat A9 va ser el triat per tal de ser caracteritzat.

3.2 Assaigs de radiobinding

Els plasmids de DNA dels constructes purificats mitjancant el kit Quantumprep
spin column preparation (Biorad, Hercules, CA) van ser in vitro transcrits i
traduits mitjancant el TnT SP-6 coupled rabbit reticulocyte lysate system
(Promega, Madison,WI) en preséncia de *S-metionina (Amersham
Biosciences, Uppsala, Suecia) d’acord amb les instruccions del fabricant. La
%S-metionina no incorporada va ser separada mitjancant cromatografia de gel
amb columnes NAP5 (Amersham Biosciences). Per tal de comprovar que el
pes molecular de la proteina traduida era I'esperada a partir de la seqiieéncia
d’aminoacids es va fer correr un gel i es va realitzar la posterior radiografia. Per
els immunoassaigs es van afegir 2l de serum a 25ul de 20mM Tris-HCI ph 7,4,
1% Tween 20 (TBST) que contenien 20,000 cpm de la proteina recombinant
marcada en plaques de 96 pous (Beckman, Fullerton, CA) i es van incubar ON
en gel. Els immunocomplexes formats es van recuperar mitjancant I'addicio
d’lmg de proteina A-Sepharose (Amersham Biosciences) als serums humans o
4ul de proteina G-Sepharose (Amersham Biosciences) als serums de rata
resuspesa en 50ul de TBST incubada durant 1 h en agitacié a 4°C. Les perles
es renten 5 vegades amb 800ul de TBST i es centrifuguen a 600g durant 3 min
per precipitar les perles entre rentats. Després dels rentats, les perles es
transfereixen en 100ul de TBST a plagues de 96 pous Optitplate (Perkin-Elmer,

Walthman, MA), juntament amb 150ul de Microscint-40 (Perkin-Elmer),
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s’incuben en agitacié durant 30 minuts i finalment es compten en un TopCount
(Perkin-Elmer) per tal de determinar les cpm recuperades.

Competicio de la unié del 76F per la unié a IA2 amb serums humans: Per als
assaigs d'immunoprecipitacio, s'ailla el 76F i es cross-linka a la proteina G
d'acord amb les instruccions del fabricant (Seize™ X Protein, G
Immunoprecipitation Kit, Pierce, Biotechnology, Rockford, USA). Per realitzar
aguesta mesura s'incuben 5 pl de sérum de pacients o de controls amb 25000
cpm de proteina recombinant humana d’lA2¢gs.079 marcada amb 3*S-metionina
ON a 4°C. S’'afegeix el 76F cross-linkat i s'incuba

En cas d'analisi de competicié d'uni6 s’afegeixen diferents quantitats de
diferents proteines no marcades obtingudes amb el mateix procediment indicat
perd amb metionina no radioactiva i

Per tal d’analitzar les subclasses d’'lgG dels Acs s'utilitza també I'analisi de
radiobinding tot i utilitzant subclasses d’'lgGs o Acs monoclonals anti- human
de ratoli marcats amb biotina isotip especifics (Becton Dickinson, San Diego,

CA) units a beads de Sepharose 4B streptavidina (Zymed, San Francisco, CA).

3.3 Assaigs d’immunoprecipitacio

Les diferents proteines recombinants van ser marcades radioactivament
mitjancant el TnT SP-6 coupled rabbit reticulocyte lysate System (Promega,
Madison,WI) en preséncia de 40uCi de Redivue L-**S-metionina (Amersham
Biosciences, Uppsala, Suécia). Un total de 25,000 cpm del producte en 25ul de
TBST (50mM Tris, 150mM clorur de sodi, 1% Tween 20 (pH 7,4)) es van

incubar ON a 4°C amb 5ul del sobrenedant de [I'hibridoma del 76F.
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Posteriorment es va afegir proteina G-Sepharosa durant 1 h, es van rentar els
immunocomplexes 5 vegades amb 800ul de TBST fred i finalment es van

analitzar directament per SDS-PAGE i autoradiografia.

3.4 ELISA

El contingut d’insulina en extractes d’illots i sobrenedants cel-lulars es va
mesurar per ELISA. Plagues d’ELISA (Maxisorb; Nunc, Roskilde, Denmark) van
ser recobertes amb Ac anti-guinea pig contra la insulina, bloquejades amb BSA
(5mg/ml enTris-buffered saline-TBS/BSA) i posteriorment incubades durant 2 h
amb les mostres i insulina biotinilada en TBS/BSA. La insulina biotinilada
capturada a les plaques es detecta amb Streptavidina-phosphatasa alkalina i es
revela amb p-nitrofenil fosfatassa. Totes les mostres van ser analitzades per
duplicat i la concentracié d'insulina es va determinar a partir d’'una corba
estandard d'insulina de rata inclosa a cada placa.

ELISA peptidic: Un péptid corresponent a la regié de juxtamembrana d’lA2
(aminoacids 609-631) va ser sintetitzada (Primm, Mila, Italia) i unida a BSA: el
péptid i la BSA amb una ratio d'lmg de péptid cada 3 mg de BSA es van
incubar durant 2,5 h en presencia de glutaraldehid al 0,1%, posteriorment es va
addicionar glicina (200mM) i es va dialitzar ON contra PBS. Les plaques
d’ELISA de poliestiré de 96 pous MaxisorpTM (Nunc, A/S, Roskilde,
Dinamarca) van ser recobertes amb I'equivalent a 1ug de péptid per pou ON
amb buffer de carbonat pH 9,5 i després bloquejades amb 1% BSA en PBS.
Per l'assaig d’ELISA, 100ul del sérum diluit (1/1000 en 0,1% BSA, 0,05%

Tween-20, PBS (PBST)) es va afegir als pous i les plaques van ser incubades

76



Metodologia

ON a 4°C, rentades 6 vegades amb 200ul de TBST, incubades amb un Ac
secundari HRP conjugat diluit 1/2000 en PBST durant 1 h a temperatura
ambient, rentades 6 vegades amb 200ul de PBST i revelades amb una solucio

de o-fenilendiamina en buffer citrat pH 5.

3.5 Western blotting

Els teixits i cultius cel-lulars van ser homogeneitzats amb lisis buffer (50mM
Tris, pH 7,5, 10mM fosfat de sodi, 150mM clorur de sodi, 1% Tritd6 X-100, 5mM
EDTA, 5mM iodoacetat, 1mM benzamidina, 5ug/ml leupeptina, 5ug/mi
aprotinina) i incubats 30 min en gel. Els lisats van ser centrifugats a 10,000 x g
durant 20 min per tal de de separar tot el material insoluble. Aliqguotes de 10ug
dels lisats de proteina obtinguts o de proteines recombinants van ser
separades per SDS-PAGE i transferides a membranes de nitrocel-lulosa. Les
membranes van ser bloguejades amb TBS-0,05% Tween-20 i 2% de llet, i
posteriorment incubades amb sobrenedants de cultius cel-lulars que contenien
I’Ac monoclonal 76F amb una dilucié 1/10. Després de diversos rentats amb
TBS-0,05% Tween-20, la uni6é a I'anticos va ser visualitzada amb horseradish
peroxidase-conjugated anti-mouse IgG tot i utlitzant un substrat

guimioluminiscent.
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3.6 Immunohistoquimica

Seccions parafinades de pancrees de rata van ser desparafinades i
rehidratades per tal de poder realitzar la immunohistoquimica. La peroxidasa
endogena va ser bloquejada mitjancant un tractament amb 0,3% de peroxid
d’hidrogen en metanol i les seccions van ser posteriorment tractades amb
sérum de porc (20% en TBS). Les seccions van ser incubades ON a 4°C amb
I’Ac monoclonal 76F, o Acs policlonals contra la insulina (ICN, Thame, UK) o
glucagoé (Sigma, Poole, UK). La unio del 76F va ser visualitzada mitjancant la
incubaci6 amb I'Ac secundari adequat i amb el métode de l'estreptavidina
marcada amb peroxidassa amb el substrat 3,3’-diaminobenzidina tot i utilitzant
un kit comercial (LSAB Plus, Dako, Cambridge, UK). Les seccions van ser
posteriorment tenyides amb hematoxilina, deshidratades i muntades per poder
ser analitzades per microscopia. Seccions consecutives marcades amb Acs
contra insulina o glucagé van ser incubades amb el segon Ac primari (contra
insulina o glucago) durant 1 h a temperatura ambient, rentades, i I'unié amb I'Ac
va ser detectada amb la Immunoglobulina FITC-conjugada anti-guinea pig o
anti-conill (Stratech, Luton, UK).

La linia cel-lular BTC3 va ser plaguejada en cobreobjectes recoberts amb poli-
L-lisina i després de dos dies de cultiu les cel-lules van ser fixades durant 20
min amb 3% paraformaldehid en PBS. Després de la desactivacié de
l'autofluorescencia amb 15mM de glicina, les cel-lules es van permeabilitzar
durant 4 min amb 0,1% (w/v) Tritd X-100 en PBS i posteriorment es van incubar
durant 10 min amb 0,2% (w/v) de gelatina en PBS per evitar unions no

especifiqgues de I'Ac. La incubacié amb els diferents acs primaris (guinea pig
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anti-Insulina 1:600 (DAKO); sobrenedant dels hibridomes del 76F o A9 diluits
1/2 en 0,2% (w/v) gelatina,16,5%(v/v) sérum de cabra, 0,3% (Trité X-100,
40mM buffer fosfat, 0,45 M NaCl) va ser realitzada amb els temps apropiats per
a cada Ac. Després de diversos rentats en PBS-gelatina els cobreobjectes van
ser incubats durant 1 h a 37°C amb I'Ac secundari especific. Després de
diversos rentats es va muntar les preparacions amb Gelvatol i es van analitzar

les imatges amb un microscopi amb sistema DeltavisionTM (Applied Precision).

3.7 Analisi de biosintesis i degradaci6

La sintesis d'IA2 va ser analitzada mitjancant la incorporaci6 de *°S-
metionina/cisteina i posterior deteccié per immunoprecipitacio i autoradiografia.
Els illots de rata (200 per condicid) van ser incubats durant 2 h a 37°C en 100l
d’HEPES buffered Hanks’ balanced salt solution (HBSS) que contenia 1mg/ml
de BSA, 6mmol/l glucosa, 10% metionina, un mix d’aminoacids deficient en
cisteina (Amersham-Pharmacia Biotech, Amersham, U.K.) i 4MBq d’EasyTag
Express protein labeling mix (NEN, Hounslow, U.K.) en preséncia o abséncia
de 10nmol/l d'insulina. Els illots van ser lisats, i immunoprecipitats amb el 76F o
amb un Ac control irrellevant. Els complexes formats van ser aillats amb
proteina A Sepharose i analitzats per SDS-PAGE i autoradiografia.

La degradaci6o d'lA2 va ser analitzada per experiments de pulse-chase. Les
proteines dels illots van ser marcades durant 1 h a 37°C en 100ul de HBSS que
contenia 1mg/ml de BSA, 20mmol/l glucosa, 10% metionina, el mix
d’aminoacids deficient en cisteina i 12 MBq d’EasyTag Express protein labeling

mix. Els illots van ser recollits immediatament o després de 12 h en medi RPMI
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que contenia 6mmol/l glucosa amb o sense 10nml/l insulina. L'1A2 dels illots
marcats radioactivament va ser detectat per immunoprecipitacio i

autoradiografia, metode descrit previament.

3.8 Analisis estadistics

Depenent dels estudis es van utilitzar diferents tipus d’'analisis. Les
comparacions entre grups es van realitzar amb I'analisi de la t d’estudent
d’ANOVA, el U-test de Mann-Whitney o amb el Fischer’'s Exact Test. També es
va utilitzar I'analisis de supervivéncia Kaplan-Meier per determinar el risc de
desenvolupar la T1D. Tots els analisis estadistics es van fer amb el SPSS

(Statistical Package fos Social Sciences) (SPSS, Inc, Chicago, IL).
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4. Resultats

“Monoclonal antibody 76F distinguishes IA-2 from IA-23 and overlaps an
autoantibody epitope” S. Piquer, L. Valera, V. Lampasona, B. Jardin, S.
Roche, C. Granier, M.R. Christie, E. Bonifacio, D. Laune. Journal of
Autoimmunity 2006; 26:215-222.

L'objectiu d’aquest treball fou I'obtencié i posterior caracteritzaci6 d’acs
monoclonals (maacs) dirigits contra les molécules d’lA2 i d’'lA2B. Per tal
d’assolir aquest objectiu es van injectar intraperitonealment durant 4 setmanes
les proteines recombinants d’lA2 humana (aminoacids 389-979) i d’'IA2B
(aminoacids 741-1033) a ratolins BALB/c i NOD, respectivament.

Es van obtenir nou clons reactius per 1A2 dels quals cinc s’'unien al domini
intracel-lular i quatre al domini extracel-lular de la proteina. Els cinc clons que
s’unien al domini intracel-lular competien entre ells per la unié a IA2 indicant
gue s’unien a un epitop molt semblant.

Es van caracteritzar una de les clones obtingudes de cadascuna de les
microinjeccions, I'aac que es va anomenar 76F (IgG2bx amb una Kp de 9.2 x
10®M (afinitat per 1A2)) que reconeixia el domini intracel-lular d’lA2 i l'aac
anomenat A9 (IgG1lx amb una Kp de 9.2 x 10®M) obtingut de la microinjeccié
dels ratolins NOD amb IA2f3.

Ambdos aacs reconeixien per western blot una proteina de 65 kDa en lisats
d’illots humans i de rata, de la linia cel-lular BTC3 i de la glandula pituitaria
mentre que el senyal era inexistent en lisats de linies cel-lulars de

neuroblastoma, de la linia cel-lular 3T3 o de la linia cel-lular d’'insulinoma de
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rata RINSmAH, resultat que coincidia amb I'expressio tissular i cel-lular d’'1A2 i
IA2B. Els analisis d'immunohistoquimica van mostrar com el 76F s’unia a la
cél-lula beta dels illots mentre que la microscopia confocal va co-localitzar
parcialment el marcatge obtingut per ambdés aacs amb el marcatge per
insulina.

Posteriorment es va passar a la caracteritzaci6 d’ambdés aacs. Els assaigs
d'immunoprecipitaci6 amb proteines recombinants que contenien el domini
intracel-lular d’1A2 i d’lA23 marcades radioactivament van demostrar que el 76F
era un mAc ja que era capac¢ de reconeixer el domini intracel-lular d’'l1A2 de
diferents especies (humana, rata i ratoli) pero no [I'lA2B. Les
immunoprecipitacions realitzades amb proteines quimera d'IA2/IA2 van
identificar la regi6 d’'uni6 del 76F a la regi6 de juxtamembrana d’'lA2, més
concretament entre els aminoacids 605 i 642. L'aac A9, per la seva banda,
reconeixia la regi6 PTP d’ambdues proteines tant per western blot com per
immunoprecipitacio.

Per tal de caracteritzar la regi6 minima necessaria per a la unié d’aquests dos
aacs es van realitzar analisis de mapatge de peéptids. Aquesta técnica va
confirmar que ambdds acs reconeixien epitops localitzats a la regid
intracel-lular d’'lA2. L’epitop minim per al 76F contenia 5 residus (FEYQD),
corresponent a la regié de JM d’'lA2 que conté els aminoacids 626-630. La
substitucié de tots els aminoacids per alanina va determinar que els residus

claus per la unié de I'aac eren tres: °%°F, %y j 62°

Q. Aquests resultats van ser
confirmats posteriorment per analisis mutacionals addicionals d’aquests tres
residus. Per l'aac A9 l'epitop minim contenia 7 residus LCAYQAE, domini

d’unié corresponent als aminoacids 716-722 de la regio PTP d’lA2. En aquesta
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regi6 els aminoacids claus determinats per a la unié de I'ac van ser 2: *°Y i
720Q-

Donat que I'epitop reconegut pel 76F es trobava a la regié reconeguda pels
aacs que reconeixien l'epitop JM2 (621-630), préviament caracteritzat en
pacients afectes de T1D, es van realitzar assaigs de competicio per veure si el
76F era capag de desplagar la unié d’aquests aacs. Aquests experiments van
mostrar com els serums positius per JM2 inhibien la uni6 del 76F a I'lA2 mentre
gue la inhibicié d’aquesta unid per part dels sérums positius per JM1 o per la
regid de PTP era practicament inexistent.

Aquest treball caracteritza un maac que distingeix entre 1A2 i IA2p3, dues
proteines amb un grau d’homologia elevat caracteritzades com dos dels
principals autoantigens en la T1D. El 76F és un maac que reconeix la forma
nativa i desnaturalitzada de I'!A2 d’origen huma, de rata i de ratoli. L’epitop de
reconeixement del 76F esta format pels residus FEYQD, seqliéncia localitzada
a la regié de juxtamembrana de la molécula d’lA2 inexistent a IA2f3, que forma
part d'un dels epitops linears reconeguts pels aacs dels pacients afectes de
T1D. Aquesta caracteristica I'assenyala com una eina molt valuosa en els

assaigs que requereixin un reconeixement epitopic especific.
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Abstract

IA-2 and [A-2p are highly related proteins that are autoantigens in type 1 diabetes, and provide a model for developing reagents and assays
that distinguish similar proteins with unique autoantibody epitopes.

Monoclonal antibodies (mAb) to IA-2 and [A-2 were prepared and tested for their ability to bind to the related proteins and their ability to
compete for specific autoantibody epitope binding by sera from patients with type 1 diabetes.

Monoclonal antibodies that specifically bound IA-2 (76F) or bound both IA-2 and IA-2 (A9) were isolated and characterized. 76F mAb
recognized IA-2 of human, rat and mouse origin in native and denatured forms and had an epitope specificity for residues 626—0630 (FEYQD)
which are found in the juxtamembrane (JM) region of human and mouse IA-2, but not [A-2f. This region overlaps with the autoantibody epitope
JM2. Binding to the 76F monoclonal antibody was specifically inhibited by sera with antibodies to the JM2 epitope but not with antibodies to the
adjacent JM1 epitope, indicating that unique epitopes can be distinguished by this approach.

76F mAb has the unique property to distinguish between the two closely related autoantigens IA-2 and IA-2p by targeting an [A-2 specific
epitope of the juxtamembrane region. The findings define an approach to develop assays for specific antibody epitope measurements which may
be relevant for disease prognosis and monitoring intervention therapies.
© 2006 Elsevier Ltd. All rights reserved.

Keywords: 1A-2; Type | diabetes mellitus; Monoclonal antibody; Autoantibodies

1. Introduction 512), PTPN and PTP35, is a 979 amino acid transmembrane
protein expressed within secretory granules of brain and neu-
The protein tyrosine phosphatase (PTP)-like insulinoma an-  roendocrine cells including pancreatic islet [5 cells [1]. The full

tigen 2 (IA-2), also known as ICA512 (islet cell autoantigen length protein is cleaved to yield a 65 kDa mature protein form
that contains a lumenal domain, and an intracellular cytoplas-

_— mic domain characterized by a juxtamembrane (JM) region of
‘Af’:;i !qllif::s":m';:ﬁ _'l‘_‘l;’;"fl}:':“;m‘;‘c'i’gdihjly juxtamembranc; TIDM, - around 100 amino acids prior to a single PTP-like domain
e Correspanding author, Tel.: 439 02 2643 2913 fax: 39 02 2643 3790, ©F around 300 amino acids [2—4]. TA-2 is thought to be
E-mail address: bonifacio.czio@hst.it (E. Bonifacio). involved in the regulation of secretory granule exocytosis. It

! These authors contributed equally to this work. links secretory granules to the cytoskeleton via the PDZ

0896-8411/5 - see front matter © 2006 Elsevier Ltd. All rights reserved.
doi:10.1016/j.jaut.2005.12.001
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(protein domain named for PSD-95, Disc large and Zo-1)
domain of B2-syntrophin [5] and upon stimulation of insulin
secretion is released through cleavage of its cytoplasmic
domain, thereby allowing the mobilization of secretory granules
to the cell surface [6]. Further supporting a role for IA-2 in
insulin secretion, IA-2-deficient mice that were generated by
targeted disruption of the mouse IA-2 gene showed alterations
in glucose tolerance tests and insulin secretion [7].

IA-2 has a homologue known as IA-2p or phogrin [8]. Tar-
geted disruption of TA-2p also results in alterations in glucose
tolerance [9]. Both [A-2 and IA-2f are also major targets of
autoantibodies in type 1 diabetes mellitus (T1DM) [2, 10—
13]. Autoantibodies bind to the intracellular domain of the
proteins and predominantly to epitopes that are shared be-
tween the two molecules, or unique to TA-2. Autoantibody
cross-reactivity between the two molecules is likely to be
due to the high degree of homology within their cytoplasmic
domains [14—20]. Despite this, it is uncertain whether IA-2[
shares all of the functional characteristics reported for IA-2
[1,5.6,21] and there is a need to distinguish IA-2 from IA-
2B in order to correctly identify their functions and roles in
the pathogenesis of TIDM. Here we report the generation of
a mouse monoclonal antibody that distinguishes expression
of the two proteins. The antibody also has a unique property
of binding to amino acids also recognized by IA-2 specific
autoantibodies and was therefore used in a proof of principle
autoantibody epitope specific assay.

2. Materials and methods
2.1. Generation of monoclonal antibodies

Six-week-old BALB/c mice received four weekly intraper-
itoneal injections with incomplete Freund’s adjuvant plus
100 pg of recombinant human IA-23g0 o7 produced in
Escherichia coli and purified by histidine trapping [12]. TA-
23g9—979 Includes all residues expressed in the mature IA-2
protein. Four days after the last injection, mice were killed,
and splenocytes isolated and fused. Hybridomas were screened
with a radiobinding assay [15] and positive hybridomas cloned
by limiting dilution. Nine TA-2 reactive clones were obtained.
Five of these bound the intracellular domain of IA-2 and 4
bound the extracellular domain of IA-2. The five intracellular
domain-binding clones were able to compete with each other
for IA-2 binding, indicating that they bound a similar epitope.
Similarly, the extracellular domain binding antibodies also
competed with each other for IA-2 binding. The intracellular
domain binding antibody 76F was used for characterization
in this study. A second set of hybridomas were generated by
injecting 6-week-old non-obese diabetic mice with incomplete
Freund’s adjuvant plus recombinant IA-2Pq4, 135 following
the same protocol. IA-2P44; a3 includes most residues found
in the intracellular IA-2f3 protein and all known epitopes of
TA-2B autoantibodies. Two IA-2p reactive hybridomas were
cloned. A9 was used for characterization in this study.

2.2. Western blotting

Tissues or cultured cells were gently homogenized in lysis
buffer (S0mM Tris, pH 7.5, 10mM sodium phosphate,
150 mM sodium chloride, 1% Triton X-100, 5 mM EDTA,
10 mM sodium chloride, 5 mM iodoacetate, 1 mM benzami-
dine, 5 pg/ml leupeptin, 5 pg/ml aprotinin) and incubated for
30 min on ice. The lysate was centrifuged at 10,000 x g for
20 min to remove insoluble material and the protein concentra-
tion determined. Aliquots of tissue lysates representing 10 pg
of protein or 10ng of recombinant protein representing the
juxtamembrane, cytoplasmic and the PTP-like domain of IA-2
were separated by SDS—PAGE (sodium dodecyl sulphate—
polyacrylamide gel electrophoresis), and transferred to
nitrocellulose membranes. Membranes were blocked in
Tris-buffered saline (TBS) containing 0.05% Tween-20 and
2% skimmed milk powder, then incubated with tissue culture
supernatants containing 76F mAb at 1/10 dilution. After
washing in TBS—0.05% Tween-20, antibody binding was
visualized with a horseradish peroxidase-conjugated anti-mouse
IgG (Sigma, Poole, UK) using a chemiluminescent substrate
(ECL, Amersham Pharmacia Biotech, Amersham, UK).

2.3. Immunohistochemistry

Sensitive detection of IA-2 was achieved by immunoperox-
idase labelling with signal amplification using streptavidin-
biotin complexes as previously described [22]. Paraffin sections
5—6 pm thick of rat pancreas were dewaxed and rehydrated
for immunohistochemistry. Endogenous peroxidase was
blocked by treatment with 0.3% hydrogen peroxide in metha-
nol and sections treated with normal swine serum (20% in
TBS). Sections were then incubated overnight at 4 °C with
76F monoclonal (mAb), or polyclonal antibodies to insulin
(ICN, Thame, UK) or glucagon (Sigma, Poole, UK). Binding
of 76F was visualized by incubation with the appropriate sec-
ond antibody and the peroxidase-labelled streptavidin method
with 3,3'-diaminobenzidine substrate using a commercial kit
(LSAB Plus, Dako, Cambridge, UK). Sections were then
counterstained with haematoxylin, dehydrated, and mounted
for microscopic inspection. Consecutive sections labelled
with antibodies to insulin and glucagon were incubated with
the second primary antibody (to insulin or glucagon) for 1 h
at room temperature, washed, and antibody binding detected
with FITC-conjugated anti-guinea pig or anti-rabbit immuno-
globulin (Stratech, Luton, UK).

For intracellular staining of cell lines, PTC3 cells were
plated on 24-mm poly-L-lysine-coated glass coverslips, grown
for 2 days and fixed for 20 min with 3% paraformaldehyde in
PBS. After quenching of autofluorescence in 15 mM glycine
the cells were permeabilized for 4 min in 0.1% (w/v) Triton
X-100 in PBS and then incubated for 10 min in 0.2% (w/v)
gelatin in PBS to prevent non-specific antibody binding. Pri-
mary antibodies (guinea pig anti-Ins 1:600 (DAKO); 76F or
A9 hybridoma supernatant diluted 1/2 in 0.2% (w/v) gelatin,
16.5% (v/v) goat serum, 0.3% (Triton X-100, 40 mM phos-
phate buffer, 0.45 M NaCl) were applied for the appropriate
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times. After washing in PBS—gelatin, the coverslips were in-
cubated for 1 h at 37 °C with the specific secondary antibody.
Following washes they were mounted in Gelvatol and imaged
in a wide field microscopy system Deltavision™ (Applied Pre-
cision). Deconvolutions were performed on z-stacks acquired
with a 60x objective and processed by the proprietary soft-
ware softWorx v2.5 (Applied Precision) run on a Silicon
Graphics O2 computer. The images were exported as TIFF
files and visualized with Adobe Photoshop5 for MacOS.

24. Immunoprecipitation assays

Immunoprecipitation of [**S]methionine-labelled, recombi-
nant human, mouse and rat [A-2 and recombinant human [A-2
fragments was carried out as previously described [11]. The
recombinant proteins were radiolabelled by in vitro transcrip-
tion/translation of plasmids [12,14,15] using the TnT SP6-
coupled rabbit reticulocyte lysate system (Promega, Madison,
WI) in the presence of 40 pCi of Redivue L«[j'SS]mcthioninc‘,
(Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala, Sweden). A total
of 25,000 cpm of product in TBST (25 ul of 50 mM Tris,
150 mM sodium chloride, 1% Tween-20 (pH 7.4)) was incu-
bated overnight at 4 °C with 5 pl of 76F hybridoma superna-
tant. Protein G-Sepharose (Amersham Pharmacia Biotech)
was subsequently added for 1h, washed five times with
800 pl ice-cold TBST, and immunocomplexes were analysed
directly by SDS—PAGE and autoradiography.

2.5. Peptide mapping of antibody epitopes

25mer overlapping peptides frame-shifted by two residues
were synthesized on cellulose membranes (Intavis, Bergish
Gladbach, Germany) to cover the entire sequence of human
IA-2. The procedure for the synthesis on membranes using
Fmoc chemistry has been previously described [23]. Fmoc
amino acids were obtained from Novabiochem (Laufelfingen,
Switzerland). Coupling steps were performed by an ASP222
synthesizer on membranes. The free a-NH, terminus of each
peptide was acetylated. After the last coupling step, mem-
branes were treated with trifluoroacetic acid to generate unpro-
tected side-chain residues. The same procedure was used to
synthesize the sequence of human IA-2 in the form of
12mer peptides and to synthesize a series of mutated epitope
recognized by each monoclonal antibody where each amino
acid has been replaced by alanine or other amino acids.

For antibody binding studies, cellulose membranes were
washed in TBS (3 x 10min) and then incubated overnight
in Blocking Buffer (Sigma Genosys, The Woodlands, USA)
at a 1/50 dilution in TBS 0.05% Tween-20, 5% sucrose. The
cellulose-bound peptides were subsequently incubated with
mAb diluted to 5pg/ml in Blocking Buffer 1/50, TBS
0.05% Tween-20, 5% sucrose. Binding to peptides was de-
tected by simultaneous incubation with peroxidase-conjugated
anti-mouse IgG (1/2000) (Sigma Aldrich, St Louis, USA) for
90 min at 37 °C. After rinsing in TBS 0.05% Tween-20 for
10 min at room temperature, the Amersham enhanced chemi-
luminescence immunoblotting reagents were used for the

revelation of reactive spots. The membrane was exposed to
film for 1 min and scanned in order to quantify the spot inten-
sities with the Scion Image software.

2.6. Competition of autoantibody binding

Competition of the 76F mAb for binding to IA-2 by human
sera was performed by immunoprecipitation. For immunopre-
cipitation, 76F mAb was isolated and cross-linked to protein
G (Seize™ X Protein G Immunoprecipitation Kit, Pierce Bio-
technology, Rockford, USA). Serum (5 pl) from patients or con-
trol subjects was incubated with 25,000 cpm of 33S-labelled
recombinant human TA-2 605979 overnight at 4 °C prior to the
addition of the 76F-Protein G. After a further 60 min incubation
atroom temperature, the 76F-Protein G was washed five times in
TBST, and counted in a TopPlate beta counter (Canberra Pack-
ard, Groningen, The Netherlands). Patient sera were selected
from a cohort of new onset TI1DM that were previously charac-
terized for their IA-2 epitope specificity [15,24]. Sera were
selected for having antibodies to the JMI or JM2 epitopes as
determined by chimaeric proteins [24]. Control sera were from
previously characterized IA-2 antibody positive/IM1 and JM2
negative sera [24] and IA.2 antibody negative children [15].

3. Results

3.1. Monoclonal antibody 76F binds IA-2 and
distinguishes IA-2 from IA-23

The 76F mAb was IgG2bk and the A9 mAb IgGlx. Their
affinities for IA-2 measured by BiaCore technology were Ky,
0f 9.2 x 107 M for 76F and 9.5 x 10°* M for A9 (data not
shown). Consistent with the tissue and cell expression of IA-
2 and IA-2, the 76F and A9 mAbs bound a 65 kDa protein
present on Western blots of rat and human islets, the PTC3
cell line and pituitary, but not neuroblastoma cell lines, the
3T3 cell line or the rat insulinoma cell line RINSmAH
(Fig. 1A for 76F; data not shown for A9). The 76F mAb
stained islet beta cells in fixed and frozen pancreas sections
(Fig. 1B). Confocal microscopy showed that 76F and A9
mAD staining partially co-localized with insulin staining in
BTC3 cells (Fig. 1B).

Immunoprecipitation of radiolabelled recombinant TA-2 in-
tracellular domain (IA-2ic) showed that 76F bound human, rat
and mouse IA-2ic, but did not bind IA-2p of any species
(Fig. 2A). Inmunoprecipitation of radio-labelled IA-2 deletion
constructs showed that 76F mAb bound to the IA-2 juxtamem-
brane region, and using IA-2/IA-2B chimaeric proteins this
region was identified as IA-2 juxtamembrane amino acids
605—642 (Fig. 2B). The A9 mAb bound both TA-2 and TA-2B
PTP domains by western blot and by immunoprecipitation
(data not shown).

3.2. ldentification of 76F and A9 epitopes

The binding pattern of antibodies 76F and A9 to 25mer
overlapping peptides derived from the IA-2 sequence
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A. Western blot

B. Immunohistochemistry
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Insulin/glucagon

Fig. 1. Immunostaining of IA-2 with 76F mAb. (A) Western blot of cell lysates from rat pituitary gland, rat islets and human islets, and from the fTC3, RINmAH,
3T3, and neuroblastoma and SH cell lines. Mature IA-2 is identified as a broad 65 kDa band. (B) Immunohistochemistry on fixed adult rat pancreas tissue. The
upper left panel shows ing for insulin (red) and glucagon (green) in an islet. The upper right panel shows staining with the 76F mAb (brown) in a consecutive
section. Staining with 76F is heterogeneous and is confined to the islet. The lower panel shows confocal microscopy of 76F mAb (left) and A9 mAb (right) together
with insulin staining in fixed PTC3 cells. Z-stack images were acquired by the Deltavision™ wide-field microscopy system (Applied Precision) and processed for

deconvolution by the proprietary software.

confirmed that the regions recognized by both antibodies are
localized in the intracellular domain of IA-2 (Fig. 3). For
76F, a stretch of five residues FEYQD found in the juxtamem-
brane positions 626—630 was shared by all reactive peptides
and thus constitutes the minimal epitope. This epitope is con-
served in mouse IA-2. The corresponding region of IA-2p is
AAYQE. The epitope of A9 is located in the PTP domain of
IA-2 and the binding motif is LCAYQAE cormresponding to

IA-2 amino acids 716—722. This region is identical in TA-2
and is conserved in mouse IA-2. These data were confirmed
by immunoreactivity of both antibodies on 12mer overlapping
peptides synthesized on cellulose membrane (data not shown).

Alanine scanning (Fig. 4A) indicated that residues L o
28y and %2°Q are crucial for the binding of 76F mAb, and res-
idues %Y and ™°Q are key residues for A9 mAb binding.
Alanine substitution of these residues completely removed
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IA-2/1A-2 chimeric
constructs

Fig. 2. Immunoprecipitation of in vitro [**S]methionine-labelled recombinant
1A-2 with 76 mAb. (A) SDS—PAGE of immunoprecipitates of the cytoplasmic
domain of 1A-2 and IA-2f from different species. 76F mAb binds to IA-2 but
not LA-23 from human (h), rat (r) and mouse (m). (B) Immunoprecipitation of
1A-2 deletion constructs and IA-2/IA-2f chimaeric constructs. 76F mAb binds
to proteins that express the IA-2 juxtamembrane residues 604—642.

binding by cognate antibody. These results show the impor-
tance of aromatic residues °*F and “*Y for the recognition
by 76F and 'Y for the recognition by A9 mAb. They also
suggest that for 76F, the specificity for IA-2 and lack of
binding to 1A-2p is predominantly conferred by residue 626,
which is an alanine in IA-2p.

For 76F, the data were confirmed by mutational analysis of
the 76F epitope (Fig. 4B). For the aromatic residues 626’13, and
ey replacement with amino acids other than aromatic resi-
dues reduced binding, further demonstrating the requirement
of aromatic amino acids at these positions for antibody recog-
nition. For the amidated residue *°Q, replacement by amino
acids other than asparagine (amidated amino acid), proline,
cysteine, methionine, or histidine markedly reduced antibody
binding.

3.3. Monoclonal antibody 76F competes for
autoantibody binding to IA-2

The epitope of 76F mAb was in the region of the IM2 au-
toantibodies found in patients with TIDM [24]. We therefore

A Spot intensity with

Amino acid sequences
76 F mAb

QHARQODKERLAALGPEGAHGDTTF
ARQODKERLAALGPEGAHGDTTFEY
QODKERLAALGPEGAHGDTTFEYQD
DKERLAALGPEGAHGDTTFEYQDLC
ERLAALGPEGAHGDTTFEYQDLCRQ
' LAALGPEGAHGDTTFEYQDLCRQHM
ALGPEGAHGDTTFEYQDLCRQHMAT
GPEGAHGDTTFEYQDLCRQHMATKS
EGAHGDTTFEYQDLCRQHMATKSLF
AHGDTTFEYQDLCRQHMATKSLFNR
GDTTFEYQDLCRQHMATKSLFNRAE
TTFEYQDLCRQHMATKSLFNRAEGP
FEYQDLCRQHMATKSLFNRAEGPPE
YODLCRQHMATKSLFNRAEGPPEPS
DLCRQHMATKSLFNRAEGPPEPSRV

L 1

25mer peptides

Deduced minimal epitope:  626FgyQp630
B Spot intensity Amino acid sequences
with A9 mAb

MILAYMEDHLRNRDRLAKEWQALCA
LAYMEDHLRNRDRLAKEWQALCAYQ
YMEDHLRNRDRLAKEWQALCAYQAE
EDHLRNRDRLAKEWQALCAYQAEPN
HLRNRDRLAKEWQALCAYQAEPNTC
RNRDRLAKEWQALCAYQAEPNTCAT
RDRLAKEWQALCAYQAEPNTCATAQ
RLAKEWQALCAYQAEPNTCATAQGE
AKEWQALCAYQAEPNTCATAQGEGN
EWQALCAYQAEPNTCATAQGEGNIK
QALCAYQAEPNTCATAQGEGNIKKN
LCAYQAEPNTCATAQGEGNIKKNRH
AYQAEPNTCATAQGEGNIKKNRHPD

25mer peptides

“igeeeece

Deduced minimal epitope: T13WQALCAYQAE722

Fig. 3. Peptide mapping of the 76F (A) and A9 (B) mAb reactivity to 1A-2.
25mer peptides covering the complete 1A-2 protein were prepared. Immunore-
activity of peptides around the relevant region for each mAb are shown. The
minimal common residues to each reactive peptide are shown in bold.

examined whether 76F could displace autoantibody binding
(Fig. 5). Using purified 76F mAb cross-linked to protein-G
Sepharose as the antigen capture reagent, all sera from
T1DM patients who had IA-2 autoantibodies to the JM2 epi-
tope could inhibit 76F mAb binding to radiolabelled TA-2.
Sera that had antibodies to the JMI1 epitope (amino acids
611—621) or to the PTP domain (amino acids 683—979) could
not or only weakly displaced 76F mAb binding to IA-2. The
specificity of the displacement was further shown by competi-
tion of 76F mAb binding with IA-2 peptide 621—631, but not
TA-2 peptide 611—621 (Fig. 5).
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Fig. 4. Mutational peptide mapping of the 76F and A9 mAb reactivity to IA-2.
(A) 76F mAb reactivity after alanine substitution of each residue in the IA-
2422633 12mer (upper panel) and A9 mAb reactivity after alanine substitution
of each residue in the IA-2;,5_525 12mer (lower panel). (B) 76F mAb reactiv-
ity after comprehensive amino acid substitution of the IA-245,_433 12mer. The
intensity of binding is indicated as relative intensity to the reference IA-2455_ 433
peptide (dark box, >100%:; grey box, 65 to <100%; white box, <65%).

4. Discussion

We describe a monoclonal antibody that distinguishes two
highly related proteins co-expressed in the secretory granule
membranes of islet beta cells and which are autoantigens in
TIDM. The 76F mAb recognized IA-2 of human, rat and
mouse origin in native and denatured forms and had an epitope
specificity for residues 626—630 (FEYQD) which are found in
the juxtamembrane region of human and mouse IA-2, but not
1A-2p. This region corresponds to a major linear epitope of

IA-2 antibody negative (open squares, n = 11), IA-2 PTP domain antibody
positive, but negative for antibodies to IA-2 juxtamembrane epitopes (open tri-
angles, n=10), IA-2 JM2 (621—630) antibody positive (filled triangles,
n=12), and IA-2 IM1 (611—620) antibody positive (filled diamonds, n = 7).
Inhibition with peptides corresponding to the JM2 epitope (IA-2q;_ g3y,
filled circle) and the JMI1 epitope (IA-24,, 4. filled square) is also shown.
Sera were tested in two replicate experiments that had similar counts per
minute. Results are shown for one of the experiments,

autoantibodies found in TIDM patients, and consistent with
this, 76F mAb inhibits binding of patient serum to IA-2
antigen.

[A-2 is involved in insulin secretion [6,7,25]. During exo-
cytosis of secretory granules, it undergoes pcalpain cleavage
of the cytoplasmic domain between residues 658—659 to
yield a bioactive fragment that targets the nucleus and up-
regulates insulin expression. The function of IA-23, which
is highly homologous to IA-2 in its cytoplasmic domain, is
less well understood. Hence, reagents that can distinguish
IA-2 and TA-2b, and different regions of TA-2 are potentially
useful for studying IA-2 function. Few reagents are available
for the detection of IA-2 and IA-2P. Most are polyclonal an-
tibodies that bind both proteins or are peptide-specific anti-
bodies. One stable human mAb (96/3) has been isolated
using EBV transformed B-cell lines from a patient with
T1DM [26]. The 96/3 mAb binds a conformational frequent
autoantibody epitope shared between IA-2 and IA-2p PTP-
like domains represented by the NXEXX(aromatic amino
acid)XXG motf, and involving residues Nsss‘ ES%, and
Y [27]. The 76F mouse mAb we describe has the (aro-
matic amino acid)X(aromatic amino acid)(Q/N/C/M/H/P)
minimal epitope requirement. This sequence is conserved
in the mouse, rat and human IA-2 juxtamembrane region
proximal to the pcalpain cleavage site. The IA-2p protein
lacks a crucial aromatic amino acid at the start of the motif
and is not bound by the 76F mAb. Thus, 76F can distinguish
IA-2 from IA-2f and potentially distinguish intact mature
IA-2 from IA-2 that has been cleaved of its cytoplasmic
domain.
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Of interest to autoimmunity, the 76F epitope overlapped
with an autoantibody epitope seen in patients with TIDM
[24]. Indeed, one of the 76F contact residues (IA-2 residue
626) is critical for binding of the JM2 autoantibodies (V.L.,
unpublished findings). The overlap of 76F antibody and dia-
betes-autoantibody epitopes allowed a proof of concept assay
for the detection of epitope specific autoantibodies by dis-
placement of monoclonal antibody to be established. Proof
of concept with the JM2 epitope was considered valuable be-
cause (1) results can be validated against existing methods,
(2) the JM epitopes are recognized by more than 50% of
IA-2 antibody positive TIDM patients, and (3) the close
proximity of the adjacent IM1 epitope would allow us to de-
termine how specific a displacement assay could be. Inhibi-
ton of 76F mAb binding to IA-2 was remarkably specific
for sera that contained autoantibodies to an epitope within
1A-2¢51 631 and distinguished sera with antibodies to an ad-
jacent epitope (IA-24;,_g2). Sera with autoantibodies to rel-
atively distant epitopes also did not inhibit 76F mAb binding
to IA-2. Differences in the ability of sera with JM2 anti-
bodies to inhibit 76F mAb binding to [A-2 was related to an-
tibody titre (not shown) and to differences in the JM2
residues needed for antibody binding between patient sera
(V.L., unpublished findings). Thus, although other assays ex-
ist for distinguishing some of the antibodies to IA-2 specific
epitopes, the current findings demonstrate that it is possible
to develop assays using mAbs targeted to autoepitope regions
in order to distinguish autoantibodies to relatively close epi-
topes. This is of potential relevance for monitoring autoim-
munity since disease progression or severity is often
associated with the development of autoantibodies to new
[17] or to specific epitopes [28]. It is also useful for monitor-
ing intervention therapies which could be associated with the
development of new autoimmunity. For example, in TIDM,
where IA-2 antibodies are prevalent, the availability of a “*se-
rotyping”” set of epitope specific assays would enable new
autoantibodies to be identified and used as a marker of
sensitization.

Finally, the availability of monoclonal antibodies with dis-
tinct IgG subclass and epitope specificities, one of which is
specific to the IA-2 protein, allows assays for the purpose of
IA-2 quantification to be developed. IA-2 and IA-2B have
been observed in pancreatic islets, adrenal cells, and certain
brain cells [1.8]. In pathology, they have been detected in
lung and breast tumours [29,30], and therefore protein detec-
tion by histology or by quantitative immunoassay may be use-
ful for disease classification.
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L’objectiu d’aquest treball va ser I'estudi de la regulacié de I'expressio de les
molécules d’lA2 i IA23 aixi com la relacié d'aquesta amb la maduracio de la
resposta secretora d’insulina en els illots pancreatics després del naixement.

Aquests estudis es van realitzar en:

- illots de rata Wistar de diferents edats (1,5 i 10 dies aixi com rates adultes de
5 setmanes) aillats mitjan¢ant digestié per col-lagenassa

- cel-lules pancreatiques B i no-p aillades purificades per sorting a partir d’illots
pancreatics de rates adultes tractats amb tripsina.

- illots humans aillats mitjancant un protocol modificat basat en el metode de

Ricordi.

L’analisi de I'expressié d’ambdues proteines en els illots de rata a diferents
temps (1, 5, 10 dies i rates adultes) va indicar un augment progressiu de
I'expressié de la molécula d’lA2 durant les dues primeres setmanes de vida
perdo no d’lA23, on els nivells detectats eren ja elevats en rates d’'un dia. Els
estudis de secrecid d'insulina en resposta a la glucosa (20mM) en els mateixos
illots van demostrar un augment progressiu de la secrecid6 d’insulina en
resposta a la glucosa durant els primers 10 dies de vida, augment que es
correlaciona amb I'augment de I'expressio de la molecula d’lA2. En illots de rata

de cinc dies en cultiu es va detectar un augment dels nivells proteics i de
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MRNA d’IA2 en resposta a la glucosa i a agents que potencien la secreci6
d’insulina via un augment de I’AMPciclic (IBMX i forskolina). Per altra banda,
els nivells proteics d’'lA2 aixi com la seva biosintesis es van veure incrementats
pel tractament dels illots amb insulina, un tractament que no va afectar els
nivells de RNA missatger de la molécula. El bloqueig de la secrecié de la
insulina mitjancant la diazoxida (farmac que provoca l'obertura dels canals de
potassi), o de l'accié de la insulina amb anticossos contra el receptor de la
molecula va inhibir 'augment dels nivells proteics d’lA2 induits per la glucosa
mentre que no va tenir cap efecte sobre els nivells de RNA missatger de la
molécula. L'expressié d’lA28 no es va veure modificada per cap dels
tractaments realitzats.

Els resultats d’aquest estudi indiquen la regulacié de la molécula d’'lA2 a nivell
de RNA missatger per part de la glucosa i nivells elevats d’AMPc. Per la seva
banda, els nivells proteics de la molécula es troben modulats per la insulina
secretada localment a través de I'estimulacié de la seva biosintesis. L'expressio
d’'lA2B no es veu modificada per cap dels factors modificadors de la funcié
cel-lular utilitzats en aquest treball. Aixi doncs, aquest estudi demostra una
regulacié diferencial d’lA2 i IA2B, dues proteines altament homologues que
formen part dels granuls de secrecio i identifica I'!A2 com una proteina sota la

regulacié autocrina de la insulina.
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Different Regulated Expression of the Tyrosine
Phosphatase—Like Proteins IA-2 and Phogrin by Glucose
and Insulin in Pancreatic Islets

Relationship to Development of Insulin Secretory

Responses in Early Life

Kristian Lébner,! Holger Steinbrenner,? Graham A. Roberts,! Zhidong Ling,> Guo-Cai Huang,*
Sandra Piquer,* Daniel G. Pipeleers,® Jochen Seissler,? and Michael R. Christie!

IA-2 and phogrin are tyrosine phosphatase-like pro-
teins that may mediate interactions between secretory
granules and cytoskeleton in islets and neuroendocrine
tissues. We investigated factors that regulate IA-2 and
phogrin expression and their relationship to maturation
of insulin secretory responses that occur after birth.
Islet content of IA-2, but not phogrin, increased during
the first 10 days of life in rats, when insulin secretion in
response to glucose increased to adult levels. In cul-
tured 5-day-old rat islets, IA-2 protein and mRNA was
increased by glucose and agents that potentiate insulin
secretion by the cAMP pathway. Addition of insulin
increased IA-2 protein levels and insulin biosynthesis
without affecting IA-2 mRNA. Blocking insulin secretion
with diazoxide or insulin action with insulin receptor
antibodies inhibited glucose-induced increases in IA-2
protein, but not those of mMRNA. Phogrin expression was
unchanged by all agents. Thus, IA-2 is regulated at the
mRNA level by glucose and elevated cAMP, whereas
locally secreted insulin modulates TA-2 protein levels by
stimulating biosynthesis. In contrast, phogrin expres-
sion is insensitive to factors that modify -cell function.
These results demonstrate differential regulation of
two closely related secretory granule components and
identify IA-2 as a granule membrane protein subject to
autocrine regulation by insulin. Diabetes 51:2982-2988,
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lucose is the major regulator of B-cell function,

stimulating the transcription, translation, and

secretion of insulin (1,2). Recent studies have

demonstrated that insulin secreted in response
to glucose can stimulate insulin gene transeription,
thereby contributing to increased hormone biosynthesis
by an autocrine positive-feedback mechanism. Evidence is
emerging that glucoseregulated transcription of other
B-cell proteins, such as glucokinase, may also be mediated
in part by insulin signaling (3). Defective insulin action on
pancreatic B-cells has been suggested to contribute to
impaired insulin secretion and may have relevance to
insulin deficiency in type 2 diabetes (4). Understanding the
influence of insulin on pancreatic B-cell function requires
identification of proteins relevant to the secretory process
whose expression or activity is regulated by insulin. Glu-
cose stimulates biosynthesis of a number of B-cell pro-
teins, many of which localize to insulin secretory granules
and are therefore likely to participate in insulin storage or
secretion (5). The identities of these glucose-response
proteins and the contribution of insulin signaling to their
increased synthesis are largely unknown.

IA-2 (ICA512 and PTP35) and phogrin (IA-28 and PTP-
NP) are closely related protein tyrosine phosphatase
(PTP)-like proteins localized to secretory granules in islets
and other neuroendocrine tissues. Despite having PTP-like
structure, both IA-2 and phogrin fail to dephosphorylate
artificial substrates as a result of substitution of key amino
acid residues in the catalytic center (6). Homologues of
IA-2 and phogrin with catalytically inactive PTP domains
have been described in species as distinct as C. elegans
and zebrafish (7), indicating a high degree of conservation
of the proteins. IA-2 and phogrin are synthesized as
precursors of >100 kDa that are cleaved within the
granule lumenal domain to generate mature proteins of
~066 kDa. The proteins are subject to further post-transla-
tional modifications, including glycosylation and phos-
phorylation. Phogrin is phosphorylated in intact B-cells on
stimulation of insulin secretion, suggesting that the pro-
tein is a target for secretagogue-activated protein kinases
(8,9). Both IA-2 and phogrin associate with the cytoskele-
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ton, and direct interaction with the cytoskeletal-associated
proteins BIV spectrin and B2-syntrophin has been demon-
strated for IA-2 (10,11). Furthermore, stimulation of insu-
lin secretion is associated with calpain-mediated cleavage
of TA-2, which is proposed to result in mobilization of
secretory granules from the cytoskeleton, facilitating exo-
cytosis (12).

In situ hybridization studies have shown that phogrin is
expressed very early in fetal pancreas development, be-
fore the appearance of islet hormones, and expression
persists throughout fetal life (13). In contrast, [A-2 is only
transiently expressed in a population of immature endo-
crine cells early in rat fetal islet development, but a
progressive increase in [A-2 expression occurs during the
first 2 weeks after birth (14). Factors that regulate [A-2
gene transcription may include glucose and other agents
that increase intracellular cAMP (15); regulation of pho-
grin expression is rarely studied. The aim of this study is to
further define the relative roles of glucose and insulin in
the regulation of [A-2 and phogrin expression in pancreatic
islets and to investigate the relationship of these to insulin
secretory responses.

RESEARCH DESIGN AND METHODS

Antibodies. Mouse monoclonal antibodies 76F and 3C12 against the cyto-
plasmic domain of IA-2 were generated as previously deseribed (14). Rabbit
antibody to the o subunit of the insulin receptor (type A and B) was from
Biogenesis (Poole, U.K.). Polyclonal guinea pig anfi-serum to phogrin (16) was
a kind gift of J. Hutton (Barbara Davis Center, Denver, CO), and guinea pig
anti-insulin antiserum was kindly provided by P. Jones (King's College,
London).

Islet isolation and culture. Rat islets were isolated from Wistar rats of
different ages (aged 1, 5, and 10 days and 5-week-old adults). Animals were
kept according to the guidelines of the U.K. home office and killed by cervical
dislocation. Islets from juvenile rats (aged 1, 5, or 10 days) were isolated by
collagenase digestion (Roche Diagnostics, Lewes, U.K.) and enrichment on a
discontinuous Percoll gradient (17). Adult rat islets were isolated by collage-
nase digestion after intraductal perfusion of the pancreas with collagenase P
and DNAse and enriched on a three-step discontinous BSA gradient (18).
Single pancreatic B-cells (>95% pure) and non—p-cells were purified from
trypsin-dissociated adult rat islet cells by autofluorescence-activated cell
sorting (19).

Human islets were isolated from pancreata of cadaveric organ donors by
modifications of the automated method of Ricordi (20,21). Approved informed
consent was obtained from the relatives of organ donors. Isolated human islet
preparations (60-80% purity) were stained with dithizone before selection
under the dissection microscope to =>95% purity. Human islets were exposed
to dithizone for <5 min, conditions that have no effect on pB-cell function (22).

After enrichment, islets (200 islets per condition) were cultured in 60-mm
culture dishes in RPMI medium. Isolated pancreatic B-cells and non—B-cells
were reaggregated (19) and incubated at 1-3 % 10° cells per dish in HAM's F10
medium for 9 days. The medium contained 3, 6, 10, or 20 mmol/l glucose in
combination with agents indicated in the text or figures. In some experiments,
insulin signaling was blocked with an antibody to the insulin receptor. At the
concentration used, the antibody inhibited insulin-stimulated phosphorylation
of mitogen-activated protein kinase in Hep-G2 cells but was without effect on
IGF-1-stimulated phosphorylation (data not shown). After culture, islets were
analyzed for IA-2, phogrin, and insulin protein and mRNA and for insulin
secretion in response to secretagogues. Accumulated insulin in the culture
medium was measured by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA).
TA-2 and phogrin protein levels. Isolated islets were washed in HEPES-
buffered saline and prepared for Western blotting with monoclonal antibodies
to IA-2 as previously described (14). The integrated optical density of bands
representing IA-2 was measured by densitometry and compared with a
standard curve of purified recombinant IA-2 (23) run on each blot. The
interassay variability of IA-2 protein measurements in 10 independent blots
was <<20%, and the intra-assay variation was <8%

IA-2 biosynthesis was assessed by *"S-methionine/cysteine incorporation
and detection by immunoprecipitation and autoradiography. Isolated adult rat
islets (200 per condition) were incubated for 2 h at 37°C in 100 pl HEPES-
buffered Hanks' balanced salt solution (HBSS) containing 1 mg/ml BSA, 6
mmol/1 ghicose, 10% methionine, cysteine-deficient amino acid mix (Amer-
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sham-Pharmacia Biotech, Amersham, UK), and 4 MBq EasyTag Express
protein labeling mix (NEN, Hounslow, U.K.) in the presence or absence of 10
nmol/ insulin. Islets were lysed (14) and immunoprecipitated with monoclo-
nal TA-2 antibody 76F or an irrelevant control antibody. Immune complexes
were isolated on protein A Sepharose and analyzed by SDS-PAGE and
autoradiography.

IA-2 degradation was studied in pulse-chase experiments. Islet proteins
were labeled for 1 h at 37°C in 100 pul HEPES-buffered HBSS containing 1
mg/ml BSA, 20 mmoll glucose, 10% methionine, cysteine-deficient amino acid
mix, and 12 MBq EasyTag Express protein labeling mix. Islets were either
collected immediately or after a 12-h chase period in RPMI medium containing
6 mmol/1 glucose with or without 10 nmol/ insulin. Radiclabeled islet TA-2 was
detected by imn recipitation and liography as described above.
Quantitative RT-PCR of TA-2, phogrin, and insulin mRNA. RNA from 20
islets per condition was isolated using the High Pure RNA Isolation Kit (Roche
Diagnostics, Mannheim, Germany) according to the manufacturer’s instrue-
tions. A sample of 500 ng total RNA was transcribed with poly d(T) . -primers
to ¢cDNA using Expand Reverse Transcriptase (Roche Diagnostics). The cDNA
was purified using the High Pure PCR Product Purification Kit (Roche
Diagnostics).

Expression of IA-2, phogrin, and insulin mRNA was analyzed by quantita-
tive real-time RT-PCR using the FastStart DNA Master SybrGreen I Kit in the
LightCycler system (Roche Diagnostics). To generate control templates for
the quantification, we cloned rat B-actin (478-819 bp), IA-2 (1642-2463),
phogrin (1923-2048), and insulin (4243-4538) cDNA fragments from INS-1 rat
insulinoma cells by RT-PCR into the pGEM-T Easy vector (Promega, Mann-
heim, Germany) (15). Sequencing confirmed 1008 identity to published
sequences. Control plasmids were linearized by restriction digestion with
Apal, Pstl, or EcoR1 and purified using the High Pure PCR Produet Purification
Kit (Roche Diagnostics).

PCRs were run in glass capillaries (Roche Diagnostics) in a 20-pl volume
containing 2 pl FastStart DNA SybrGreen I mix, 3 mmol/1 MgCl,, 0.5 pmolA of
each primer, and 2 pl control template (standard) or cDNA. PCR conditions
were 10 min denaturing at 95°C followed by 40 cycles of 15 s at 95°C, 5 s
amnealing, and 10 s at 72°C. To exclude amplification of traces of genomic
DNA, intron-spanning primers were chosen. Primer pairs and annealing
temperatures for each mRNA species were as follows: B-actin 342-bp frag-
ment: 5'-ACCCACACTGTGCCCATCTA-3' and 5'-GCCACAGGATTCCATAC
CCA-3' (58°C); IA-2 114-bp fragment: 5'-TGCGCTCATTGCTGCTTACTCTG-3'
and 5-GGCGCTCCTTATCCCGTTGTTT-3" (63°C); phogrin 149-bp fragment:
5"-CCTGCATCCTGGCCGTTCTCCTG-3" and 3-ACGTTGGCGGCATAGCTC
CTGGTA-5' (68°C); insulin-1 164-bp fragment: 5-ACCCAAGTCCCGTCGT
GAAGT-3" and 5'-CCAGTTGGTAGAGG GAGCAGATG-3" (61°C).

Amplification products were detected after each run by measurement of

fluorescence intensity at 530 nm. A melting curve analysis was performed to
confirm the specificity of the amplified PCR product. A set of four standards
was used for quantification of each gene product run in parallel with the cDNA
samples under identical PCR conditions. Standard curves were generated by
serial dilutions of the control templates ranging from 107 to 10' copies
(p-actin), 10° to 10° copies (IA-2 and phogrin), and 10* to 10° copies (insulin).
The crossing cycle numbers of the logarithmic linear PCR phase of the
standards were plotted against the logarithm of their concentrations. From the
standard curves, ¢cDNA copy numbers were interpolated by the LightCycler
data analysis software using the Fit Points method as described in the
manufacturer's instructions. B-actin was used to normalize the probes to equal
mRNA/DNA levels. Data were calculated as copy number IA-2, phogrin, or
insulin mRNA relative to B-actin.
Insulin secretion assays. The ability of freshly isolated or cultured islets to
secrete insulin was assessed over a 2-h period in astatic assay. Cultured islets
of average size were selected under the stereomicroscope, washed, trans-
ferred into 96-well plates, and incubated for 2 h at 37°C in Krebs-balanced salt
solution containing BSA (1 mg/ml) and 2 or 20 mmolA glucose. Ten samples of
one islet each were run in parallel for every condition. After 2 h, the insulin
content of the supernatant was quantified by ELISA.

Insulin secretion was expressed relative to the DNA content of islets in
each sample. After incubation, islets were sonicated in 100 pl PBS containing
2 mmol1 EDTA. After the addition of Hoechst 33258 solution, fluorescence of
the samples was determined (excitation 360 nm, emission 460 nm) and
compared with a standard curve of DNA.

Insulin ELISA. Insulin in islet extracts and cell supematants was measured
by competitive ELISA. Elisa plates (Maxisorb; Numc, Roskilde, Denmark)
were coated with guinea pig anti-insulin antibody, blocked with BSA (5 mg/ml
in Tris-buffered saline [TBS)/BSA), and subsequently incubated for 2 h with
the insulin-containing sample and biotinylated insulin in TBS/BSA. Biotinyl-
ated insulin captured on the plate was detected with Streptavidin-alkaline
phosphatase and developed with p-nitrophenyl phosphate. All samples were
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analyzed in duplicate and insulin concentration determined from a standard
curve of rat insulin included on each plate. The detection range of the assay,
defined as the limits within which the coefficient of variation between 10
independent assays was <20%, was 20-3,500 pg.

Statistical amalysis. The significance of differences between groups was
analyzed by Student's ¢ test or ANOVA, as appropriate.

RESULTS

Islet expression of IA-2 and phogrin after birth. We
previously described a progressive increase with age in the
islet IA-2 detected by immunohistochemistry on pancreas
tissue sections of rats during the first 2 weeks of life (5).
We set out to confirm these findings at the molecular level
and to extend our observations to the closely related
protein, phogrin (IA-2B). [A-2 and phogrin contents of
extracts of isolated islets from rats of different ages (1, 5,
10 days and adult) were analyzed by Western blotting (Fig.
1A). Both [A-2 and phogrin resolved as two to three major
bands of ~66,000 Mr (Fig. 14), which represent different
post-translationally modified forms of the proteins (8,24).
IA-2 was detected at very low levels in islets from 1-day-
old rats, but increased progressively with age during the
first 10 days of life. In contrast, phogrin levels were already
high at 1 day of age and showed little variation in the older
animals (Fig. 1B). These results extend the previous in situ
hybridization studies indicating that phogrin is already
expressed at the protein level in islets at birth and confirm
that stable high expression of IA-2 is not detected until
days or weeks after birth.

Islet IA-2 content was compared with acute insulin

secretory responses to 20 mmol/l glucose of islets from
rats of different ages to determine to what extent increases
in [A-2 content are associated with changes in islet func-
tion. TA-2 levels within the islet were quantified by densi-
tometry of Western blots and comparison with known
amounts of recombinant protein. Both [A-2 content (Fig.
1C) and insulin secretion in response to 20 mmol/ glucose
(Fig. 1D) progressively increased during the first 10 days
of life (P < 0.0001). In contrast to changes in [A-2 content
and insulin secretory responses, the islet insulin content
was not influenced by age (Fig. 10).
Regulation of IA-2 protein expression in isolated
islets in vitro. To understand causes of increased islet
IA-2 after birth, we investigated factors that regulate IA-2
protein expression in neonatal rat islets in vitro. Glucose is
a major stimulator of B-cell function and has been shown
to upregulate a number of secretory granule proteins in
isolated pancreatic islets (5). We therefore studied the
influence of glucose on IA-2 content of islets from 5-day-
old and adult rats cultured between 4 h and 10 days.
Glucose stimulated IA-2 protein levels of islets from 5-day-
old rats, with maximal effect after 48 h incubation at 10
mmol/l glucose (Fig. 2). Stimulatory effects of glucose
were also observed in adult rat islets, although IA-2
content of freshly isolated islets was higher and stimula-
tion less marked than in neonatal islets (Fig. 2). After
sorting of dissociated islets into pancreatic B-cells and
non—B-cells, there was no significant difference in [A-2
levels between the freshly sorted cell populations, but
after culture, [A-2 levels were increased in the B-cells at 20
mmol/l glucose (P < 0.05) (Fig. 2).

Glucose-mediated increases in islet [A-2 content could
represent direct effects of glucose or be secondary to
autocrine action of secreted insulin. Stimulators and po-
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FIG. 1. Effect of age on islet 1A-2 and phogrin expression and insulin
secretion. Islets were isolated from juvenile rats of 1, 5, and 10 days of
age or adult rats. Islet extracts containing 10 pg protein from rats of
different ages were subjected to Western blotting for IA-2 (4) and
phogrin (B). Both proteins resolve predominantly as two to three
bands with Mr between 60 and 70 kDa. The mobility of the 66,000-Mr
marker on SDS-PAGE is indicated (66). C: IA-2 content of islets of rats
of different ages was measured by quantitative Western blotting (gray
columns) and compared with the insulin content of the islets measured
by ELISA (open columns). I»: Insulin secretion by islets over 2 h in
response to 2 or 20 mmol/1 glucose (glu). Results of protein content
and insulin secretion are presented as the means * SE of three
independent experiments.
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tentiators of secretion, such as tolbutamide or agents that
increase cAMP (IBMX and forskolin) or activate protein
kinase C (phorbol myristic acid [PMA]), all increased islet
TA-2 content at 6 mmol/l glucose (P < 0.0001) (Fig. 3). This
stimulation was accompanied by an increase in insulin
secretion into the medium (Fig. 3). Exogenous insulin
(3-16 nmol1) increased IA-2 protein expression when
added to medium containing 6 mmoll glucose (P <
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FIG. 2. Effect of glucose on islet IA-2 content. Islets isolated from
5-day-old or adult rats or dissociated islet cells, sorted into B-cell and
non-B-cell populations, were cultured for 2 days in medium containing
6, 10, or 20 mmol/ glucose. Levels of TA-2 in freshly isolated (fr) or
cultured islets were measured by quantitative Western blotting. Re-
sults are expressed as means * SE of three independent experiments
with different batches of islets.

0.0001) (Fig. 3). IGF-1 also increased IA-2 content, an
effect that was not inhibited by addition of an insulin
receptor antibody. Glucose (10 mmol/)-induced increases
in islet IA-2 levels were abolished by blocking insulin
binding to its receptor with an insulin receptor antibody.
Diazoxide-mediated inhibition of glucose-induced insulin
secretion blocked glucose-induced increases in IA-2 ex-
pression, an effect that could be partially reversed by
exogenous insulin (Fig. 3).

In contrast to the results for [A-2, levels of phogrin
protein in islets from 5-day-old rats were not altered by
glucose, diazoxide, or tolbutamide (Fig. 44). In adult
human islets, similar effects of glucose, insulin, and insulin
receptor antibodies on IA-2 protein levels could be ob-
served (P < 0.05) (Fig. 4B), confirming that the observa-
tions in rat islets are relevant to human physiology.
Regulation of islet IA-2 and phogrin mRNA content.
Insulin-regulated expression of two islet proteins, glucoki-
nase and insulin, oceurs at the level of gene transcription
(3,25,26), and evidence for transcriptional regulation of
IA-2 by agents that increase cAMP in B-cell lines has been
presented (15). To understand the contribution of tran-
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FIG. 3. Effect of agents on islet IA-2 content and insulin secretion.
Islets isolated from 5-day-old rats were cultured for 2 days in 6 or 10
mmol/l glucose, either alone or supplemented with 1 mmol/1 tolbut-
amide (T), 0.1 mmol/1 IBMX (IB), 10 pmoV/1 forskolin (Fo), 100 nmol/1
PMA (P), 3 or 16 nmol/ insulin (Ins), 10 nmol1 IGF, 1 pg/ml insulin
receptor antibody (IR ab), or 0.4 mmol/l diazoxide (D) as indicated.
IA-2 protein levels of freshly isolated or cultured islets were measured
by quantitative Western blotting, and insulin secreted into the culture
medium was determined by ELISA. Results are presented as the
means = SE of three to four independent experiments, except for
forskolin and PMA (n = 2).

scriptional regulation of IA-2 by glucose, insulin, and other
agents, we compared [A-2 protein and mRNA levels in
islets from b-day-old rats using similar conditions as
described above. Glucose (10 mmol/l) and IBMX both
stimulated [A-2 protein and mRNA by two- to threefold
(P < 0.005) (Fig. ), and similar effects were seen with
forskolin and PMA (data not shown). In contrast, tolbut-
amide and exogenous insulin increased IA-2 protein levels
in the absence of equivalent increases in mRNA (Fig. 5).
Anti-insulin receptor antibodies and diazoxide blocked
glucose-stimulated increases in IA-2 protein levels without
diminishing the IA-2 mRNA. These data show that insulin
exerts a strong influence on the regulation of IA-2 protein
levels but not of [A-2 mRNA. IA-Z2 mRNA levels are
regulated by glucose and substances that increase intra-
cellular ¢AMP. The phogrin mRNA copy number was
10-fold lower than for IA-2 but was not significantly
influenced by glucose, forskolin, or IBMX (Fig. 6).

Post-transcriptional regulation of IA-2. Metabolic la-
beling experiments were performed to determine whether
post-transcriptional regulation of IA-2 levels by insulin
occurs at the level of protein biosynthesis or degradation.
Islets were incubated for 2 h in the presence of “°S-
methionine and radiolabeled IA-2 immunoprecipitated
with a specific antibody and analyzed by SDS-PAGE and
autoradiography. Newly synthesized radiolabeled IA-2 was
almost undetectable on incubation of islets at 6 mmol/l
glucose, but synthesis was stimulated in the presence of
insulin (Fig. 7A). Pulse-chase experiments indicated that
degradation of IA-2 was slow, and insulin did not alter the
intensity of 66,000-Mr IA-2 bands after a 12-h chase (Fig. 7B).
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FIG. 4. Influence of agents on IA-2 and phogrin protein levels inrat and
human islets. A: Islets isolated from 5-day-old rats were cultured for 2
days in the presence of 6 or 10 mmol/l glucose alone or supplemented
with 0.4 mmol/l diazoxide (D) or 1 mmol/l tolbutamide (T). Islet IA-2
and phogrin in freshly isolated or cultured islets were detected by
Western blotting. B: Isolated human islets were cultured for 2 days in
medium containing 3, 6, 10, or 20 mmol/l glucese (Glu) alone or in
combination with exogenous insulin (Ins) or blocking antibodies to the
insulin receptor (IR ab). After culture, the IA-2 protein levels were
determined by quantitative Western blotting. Results are presented as
the means * SE of three to four independent experiments, except for
insulin receptor antibody (n = 2).

DISCUSSION
Insulin secretion in response to glucose and other secre-
tagogues is low throughout fetal life in humans and
rodents and these responses increase after birth (27-30).
Poor secretory responses appear not to be a consequence
of inadequate insulin content of B-cells. Low levels of
expression or activity of glucose transporters and meta-
bolic enzymes may contribute (31,32), but other compo-
nents of the secretory machinery may also be deficient in
fetal and early neonatal life. The present study demon-
strates that development of regulated insulin secretion
after birth is accompanied by an increase in islet levels of
IA-2, a tyrosine phosphatase-like protein that is proposed
to mediate interactions of secretory granules with the islet
cytoskeleton (12). The age-dependent increase in IA-2
levels is specific; similar increases were not detected for
the closely related granule protein phogrin or for insulin.
Islets from neonatal rats could be stimulated to express
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FIG. 5. Comparison of IA-2 protein and mRNA levels. Islets isolated
from 5-day-old rats were cultured and IA-2 protein levels (dark col-
umns) determined as described in Fig. 3. Culture media were supple-
mented with 0.1 mmol/l IBMX (IB), 1 mmoV/1 telbutamide (T), 16 nmol/1
insulin (Ins), 0.4 mmolA diazoxide (D), or 1 pg/ml insulin receptor
antibody (IR ab) where indicated. IA-2 mRNA levels (light columns) in
the same samples were analyzed by LightCycler PCR (Roche Diagnos-
tics), normalized to actin levels in the samples, and expressed as a
percentage of values at 6 mmol/l glucose. Results are presented as the
means + SE of three independent experiments.

adult levels of IA-2 by culture with stimulatory coneentra-
tions of glucose. Islets from adult rats also show glucose-
stimulated increases in [A-Z, although these were less
marked than in immature rats. Glucose effects are seen in
isolated B-cells from adult rats, whereas IA-2 content did
not change on glucose treatment of non—B-cells. IA-2 is
thus a “glucose response protein” in B-cells (33) and may
represent one of the components of islet secretory gran-
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FIG. 6. Influence of agents on IA-Z and phogrin mRNA levels. Islets
isolated from 5-day-old rats were cultured as described in Fig. 3.
Culture media were supplemented with 10 mmol/l forskolin (Fo) or 0.1
mmol/l IBMX (IB) where indicated. After culture, islet TA-2 (light
columns) and phogrin (dark columns) mRNA levels were determined
by LightCycler PCR (Roche Diagnostics) and normalized to actin copy
number. Scales for vertical axes differ for IA-2 and phogrin. Results are
presented as the means + SE of three independent experiments.
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FIG. 7. Effect of insulin on IA-2 biosynthesis and degradation. A: IA-2
biosynthesis in adult rat islets was determined by **S-methionine and
cysteine incorporation for 2 h at 6 mmol/l glucose (Glu) in the absence
or presence of 10 nmol/1 insulin (Ins) followed by immunoprecipitation
with monoclonal antibody to IA-2 (+) or control antibody (-). Radio-

label mcm’pmaﬂon into 66 kDa IA-2 was visualized by SDS-PAGE and
autoradi y. B: Pul h experiments were performed to assess
TIA-2 degradaﬁnn Adult rat islets were labeled with **S-methionine and
cysteine during a 1-h pulse at 20 mmol/1 glucose and chased for 12 h at
6 mmol/l glucose (Glu) in the absence or presence of 10 nmol1 insulin
(Ins). Radiolabelled TA-2 was detected by immunoprecipitation as inA.

ules previously shown to be increased by glucose (8).
However, the major effect of glucose appears to be indi-
rect and mediated by local effects of secreted insulin.
Thus, blocking insulin secretion with diazoxide, or inhib-
iting insulin action on the islet insulin receptor antibodies,
can abolish the stimulation of islet IA-2 levels by glucose.
Other stimulators of insulin secretion, such as IBMX, PMA,
or tolbutamide, upregulate IA-2 protein. Insulin itself in-
creases islet [A-2 levels and reverses the inhibitory effects
of diazoxide. These results identify insulin as a major
regulator of IA-2 expression and the dominant mediator of
the stimulatory effects of glucose on islet IA-2 levels in vitro.

Tyrosine phosphorylation of the insulin receptor and its
substrates IRS-1 and IRS-2 are early events in insulin
signaling, and phosphorylation of all three signaling mol-
ecules has been demonstrated in B-cells in response to
both insulin and glucose (34,35). The IRS family of pro-
teins are also substrates for the IGF-1 receptor. IGF-1 was
also found to stimulate IA-2 expression, an effect that was
not inhibited by insulin receptor antibodies, and is there-
fore likely to be mediated by its own receptor. These
observations are consistent with IA-2 expression being
regulated via signaling pathways common to both insulin
and IGF receptors and raise the possibility that both
hormones could influence islet IA-2 expression in vivo. A
predominant effect of autocrine regulation of IA-2 by
secreted insulin is suggested by the strong inhibitory
effects on [A-2 expression of insulin receptor antibodies in
vitro and the observation that IA-2 expression within islets
is induced during the period in early life when insulin
secretory responses develop.

Glucose has been shown to stimulate the biosynthesis of
a number of proteins in the pancreatic B-cell (5,33), and,
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like IA-2, the regulation of these is in part dependent on
the local action of secreted insulin. Thus, insulin stimu-
lates the expression of both insulin and glucokinase, with
regulation occurring at the level of transcription (3). To
determine whether the increases in IA-2 protein observed
in this study were also the result of transcriptional control,
the influence of glucose, insulin, and insulin secretagogues
on IA-2 mRNA was determined by quantitative RT-PCR.
Glucose, agents that elevate cellular cAMP levels, or
agents that activate protein kinase C each increased islet
TA-2 mRNA levels. Increased [A-2 expression in response
to elevated cAMP is consistent with the presence of a
cAMP response element in the 5-untranslated region of
the [A-2 gene (36). These results confirm and extend
previous observations in the Ins-1 cell line (15). However,
insulin- and tolbutamide-stimulated IA-2 protein levels
were not accompanied by an increase in IA-2 mRNA over
the time course studied. Furthermore, antibodies to the
insulin receptor did not inhibit glucose-induced increases
in IA-2 mRNA. The study therefore identifies two levels of
regulation of IA-2 expression: the transcriptional regula-
tion already identified (15), which is mediated by cAMP
and protein kinase C, and post-transcriptional regulation
through insulin receptor signaling pathways. Because
mRNA levels were determined at a single relatively late
time point, we cannot exclude that insulin also exerts
earlier transient effects on IA-2 gene transcription.

Insulin may stimulate islet IA-2 protein levels by increas-
ing protein translation or by inhibiting protein degrada-
tion. Glucose has been shown to stimulate the
biosynthesis of a number of islet secretory granule pro-
teins by activating translation (5), an effect that may be
dependent on regulation of the initiation phase of mRNA
translation by secreted insulin (37). Regulation of IA-2
expression has been studied in rat pituitary cells (38), and
increased transcription and translation could only partially
account for the accumulation of TA-2 seen by treatment of
cells with a combination of estradiol, insulin, and epider-
mal growth factor. Our own metabolic labeling studies
with isolated rat islets indicated that regulation of IA-2
expression by insulin was largely at the level of protein
biosynthesis. Pulse-chase experiments indicated that IA-2
degradation is slow at low glucose concentrations and not
affected by insulin. Degradation or processing of [A-2 may
therefore represent a level of control only under condi-
tions in which exocytosis is stimulated (12).

Phogrin is closely related to IA-2, having a similar
structure, tissue distribution, and subcellular localization.
However, we found that phogrin levels were not increased
by agents that modify B-cell function, indicating that
secretory granule membrane components are subject to
different modes of regulation. Similarly, there was no age
dependence of islet levels of phogrin. Mature levels of
phogrin were already detected in the neonate, consistent
with in situ hybridization studies on phogrin (described as
PTP-NP) in which phogrin mRNA was detected through-
out fetal pancreas development (13). Differences in timing
of expression of these proteins may have significance in
type 1 diabetes, a disease in which both [A-2 and phogrin
are targets of autoimmunity. Autoantibody reactivity to
phogrin largely occurs as a result of cross-reactivity with
the homologous regions on IA-2 (39), and different levels
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of expression and mechanisms of regulation, particularly
in fetal and neonatal periods important for induction of
immunological self-tolerance, may contribute to the higher
susceptibility of IA-2 to autoimmunity. Understanding dif-
ferences in regulation of IA-2 and phogrin is important to
elucidate the roles of these PTP-like molecules in islet
function and to determine whether disrupted insulin reg-
ulation of IA-2 can contribute to B-cell defects in type 2
diabetes.
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“Two distinctly HLA associated contiguous linear epitopes uniquely
expressed within the IA-2 molecule are major autoantibody epitopes of the
diabetes-specific tyrosine phosphatase like protein autoantigens”. M.
Bearzatto, H. Naserke, S. Piquer, K. Koczwara, V. Lampasona, A. Williams,
MR. Christie, P.J. Bingley, A-G. Ziegler, E. Bonifacio. Journal of
Immunology 2002; 168:4202-4208.

Els objectius d'aquest treball eren la identificacio dels epitops especifics
existents en la regié de JM de la molecula d’lA2, on un treball previ del mateix
grup va determinar-ne l'existencia dins la regié formada pels primers 82
aminoacids, aixi com I'estudi de la seva prevalenca en familiars de primer grau
positius per I1A2. Per tal d’assolir el primer objectiu es van utilitzar els serums de
19 pacients amb aacs contra la regi6 JM d'lA2, seleccionats a partir d’'una
cohort de 217 pacients neodiagnosticats per T1D. El segon objectiu es va
aconseguir tot i analitzant 106 serums de familiars de primer grau positius per
IA2.

La utilitzacio de diferents constructes quimera de les molecules d’lA2 i IA2( aixi
com mutants deleccionats de la molécula d’lA2 en I'analisi dels aacs contra IA2
va determinar l'existéncia de dos epitops a la regi6 de JM d’1A2, JM1
(aminoacids 601-620) i JM2 (aminoacids 621-642). Per tal de poder
caracteritzar I'epitop minim per a la uni6 dels aacs es van realitzar experiments
de competicié6 amb diferents péptids (20-mer) de la regié de JM. Els resultats
d’aquesta part de I'estudi van ser la identificacié de dos epitops linears contigus
d’aquesta regi6, JM1(611-620) i JIM2 (621-630). L’estudi de la prevalenca dels
aacs contra aquests dos epitops en familiars de primer grau va detectar la
preséncia d’aacs contra JM1 i/o JM2 en el 68% (72/104) dels serums analitzats.

Els aacs contra JM1 es van detectat en 34 i els aacs contra JM2 en 40 dels
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séerums dels familiars de primer grau analitzats. Els aacs contra ambdos
epitops només es van detectar en 2 dels serums (p<0.0001).

L’analisi del genotip HLA dels familiars de primer grau positius per 1A2 tot i
relacionant-lo amb la reactivitat dels sérums pels diferents epitops va donar els

seguents resultats:

Reactivitat dels anticossos contra |IA2 JM

Genotip JM1 JM2 JM1iJIM2 JM negatiu
HLA DR (n=23) (n=31) (n=1) (n=28)
DR3/4 1(4)% 12(39) 0 11(39)
DR13/4 1(4) 6(19) 0 0
DR1/4 0 5(19) 0 1(4)
DRA4/y" 9(39) 8(26) 1 12(43)
DRx/x° 12(52) 1(3) 0 4(14)

& percentatges en paréntesis.
b al-lels diferents a DR1, DR3i DR13.
¢ al-lels diferents a DR4.

Es va detectar la mateixa associacid entre el genotip HLA DR i els acs contra
JM1 i JM2 quan es van analitzar les mostres de 19 dels pacients
neodiagnosticats de T1D utilitzats previament en la caracteritzacié d’ambdos
epitops. En aquesta poblacid, cap dels 8 pacients positius per JM1 i 5 (84%)
dels 6 positius per JM2 tenia el genotip HLA DR3/4 (p<0.005), mentre que 5
(62%) dels individus positius per JM1 tenien un genotip HLA sense la preséncia

de I'al-lel DRA4.
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Els resultats d’aquest estudi identifiquen I'existéncia de dos epitops linears
contigus a la regi6é de JM de I'lA2, especifics per a aquesta molécula, JM1
(aminoacids 611-620) i JM2 (aminoacids 621-630), contra els quals va dirigida
la majoria de la reactivitat dels aacs contra aquesta regio i que son reconeguts
per una gran part dels serums dels familiars de primer grau positius per 1A2.
Per altra banda, la preséncia d'aacs contra un d’aquests epitops és
practicament muatuament excloent i s'associa a diferents genotips HLA de

classe II.
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Resultats

Two Distinctly HLA-Associated Contiguous Linear Epitopes
Uniquely Expressed Within the Islet Antigen 2 Molecule Are
Major Autoantibody Epitopes of the Diabetes-Specific Tyrosine
Phosphatase-Like Protein Autoantigens’

Massimo Bearzatto,* Heike Naserke,* Sandra Piquer,* Kerstin Koczwara,* Vito Lampasona,’

Alistair Williams,® Michael R. Christie," Polly J. Bingley,’ Anette-G. Ziegler,* and Ezio Bonifacio®*

The related tyrosine phosphatase like proteins islet Ag (IA)-2 and IA-2f are autoantigens of type 1 diabetes in humans. Auto-
antibodies are predominantly against IA-2, and IA-2-specific epitopes are major autoantibody targets. We used the close homology
of IA-2 and 1A-2f to design chimeras and mutants to identify humoral IA-2-specific epitopes. Two major 1A-2 epitopes that are
absent from the related autoantigens IA-23 and IA-2A 13 splice variant ICAS512.bde were found contiguous to each other within
TA-2 juxtamembrane amino acids 611-620 (epitope JM1) and 621630 (epitope JV2). JM1 and JM2 are recognized by sera from
67% of patients with IA-2 Abs, and relatives of patients with type 1 diabetes having Abs to either JM epitope had a >50% risk
for developing type 1 diabetes within 6 years, even in the absence of diabetes-associated HLA genotypes. Remarkably, the presence
of Abs to one of these two epitopes was mutually exclusive of the other; JM2 Abs and not JM1 Abs were found in relatives with
HLA DR3/4, DR4/13, or DR1/4 genotypes; and the binding of autoantibodies to the JM2 epitope, but not the JM1 epitope,
markedly affected proteolysis of IA-2. This is a unique demonstration of HLLA-associated B cell responses to epitopes within a single
autoantigen in humans and is consistent with modification of Ag processing by specific Ab-influencing peptide presentation by

HLA molecules. The Journal of Immunology, 2002, 168: 4202-4208.

teins of the protein tyrosine phosphatase (PTP) family (1-4).
Both are transmembrane proteins expressed within secretory
granules in brain and neuroendocrine cells including the pancreatic
islet 3 cells (4, 5). The amino-terminal infralumenal domains show
only modest homology to each other (20%), whereas their cyto-
plasmic domains are closely related (80%o). being characterized by
a single PTP-like domain of ~300 amino acids and a short jux-
tamembrane (JM) portion of 100 amino acids which links the PTP
domain to the transmembrane region (1—4). These PTP-like pro-
teins have no or only weak phosphatase activity against common
PTP substrates (2. 6) and are postulated to have a regulatory role
in secretory granule exocytosis (7-9).
IA-2 and IA-2f3 are also major autoantigens of type I diabetes
(1. 6, 10-12). Autoantibodies to these proteins can be detected in

I slet cell Ag 512 (islet Ag (IA)*-2) and IA-2 are novel pro-
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sera of 60—80% of patients with recent onset type 1 diabetes and
their detection in sera of nondiabetic individuals together with
other islet autoantibodies such as GADA and IAA is highly pre-
dictive for a future development of the disease (13, 14). Humoral
autoimmunity is directed to the cytoplasmic portion of the two
proteins (15). Autoantibodies specific to the LA-2 TM region and
PTP-like domain, specific to the IA-28 PTP-like domain, and
cross-reactive between the IA-2 and IA-2p3 PTP-like domains have
been identified (15-20). Those directed against IA-2-specific
epitopes are frequently detected in the early humoral response,
while TA-2B-specific Abs are relatively infrequent, suggesting that
humoral autoimmmmity to IA-2p is secondary to that of IA-2 and
arises via epitope spreading (21). Therefore, characterization of the
1A-2-specific epitopes may be an important step toward the un-
derstanding of the maturation of the autoimmune response against
these PTPs.

We previously reported the presence of IA-2-specific epitopes
within the first 82 M IA-2 intracellular amino acids (15). Part of
this region is encoded by exon 13 of the 4-2 gene and is deleted
in an altematively spliced form of IA-2, ICAS12.bdc (22). In this
study we have used chimeric IA-2IA-23 constructs and IA-2 pep-
tides to identify minimal epitopes involved in Ab binding and show
that most of the IA-2 JM Ab reactivity is directed against two poten-
tially linear contiguous epitopes with distinet HLA-DR allele associ-
ations that are absent in the alternatively spliced ICAS512.bdc.

Materials and Methods

Sera

First, to define the minimal epitopes of the IA-2 JM Abs, sera from 19
patients with TA-2 JM Abs were used. These were selected from a cohort

of 217 patients with new onset type 1 ciabetes previously assayed for IA-2
and IA-23 Ab epitope reactivity (16). Next, to determine the prevalence of

0022-1767/02/$02.00
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Abs to mdividual TA-2 M epitopes, sera from 106 IA-2 Ab-positive first-
degree relatives of patients with type 1 diabetes were used. These included
20 children participating in the German BABYDIAB study (23), 42 rela-
tives from the Munich famly study (24), and 43 relatives from the Barts
Oxford family study (25). The 106 IA-2 Ab-positive relatives were from
105 unrelated families and included one sibling pair. Broad Ab reactivity
to the IA-2 IM and PTP regions was previously reported in a portion of
subjects from these cohorts (16, 21). The relatives had a median age 0of 11.8
years at Ab testing (interquartile range: 5.2—19.2 years), and 54 developed
type 1 diabetes during follow-up (median time to diabetes or last contact if
no diabetes: 3.3 years; range: 0.1-14.5 years). All relatives also had auto-
antibodies to insulin and/or glutamic acid decarboxylase.

L4-2/14-23 constructs

Constructs used in this study are shown in Fig. 1. The IA-2 4, o7 (LA-2IC)
and TA-2B741_ 1033 (TA-2PIC) constructs (16) were used fo construct the
chimeras. All the chimeric constructs were obtained by in-frame jommg of
different portions of IA-2 and IA-2p3 using the Seamless (Stratagene, La
Jolla, CA) method with appropriate oligonucleotide primers. The correct 1n
frame sequence of joinng boundaries was confirmed by DNA sequencing.

Ab measurements

Abs to each construct were measured by radio binding assay to [**Shme-
thionine-labeled, in vitro transcribed and translated proteins as previously
described (16). Purified plasmid DNA of the constructs were obtained by
Quantum Prep (Bio-Rad, Hercules, CA) spin columns and 1n vitro tran-
scrbed and translated using the TnT SP6-coupled rabbit reticulocyte lysate
system (Promega, Madison, WI) in the presence of 40 uCi of Redivue
1-[**S]methionine (Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala, Sweden) Un-
incorporated [**S]methionine was removed by gel chromatography on a
NAPS column (Amersham Pharmacia Biotech). In all cases the expected
size of the product was confirmed on SDS-PAGE. A total of 20,000 cpm
of product in TBST (25 jul of 50 mM Tris, 150 mM NaCl, 1% Tween 20
(pH 7.4)) was incubated overmight at 4°C with 2 ul of sera and an excess
of bacterially expressed intracellular IA-2f3 to compete out binding to the
non-IA-2-specific epitopes of the clumeras and mutants as previously de-
scribed (16). The quantity necessary for complete inhibition of binding to
the TA-2 was determined by titration against sera with high-titer TA-2f3-
bindmng Abs. Protemn A-Sepharose (Amersham Phannacia Biotech) was
subsequently added for 1 h, washed five times with 800 pul ice-cold TBST,
and counted m a TopPlate beta counter (Canberra Packard, Gromngen, The
Netherlands). To control for binding efficiency a serum with Abs to PTP
epitopes shared between IA-2 and IA-2B and no reactivity to IA-2- or
TA-2p-specific epitopes was mcluded in each assay. This serum should not
be influenced by mutations from IA-2 to IA-2f3 because binding is equiv-
alent to both proteins. Sera from [A-2 Ab-negative normal control subjects
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were also mchided 1 each assay. Positivity against each protem was de-
fined by the upper limit of normal control sera.

Further defimition of epitopes within the IA-2 JM region was performed
by competition with 20-mer peptides corresponding to TA-2 601620, TA-2
611-631, IA-2 621-641, and IA-2 631-651. Serum (2 pul) was preincu-
bated with 1 pug of peptide for 1 h at 4°C before testing m the radiobinding
assay.

HLA class II typing

HLA DR and DQ typing was performed on DNA usmg sequence-specific
oligonucleotides in 80 of the IA-2 Ab-positive first-degree relatives and in
the 19 IA-2 JM Ab-positive patients with type 1 diabetes.

Statistical analysis

Analyses of the associations of M Ab specificities with HLA class T
alleles and genotypes were performed using Fisher’s exact test. Kaplan-
Meter survival analysis was used to determine the risk for developing type
1 diabetes. For all statistical methods the Statistical Package for Social
Sciences (SPSS, Chicago, IL) was used.

Results

Characterization of I4-2 JM epitopes

To identify the IA-2-specific epitopes within the JM region, IA-
2/IA-2 B chimeras were made joining different portions of the TA-2
M with the remaining part of the molecule belonging to IA-28
(Fig. 1). Sera from the 19 patients with IA-2 JM Abs were then
tested against these chimeras in the presence of an excess of un-
labeled IA-2BIC to inhibit binding to non-IA-2 regions of the chi-
meras (Table I). Eight sera (nos. 1-8) recognized Mgy, o0
TMgo1-642: Moo1_cs2: and IMgg, 55, chimeras, suggesting the
presence of at least one epitope within IA-2 residues 601-620. In
all eight sera binding could also be obtained against the TA2, .,
and to IA-2IC, indicating that an IA-2 JM epitope recognized by
these sera should be contained within IA-2 residues 604—620
(IA-2 TM1 epitope). In seven of these eight sera, binding to the
TMj0,_65> chimera could be totally inhibited by competition with
unlabeled Mg, _g20 chimera, suggesting that the IA-2 JM reac-
tivity was solely against the JMgq, 4.0 epitope, whereas in one
serum (no. 8) binding to the Mgy, 45» chimera was only partially
inhibited, indicating the presence of Abs to additional IA-2 TM
epitopes.

A Schematic representation of IA-2 and IA-2 B proteins

1A-2, 479
1A-2B 1 1033

FIGURE 1. Chimeric and mutant constructs
used 1n this study. .4, Schematic representation of
IA-2 and IA-2f3 indicating the ectodomain (EC),
transmembrane region (TM), M region (shown m
gray for IA-2 and hatched for IA-23), and the
PTP-like domain. B, Chimeric and deletion con-
structs with the IA-2 and IA-2f portions repre-
sented according to 4. An abbreviated nomencla-
ture indicating the IA-2 regions of the JTM
chimeras 15 given in parentheses.

!A'?'I-620
1A-2359 179

1A-24404 979 (IA-21C)

TA-2B 451033 (1A-2 BIC)

1A-2401.620/ TA2B 75,1035 (TM601-620)
TA-2501.600/ TA-2B gorions (IM601-642)
TA-2401.650/ TA-2B 1371033 (IM601-682)
TA-263,.602/ TA2B g97.107 (IM621-642)
TA-2401.7777 1A-2B 32103 (IM601-777)

EC ™ M PTP
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Table I Patients with newly diagnosed type 1 diabetes and Abs against 14-2 JM

Reactivity Agaimst IA-2 Deletion Mutants and IA-2TA-23 Chimeras

TA-2355 775 IMgo1-620 TMgo1-642 TMeo1-652 Mgo1377 1A-2) g0 Mgz 642 TMgo1 _gs» inhibited with
Patient mutant chimera chimera chimera chimera mutant chimera Meo1-620
1 ++ ++ ++ ++ ++ + = =
2 ++ ++ ++ ++ ++ + - -
3 ++ ++ ++ ++ ++ + - -
4 +ik + + + + + NT® =
5 i + + + + + NT =
6 e + + + + + NT =
7 + + + + + + NT =
8 ++ + ++ ++ ++ - + +
9 ++++ - ++++ ++++ ++++ - i NT
10 ++ — ++ ++ ++ — + NT
11 ++ = ++ ++ ++ — k NT
12 ++ - ++ ++ ++ - + NT
13 + - + + + - + NT
14 + - + + + - + NT
15 +++ - - = ++ - NT NT
16 ++ - = = + = NT NT
17 ++ = = = e fep NT NT
18 + - = = - = NT NT
19 + — — = = — NT NT

“ NT. Not tested.

Another six sera (nos. 9—14) bound Mgy, g40. TMgo1_gs0. and
TMgq,_777- but not the Mg, 650 chimera, indicating the presence
of an epitope beyond IA-2 aa 620 and up to aa 642. These sera also
bound a chimeric construct in which IA-2 aa 601-620 were de-
leted (TMj,,_4-). indicating that the epitope was contained within
aa 621-642 and that aa 601-620 were not involved in the forma-
tion of this epitope (IA-2 JM2 epitope).

Two sera (nos. 15 and 16) bound the JMgg, ;,; chimera, only
suggesting the presence of epitope(s) within or extending to the
IA-2 PTP region. Three sera (nos. 17-19), despite showing binding
to the original IA-2,5 ;4o deletion construct, did not bind any of
the TMgo1_g20. TMoo1-612: TMeo1-6s2. ad Mgy 777 chimeras.
One of these sera (no. 17) bound a truncated IA-2,_ g, protein,
suggesting that there is an epitope that includes residues upstream
from the intracellular region. For this serum, binding to the orig-
inal IA-2454_;7o construct was not inhibited by competition with
an IA-2IC construct (data not shown), further suggesting that the
nonintracellular portion of IA-2 was essential for binding to this
epitope.

Competition with peptides identifies small contiguous 14-2 JAML
epitopes

Further definition of JM1 and JM2 epitopes was performed using
20-mer peptides to compete the binding to the TM,,_45- chimera
(Fig. 2). Sera with single M1 or JM2 specificities in the absence
of Ab binding to IA-2 PTP or IA-23 epitopes were used in these
competition studies. Binding in sera with JM1 Abs was completely
inhibited by competition with IA-2 601-620 and IA-2 611-630
peptides but was unaffected by competition with IA-2 591-610,
621-640, and 631-650 peptides, indicating that the JM1 epitope is
contained with IA-2 residues 611-620. Binding in sera with JM2
Abs was completely inhibited by competition with IA-2 611-630
and IA-2 621-640 peptides but was unaffected by competition
with TA-2 591-610, 601-620, and 631-651 peptides, indicating
that the JM2 epitope is contained within IA-2 residues 621—630.

Abs to JMI and JM? epitopes are mutually exclusive of each other

‘We determined Ab reactivity to the distinct M1 and JM2 epitopes in
106 IA-2 Ab-positive first-degree relatives of patients with type 1

diabetes (Fig. 3). M1 Abs were identified by binding to Mg, s20
and Mg, 65, chimeras and M2 Abs by binding to the Mg, _g4>
and JMgq;_gg-> but not the JMgy,_ 420 chimera. The additional pres-
ence of M2 Abs in sera with JM1 Abs was ascertained when
binding to the JMg;,_gg. chimera was only partially inhibited by
competition with excess unlabeled TMy,; 4., chimera. Sera from
72 (68%) of these 104 relatives had Abs to JM1 and/or JM2
epitopes. IA-2 TM-1 Abs were found in 34 relatives and IA-2 JM-2
Abs were found in 40 relatives. Abs to IA-2 JM-1 and IA-2 TM-2
epitopes were almost mutually exclusive, with only two relatives
having Abs to both epitopes (p << 0.0001). Nineteen relatives had
Abs to either JM1 or M2 epitopes in the absence of Abs to the
IA-2 PTP domain (data not shown).

Abs to the adjacent I4-2 JMI and JM?2 epitopes associate with
distinct HLA class II genofypes

We previously reported HLA associations in the type and broad-
ness of IA-2 Ab reactivity that appeared in early childhood (21).

E
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591-610  601-620  611-630 621-640  631-650

Competition with IA-2 20mers

FIGURE 2. Competition of binding to TA-2 M epitopes with peptides.
Binding (cpm) to IA-24q;_ ge2TA-2 P73 1033 by sera with Abs to IA-2 IM1
(open bars) or IA-2 JM2 (gray bars) epitopes in the presence of 1 ug of
IA-2 20-mer peptides. IA-2 peptides 601-620 and 611-630 completely
inhibited the binding to the JM1 epitope, whereas peptides 611-630 and
621-640 completely inhibited the binding to the JM2 epitope. Data are
from a representative experiment.
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FIGURE 3. TA-2 JMI1 and JM2 Abs m first-degree relatives of patients with type 1 diabetes. Binding (cpm after subtraction of the upper limt of control
samples) to TA-2501_ 620/ TA-2 Bars_1033 (hatched bars) and IA-2 g, 50/ TA-23744 1 435 (filled bars) is shown for sera from first-degree relatives of patients
with type 1 diabetes. When sera were positive against to TA-2501-620/TA-2 Bs7s 1033, the binding to TA-260;_6s2/TA-2 Br37_1035 Was competed with excess cold
TA-2601-620TA-2 Be7s_1035 (gray bars). Upper panel, Relatives with M1 Abs; lower panel, IM2 Abs without TM1 Abs. Sera from an additional 34 relatives
had no binding to either chimera and are not shown. IA-2 JM1 Abs were i1dentified by binding to the TMg,,_ o and IMgg,_gs» chimeras and an accom-
panying inhibition of binding to IMg,,_ g, chimera by competition with Mg, _gao- JM2 Abs were identified by binding to 601642 (data not shown) and
601-682 chimeras, but not the Mg, ¢ chimera. The additional presence of TM2 Abs in sera with TM1 Abs was ascertamned when bmding to the TMgg,_geo
chimera was only partially inhibited by competition with excess unlabeled JMgy,_ga0 chimeras (subjects 33 and 34).

Children with the high diabetes risk HLA DR3/4 or DR4/4 geno-
types developed broad IA-2 Ab reactivity to multiple IA-2
epitopes, whereas those without these genotypes often developed
Abs to the IA-2 JM region before PTP Abs. HLA DR typing was
available in 83 of the 106 IA-2 Ab-positive relatives in this study,
including 28 withno IA-2 JM Abs, 23 with JM1 Abs only, 31 with
JM2 Abs only, and 1 with both JM1 and JM2 Abs (Table IT). HLA
genotypes in the 23 relatives with TM1 Abs only differed markedly
from those of the relatives with JM2 Abs only or no JM Abs.
Fewer than half (11 of 23) of the JM1 Ab-positive relatives had
DR4-containing genotypes, whereas 30 of 31 JM2 Ab-positive and
24/28 TA-2 JM Ab-negative relatives had HLA DR4 (p < 0.0001,
IM1 Ab positive vs IM2 Ab positive; p < 0.01, JM1 Ab positive
vs JM Ab negative). Moreover, HLA DR genotypes found in JM2
Ab-positive or IM-negative relatives were relatively restricted
when compared with those in relatives with JM1 Abs. The high
diabetes risk DR3/4 genotype was present in 12 (39%) JM2 Ab-
positive relatives and 11 (39%) JM Ab-negative relatives com-

Table Il. HLA DR genotypes in I4-2 Ab-positive relatives according to
their JM epitope reactiviry

IA-2 M Autoantibody Reactivity

HLA DR M1 only M2 onmly TM1 and TM2 TM negative
Genotype (n=23) (n = 31) n=1) (n =28)
DR3/4 14 12 (39) 0 11 (39)
DR13/4 14 6(19) 0 0
DR1/4 0 5(16) o 1(4)
DR4/; 9(39) §(26) 1 12 (43)
DRx/x 12 (52) 1(3) 0 4(14)

h

P iges are listed in p. :
by, Alleles other than DRI, DR3, and DRI13.
x, Alleles other than DR4.

pared with only one (4%) of the IM1 Ab-positive relatives (p <
0.005 vs JM2 Ab positive and p < 0.01 vs JM Ab negative). Six
of 32 TM2 Ab-positive relatives had the less common DR4/13
genotype and five had the DR1/4 genotype, whereas only one of
the JM1 Ab-positive (p < 0.01) and one of the JM Ab-negative
(p < 0.005) relatives had these genotypes. The one relative with
both JM1 and JM2 Abs was DR4/12. Consistent with our previous
observation (21), none of the 14 HLA-typed relatives with IA-2
JM Abs in the absence of IA-2 PTP Abs had the HLA DR3/4
genotype.

The same associations between HLA DR genotypes and JM1 or
JM2 Abs was also observed in the 19 IA-2 TM Ab-positive patients
at diabetes onset used to describe the epitopes. In this cohort, none
of the eight M1 Ab-positive patients and five (84%) of the six
JM2-positive relatives had the HLA DR3/4 genotype (p << 0.005),
and five (62%) of the JM1 Ab-positive patients had non-DR4-
containing genotypes.

Footprinting demonstrates differences in protection of Ag
profeolysis between I4-2 JMI and JA2 Abs

To demonstrate whether binding of IA-2 to JM1 and JM2 Abs may
alter Ag proteolysis, footprinting studies using mild trypsin treat-
ment of IA-2 Ag bound to JM-specific Abs were undertaken (Fig.
4). Mild trypsin digestion of IA-2IC resulted in minor bands at 40,
30, 27, and 24 kDa and a major band of small molecular mass
fragments using 0.1 mg/ml trypsin, with a progressive loss of the
minor bands when 1 mg/ml trypsin was used (Fig. 4.4). Trypsin
treatment of IA-2IC bound to Abs of the M1 specificity yielded a
similar pattern (Fig. 4B), whereas IA-2IC bound to Abs of the JM2
specificity was markedly more resistant to trypsin digestion with a
major 40-kDa fragment and a relatively small amount of low mo-
lecular mass fragments remaining even when 1 mg/ml trypsin was
used (Fig. 4C). The footprinting pattern of IA-2IC complexed to
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FIGURE 4. Modification of trypsin proteolysis by autoantibody binding
to TA-2. 4, SDS-PAGE/autoradiograph of in vitro transcribed and trans-
lated [**Slmethionme-labeled TA-24p4_g70 (IA-2IC) after treatment with
trypsin at 4°C for 10 min. B—-D, SDS-PAGE/autoradiograph of trypsin-
treated in vitro transcribed and translated [*°S]methionine-labeled IA-2IC,
which 15 bound to anti-TA-2 IM1 (B), ant-IA-2 M2 (C), and anti-1A-2-
specific PTP (D) autoantibody.

IA-2-specific PTP domain Abs gave a similar pattern to that seen
with JM2 Abs (Fig. 4B).

14-2 JM Abs and risk of progression to diabefes

‘We previously reported an increased risk for developing type 1
diabetes in young relatives who had Abs to the JM region of IA-2
(21). Therefore. we examined diabetes development in the 104
IA-2 Ab-positive relatives according to IA-2 TM Ab status (Fig. 5).
Of the 54 relatives who developed type 1 diabetes on follow-up, 36
were IA-2 JM Ab positive. The 6-year risk after first IA-2 Ab
detection was 63% (95% confidence interval (CI): 40—-86%), 49%
(95% CI: 33—65%), and 70% (95% CI: 51-89%) in relatives who
had JM1 Abs only, IM2 Abs only, and no JM Abs, respectively.
Despite having low-risk HLA genotypes, the 12 non-DR4 IA-2
IM1 Ab-positive relatives had a similar risk to develop diabetes
within 6 years (67%) as the DR4 IA-2 Ab-positive relatives (data
not shown).

Discussion

The related PTP-like proteins [A-2 and IA-2f3 are autoantigens of
type 1 diabetes in humans. Autoimmunity is predominantly against
IA-2, and IA-2-specific epitopes are major targets of type 1 dia-
betes-associated autoantibodies. In this study we have identified

=
&
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£
x
0
0 1 2 i 4 5 6 7 8
Follow-up from first IA-2 reactivity (years)

IMneg 34 260 23 17 11 11 5 2 2

M1 32 25 21 14 9 8 4 4 4

M2 38 28 26 22 19 16 11 7 6

FIGURE 5. Type 1 diabetes-free survival in relatives with TA-2 auto-
antibodies according to the presence of anti-IA-2 JM1 and anti-IA-2 JM2
Abs. Survival curves were calculated using Kaplan-Meier survival analy-
sis. Follow-up time is calculated from the first detection of IA-2 autoan-
tibodies in the relative to type 1 diabetes onset or last contact. The numbers
in each group remaining on follow-up is shown below the x-axis. The two
relatives with both M1 and JM2 Abs are not shown.

two major contiguous epitopes of the short IA-2 JM region. The
two major JM epitopes are found within IA-2 residues 611-620
(epitope JM1) and 621630 (epitope JM2), account for most of the
Ab reactivity against the JM region, and are recognized by sera
from the majority of TA-2 Ab-positive relatives. Remarkable is the
finding that autoantibodies to these epitopes are almost mutually
exclusive of each other and associate with distinct HLA class II
genotypes. To our knowledge this is the first example of HLA-
associated B cell responses to epitopes within a single autoantigen
in humans.

This mapping of IA-2 JM1 and JM2 humoral epitopes suggested
that they are contained within short linear adjacent sequences. The
complete M1 epitope appeared to be contained within residues
611-620 and contact residues for Ab binding outside 611-620
seem unlikely. This was deduced by the observation that 1) bind-
ing could be obtained against IA-2, .. the TMgy,_ s, chimera,
and to IA-255, g7, indicating that residues 604—620 should be
sufficient for Ab binding and 2) complete inhibition of binding was
obtained with the overlapping peptides 601-620 and 611-630,
whereas no inhibition was obtained with IA-2 peptide 591—-610.
Abs recognizing the IM2 epitopes bound a chimera in which IA-2
residues 601-620 were deleted and in which IA-2 residues 643—

79 were replaced by the corresponding residues of IA-2f8. To-
gether with previous studies which showed that M Abs bind the
JM region when IA-2 PTP 683-979 is deleted (15), the binding
data suggest that necessary residues are contained within IA-2 aa
621-642, although we cannot exclude that residues common be-
tween IA-2 and IA-2 3 in region 643682 are also involved. That
inhibition of binding was achieved by peptides 611-630 and
621-640, but not 631-650, suggested that the essential residues
involved in Ab binding are within 621-630. This is also sup-
ported by a recent report identifying an epitope within IA-2 aa
623-631 (19).

The location of these two epitopes is intriguing from the view-
point of [A-2 function. It was recently reported that IA-2 contains
a PDZ domain that includes residues 663—700 within the JM re-
glon, and that this is involved in the binding of IA-2 to B2-syn-
trophin which in tum links IA-2 and secretory granules to the
cytoskeleton (7. 8). Release of the secretory granule is postulated
to result through cleavage by p-calpain and involving residues
643—659 (8). Cleavage would result in a truncated protein con-
taining the two epitopes and would dissociate these JM epitopes
from those contained within the PTP domain of IA-2. In our ex-
perience, IA-2 autoantibodies rarely if ever require both the JM
and the PTP domain for Ag recognition and usually do not bind
epitopes that span across the IM-PTP junction. Therefore, it could
be postulated that autoreactivity is generated through the distinct
intracellular portions that result from cleavage rather than the in-
tact molecule. Remarkably, both these functional sites lie outside
the binding sites of IA-2 autoantibodies. Similarly, autoantibodies
to GAD and to insulin, the other major diabetes-associated autoan-
tigens, rarely bind epitopes that are close to the functional domains
of the proteins (26, 27). These observations imply that autoanti-
bodies in type 1 diabetes do not directly interfere with protein
function, and that functional regions of proteins may normally be
protected from Ab binding.

The JM region of IA-2 appears to be highly immunogenic and
to act as a distinct autoantigen from the PTP-like domains of TA-2
and IA-28 (15). It is unique to IA-2, having only weak homology
to the corresponding region of IA-28, and whereas autoantibodies
binding to the IA-2 PTP-like domain often cross-react with TA-23,
autoantibodies binding to the JM region of LA-2f3 have not been
identified (16, 17). Moreover, an alternatively spliced form of TA-2
(ICA512.bdc) that lacks exon 13 is also recognized by IA-2 PTP
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Abs (22), but the deletion of residues 557-629 as a result of the
exon 13 splicing would remove both TM1 and JM2 epitopes. Be-
cause these epitopes are important autoantibody targets, the use of
ICAS512.bdc IA-2 alone for autoantibody measurements is not ad-
vocated. Indeed, 19 of the 106 TA-2-positive relative sera, includ-
ing 6 of the 54 who developed type 1 diabetes, had [A-2 Abs
recognizing only the JTM1 or JM2 epitopes (data not shown) and
would not be expected to bind the alternatively spliced IA-2.

The uniqueness of the immunogenic JM region to IA-2 and not
the related IA-23 and ICAS512.bdc proteins has potentially inter-
esting implications for tolerance loss. Autoantigens have been de-
tected in human thymus during fetal life (28). Remarkable is that
transcription of the alternatively spliced ICA512.bde form (which
lacks the JM epitopes). but not IA-2, could be detected in human
thymus (29). Therefore, the IA-2 JM epitopes and not those
present on the remainder of the molecule or on IA-23 could be
“absent” during thymic education, and IA-2 JM autoreactive T
cells could escape deletion or anergy, leading to an increased sus-
ceptibility to autoimmunity. So far, only isolated reports of IA-2 T
cell epitopes have appeared (30, 31), and only a limited number of
potential epitopes have been suggested, none of whichreside in the
IA-2 exon 13 region (30-32). Nevertheless, Ab responses suggest
that the JM and PTP regions of IA-2 represent quite distinct enti-
ties for autoantigen recognition (15); therefore, T cell epitopes
within the JM region are likely. An important role of the JM region
of IA-2 early in tolerance loss to IA-2 is further suggested by our
previous report that the IA-2 TM epitopes are the first IA-2 Ab
epitopes that are recognized in almost 50% of subjects devel-
oping type 1 diabetes-associated autoantibodies (21). Moreover,
in examining the age of first autoantibody appearance in the
BABYDIAB cohort (21), we found that children who develop
IA-2 JM Abs did so earlier and progressed to clinical diabetes
more rapidly than children who developed islet autoantibodies
without TA-2 JM specificities (median age of first IA-2 Ab ap-
pearance was 1.9 years in IA-2 JM-positive children vs 3.1
years in IA-2-positive IM-negative children; p = 0.02, Mann-
Whitney U test).

Striking in our study was the observation that. despite the high
prevalence of Abs to JMI1 and JM2 epitopes, the simultaneous
presence of Abs to both epitopes was rare in individual patients,
suggesting that sustained expansion of both JM1- and TM2-respon-
sive B cells was inhibited. An important factor in determining
which of the B cells are expanded appeared to be related to HLA
class II genes. HLA DR4-containing haplotypes were almost al-
ways found in relatives and patients with IA-2 JM2 Abs, but were
present in only half of the relatives with IA-2 TM1 Abs. Moreover,
none of the genotypes found in JM2 Ab-positive relatives were
found in M1 Ab-positive relatives. DR3/4, DR13/4, and DR1/4
were the predominant genotype (74%) of [A-2 JM2 Ab-positive
relatives, whereas only 9% of the IA-2 IM1 Ab-positive relatives
had these genotypes. HLA DR3 and DR13 almost always share the
same allele at the DRB3 locus, potentially explaining why both
were associated with IA-2 JM2 Ab positivity. The mechanism
leading to HLA-associated Ab reactivity to distinct epitopes is not
entirely clear. Recent analysis of HLA class II genotype structure
and diabetes risk strongly indicated that risk was related to au-
toantigen peptide binding to HL A class I molecules (3 3). Peptides
are generated by proteolytic enzymes within vesicles of the endo-
cytic pathway, and it has been postulated that selective responses
may arise through modified processing of Ag due to its binding to
specific B cell receptors (34). It is known that the dissociation rate
of monovalent Ag from high-affinity Ab is slower than the time
taken for Ag capture, endocytosis, and processing by professional
APCs. Thus, when high-affinity Abs drive Ag uptake, either di-
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rectly via B cell membrane Ig or indirectly via FeRs, the substrate
for processing may frequently be an Ag/Ab complex. Ab-bound
Ag can both prevent the generation of peptides and generate new
“cryptic” epitopes and thereby alter the response of Ag-specific T
cell clones (34, 35). In this study we find that proteolysis of TA-2
Ag bound by TM2 Abs in vitro differs from that of IA-2 bound by
JMI1 Abs or unbound Ag. Binding of IA-2 JM2 Abs protected
against proteolysis of IA-2, a finding consistent with the relatively
restricted HLA class II genotypes found in subjects with these Abs
as compared with those with TA-2 JM1 Abs. It is conceivable that
B cell receptor binding to the IM2 autoantibody epitopes prefer-
entially generates T cell epitopes that can bind to HLA class II
molecules expressed in DR3/4, DR13/4, or DR1/4 APCs and result
in T cell help for IM2-specific B cells, whereas B cell receptors
binding to JM1 autoantibody epitopes either do not generate these
peptides or generate peptides that are preferentially bound by other
class II molecules. Although the mechanism by which a HLA-
associated epitope-specific Ab response occurs is speculative, the
observation is consistent with processing and presentation of Ab-
bound IA-2 Ag having an important role in the determination of
the survival of specific B cell clones.

In conclusion, this study has demonstrated how chimeric con-
struct screening together with point mutation can be used to iden-
tify specific autoantibody epitopes. This approach has identified
two major diabetes-related adjacent potentially linear epitopes
within the IA-2 JM region that are absent from the related autoan-
tigens IA-2 and ICA512.bdc. Relatives with Abs to either TM
epitope have a high risk for developing type 1 diabetes, even in the
absence of diabetes-associated HLA genotypes. However, the
presence of Abs to one of these two epitopes was mutually exclu-
sive of the other; the epitope specificity of Abs was strongly linked
ot HLA class IT genotype; and the binding of Abs to one of the
epitopes, but not the other, markedly affected proteolysis of IA-2.
These findings are consistent with processing of specific Ab-bound
Ag being a determinant for peptide presentation by HLA class IL
This approach, together with the generation and characterization of
mAbs (36) and their screening with peptide libraries (37), should
lead to the definition of minimal epitopes that could be potentially
be used in the modeling of molecular mimicry.
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“Humoral autoimmune responses to glutamic acid decarboxylase have
similar target epitopes and subclass that show titer-dependent disease
association” S. Piquer, C. Belloni, V. Lampasona, E. Bazzigaluppi, M.
Vianello, B. Giometto, E. Bosi, G.F. Bottazzo, E. Bonifacio. Clinical

Immunology. 2005;

L'acid glutamic decarboxilassa (GAD) és un enzim que catalitza la conversio de
l'acid L-glutamic a acid y-aminobutiric (GABA), localitzat majoritariament al
citoplasma i a les vesicules micro-secretores de les neurones secretores i de
les cel-lules B pancreatiques. Les espécies de mamifers expressen dues
isoformes altament homologues de GAD, anomenades GAD65 i GAD67
d’acord amb el seu pes molecular en kDa. GAD65 és una de les principals
dianes de la resposta humoral immune en la T1D, en el sindrome de Stiff man
(SMS) i en el sindrome poliendocri autoimmune de tipus Il (APS-II) on diverses
endocrinopaties autoimmunes (principalment malalties autoimmunes del
tiroides, gastritis, la malaltia d’Addison i la T1D) coincideixen en diverses
combinacions. Diversos estudis han analitzat el perfil dels aacs contra la
molecula de GAD en aquestes tres patologies suggerint una relacié entre el
patré6 humoral autoimmune detectat i el tipus de patologia. En contra d’aquests
treballs es troben els resultats obtinguts per un grup finlandés que indicarien
gue algunes d’aquestes diferéncies serien degudes a la diferencia en el titol
d’aacs entre els pacients afectes de T1D i de SMS.

L'objectiu d’aquest treball era determinar la possible existéncia d'un patrd
especific de resposta contra la molécula de GAD (reconeixement de diferents

epitops i/o subclasses) en individus afectes de T1D, SMS i APS-II. Per tal
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d’assolir aquest objectiu es va quantificar i caracteritzar la resposta d’aacs
contra la molécula de GAD en pacients afectes d’aquestes tres patologies tot i
analitzant 44, 18 i 24 mostres, respectivament. Dins del grup de pacients

afectes de T1D existeixen dos subgrups:

- 20 pacients positius per GAD seleccionats aleatoriament.
- 24 individus positius per GAD seleccionats en base al nivell de reactivitat

contra aquesta molecula (>1000 unitats).

L’'analisi dels aacs contra la molecula de GAD va detectar diferencies
significatives entre els diferents grups d’estudi. Els titols de GAD en els
individus afectes de T1D (mitja 70 unitats; rang: 31-150 unitats) eren molt
inferiors als detectats en els pacients afectes de SMS (mitja 40500 unitats;
rang: 1180-50000 unitats) o APS-II (mitja 2630 unitats; rang: 1130-12200
unitats).

Tots els individus positius per GAD van ser positius per IgG1, amb un titol molt
més elevat en els pacients afectes de T1D seleccionats en base a un alt titol
d’aacs contra la molécula de GAD, els individus afectes de SMS i els pacients
afectes de APS-II (tots p<0.0002). El patré detectat per 19G2, 1gG3 i IgG4
(detectades a titols molt inferiors que la IgG1l) va ser semblant, amb una
prevalenca significativament superior en els pacients afectes de T1D
seleccionats en base a un alt titol d'aacs contra la molecula de GAD (23/24
p=0.0003) i els pacients afectes de APS-Il (21/24 p=0.004) perd no en els

individus afectes de SMS (11/18).
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Pel que fa a la reactivitat contra els diferents epitops I'analisi dels resultats
també va mostrar diferéncies entre els individus afectes de T1D positius per
GAD seleccionats aleatoriament i la resta dels grups (tots p< 0.0001) (els titols
detectats contra totes les proteines i quimeres de GAD eren inferiors en el grup
de pacients afectes de T1D seleccionats aleatoriament). La prevalenca dels
aacs contra els epitops NH,-terminal i MID-b (AA 96 - 242) i contra la molecula
de GAD67, minoritaria en els individus afectes de T1D seleccionats
aleatoriament (25%, 30% i 25%, respectivament) va ser significativament
superior en la resta dels grups analitzats, pacients afectes de SMS (95%,
100%, 84%:; tots p<0.0001), individus afectes de APS-Il (75%, 79%, 67%,; tots
p<0.005) i pacients afectes de T1D seleccionats en base a un alt titol d'aacs
(79%, 79%, 75%; tots p<0.002).

Els resultats d’aquest estudi indiquen que la prevalenca incrementada dels
aacs contra els epitops NH,-terminal de la molecula de GADG65 i contra la
molecula de GADG67 aixi com dels aacs de subclasses 1gG2, 1gG3 i I1gG4
detectada en els pacients afectes de SMS és un efecte secundari degut a I'alt
titol d’aacs d’aquest grup ja que el patré de reconeixement dels diferents
epitops i subclasses és similar quan es comparen amb els altres grups de
pacients seleccionats en base a un titol d’aacs semblant. Aixi doncs, la possible
existéncia d’'un patr6 humoral especific de resposta contra la molécula de GAD

en les diferents patologies analitzades quedaria descartada.
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Abstract

Glutamic acid decarboxylase (GAD) is an autoantigen in stff man syndrome (SMS) and type 1 diabetes (TIDM). Different GAD
autoantibody characteristics in these disorders have suggested distinet underlying mechanisms of autoimmunity. Here. it is shown that
increased prevalence of autoantibodies to GAD65 amino terminal and GAD67 epitopes and autoantibodies of [gG2, IgG3, or IgG4 subclass
in patients with SMS (£ < 0.001 vs. T1DM) are secondary to the markedly higher autoantibody titers in SMS patients ( £ < 0.0001) and that
autoantibody epitopes and subclasses were similar when patients were matched for autoantibody titer. Exposure to autoantigen in the
disorders is likely to involve similar humoral antigenic determinants, but different B cell regulation.

© 2005 Elsevier Inc. All rights reserved.

Keywords: GAD antibodies: GAD epitopes; 1gG subclasses; Stiff man syndrome; Type | diabetes

Introduction

Glutamic acid decarboxylase (GAD) is an enzyme
localized in the cytoplasm and microsecretory vesicles of
4 amino butyric acid (GABA)-secreting neurons and
pancreatic pp cells [1,2] that catalyzes the conversion of
glutamic acid to the inhibitory neurotransmitter GABA. Tt
exists as two protein isoforms of 65 kDa (585 AA) and 67
kDa (594 AA) which are encoded by two distinct genes [3].
The smaller form of GAD is a common target of the
humoral immune response in stiff man syndrome (SMS), a
rare neurological disorder characterized by painful spasms
and progressive symmetric rigidity of the axial and proximal
muscles [4], type I diabetes mellitus [5], and in a form of

* Corresponding author. Fax: +39 02 26433790.
E-mail address: bonifacio.ezio@hsr.it (E. Bonifacio).

1521-6616/S - see front matter © 2005 Elsevier Inc. All rights reserved.
doi:10.1016/j.clim.2005.06.009

autoimmune polyendocrine syndrome (APS) in whom
autoimmune endocrinopathies coincide in diverse combina-
tions [6].

Several studies have reported differences in GAD
autoantibody profiles associated with type I diabetes,
SMS, and APS, suggesting a link between the pattemn of
humoral autoimmunity and those different clinical condi-
tions [7-9]. In SMS, the most common reported GAD
epitopes include one or more within the NH> terminal
region [7]. In type I diabetes, dominant epitopes are reported
to be predominantly conformational and have been mapped
within the central (amino acids 243-444) and COOH
terminal (amino acids 445-585) portions [7,10-13]. Dis-
tinct isotype patterns between patients with type I diabetes
and SMS are also suggested [9]. A highly restricted isotype
response comprising of only IgGl and IgG3 was observed
in type I diabetes, whereas a broad isotype spectrum was
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found in SMS. Some of the differences are likely to be due
to differences in autoantibody titers between patients with
type 1 diabetes and SMS [14]. Nevertheless, the notion that
the disorders are associated with different epitope recog-
nition and the use of different IgG subclasses has led to
speculation that underlying mechanisms of autoimmunity
may also differ [9].

The aim of our study was to determine whether humoral
GAD epitope recognition and GAD antibody subclasses are
disease or antibody titer-specific. GAD antibody responses
were quantified and characterized in patients with SMS,
APS type II (APS-II), and type 1 diabetes. The findings
indicate that GAD antibody characteristics are dependent
upon titer and not disease.

Subjects and methods
Subjects

Four groups of GAD65 antibody (GADA) positive
subjects were studied. GADA characteristics of stiff man
syndrome were measured in sera from 18 patients with
stiff man syndrome diagnosed according to reported
methods [15] (6 males and 12 females; median age, 52
years). Eight SMS patients also had type 1 diabetes. In
order to obtain a group of patients with type 1 diabetes
that had comparable GADA titers to those found in SMS
and APS-IL, a cohort of 24 patients with new onset type 1
diabetes diagnosed at the San Raffacle Hospital between
1989 and 2001 were selected on the basis of GADA titer >
1000 units. This represents 5% of patients with new onset

type 1 diabetes that were examined. The median age of

these patients was 21 years, and 6 were males. In order to

obtain GADA characteristics that were representative of

patients with type 1 diabetes, another 20 patients (8 males
and 12 females; median age, 12 years) were randomly
selected from GADA positive patients with new onset type
1 diabetes diagnosed at the San Raffacle Hospital between
1989 and 2001. Differences in the clinical characteristics
between the two TIDM patient groups were not assessed
due to incomplete data. GADA characteristics were also
measured in 24 GADA positive patients with APS-II (9
males, 15 females; median age, 52 years), including 9 who
had type 1 diabetes [6]. All but one had thyroid autoanti-
bodies, and 14 had thyroid autoimmune disease. Twenty-
one patients had gastric parietal cell antibodies, including
five with pernicious anemia. Two patients had Addison’s
disease, two vitiligo, two premature ovarian failure, and
one hypoparathyroidism.

Quantification of GADG65 antibodies in sera
GADA were measured by protein A radiobinding assays

as previously described [16,17] using [**S] methionine-
labelled in vitro translated recombinant human GAD63.

Samples with antibody titers above the discriminatory range
of the assays were titrated until they fell within this part of
the standard curve and the units multiplied by the
appropriate dilution factor. The thresholds for positivity in
cach assay corresponded to the 99th percentile of control
subjects. This assay had a sensitivity and specificity of 84%
and 96% in the Third Diabetes Autoantibodies Stand-
ardization Program.

GAD epitope antibody assay

Determination of GADA epitope specificity was per-
formed by radiobinding assay on [**SImethionine-labelled
in vitro translated recombinant human GADG65, GADG67,
and GADG65/67 chimeric proteins as previously described
[17,18]. Chimeric constructs used were GADG65;_gys/
GAD67,0;1_so3 (GAD65-NHy-terminal), GAD67, o,/
GAD6505 242/GAD6752 593 (GAD65-Mid b), GAD67, 55,/
GAD65243,444/’GAD67453,593 (GAD()S-Mld B), and
GADG67_452/GAD65445 585 (GAD65-COOH-terminal).
When used in radiobinding immunoprecipitation assays,
these constructs are able to detect both conformational and
linear epitopes, thereby measuring antibodies to the major
GAD65 and GADG67 epitopes that have been previously
reported. GAD epitope reactivity was measured against
GADG65, GAD67, and the GAD65/67 chimeras by radio-
binding assay as for GADA. Results were expressed as
arbitrary units relative to a standard curve prepared by
measurement in each assay of a serum fiom a subject with
high autoantibody levels serially diluted in normal serum.
Thresholds for positivity were defined as the upper limit of
50 control subject sera. GAD antibody epitope specificities
were classified as GAD65-NH2-terminal (residues 1-96),
GAD65-MID a (residues 243 -444), GAD65-MID b (resi-
dues 96-242), GAD65-COOH-terminal (residues 445-585),
and/or GAD67.

IgG subclass autoantibody assay

IgG subclasses of GADA were determined by radio-
binding assays as previously described [18,19] using IgG
subclass or isotype-specific biotin-labelled mouse—anti-
human monoclonal antibodies (Becton Dickinson, San
Diego, CA) bound on Sepharose 4B streptavidin beads
(Zymed, San Francisco, CA). The antibodies used were
mouse monoclonal antibodies against human IgG1 (clone
G17-1), 1gG2 (clone G18-21), IgG3 (clone G18-3), and
IgG4 (clone JDC-14). Non-specific binding was determined
for each serum using anti-rat IgM mAb (clone G53-238)-
coated beads. The absence of cross-reactivity between
subclasses was confirmed using high titer human IgGl
monoclonal GADA antibodies. GADA IgG subclasses were
expressed as delta cpm (IgG subclass or isotype specific
cpm-anti-rat I[gM cpm) and converted to a SD score (SDS).
The cut-off for positivity for each GADA 1gG subclass was
3 SDS.



Resultats

8. Piguer et al. / Clinical Immunology 117 (2005) 3135 33

Statistical analyses

Comparisons between subject groups were performed
using the Mann—Whitney U test or Fisher’s Exact Test. A
multivariate logistic regression for TIDM was performed
with GADA titer, epitope, and IgG subclass status as
covariates. For all analyses, a two-tailed P value of 0.05 was
considered significant. All statistical analyses were per-
formed using the Statistical Package for Social Science
(SPSS 11.0, Chicago, 1L.).

Results

GADA titers in GADA positive patients with type 1
diabetes (median, 70 units; inter-quartile range, 31-150
units) were markedly lower than in patients with SMS
(median, 40500; inter-quartile range, 1180->50,000; P <
0.0001) or APS-II (median, 2630 units; inter-quartile range,
1130-12,200 units; P < 0.0001).

All GADA positive subjects had IgG1-GADA (Fig. 1).
Compared to titers in GADA positive patients with type 1
diabetes, IgGl-GADA titers were markedly higher in
patients with type 1 diabetes selected for high titer GADA,
in patients with SMS, and in patients with APS-II (all P <
0.0002). IgG2, IgG3, and 1gG4 GADA were detected at
much lower titers than IgG1-GADA in all patient groups.
IgG2, 1gG3, and/or IgG4 GADA were detected in 9 of 20
GADA positive patients with TIDM. The 9 patients with
IgG2, 1gG3, and/or IgG4 GADA had significantly higher
GADA titers than the 11 patients with only IgGl GADA
(P =0.003) consistent with a dependence upon GADA titer
for the detection of these subclasses. Accordingly, IgG2,
IgG3, and/or IgG4 GADA prevalence was significantly
increased in patients with type 1 diabetes selected for high
titer GADA (23/24 patients; P = 0.0003) and in patients with
APS-II (21/24 patients; P = 0.004), but not in patients with
SMS (11/18 patients). GADA IgG subclasses did not differ

between SMS patients with type 1 diabetes and those without
TIDM, or between APS patients with and without TIDM.

Antibody reactivity to epitopes of GAD differed mark-
edly between patients with TIDM and the other study
groups (Fig. 2). Titers against all GAD proteins and
chimeras were significantly lower in patients with TIDM
compared to SMS patients, APS-II patients, and high titer
GADA T1DM patients (all 7 < 0.0001). The prevalence of
antibodies to the minor GAD epitopes was represented by
reactivity to the NH2-terminal and MID b GAD635 epitopes,
and GAD67 were detected in a minority of patients with
TIDM (25%, 30%, and 20%, respectively). Within the
TIDM patients, the presence of autoantibodies to one of
these minor GAD epitopes (6 of 20 patients) was
significantly associated with high titer GADA (P =
0.006). Antibodies to these epitopes were found in most
patients with SMS (95%, 100%, 84%; all P < 0.0001) or
APS-II (75%, 79%, 67%; all P < 0.005). The majority of
patients with type 1 diabetes selected for high titer GADA
also had antibodies to these minor epitopes (79%, 79%,
75%: all P < 0.002 vs. TIDM group). GADA epitope
reactivity did not differ between SMS patients with and
those without type 1 diabetes, or between APS-II patients
with or without TIDM.

Multiple logistic regression that included GADA titer,
epitope (categorized as antibodies against or not against
minor GAD epitopes), and IgG subclass (categorized as
having or not having IgG2, IgG3, and/or IgG4 GADA)
indicated that the TIDM patients were primarily asso-
ciated with GADA titer (P = 0.01) and that neither
epitope nor subclass contributed further to the disease
classification.

Discussion

This study confirms that patients with TIDM and SMS
differ in their GADA characteristics but that previously
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Fig. 1. IgG subclasses of GAD autoantibodies in GAD autoantibody positive patients with TIDM (open circles), high titer (>1000 units) GAD autoantibody
positive patients with TIDM (filled circles), GAD autoantibody positive patients with SMS (open triangles), and GAD autoantibody positive APS-II patients

(filled triangles). The broken line indicates the threshold of positivity.
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Fig. 2. Autoantibodies to GAD65/GAD67 chimeras and GAD67 in GAD autoantibody positive patients with T1DM (open circles), high titer (>1000 units)
GAD autoantibody positive patients with TIDM (filled circles), GAD autoantibody positive patients with SMS (open triangles), and GAD autoantibody
positive APS-1I patients (filled triangles). The broken line indicates the threshold of positivity.

reported differences in epitope reactivity and IgG subclass
usage are likely to reflect the marked differences in GADA
titers between these two patient groups. SMS patients had
a broader reactivity that included antibodies to epitopes
expressed in the NH2 terminal and in GAD67, whereas
GADA in patients with TIDM infrequently bound these
epitopes, unless they had high titer GADA. Patients with
TIDM who had GADA titers approaching those found in
SMS had GADA epitope reactivity that was significantly
different to those in unselected GADA positive TIDM
patients and similar to that in patients with SMS.
Similarly, the presence of GADA subclasses other than
IgG1, which had previously been reported to be a specific
feature of GADA in SMS patients, was associated with
GADA titer in TIDM patients and was found in the
majority of TIDM patients with very high titer GADA.
These data suggest that the qualitative differences in
GADA  characteristics found between subjects are not
disease-specific but are a consequence of differences in
antibody titer.

This study provides comparative data from three
GADA positive disease groups and is the first that
attempts to determine whether GADA characteristics in
these groups are related to disease or titer. The findings
are that SMS and the APS-II patients are similar to those
previously reported, with a broad higher titer IgG
antibody response to multiple GAD65 epitopes throughout
the whole molecule [7]. Differences in GADA titers
between patients with TIDM and SMS are well noted
[7,14], and in this aspect, our findings are also similar to
previous reports. The GADA epitope differences that
were previously reported are also similar [7,9]. The novel
finding is that patients with TIDM and high titer GADA
also have broad responses that are similar to those in
SMS patients. The study used similar methods and
constructs to those previously reported, indicating that

the current findings are more likely due to the consid-
cration of fiter rather than methodological differences.
Other differences between GAD autoreactivity in patients
with TIDM and patients with SMS were reported at the
T cell level [9]. These are more likely to reflect
differences in HLA class II alleles between patients with
TIDM and those with SMS [20] which would lead to
generation and presentation of distinct GAD65 peptides to
T cells.

The implications of the findings are that the autoanti-
body determinants that are targeted on GAD6S are similar
between SMS/APS-Il-associated and TIDM-associated
humoral immune responses. This speaks for exposure to
similar antigen, but with distinct expansion or regulatory
control of the antibody responses in TIDM as compared to
SMS/APS-II. Although the study cannot exclude that there
are disease-specific epitopes within each of the major
epitope regions, it highlights the importance of considering
both titer and target when examining disease or prognostic
differences and emphasizes that the magnitude of the
response is the major difference between GAD auto-
immunity in neurological and T1DM-related pathologies.
This consideration is also highly relevant to recent reports
of antibody epitope and IgG subclass differences between
GAD antibody positive subjects who progress and do not
progress to TIDM [21,22]. Of relevance to TIDM is the
finding that the majority of GAD antibody positive
subjects with a genetic predisposition do not develop
TIDM and that neither titer nor epitope of the autoanti-
bodies is predictive of progression to TIDM [18]. These
findings are analogous to those of SMS or APS-II, where
around 50% of the GAD antibody patients do not develop
T1DM, regardless of GADA titer. Similarly, progression to
TIDM in all GAD antibody positive groups is strongly
associated with the additional presence of autoantibodics to
IA-2 [6,18,23].
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L'objectiu d’aquest treball era el desenvolupament d’un assaig per tal de poder
i quantificar els aacs contra epitops especifics de la molécula d’lA2, donat que
la seva deteccié és una ajuda important en la caracteritzacié de la progressio
de la T1D.

Per tal d'assolir aquest objectiu es van generar diferents constructes tot i
integrant sequencies peptidiques que contenien diferents epitops de la
molécula dins una sequéncia bacteriana codificant de la thioredoxin A (TrxA),
sequéncia modificada que conté un polilinker dins la zona del loop actiu que
sobresurt cap al solvent provocant aixi una eficient presentacio de I'epitop
insertat. Les sequéencies insertades van ser els epitops JM1 (aminoacids 609-
621), JM2 (aminoacids 619-631) i JM3 (aminoacids 609-631), aixi com I'epitop
MOG4o.55 que correspon al domini immunoglobulin-like de la proteina MOG
(myelin oligodendrocyte glycoprotein) utilitzat per a la validacié del
radioimmunoassaig de fase fluida. Per a la realitzacié d’aquest metode es
transcriuen i tradueixen in vitro aquests constructes en preséncia de *S-
methionine per tal de poder utilitzar les proteines generades com a antigens en
I'assaig d’'immunoprecipitacio.

El primer que es va realitzar va ser la validacioé del radioimmunoassaig epitop-
especific tot i utilitzant un model animal d’encefalitis al-lérgica experimental
(EAE) generat mitjancant la immunitzacio de ratolins C57BL/6 amb el péptid
corresponent als aminoacids 40 a 55 de la proteina MOG. Els anticossos contra

aguest epitop van ser detectats en 11 dels 12 animals utilitzats confirmant aixi
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I'eficiencia del métode per tal de detectar els anticossos contra epitops
especifics.

Posteriorment es va realitzar I'assaig amb mostres humanes. Es van utilitzar
sérums provinents d’una cohort de 113 pacients neodiagnosticats per T1D, dels
quals 89 tenien aacs contra la molécula d’lA2 (mostres previament
caracteritzades per la preséncia d’'acs contra la regié del JM d’lA2) aixi com
serums de 87 individus controls. Els aacs contra I'epitop 1A-2¢09-631 Van ser
detectats en 50 dels 113 sérums de pacients analitzats pero en cap dels
individus control. D’aquests 50 individus positius, 34 també reaccionaven contra
I'epitop 1A-2609-621 (JM1) i 33 contra I'epitop IA-2619-631 (JM2). Aquest assaig va
identificar un nou epitop, anomenat JM3, a partir de 7 sérums de pacients
neodiagnosticats de T1D, positius per I'epitop 1A-2609-631 PEr0 Negatius per a les
subespecies JIM1 i IM2.

Tot seguit es va voler comparar I'eficiencia d’aquest assaig amb un metode
d’ELISA que utilitzava I'epitop IA-2609.631 COM a antigen. El nou métode de
radioimmunoassaig epitop-especific va resultar més sensible que no pas
'ELISA utilitzat, ja que aquest darrer només detectava alguns dels sérums
positius per JM1 i IM3 pero cap dels positius per JM2.

La combinacié del radioimmunoassaig epitop-especific desenvolupat amb
estratégies de mutagenesi d’'un danic aminoacid de l'epitop 1A-2609.631 Va
permetre la identificacio dels diferents aminoacids implicats en la unio dels acs
contra JM2 i JM3 mostrant aixi les seves diferencies pel que fa als

requeriments d’unio residu-especifics.
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Els resultats d’aquest estudi demostren que la presentacio d’'un peptid petit que
codifica per un epitop complert a l'interior d’'una proteina neutra, tipus la TrxA,
€s un metode prou sensible per detectar especificament els diferents epitops
d’'una molécula. Per altra banda, aquest sistema permet I'aplicacié de I'analisi
mutacional que condueix a la identificacié dels residus clau per a la formacié

dels epitops i els subseqtients subtipus d’especificitats antigéniques.
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Autoantibodies, a hallmark of autoimmune disease, are directed against diverse antigens and
epitopes. This diversity aids in characterising disease progression and identifying disease-
associated autoantibodies. Here we aimed to develop a sensitive assay to detect and quantify
epitope-specific autoantibodies. We generated constructs to integrate known peptide epitopes
into the TrxA protein, and used these to in vitro synthesize radio-labelled proteins for a
radiobinding assay (RBA). This assay was first validated with an animal model using mice

Keywords: immunized with the MOG,,_ss peptide. Using type 1 diabetes-associated protein tyrosine
Autoantibodies : -

Antibody epitope phosphatase-like autoantigen IA-2 as a human model, we expressed IA-2 550 621, [A-2610_g31, OF
Immunoassay 1A-2400 31 peptide in the TrxA construct and used the RBA to test sera from 113 patients with

type 1 diabetes and 87 controls. Antibodies were detected to the [A-2509_537 epitope in 37 0f 113
patient sera and one control; 17 sera were reactive to the [A-2gp0_ 521 (JM1) epitope, and 16 to
the [A-2510 531 (JM2) epitope. Interestingly, a novel third epitope (JM3) was identified in 7 sera
that reacted to IA-2goe 31 but not the ]M1 and JM2 sub-specificities. An ELISA using [A-2g00-521
was less sensitive than the RBA, as it detected only some of the [M1 and JM3 antibody positive
sera and none of the JM2. Mutagenesis of single [A-2559 31 amino acids in combination with
the RBA showed that antibodies to JM2 and JM3 were highly diverse in their specific residue
requirements. Our strategy using in vitro synthesized antigens and the RBA was thus a highly
sensitive and versatile method to identify epitopes and quantify epitope-specific antibodies.
© 2008 Elsevier B.V. All rights reserved.

Type 1 diabetes
Epitope mapping

1. Introduction

Autoantibodies can differ markedly in their epitope speci-
ficity and these differences can have prognostic value. Differ-
ences in epitope specificity, for example, can be used to identify
progression of autoimmunity in type 1 diabetes via evidence of
spreading to new epitopes (Bonifacio et al, 1998; Kawasaki
etal., 1998; Hoppu et al., 2004). In some cases, epitope reactivity

Abbreviations: JM1, epitope corresponding to 1A-2ap0-621; JM2, epitope
corresponding to 1A-2g19-531; JM3, epitope corresponding to IA-2gp0-g21; RBA,
radiobinding assay; EAE, experimental allergic encephalitis; MOG, myelin
oligodendrocyte glycoprotein; TrxA, thioredoxin A

* Corresponding author. DFG research center and cluster of excellence for
Regenerative Therapies Dresden, Technische Universitat Dresden, Tatzberg 47/
49, 01307 Dresden, Germany. Tel.: +49 351 46340092; fax: +49 351 46340348,

E-mail address: ezio.bonifacio@crt-dresden.de (E. Bonifacio).

0022-1759/% - see front matter © 2008 Elsevier B.V. All rights reserved.
doi:10.1016j.jim.2008.04.005

can distinguish islet autoantibodies that are disease related
(Mayr et al, 2007), or associated with poor prognosis
(Achenbach et al, 20043a,b), from those that are not disease-
related. It is not straightforward, however, to identify epitopes
and quantify epitope-specific autoantibodies. An epitope
usually consists of relatively few amino acids arranged in a
spedific conformation that is determined by varying factors.
Some epitope conformations directly correspond to the linear
sequence of the protein autoantigen, whereas others depend on
the arrangement of amino acids in close proximity within the
autoantigen molecular structure, but not its sequence (Atassi
and Smith, 1978; Greenspan and Di Cera, 1999; Kim et al., 2007).
Currently, most methods to identify epitopes corresponding to
individual antibody specificity involve screening antigen frag-
ments, chimeric and mutant antigens, or peptide libraries
(Mackay and Rowley, 2004). Although these studies have
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Thioredoxin Insert aminoacids
s KERLAALGPEGAHGDTTPEYQDL IA-2 JM aa 609-631
| KERLAALGPEGAH 1A-2 JM aa 609-621

/S

YRSPFSRVVHLYRNGK

GAHGDTTPEYQDL IA-2 JM aa 619-631
MOG aa 40-55

Fig. 1. Amino acid sequences of antigen epitopes inserted within the active site loop of thioredoxin,

identified some autoantigen regions that induce antibody
responses, they have not usually provided assays that allow
specific measurement of antibodies to single epitopes (Savoca
et al,, 1991, Schwab et al,, 1993).

Radiobinding assays (RBA) have been used to obtain
sensitive measurements of islet autoantibody titre, and
radio-labelled in vitro synthesized recombinant antigen has
facilitated identification of immuno-reactive antigen regions
(Bearzatto et al., 2003). Here, we combined these two
techniques to detect and quantify autoantibodies to single
epitopes. As a model, we used the type 1 diabetes-associated
protein tyrosine phosphatase-like autoantigen 1A-2 in which
two contiguous linear epitopes are already known within
amino acids 611 to 630 (Bearzatto et al., 2002). We in vitro
synthesized radio-labelled proteins from constructs designed
to individually express these epitopes on a neutral backbone
protein, and then used RBAs to measure autoantibodies
directed against these epitopes in patients with type 1
diabetes. This system proved sensitive and versatile, allowing
quantification of epitope-specific antibodies and identifica-
tion of single amino acids involved in autoantibody binding.
Moreover, it enabled us to determine a novel disease-
associated epitope within IA-2.

2. Materials and methods
2.1. Constructs

As a neutral backbone protein to express and present short
epitope sequences, we used the bacterial thioredoxin A (TrxA)
coding sequence derived from the pHiTrx vector (Invitrogen,
Carlsbad, California) (Fig. 1). This modified thioredoxin possesses
a polylinker within its active site loop that protrudes into the
solvent and thus efficiently presents inserted epitope sequence.
The complete TrxA coding sequence was amplified using
oligonucleotides modified to introduce a Nco | restriction site
and two additional start codons upstream of the first TrxA ATG,
and a stop codon followed by a Sma | restriction site downstream
of the last TrxA residue. The amplified product was cloned into
corresponding sites of the pSPUTK plasmid vector (Stratagene),
which allows efficient in vitro transcription and translation from
the SP6 promoter due to the UTK gene untranslated leader
sequence and a Kozak initiation of translation consensus
sequence.

Epitope cDNA sequences were inserted within the active
loop of pSPUTK-TrxA by a PCR based mutagenesis strategy that
followed the Quickchange protocol (Stratagene). Briefly, for-
ward and reverse complementary primers (Table 1) were
designed to cover coding regions: IA-2 juxtamembrane region
aa 609 to 621 (epitope JM1), aa 619 to 631 {epitope JM2) and aa

609 to 631; and the immunoglobulin-like domain of the myelin
oligodendrocyte glycoprotein MOGla aa 40 to 55 (epitope
MOG.p.55) (Mendel et al., 1995). Each epitope specific primer
terminated with in-frame sequences corresponding to amino
acids of the TrxA loop. These oligonucleotides were used in a
PCR reaction using Pfu thermostable DNA polymerase to
amplify the whole pSPUTK-TrxA, introducing epitope
sequences within the loop. Template plasmid DNA was
removed by digestion with the restriction enzyme Dpn I, and
the PCRs products were transformed in XL1 Blue E. coli cells.
Several clones for each mutagenesis were analysed by
automated sequencing of plasmid DNA to verify that the inserts
corresponded to the correct in-frame chimeric TrxA-epitope
sequences.

Residues 619 to 631 of the TrxA-IA-2 aa 609 to 631 construct
(epitope JM2) were additionally subjected to alanine scanning,
using the Quickchange PCR based mutagenesis protocol, by
individually mutating each of the IA-2 codon residues to alanine.

2.2. Radiobinding assay

Purified plasmid DNA of our constructs was obtained by
Quantumprep spin column preparation (Biorad, Hercules,
CA), and in vitro transcribed and translated utilizing the TnT
SP6-coupled rabbit reticulocyte lysate system (Promega,

Table 1
Primers used in the study

TrxA Nco 1 5'=3'

CT ACC ATG GCC ATG AGG ATG AGC GAT AAA ATT ATT C

TrxA Sma 15'>3'

TCC CCC GGG TCA AGA CTA CAG GTT AGC GTC GAG AACT

1A-2 JM1-TrxA forward 5'>3'

CTG GCA GCC CTG GGG CCT GAG GGG GCC CAT GAG CTC GCG GCC GCG ATA
IA-2 JM1-TrxA reverse 5'=3'

AGG CCC CAG GGC TGC CAG GCG CTC CTT TCT GGC CGG CTG GGC CCA
1A-2 JM2-TrxA forward 5'>3'

GGT GAC ACT ACC TTT GAG TAC CAG GAC CTG GAG CTC GCG GCC GCG ATA
IA-2 JM2-TrxA reverse 5'=3'

AGG CCC GAC GGC TGC CAG GCG CTCCTT TCT GGC CGG CTG GGC CCA
IA-2 M1 + JM2-TrxA forward 5'=3'

CCT GAG GGG GCC CAT GGT GAC ACT ACC TTT GAG TAC CAG GAC

CTC GAG CTC GCG GCC GCG ATA

1A-2 JM1+JM2-Trx A reverse 5'>3'

ACC ATG GGC CCC CTC AGG CCC CAG GGC TGC CAG GCG CTC CTT TCT
GGC CGG CTG GGC CCA

MOG 4 _s5 forward 5'>3'

CCA TTT AGT AGA GTA GTA CAT TTA TAT AGA AAT GGA AAA GAG CTC GCG
GCC GCG ATA

MOG 4-55 reverse 5'>3'

TCT ATA TAA ATG TAC TAC TCT ACT AAA TCC ACT TCT GTA TCT GGC CGG
CTG GGC CCA
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Madison, W) in the presence of >*S-methionine (Amersham
Biosciences, Uppsala, Sweden), according to the manufac-
turer's instructions. Unincorporated *°S-methionine was
removed by gel chromatography on a NAP5 column (Amer-
sham Biosciences). SDS-PAGE and autoradiography were
used to verify that the molecular size of the translated
protein matched that predicted from the amino acid
sequence. For immunoassay, 2 pl of serum were added to
25 ul of 20 mM Tris-HCl pH 74, 1% Tween 20 (TBST)
containing 20,000 cpm of labelled recombinant protein in
wells of a 96-well plate (Beckman, Fullerton, CA) and
incubated overnight on ice. Immune complexes were
recovered by adding 1 mg of protein A-Sepharose (Amer-
sham Biosciences) to human serum or 4 pl protein G-
sepharose to mouse serum (Amersham Biosciences), pre-
swollen and resuspended in 50 ul of TBST, then incubated for
1hat4 °Cwith shaking. The beads were then washed 5 times
with 800 pl of PBST and centrifuged at 600 g for 3 min to
pellet beads between washes. After washing, the beads were
transferred in 100 pl of TBST to a 96-well Optiplate (Perkin-
Elmer, Waltham, MA), 150 pl of Microscint-40 (Perkin-
Elmer) was added and the plates were shaken for 30 min
followed by counting for 5 min in a TopCount ( Perkin-Elmer)
scintillation counter to measure recovered cpm.

For competition of binding to radio-labelled TrxA-1A-2
chimeric proteins, unlabelled TrxA-1A-2 chimeric proteins
were expressed by in-vitro transcription and translation in
the presence of non radioactive methionine, according to the
TnT kit manufacturer's instructions. The amount of compe-
titor necessary for efficient competition was determined in
titration experiments using serial dilution of cold antigen to
compete sera with specific reactivities. Non specific binding of
human sera to the TrxA backbone was competed using 2.5 nl
of a bacterially expressed TrxA protein cloned in the pTrcHis
vector (Invitrogen, Carlsbad CA, USA).

2.3. Peptide ELISA

A peptide corresponding to [A-2 juxtamembrane region
amino acids 609 to 631 was synthesised (Primm, Milano Italy)
and then conjugated to BSA. Briefly, peptide and BSA, at a ratio
of 1 mgof peptide to 3 mg of BSA, were incubated for 2.5 hinthe
presence of 0.1% glutaraldehyde, followed by addition of glycine
(200 mM final concentration) and dialysis overnight against
PBS. Maxisorp™ 96-well polystyrene ELISA plates (Nunc AJS,
Roskilde, Denmark) were coated with the equivalentof 1 pg of
peptide per well overnight at 4 °Cin carbonate buffer pH 9.5 and
then blocked with 1% BSA in PBS. For the ELISA assay, 100 ul of
diluted sera {1/1000 in 0.1% BSA, 0.05% Tween-20, PBS (PBST))
were added to the wells and the plates incubated overnight at
4 °C, washed 6 times with 200 pl PBST, incubated with an HRP-
conjugated second antibody diluted 1/2000 in PBST for 1 h at
room temperature, washed 6 times with 200 pl PBST and
developed with o-phenylenediamine solution in citrate buffer
pH 5.

2.4, Sera and antibodies
Serum samples obtained at onset of type 1 diabetes from 113

patients recruited at the San Raffaele Hospital, Milan, ltaly were
included (64 males; mean age, 1045 years; range, 1-35 years).

Of these, 89 were 1A-2 antibody positive. Sera were previously
classified as positive or negative for antibodies to the JM region
of 1A-2 (Bearzatto et al., 2002 ). Sera from 87 Italian non-diabetic
IA-2 antibody negative control subjects (50 males; mean age,
5 years; range, 0.1-11 years) obtained from children without
diabetes or a family history of diabetes presenting at the San
Raffaele Hospital paediatrics department were also included.
The monoclonal antibody 76F directed against the [M2 epitope
(Piquer et al., 2006) and serum from a type 1 diabetes patient
previously characterised as positive for antibodies against the
JM1 epitope were used as positive controls.

For experiments involving the Myelin Oligodendrocyte
Glycoprotein (MOG)40.55 epitope, we used serum samples
from 12 female C57BL/6 mice. Four to six week old mice were
immunized with incomplete Freund's adjuvant (IFA; Difco,
Detroit, MI) supplemented with 4 mg/ml Mycobacterium
Tuberculosis (strain H37Ra; Difco) and 200 mg MOG40-55
(Roche Milano Ricerche, Milano, Italy) peptide followed by
intraperitoneal injection of 500 ng of pertussis toxin (Sigma,
St. Louis, MI) the same day and 48 h later. Sera were collected
atday 1, 7,17, 27, 35, and 43 post-immunization.

3. Results

3.1. Validation of the epitope-specific RBA in EAE immunization
model

To test the epitope-specific RBA, we used a well estab-
lished experimental allergic encephalitis (EAE) mouse model
in which C57BL/6 mice are immunized with a peptide
corresponding to amino acid residues 40-55 of MOG. Serum
reactivity at sequential time points after immunization with
MOG,q_55 peptide was tested in 12 mice by radiobinding with
a MOGyq_ss TrxA chimera (Fig. 2). A rise of antibody titres
above pre-immune levels was detected in 11 mice from two
weeks after immunization. Antibody titres as detected by
radiobinding increased in the majority of mice until the
follow-up ended seven weeks post immunization. These
results confirmed our ability to determine antibody levels to
specific epitopes using the RBA.
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Fig. 2. Epitope specific RBA for immunization peptides. Serum antibody
binding (cpm; y axis) detected with the MOGaq_s5 epitope specific RBA in 12
mice at sequential time points after immunization with MOG4_s5 peptide
(days; x axis).
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3.2, The RBA detects antibodies to IA-2 JM TrxA chimeric
proteins

Thetype 1 diabetes autoantigen IA-2 was used to determine
the utility of the epitope-specific RBA in human autoimmunity.
Binding above the 99th centile of the control sera was observed
in 37 (34%) of 113 patients for the IA-2 JMgpg_s31 TrxA chimeric
protein, 17 (15%) of 113 patients for the 1A-2 [Mspg_g21 TrXA
chimeric protein, and 16 (14%) of 113 patients for IA-2 [Mg5_531
TrxA chimeric protein (Fig. 3A). All positive patient sera were
confirmed using whole intracellular 1A-2/IA-2R chimeras with
competition as previously described (data not shown). Binding
above background to IA-2 ]M TrxA chimeric proteins was
observed in 3 of 87 control subjects (Fig. 3A). All three control
sera bound each of the constructs with similar cpms, suggesting
that they were directed against the TrxA backbone of the
chimeric proteins. In support of this, competition with cold TrxA
protein completely inhibited binding to 1A-2 M TrxA chimeric
proteins in these sera (Fig. 3B). In contrast to the control sera,
binding to the IA-2 JMgpa_g31 TrXA chimeric protein was not
abolished by addition of cold TrxA protein in all 37 positive
patient sera (Fig. 3B). Thus, this RBA strategy is feasible for
investigating human autoimmunity.
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Fig. 3. Epitope specific RBA for autoantibodies. A. Serum antibody binding
{cpm; y axis) detected by epitope specific RBAfor IA-2 [Meoo-621-, 1A-2 [Mg1a-
6317 07 1A-2 JM g00_g3;-TrxA chimeric proteins in patients with type 1 diabetes
{filled symbols) and contrel subjects {open symbols). Threshold correspond-
ing to the 99th centile of controls is shown as a dotted line. B. Binding {cpm: y
axis) without (filled symbols) and with (open symbol) competition by cold
TrxA protein in sera from patients with type 1 diabetes (diamonds) and
control subjects (circles).

3.3. IA-2 M epitope groups

Consistent with previous data using complete intracellular
IA-2/1A-2beta chimeras (Bearzatto et al., 2002), in patients
tested with competition with cold TrxA protein most positive
samples bound the long IA-2 |[Mgoa-s31 TrxA chimera plus one
of the two short chimeras (Fig. 4A). 14 patients had antibodies
that bound both IA-2 JMgpg_g3 TrXA and 1A-2 [Mgpg_g21 TIXA
chimeric proteins, but not 1A-2 JMg,q_g3: TrxA, consistent with
antibodies to the M1 epitope; a further 11 samples showed
binding to [A-2 |Mgog-631 TrxA and 1A-2 JMgio.631 TrxA
chimeric proteins, but not 1A-2 JMspa-s21 TrxA, consistent
with antibodies to the JM2 epitope. In two of these patients
(#29, #30), binding was markedly higher for the longer 1A-2
JMgpo_31 TrxA chimeric protein, suggesting the presence of
antibodies that bind to epitopes better expressed in the
longer construct. Antibodies from 3 patients (#26, #27, #28)
bound all three constructs, consistent with being directed
against both JM1 and JM2 epitopes. Surprisingly, we found
that sera from a further 7 patients only bound [A-2 [Mgpq_s31
TrxA protein. This novel finding suggests the presence
of antibodies to an epitope that crosses the 1A-2509-62¢ and
IA-26149 631 boundaries (designated JM3) (Fig. 4B). In total, we
detected antibodies to three specific epitopes, designated JM1,
JM2 and JM3, using the RBA.

3.4. Comparison of ELISA and the RBA antibody epitope
detection

A peptide ELISA was performed to compare the efficiency
of ELISA vs the RBA at detecting antibodies to JM specific
peptide epitopes (Fig. 5A). The peptide ELISA identified
binding that was above background in sera from 3 of 6
patients positive for antibodies to the JM1 epitope, 1 of 6
patients positive for antibodies to the JM2 epitope, and 1 of 4
patients positive for antibodies to the M3 epitope. Interest-
ingly, competition with this peptide in the IA-2 JMgpg 531
TrxA chimeric protein RBA was consistent with the ELISA
results, showing inhibition of binding for the three ELISA
positive M1 antibody sera and the one ELISA positive serum
against the |M3 epitope, but not ELISA negative sera with
antibodies to the M1 and JM3 epitopes (Fig. 5B). None of the
sera positive against the JM2 epitope was inhibited with cold
IA-250063:1 peptide. In contrast, binding of patient sera to the
IA-2 [Mggo_s31 TrxA chimeric protein was readily inhibited
with the relevant 1A-2 JM TrxA chimeric proteins (Fig. 5C).
These data indicate that conformational differences exist
between the peptide and the epitope presented in the TrxA
loop or the whole intracellular protein, and that there is
diversity in antibody binding to small peptides.

3.5. Mutagenesis epitope mapping using the RBA strategy

Mutagenesis of the IA-2 JMggg_g3; TrxA chimera con-
firmed that individual sera bind different epitopes within the
JM2 and JM3 clusters (Fig. 6). Mutagenesis of residues 621,
622, 625, 626, 627, and 630 abolished binding of all four
tested sera containing antibodies to the JM2 epitope.
Additionally, mutagenesis of residues 619, 624, 628, and
631 distinguished different patterns within these four sera.
Reactivity to the mutagenized IA-2 JMgos_s31 TrxA chimeras
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Fig. 4. Distinction of antibodies to 1A-2 JM1, JM2, and JM3 epitopes by RBA. A. Autoradiography after SDS-PAGE of radiolabelled TrxA IA-2 JM chimeric proteins
immunoprecipitated with patient IA-2 antibody positive sera: binding to the JM3 epitope (serum 1) JM1 epitope (serum 2), JM2 epitope {serum 3), or the IA-2 FTP
domain (serum 4). B. Binding (cpm; y axis) to 1A-2 Mspo g21-{dotted columns), IA-2 JMgo_gzq-(hatched columns), and 1A-2 M gyo_gs;-(filled columns) TrxA
chimeric proteins defines patients with reactivity against the JM1 epitope alone (sera 1-14), the JM2 epitope alone (sera 15-25), J]M2 and JM3 epitopes (sera 29—
30), or the JM3 epitope alone (sera 31-37). Binding was performed in the presence of TrxA protein.

in the sera with antibodies to the JM3 epitope was markedly
different to that of antibodies to the JM2 epitope. Moreover,
reactivity was heterogeneous between sera positive against
the JM3 epitope. Mutagenesis of residues 621 and 623
markedly reduced binding in one serum, whereas in the

other serum binding was abolished by mutagenesis of
residues 619, 623, 624, 627 and 628, and reduced by
mutagenesis of residues 621, 630 and 631. For antibodies to
the JM1 epitope, mutagenesis of residue 619 abolished
binding to the IA-2 JMsoo-as1 TrxA chimera. Thus the RBA
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can be used in combination with mutagenesis epitope
mapping.

4. Discussion

Here we used recombinant DNA expression of antigen in
combination with a RBA to quantify antibody reactivity to
single epitopes. This work is proof of principle that presenting
a small peptide encoding a complete epitope in a neutral
backbone protein, such as TrxA, is a sensitive method to
detect autoantibody specificity. Moreover, the method is
amenable to mutational analysis that allows identification of
residues critical for epitope formation and further sub-typing
of antibody specificities.

Two factors were considered critical for our method. First,
peptide corresponding to the epitope was expressed within a
backbone frame that facilitated exposure of this protein in a
conformation that was recognisable by antibodies. The TrxA
backbone protein was used here, but other backbone proteins
are likely to be applicable. Of note, sera from a few control
subjects appeared to have weak binding to the backbone
protein that could be inhibited by cold TrxA protein. Thus it is
important to confirm binding specificity through a competition

experiment using non-epitope containing protein. The second
critical factor was the use of liquid phase binding with radio-
labelled protein. Combined with peptide insertion into a
relatively inert backbone protein, use of the liquid phase RBA
format enabled sensitive detection of antibodies to specific
linear epitopes. Importantly, comparison to the ELISA peptide
format showed clear differences. The ELISAwas unable to detect
antibodies to the [M2 epitope, and only detected some of the
JM1 and JM3 epitopes, indicating the likely existence of
conformational differences in the peptide due to the method
of presentation. Additionally, we expect that the RBA format is
more permissive to conformational adjustment relative to
antibody binding architecture.

With respect to autoantibody responses to the 1A-2 JM
region in type 1 diabetes, our study shows even higher
heterogeneity within a small antigenic region than previously
demonstrated (Bearzatto et al., 2002). First, we identified a
novel third epitope cluster that appears to span the previously
defined JM1 and JM2 boundaries. Second, mutagenesis
showed that between patients there were numerous small
differences in the amino acids within epitope clusters that
were required for efficient autoantibody binding. It is likely
that these differences reflect natural permutations resulting
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from clonal maturation of B cell responses, as well as the
heterogeneity of antibody specificity within each patient fora
given epitope cluster.

In summary, we propose a sensitive assay format that can
be employed to quantify antibodies to single epitope clusters.
Here, this assay proved to be very effective at quantifying
antibodies to so-called linear epitopes, and was adapted to
amino acid epitope mapping by relatively simple mutagenesis
experiments. Future testing is required to determine the
applicability of this format to detect antibodies to conforma-
tional epitopes.
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Discussi6

5.Discussio

Diversos estudis han associat la presencia d’autoanticossos contra l'illot amb el

desenvolupament de la T1D %%

L’aparici6 d’aacs contra un o meés dels
autoantigens coneguts associats a aquesta malaltia (GADG65, IA2 o IAA) és el
senyal del procés patogénic autoimmune de mort B cel-lular. De fet, I'atac
contra la cel-lula B pot ser detectat per la preséncia d’aacs depenent dels
factors de risc associats al genotip, l'isotip i el subtipus dels aacs aixi com la
seva especificitat respecte els epitops. Tot i que un estudi recent publicat per
Strollo i col-laboradors suggereix que incloure la determinacié d’acs contra la
molecula d’insulina oxidada respecte els IAA que mesuren aacs contra la
molecula nativa, millora I'avaluacié del risc i la precisié de la prediccido a
desenvolupar T1D en una poblacié de nens positius per acs standarts contra
lillot 3°2 i que alguns estudis estudien la possibilitat que la determinacié d'acs
contra ZnT8 pugui substituir la determinacié contra IAA, GAD65 i IA2 com a
valor predictiu per al desenvolupament de la T1D 3% fins ara la preséncia
d’anticossos contra la molecula d’'lA2 implica un risc mes elevat pel
desenvolupament de la T1D que no pas la sola preséncia d'aacs contra GAD
i/o IAA. Aguest fet implica una possible relacié causal d’aquesta molécula en el
desenvolupament de la malaltia. La manca d'informacié respecte la funcio
d’aquesta molécula aixi com els pocs recursos existents per a la realitzacié
d’estudis dirigits a conéixer la funcié i regulacid6 d’aquesta proteina ens va

portar al desenvolupament del treball que porta per titol “Monoclonal antibody

76F distinguishes IA2 from IA23 and overlaps an autoantibody epitope”. En
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aguest treball es descriu I'obtencié de dos acs monoclonals el 76F i I'A9 que
reconeixen la molécula d’lA2 exclusivament i les molécules d’1A2 i IA2,
respectivament. Un altre treball més recent publicat per Takeyama i
col-laboradors mostra I'obtenci6 de dos nous acs monoclonals contra la
molécula d’lA2 anomenats SK1 i CC20 amb una especificitat d’epitop pels
residus 446-479 i 696-745, respectivament .

El 76F reconeix la forma nativa i desnaturalitzada de la molécula d’l1A2 d’origen
huma i muri (rata i ratoli) i té una especificitat d’epitop pels residus 626-630
(FEYQD) que es troben en la regi6 de juxtamenbrana de I'lTA2 huma i muri pero
no a la de I'lA2B. Aquesta regi6 per la seva banda correspon a un epitop linear
trobat en anticossos de pacients afectes de T1D (JM2), la unié dels quals a
I'lA2 es veu inhibida per la preséncia del 76F.

L'obtencié d’aquest ac ens porta a la realitzacié de I'objectiu Il d’aquesta tesi
gue es basa en la seva utilitzacid en treballs per a la deteccié d’epitops
especifics en la TD1 i en estudis funcionals.

Pel que fa a l'autoimmunitat, el 76F ha estat utilitzat en diversos treballs per a la
deteccid d’epitops especifics en la TD1. De fet, un analisi realitzat en el nostre
grup demostra com la presencia del residu 626 és critica per la unié de l'ac
anomenat JM2 que reconeix I'epitop 621-630 de la molécula d’lA2. La
superposicié del 76F amb epitops reconeguts per acs relacionats amb la
diabetis el fan un bon candidat per tal de ser utilitzat en assaigs per detectar
acs epitop especifics mitjancant desplacament de I'ac monoclonal %’. Un
treball que forma part daquesta tesis “Two distinctly HLA associated
contiguous linear epitopes uniquely expressed within the IA-2 molecule are

major autoantibody epitopes of the diabetes-specific tyrosine phosphatase like
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protein autoantigens” també utilitza el 76F. Els epitops JM (epitops IM1(1A2611-
620) | IM2 (IA2621-630)) SON reconeguts pel 67% dels subjectes afectes per TD1
positius per acs contra la molecula d’'lA2 i els familiars positius per aquests acs
tenen un risk de més del 50% a desenvolupar T1D en 6 anys fins i tot en
abséncia de genotips HLA associats a T1D. La inhibici6é de la unié del 76F a la
molecula d’'lA2 és altament especifica per part dels serums que contenen acs
contra I'epitop JM2 (1A2621-630) | permet diferenciar els serums que contenen
acs que reconeixen l'epitop adjacent JM1(IA2611.620). Els sérums amb acs
contra epitops distants tampoc no inhibeixen la unié del 76F a I'lA2. Per altra
banda, les diferencies detectades en I'habilitat dels diferents serums amb
anticossos contra I'epitop JM2 per inhibir la unid6 del 76F a I'lA2 estan
directament relacionades amb el titol d’anticossos contra la molécula d’'lA2
d’aquests sérums i amb les diferencies en els residus de I'epitop JM2 dels
diferents pacients (observacions del nostre grup no publicades). Tot i que
existeixen diferents assaigs per tal de diferenciar els acs especifics per alguns
dels epitops d'lA2 els resultats d’aquest treball demostren que es possible
desenvolupar noves metodologies que utilitzin acs monoclonals dirigits a
regions d’autoepitops per tal de diferenciar aacs que reconeixen epitops
adjacents. Aquest fet és important per tal de poder fer una monitoritzacié del
procés d’'autoimmunitat, factor important ja que s’ha demostrat que la
progressio i gravetat d’'una malaltia estan sovint relacionades amb el
desenvolupament d’aacs contra epitops nous 3** o especifics 3%. Aquest fet
també es important per tal de poder monitoritzar terapies que estiguin
associades amb el desenvolupament de nous processos d’autoimmunitat. El

mateix estudi conclou que la preséncia d’Acs contra un d’aquests dos epitops
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€s matuament excloent de l'altre; Es van trobar acs JM2 i no JM1 en familiars
amb genotips HLA DR3/4, DR4/13 o DR1/4 i es demostra com la unié dels
aacs a I'epitop JM2, pero no a I'epitop JM1, va afectar notablement la proteolisi
de la molécula d’'lA2.

En aquest punt cal destacar que un article publicat a Diabetes el juny d’aquest
any identifica acs contra una variant de la molecula d’'l1A2, I'lA2var, que té tres
substitucions aminoacidiques (Cys?’, Gly®*® i Pro®) respecte la molécula
complerta. Es van analitzar els aacs contra IA2var en 1686 familiars de primer
grau de pacients amb T1D provinents de I'estudi anomenat TrialNet Pathway to
Prevention Study i la preséncia d’aquests es va relacionar amb una progressio
accelerada cap al desenvolupament de la T1D en aquells individus positius per
GADSG6S5 i/o insulina, perd negatius per IA2 en els tests standarts. A més a més,
els familiars positius per aacs contra IA2var i per a un dels aacs utilitzats en els
assaigs tradicionals i amb [I'haplotip d'alt risc HLA-DRB1*04-DQB1*03:02
debuten rapidament. EI modelatge molecular de la molécula d’'lA2var prediu
gue la variacié6 genomica dels tres aminoacids indueix canvis en l'estructura
tridimensional que podria provocar el desenmascarament d’epitops en el
domini extracel-lular de la molécula. Aixi aquest estudi suggereix que la
presencia d’aquests aacs identificaria subjectes amb alt risc per desenvolupar
la malaltia que podrien participar en estudis de prevencié i que tenen un sol aac
en els screenings standarts, de manera que sense la determinacié dels aacs
contra aquesta variant de la molécula serien classificats com a familiars amb

“baix risc” per al desenvolupament de la T1D *°°,
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El 76F també ha estat utilitzat com a control positiu en el desenvolupament

' com és el cas de

d'assaigs per detectar aacs contra epitops especifics *°
I'article “Radiobinding assay for detecting autoantibodies to single epitopes” que
forma part d’aquesta tesis i en la caracteritzacio de I'abs monoclonal huma 96/3
mitjancant assaigs de mutagénesis dirigida 2.

L'lA2 és una molécula involucrada en els processos de secrecié de la

189-191.193 "E|s mecanismes pels quals la cél-lula f aconsegueix mantenir

insulina
una reserva constant de granuls de secrecié s6n encara desconeguts. Es
coneix que IA2 és una proteina intrinseca de membrana dels granuls de
secrecio el domini citosolic de la qual s'uneix a la B2-sintrofina, a la proteina
associada a la F-actina i pateix un tall per la p-calpaina (residus 658-659) en el
seu domini citoplasmatic que genera un fragment anomenat ICA512-CCF
(residus 659-979) que es dirigeix cap al nucli i regula positivament la
transcripcié de gens dels granuls com la insulina i el seu propi gen. Per altra
banda, 'lCA512-CCF també pot dimeritzar amb la molécula intacta d’lA2 dels
granuls desplacant la B2-sintrofina i provocant un augment de la mobilitat dels
granuls i de la secreci6 dinsulina. La funcié d’lA2p3, molécula altament
homologa a IA2 en el seu domini citoplasmatic, és menys coneguda. Aixi
doncs, eines per poder distingir IA2 d’lA2f3, aixi com diferents regions d’'lA2 son
molt atils a I'hora d'estudiar les funcions d’aquestes dues proteines. En el
moment de la realitzacid d’aquest treball hi havia poques eines per a la
deteccio d’'lA2 i d’IA2pB i la majoria eren anticossos policlonals que reconeixien
ambdues proteines o anticossos péptid-especifics. Existia un ac huma (96/3)
obtingut a partir de una linia cel-lular B d'un pacient afecte de TD1

transformada amb EBV 3% perd aquest ac s'unia a un epitop conformacional
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compartit pel domini PTP de les molécules d’1A2 i IA2[ representat pel motiu
NXEXX(AA aromatic)XXG que inclou els residus N8 E®° i F™®° El 76F té un
requeriment d’epitop minim (AA aromatic) X (AA aromatic) (Q/N/C/M/H/P),
sequéncia conservada a la regi6 de juxtamembrana propera a la regi6 de tall de
la u-calpaina de la molécula d'lA2 de ratoli, rata i humans que no es troba
conservada en la molécula d’'lA2p per la manca d’'un AA aromatic al principi del
motiu. Aixi, el 76F pot distinguir entre les molecules d’1A2 i d’lA2p aixi com
entre la molecula intacta d’lA2 i la molécula d'lA2 que ha estat tallada per la p-
calpaina i que per tant, ha perdut el seu domini citoplasmatic. Aquest darrer fet
és molt interessant a I'hora de realitzar estudis funcionals. En aquest sentit,
també és important la generaci6 de l'ac CC2 per part de Takeyama i
col-laboradors en un estudi publicat I'any 2009 que reconeix especificament la
molécula d’lA2 entre els residus 696 i 745 i que per tant permetria distingir i
localitzar el domini citoplasmatic de la proteina generat pel tall de la
u-calpaina .

El 76F ha estat utilitzat en diversos treballs de caracteritzacié funcional i
regulacio de I'expressio de la molecula d'lA2.

Roberts i col-laboradors van utilitzar aquest ac monoclonal en l'estudi de
'expressié de la molécula d’lA2 durant el desenvolupament dels illots

pancreatics %,

En aquest treball es demostra mitjancant técniques
d'immunohistoquimica com I'expressi0 dIA2 es detecta durant el
desenvolupament fetal del pancrees de rata només en les estructures tipus illot
positives per insulina i glucagé i negatives per PDX1 en el dotzé dia de

gestacid. Aquest mateix estudi va detectar un increment de la reactivitat per IA2

en els illots de rates neonatals des de nivells molt baixos en el dia 1 de vida fins
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a nivells moderats en el dia 10, nivells que augmenten considerablement en els
illots de rates adultes on s’observa una expressié heterogénia en tots els tipus
cel-lulars de lillot. Per demostrar aquest darrer punt el 76F és I'eina utilitzada
tant en les tecniques d'immunohistoquimica com en la realitzacié dels western
blots corresponents.

Un altre treball on s'utilitza el 76F és un dels articles que forma part d’aquesta
tesis i que porta per titol “Different regulated expression of the tyrosine
phosphatase-like proteins IA-2 and phogrin by glucose and insulin in pancreatic
islets” on s’estudia la regulacié de I'expressié de la molécula d'lA2 en illots
humans i de rata '®*. L'objectiu d’aquest estudi és definir els efectes de la
glucosa i la insulina en la regulacié de I'expressio als illots pancreatics de les
molécules d'l1A2 i IA2f aixi com investigar la relacio d’ambdues molecules amb
la secreci6 d’insulina. L’estudi demostra com existeix un increment en
I'expressié d’'lA2 en lillot (estudis realitzats a 1, 5 i 10 dies del naixement),
augment especific ja que no es detecta en els nivells d’'l1A2[3, els nivells de la
gual es mantenen estables des del naixement. Amb la finalitat de trobar la
causa d’aquest increment es van realitzar estudis de secrecié d'insulina amb
glucosa i amb estimuladors i/o bloquejants de la secrecié que demostren com
la insulina és un regulador important de I'expressié de la molecula d'lA2 i el
mediador dominant dels efectes estimuladors de la glucosa en els nivells d’'1A2
de l'illot in vitro. Aques treball demostra una regulacié d’'lA2 a nivell de RNA
missatger per part de la glucosa i una concentracié elevada d’AMPc aixi com
un efecte de la insulina sobre els nivells proteics d’lA2 mitjancant I'estimulacié

de la biosintesi de la proteina.
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Els experiments de pulse-chase, per la seva banda, indiquen que la degradaci6
de I'lA2 és lenta a baixes concentracions de glucosa i que no es veu
influenciada en preséncia de insulina.

El 76F és I'eina metodologica mitjancant la qual es quantifica la presencia d’'lA2
en illots de rata de diferents edats mitjancant western blots. En aquest punt és
important la utilitzacio del 76F ja que la seva especificitat per la molécula d’'lA2
permet estudiar I'expressi6 d’aquesta molécula tot i comparant-la amb
I'expressid d’lA2B3. Aquest treball també quantifica mitjancant western blot tot i
utilitzant el 76F com a anticés primari els efectes de la glucosa i de diferents
agents com la tolbutamida, el IBMX, la forskolina, el PMA, la insulina, el IGF,
I'anticos contra el receptor de la insulina i la diazoxida sobre I'lA2 a nivell
proteic. Per tal d’estudiar la regulacié post-transcripcional de la molécula d’'lA2
aquest estudi també utilitza el 76F en estudis de marcatge metabolic en illots
de rata aillats.

L'objectiu 1l d’aquesta tesis es basa en l'estudi de diferents aspectes de la
resposta humoral especifica contra les molécules de GAD i IA2 (reconeixement
de diferents epitops i/o subclasses) en la T1D. Dins d’aguest objectiu es
desenvolupen dos punts concrets, la determinacid d'un possible patro
diferencial de resposta contra la molecula de GAD en individus afectes de
diabetis T1D respecte altres malalties autoimmunes aixi com la identificacio
molecular dels epitops més rellevants i immunogénics especifics per a la
molecula d’lA2 en individus afectes de T1D i el desenvolupament d’'un métode

guantitatiu prou sensible per mesurar la seva prevalenca.
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Per respondre la pregunta sobre la possible existencia d’'un patré diferencial
contra la molécula de GAD en individus afectes de T1D respecte individus
afectes d'altres malalties autoimmunes com el sindrome de Stiff man o el
sindrome poliendocri autoimmune de tipus Il (APS-Il) varem desenvolupar una
serie d’experiments de I'execucié dels quals varem obtenir els resultats que es
mostren en larticle “Humoral autoimmune responses to glutamic acid
decarboxylase have similar target epitopes and subclass that show titer-
dependent disease association”. Per realitzar aquest estudi es van utilitzar
mostres de pacients afectes de les tres patologies i en el cas dels pacients
afectes de T1D es van fer dos grups, un d’ells amb pacients positius per GAD
seleccionats aleatoriament i I'altre amb individus positius per GAD seleccionats
en base a un alt nivell de reactivitat contra aquesta molécula (> 1000 unitats).
L’analisi dels resultats va confirmar la diferencia previament descrita en la
resposta autoimmune contra la molécula de GAD entre els pacients afectes de
T1D i SMS %3 perp aquesta diferéncia en la reactivitat contra els diferents
epitops i en subclasses de IgG és deguda a la marcada diferéncia existent pel
que fa als nivells d’acs contra la molécula de GAD entre aquests dos grups.
Aixi, la preséncia de tipus de subclasses diferents a IgG1 que fins al moment
era considerada una caracteristica especifica dels pacients afectes de SMS, ha
estat associada a la majoria dels pacients afectes de T1D amb una alta
reactivitat contra la molecula de GAD. Els resultats indiquen que la prevalenca
incrementada dels acs de subclasses 1gG2, IgG3 i IgG4 detectada en els
pacients afectes de SMS és un efecte secundari degut a I'alt titol d’acs d’aquest

grup ja que el patr6 de reconeixement de les diferents subclasses és similar
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guan es comparen amb els altres grups de pacients seleccionats en base a un
titol d’acs semblant.

De la mateixa manera, els pacients afectes de SMS tenen una amplia
reactivitat contra la molécula de GAD que inclou aacs contra els epitops que
s’expressen a I'extrem NH; terminal i contra la molécula de GAD67, mentre que
en el cas dels pacients afectes de T1D només tenen aacs contra aquests
epitops aquells que tenen un alt titol d’aacs contra la molécula de GAD.

Els resultats del nostre treball indiquen que les diferéncies qualitatives descrites
per altres autors no sén especifiques del tipus de malaltia sin6 que sén una
conseqguencia de les diferéncies existents pel que fa als nivells d’acs, idea que
ja havia estat suggerida per alguns autors 32, Aixi doncs, la possible existéncia
d'un patré humoral especific de resposta contra la molécula de GAD en les
diferents patologies analitzades quedaria descartada.

En aquest punt seria interessant destacar els resultats obtinguts per Wyatt i
col-laboradors en un estudi publicat I'any 2018 on degut a que l'extren N-
terminal de la molécula de GADG65 contribueix poc als epitops reconeguts pels
aacs contra la molécula associats a la T1D i que un treball previ del mateix grup
demostrava una major especificitat per la malaltia en els assaigs de
radioinmunoassaig de la molécula truncada GAD65(96-585) respecte la
molécula sencera es va crear un nou constructe, la molecula truncada
GADG65(143-585) per tal dintentar millorar I'especificitat de l'assaig. Els
experiments realitzats amb aquest nou constructe demostren una millora de I
especificitat de I'assaig tot i que no afecta la sensibilitat d’aquest, de manera
gue els familiars dels pacients amb T1D positius pels constructes truncats

tenen un risc més elevat de desenvolupar T1D en 15 anys que no pas aquells
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que només sén positius per la molécula sencera *'°. Adicionalment, un estudi
realitzat per Achenbach i col-laboradors utilitzant la molécula truncada de
GADG65(96-585) en pacients afectes de diabetis autoimmune latent de lI'adult
(LADA) demostra com la preséncia d’aacs contra la molécula truncada en
aguests individus s’associa amb el fenotip clinic de la T1D autoimmune i amb
un increment de la necessitat de tractament amb insulina 3'°.

Aixi, aquest nou radioimunoassaig amb les molécules truncades es podria
també aplicar al nostre estudi per tal de seguir analitzant possibles diferéncies
gualitatives entre ambdues malalties no detectades anteriorment amb les
metodologies aplicades.

Dins del darrer objectiu d’aquesta tesis s’inclou el treball “Radiobinding assay
for detecting autoantibodies to single epitopes” on es desenvolupa un metode
quantitatiu per tal de poder mesurar la prevalenca dels epitops meés rellevants i
immunogenics especifics per a la molécula d’'lA2 en individus afectes de T1D
donat que la seva deteccié podria esdevenir una ajuda important en la
caracteritzacio de la progressié de la T1D.

Per tal d’assolir aquest objectiu es van generar diferents constructes integrant
sequéncies peptidigues que contenien diferents epitops de la molecula d’'lA2
dins una sequencia bacteriana codificant de la thioredoxin A (TrxA), seqiencia
modificada que conté un polilinker dins la zona del loop actiu que sobresurt cap
al solvent provocant aixi una eficient presentacio de I'epitop insertat i es va
convinar aquest meétode d'expressi6 de DNA recombinant amb el
radioinmunoassaig. Aquest nou métode no només és un métode prou sensible
per a la detecci6 d’aacs contra epitops linears especifics, sind que a més a més

accepta un analisis mutacional que permet la identificacid de residus critics en
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la formacié dels epitops i demostra que entre pacients existeixen un gran
nombre de diferéncies en els aminoacids que formen part dels clusters
d’epitops que sén necessaries per una unié eficient dels acs. El treball també
identifica un tercer epitop JM3, que es troba entre les fronteres dels constructes
|A2600-621 | |A2619-631.

Els resultats d’aquest estudi demostren que la presentacio d’'un peptid petit que
codifica per un epitop complert a l'interior d’'una proteina neutra, tipus la TrxA,
€s un metode prou sensible per detectar especificament els diferents epitops
d’'una molécula. Per altra banda, aquest sistema permet I'aplicacié de I'analisi
mutacional que condueix a la identificacié dels residus clau per a la formacié
dels epitops i els subseqtients subtipus d’especificitats antigéniques.

En el moment de la realitzacié d’aquest treball I'objectiu era la identificacio i
caracteritzacié dels autoantigens associats a la T1D que actuaven com a
dianes de la resposta immune, amb un doble objectiu ja que els anticossos
contra aquestes molécules podien actuar com a marcadors predictius del
desenvolupament de la malaltia i la modulacié d’aquesta resposta immune
contra un antigen podria alterar el curs de la malaltia. Es per aixd que es
postulava que un augment de les eines necessaries per al seu estudi aportant
un millor coneixement daquests marcadors permetria identificar
caracteristiques dels acs especifigues de la malaltia o altres marcadors que
puguessin ajudar a diferenciar els individus que no desenvoluparan diabetis
d’aquells que ho faran rapidament o bé d’aquells que ho faran a llarg termini
permetent aixi també que aquests individus puguin, un cop caracteritzats, ser
susceptibles de participar en diferents estudis per tal de definir noves

estratégies terapeutiqgues dirigides a millorar el tractament de la TD1.
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Malhauradament els estudis realitzats a llarg termini no han trobat que cap dels
autoantigens analitzats fos clau en el desenvolupament de la malaltia o q la
presencia d’'aacs contra la seva molecula o els seus diferents epitops tingués
un caracter altament predictiu del desenvolupament de la malaltia i és per
aguesta rad0 que metodes com el desenvolupat pel nostre grup no han sigut
utilitzats com es preveia o s’esperava durant el seu desenvolupament.

Destacar per altra banda, que a mida que s’han detectat nous aacs i/o epitops
rellevants s’han anat desenvolupant métodes de screening com el publicat per
Yu et al on es va generar una triple proteina quimerica 1A2-ZnT8WR que inclou
la molécula d’'lA2 i dos polimorfismes habituals en la molécula de ZnTS,
arginina o triptofan en la posicié 325 2’2 per tal de mesurar en un sol assaig
(mantenint un 100% de sensibilitat 1 d’especificitat respecte els
radioinmunoassaigs realitzats amb les molecules individuals) els aacs contra
ambdues molecules obtenint aixi técniques més economiques i eficients. De
fet, un estudi publicat I'any 2018 per Boudiaf i col-laboradors mostra evidencies
que l'analisi simultania dels aacs contra ambdues molecules comporta un

diagnostic millor i més eficient de la T1D 3%,

147






CONCLUSIONS







Conclusions

6. Conclusions

1. Hem obtingut i caracteritzat el 76F, ac monoclonal que distingeix
entre I'lA2 i I'lA2B, dues proteines amb un grau d’homologia elevat
caracteritzades com dos dels principals autoantigens en la T1D. El
76F reconeix la forma nativa i desnaturalitzada de I'lA2 d’origen huma,

de rata i de ratoli.

2. L’epitop de reconeixement del 76F esta format pels residus FEYQD,
sequeéncia localitzada a la regié de juxtamembrana de la molecula d’'lA2
inexistent a 1A2p, que forma part d’'un dels epitops linears reconeguts
pels aacs dels pacients afectes de T1D. Aquesta darrera caracteristica
I'assenyala com una eina molt valuosa en els assaigs que requereixin un
reconeixement epitopic especific. Hem utilitzat el 76F per a la
identificacio de dos epitops linears contigus a la regiéo de JM de
I’lA2, especifics per a aquesta molécula, JM1 (aminoacids 611-620) i
JM2 (aminoacids 621-630), contra els quals va dirigida la majoria
de la reactivitat dels aacs contra aquesta regido i que son
reconeguts per una gran part dels sérums dels familiars de primer
grau positius per IA2. La preséncia d’aacs contra un d’aquests epitops
€s practicament matuament excloent i s’associa a diferents genotips

HLA de classe II.
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3. Hem utilitzat el 76F per a la demostraci6 de la regulacié diferencial

d’IA2 i IA2B, dues proteines altament homologues que formen part
dels granuls de secreci6 i per a la identificaciéo de I'lA2 com una
proteina sota la regulacié autocrina de la insulina. El contingut d’'lA2,
perd no el d’lA2B3, augmenta en els illots de rata durant els primers 10
dies de vida, mentre la secrecié d’'insulina augmenta en resposta a la
insulina fins a assolir el nivell adult. En illots de rata en cultiu de 5 dies
d’edat els nivells de proteina i RNA d'lA2 es veuen incrementats per la
glucosa i per agents que potencien la secrecié d'insulina via AMPc.
L’addicié d’insulina augmenta els nivells proteics d’lA2 i la biosintesis
d’insulina sense cap efecte en els nivells del mMRNA de I'lA2. El bloqueig
de la secrecié d'insulina amb diazoxida o de l'accié de la insulina
mitjangcant acs contra el seu receptor inhibeixen els increments en els
nivells proteics d’'lA2 induits per la glucosa perd no afecta els nivells de
MRNA de la proteina. Els nivells d’expressié d’ IA23 no canvien amb cap
dels métodes i agents aplicats. Aixi, I'|A2 és regulada a nivell de mRNA
per la glucosa i alts nivells de AMPc, mentre que la insulina secretada
localment modula els nivells de proteina d’lA2 tot i estimulant la seva
biosintesi. L’expressié d’ IA2f3 és insensible als factors que modifiquen la

funcié B cel-lular.
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4. Hem descartat la possible existéncia d’un patr6 humoral especific
de resposta contra la molecula de GAD en individus afectes de SMS
respecte altres patologies com la T1D i ’APS-Il. La prevalenca
incrementada dels aacs contra els epitops NH,-terminal de la molécula
de GADG65 i contra la molécula de GAD67 aixi com dels aacs de
subclasses 1gG2, IgG3 i IgG4 detectada en els pacients afectes de SMS
és un efecte secundari degut a I'alt titol d’aacs d’aquest grup ja que el
patré6 de reconeixement dels diferents epitops i subclasses és similar
guan es compara amb el d’altres grups de pacients seleccionats en base

a un titol d’aacs semblant.

5. Hem desenvolupat un metode prou sensible que mitjancant la
presentacié d’un peptid petit que codifica per un epitop complert a
I’interior d’una proteina neutra, tipus la TrxA, permet detectar
especificament els diferents epitops d’una molécula aixi com
I’aplicacié6 de I’analisi mutacional que possibilita la identificacio
dels residus clau per a la formacid dels epitops i els subsegiients

subtipus d’especificitats antigéniques.
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