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2. DATOS DEL CENTRO

Este trabajo estd basado en las practicas que he realizado en
“‘ImMunoGeneTics” (IMGT).

IMGT® es el sistema de informacion internacional ImMunoGeneTics®,
http://www.imgt.org/, a la vanguardia de la inmunoinformatica y la
inmunogenética con mas de 30 afios de experiencia. IMGT® proporciona a la
comunidad cientifica bases de datos y herramientas relacionadas con las
respuestas inmunitarias adaptativas basadas en la ontologia IMGT. IMGT®
tiene tres ejes de investigacion y desarrollo (I+D). ElI primer eje incluye la
comprension de las respuestas inmunitarias adaptativas, descifrando la
identificacion y caracterizacion de los genes de inmunoglobulina (lg) y receptor
de células T (TCR) en vertebrados con mandibula. El punto de partida para los
otros dos ejes, son el analisis y exploracion del repertorio de expresion de Ig y
TCR en base a la comparacion con el catalogo de referencia de IMGT en
condiciones normales y patologicas (eje Il) y el andlisis de cambios y funciones
de aminoécidos, de la ingenieria de anticuerpos y TCR (eje Ill). IMGT es parte
del departamento de " Bases Moleculares de las Enfermedades Humanas " del
Instituto de Genética Humana (IGH), una unidad de investigacion conjunta del
“Centre national de la recherche scientifique” (CNRS) - Universidad de
Montpellier (UM)

3. GUIA PREVENCION DE PLAGIO

Yo, Lorena Herndndez Servian, con DNI 25365567V, soy conocedor de la guia
de prevencién del plagio en la URV Prevencion, deteccion y tratamiento del
plagio en la docencia: guia para estudiantes (aprobada en julio 2017)
(http://www.urv.cat/ca/vidacampus/serveis/crai/que-us-

oferim/formaciocompetencies-nuclears/plagi/) y afirmo que este TFG no

constituyen ninguna de las conductas consideradas como a plagio por la URV.

Tarragona, 7 de junio de 2022
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4. RESUMEN

Actualmente, pensamos que las enfermedades producen cambios en
nuestros repertorios inmunitarios. Para poder responder a esta pregunta,
hemos utilizado dos herramientas “immuneREF” y “IMGT/StatClonotype”,
que nos permitirdn distinguir los estados de salud de los estados

patoldégicos analizando una serie de caracteristicas.

En este trabajo analizaremos 6 repertorios inmunolégicos. 2 de ellos son no
patolégicos (H3 y H4) y los demas, son patoldgicos, provienen de pacientes
con COVID.

He analizado y comparado los resultados entre los repertorios y los
resultados obtenidos son los esperados en comparacion con el articulo de
base (Weber, 2022).

Podemos ver que hay diferencias entre los repertorios enfermos y normales,
pero no son significativas. Esto se debe seguramente a que los datos
proporcionados por el articulo (Kuri-Cervantes et al., 2020), no han tenido
en cuenta el sexo ni la edad de los pacientes.

Palabras clave: repertorio inmunitario, “immuneREF”, “IMGT/Stat-

clonotype”, patoldgico, no patolégico.

5. ABSTRACT

We currently believe that diseases cause changes in our immune
repertoires. In order to answer this question, we have used two tools
"immuneREF" and "IMGT/StatClonotype"”, which will allow us to distinguish
between healthy and pathological states by analysing a series of

characteristics.

In this work we will analyse 6 immunological repertoires. Two of them are
non-pathological (H3 and H4) and the others are pathological, coming from
patients with COVID.
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| have analysed and compared the results between the repertoires and the
results obtained are as expected compared to the base article (Weber,
2022).

We can see that there are differences between the diseased and normal
repertoires, but they are not significant. This is probably due to the fact that
the data provided by the article (Kuri-Cervantes et al., 2020) did not take into

account the sex and age of the patients.

Keywords : immune repertoire, immuneREF, IMGT/Stat-clonotype,

pathological, non-pathological.

6. ABREVIATURAS

ABREVIATURAS SIGNIFICADO
AA Aminoécidos
ADN Acido desoxiribonucléico
AR "Artritits reumatoide”
ARN Acido ribonucléico
BCR Receptor de célula B
CDR(1,2,3) Regiones hipervariables
CMH Complejo mayor de histocompatibilidad
CNRS "Centre national de la recherche scentifique"
CPA Célula presentadora de antigenos
dNTP desoxirribonucledétidos
H Cadena "heavy" (pesada)
H3 Repertorio "healthy 3"
H4 Repertorio "healthy 4"
HLA “human leucocyte antigen”
HMS Hipermutaciones somaticas
1+D Investigacion y desarrollo
Ig Inmunoglobulinas
IgE Inmonuglobulina E
I9G Inmunoglobulina G
IGH "Institute de Génétigue Humaine"
IL-2 Interleuquina 2
IMGT "ImMunoGeneTics"
INy Interferén gama
L Cadena ligera
LES "Lupus eritematoso sistémico"
Lt Linfocito T
M5 Repertorio patolégico moderado 5
M6 Repertorio patolégico moderado 6
NF-kB "Nuclear factor-kappa beta "
NK Linfocitos granulares
NKT Linfocitos T "natural killer"
PALS "Periarteriolar lymphoid shealth”
PAMPs “Pathogen associated moleculat pattern”
PBMC Células mononucleares de la sangre periférica
PRR “Pattern-recognition receptor”
RE Reticulo endoplasmatico
RFcEl receptores para la inmunoglobulina E
S24 Repertorio patolégico severo 24
S26 Repertorio patolégico severo 26
SD Desviacion estandar
Tc Linfocitos T citotéxicos
TCR Receptor de las células T
TGFB “Transforming growth factor”
Th Linfocitos T "helpers"
TLR "Toll-like receptor”
Treg Linfocitos T reguladores
UM "Université de Montpellier"

Tabla 1: Abreviaciones
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7. INTRODUCCION

7.1 Sistemainmunitario
La funcion principal del sistema inmunoloégico es mantener la integridad

bioldgica del organismo, para ello debe:

- Reconocer y tolerar los auto-antigenos.

- Reconocer y eliminar los exo-antigenos.

Existen dos tipos de inmunidades; la innata y la adaptativa.

La inmunidad innata es la primera linea de defensa del organismo. En cambio,
la adaptativa se basa en el reconocimiento de antigenos y la creacion de

memoria inmunitaria.

Para entender el sistema inmunitario, vamos a ver las células que participan en

este sistema.

7.1.1 Células del sistema inmunitario

Una célula hematopoyética es una célula inmadura que tiene la capacidad de

transformarse en cualquier célula sanguinea.

STEM CELL HEMATOPOVETICA

i

e it OHN STEM CELL LINFOIDE

MIELOBLAS'IO

é PRONORMOBLASTO
PROMIELOCITO HORMOBLASTO

e BASOFILO
‘4‘ 7 o ‘ "
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Figura 1: Sacada de un articulo (Llimpe, 2007). Podemos ver como la célula hematopoyética se puede
diferenciar en dos lineas celulares, mieloides o linfoides. Después segun el camino que haya elegido, se

diferenciara en un tipo de célula.
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7.1.2 Células mieloides
En la primera linea de diferenciacién, encontramos por un lado las células

mieloides que, segun el tipo de infeccion e intermediarios, se diferenciara en un

tipo especifico de célula.

Nos vamos a centrar en los baséfilos y mastocitos juegan un papel importante
en la hipersensibilidad ya que, tienen en la membrana, receptores para la
inmunoglobulina E (RFc€l). De esta manera, cuando una inmunoglobulina E
(IgE) los activan, estas células liberaran sus mediadores quimicos (entre ellos

la histamina, responsable de la respuesta inflamatoria).

Las células dendriticas, también son importantes puesto que, son células

presentadoras de antigenos para los linfocitos T (L1).

7.1.3 Células linfoides
Las células linfoides es la otra linea celular en la que se puede diferenciar una

célula hematopoyética.

Dentro de las células linfoides, hay una division entre linfocitos lisos (By T) y

linfocitos granulares (NK).

7.1.3.1 Linfocitos NK
Los linfocitos granulares expresan el marcador CD16, receptor especifico de

IgG de manera que los reconoce y destruye la célula recubierta por estas

inmunoglobulinas.

7.1.3.2 Linfocitos T
Los linfocitos T se diferencian en el timo. Estos tienen un receptor membranal

formado por un heterodimero de glicoproteinas llamado “T-cell receptor” (TCR);
el TCR esté asociado a unas proteinas del correceptor CD3.

Hay 3 tipos de Lrt: linfocitos Tag, linfocitos Tys y los linfocitos T “natural killer”
(NKT).

- Los linfocitos Tep estan diferenciados en dos subpoblaciones: los que tienen el
marcador CD4 y los CD8.

e Los linfocitos T CD4* constituyen los “T helpers” (Th) y los T reguladores
(Treg). La funcién principal de estos linfocitos es modular la actividad de

las demas células inmunitarias.
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e Los linfocitos T CD8* son los T citotoxicos (Tc), como indica su nombre,

lisan las células.

- Los linfocitos Tys reconocen Ag por su TCR y las células en estado de estrés

por el receptor NKG2D.

- Los linfocitos NKT tienen un TCR de tipo af, por lo tanto, reconoce
glicolipidos presentados por la molécula CD1D. A su vez, tienen el marcador
NK1.1. Su funcion es ayudar a la diferenciacion de monocitos en células

dendriticas durante la respuesta de inflamacion.

7.1.3.3 Linfocitos B
El linfocito B inmaduro, presentan IgM e IgD en su membrana; estas pueden

unirse a antigenos especificos; y junto con las proteinas del correceptor CD79,
forman el “B-cell receptor” (BCR). Una vez los linfocitos B han estado en
contacto con el antigeno y este es endocitado, la célula B se convierte en una

célula presentadora de antigenos (CPA).

7.2 Tejidos y 6rganos del sistema inmunitario
Para comprender el sistema inmunitario, primero necesitamos saber donde y

como se desarrollan los linfocitos. Los diferentes linfocitos se desarrollan y
maduran en los 6rganos linfaticos primarios y luego acaban la maduracion en

los 6rganos linfoides secundarios.

7.2.1 Organos linfoides primarios
Los 6rganos linfoides primarios estan compuestos por el timo y la médula ésea.

Aqui se producira el desarrollo de los pre-linfocitos.

7.2.1.1 Timo
En este 6rgano se produce la maduracion de los linfocitos T. El timo esta

constituido por dos lobulos; el cortex (donde se produce la seleccién positiva) y

la médula (seleccion negativa).

Los precursores de los linfocitos T se llaman timocitos. Segun el tipo de

receptor que tenga cada timocito, maduraran de una forma distinta.

Los timocitos con TCRys, se dirigen directamente a la médula para acabar la

maduracion.

10
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En cambio, los que tienen el receptor TCRqap, Se someten a una etapa de
seleccidon positiva. Esta seleccion consiste en la interaccion con el complejo
mayor de histocompatibilidad (CMH-I o CMH-II). En el caso de Lt CD4, los TCR
reconoceran a CMH-Il y los Lt CD8, los CMH-I (la funcion principal de este
complejo es presentar péptidos de los antigenos a los linfocitos). De esta
manera, los linfocitos que no han reconocido los CMH, mueren por apoptosis
excepto los que son capaces de reconocer las moléculas CD1D; expresadas

por Lt CD4 y CD8; por lo tanto, se diferenciaran en linfocitos NKT.

Los linfocitos que han sobrevivido se dirigen al l6bulo de la médula. Las células
dendriticas y los macrofagos expresan epitopos (parte que reconocera el
paratopo de un anticuerpo y se uniran) de autoantigenos asociados a CMH-I o
CMH-II; si los TCR presentan una gran afinidad por CMH, mueren por
apoptosis, si no los reconocen, se convierten en linfocitos T efectores y si
tienen una afinidad por CMH moderada, se convierten en linfocitos T
reguladores (Treg) (Akbar et al., 2014). Los NKT también pasan por esta

seleccion negativa.

Una vez han pasado las dos selecciones, los linfocitos son dirigidos a los
organos linfaticos secundarios.

7.2.1.2 Meédula 6sea

Es dénde se diferencian los linfocitos B y donde se produce la seleccion
negativa de estos. Hay dos mecanismos implicados en la selecciéon de

linfocitos; la delecién clonal y la anergia.

La delecion clonal empieza consiste en la eliminacién de los linfocitos B

autorreactivos.

La anergia consiste en que los linfocitos B disminuyen la expresion de su IgM
porque hay una alta concentracién de antigenos; de tal manera que el linfocito
no es capaz de interaccionar con los linfocitos Th, produciéndose un estado de
anergia.

Organos linfoides secundarios
Aqui se produce la diferenciacion de los linfocitos. Los organos linfoides

secundarios son el bazo y los ganglios linfaticos.

11
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7.2.1.3 Bazo
El bazo esta compuesto por la pulpa blanca y la roja. En la pulpa blanca,

encontramos la vaina linfatica periarterial (PALS) ddénde se inician las

activaciones de los linfocitos By T.

7.2.1.4 Ganglios linfaticos
Los ganglios, estan constituidos por el cortex, el paracértex y la médula. Dentro

de los ganglios encontramos una gran concentracion de linfocitos que seran
transportados a través del sistema linfatico ayudando a que cada linfocito
encuentre un antigeno especifico y empezar la respuesta inmunitaria

adaptativa.

Una vez ya conocemos cémo y donde se forman los linfocitos, podemos

introducir la inmunidad innata y adaptativa.

7.3 Inmunidad innata
Es una defensa muy rapida contra las infecciones. Al ser rapida, se produce un

reconocimiento no especifico gracias al reconocimiento de “pathogen
associated moleculat pattern” (PAMPs). Los PAMPs son motivos comunes en
muchos microorganismos. Estos PAMPs van a ser reconocidos por los
“pattern-recognition receptor” (PRR). Concretamente hablamos de los “toll-like
receptors” (TLR) ya que son los que estan implicados en las infecciones vy las

células NK.

7.3.1 “Toll-like receptor” (TLR)
Los TLR son glicoproteinas transmembranales. Hay diferentes tipos y cada uno

reconoce una gama diferente de PAMPs. A continuacién, veremos cOmo

funciona el reconocimiento entre un TLR.

7.3.2 Activacion de PRR y modificacion de la expresion genética
Cuando un TLR reconoce un PAMP, se produce una activacion de la region

citoplasmatica por fosforilacion, produciendo una cascada de sefializaciones
gue conllevard a la liberacion de nuclear factor-kappa beta (NF-kB). NF-k
entra en el ndcleo activando la expresién de muchos genes que participan en la

respuesta inmunitaria.

7.3.3 Citotoxicidad de linfocitos NK
Las células NK también presentan receptores para los PRR produciendo

sefales de activacion o inhibicion.

12
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Antes de introducir la inmunidad adaptativa, voy a definir y explicar algunos

conceptos clave como los antigenos y su reconocimiento.

7.4 Antigenos
Hay dos tipos de antigenos, los timo-dependientes, son los que activan los

componentes celulares y humorales; y los timo-independientes, que dan lugar a

una respuesta con anticuerpos.

7.4.1 Caracteristicas
Las caracteristicas principales de los antigenos son su inmunogenicidad, su

epitopo y su especificidad con el paratopo de los anticuerpos.

7.4.1.1 Inmunogenicidad de los antigenos
Hay antigenos que son capaces de inducir una respuesta adaptativa, estos

antigenos son considerados inmundégenos. Sin embargo, también existen
antigenos, suelen ser de un tamafio pequefio, que carece de inmunogenicidad,

estos son denominados haptenos.
La inmunogenicidad depende de diferentes parametros:
- Cuanta mas heterogeneidad, mayor es la inmunogenicidad.

- Cuanto mayor es la solubilidad, menor es la inmunogenicidad, pero, puede

aumentar afiadiendo adyuvantes que inducen su precipitacion.

- Las concentraciones muy altas o bajas de antigenos producen una paralisis

inmunitaria.

7.4.1.2 Epitopo
El epitopo es la region del antigeno reconocida por los anticuerpos de una Ig o

por el sitio de reconocimiento de los TLR. La funcién principal del epitopo es

determinar la especificidad antigénica.
Existen dos tipos diferentes de epitopos:
- Secuencial: con una secuencia peptidica continua.

- Conformacional: dos secuencias peptidicas diferentes pero cercanas en el

espacio.

13



UNIVERSITAT
ROVIRA i VIRGILI

hittp:/fwww.imgt.org

Existen los epitopos cripticos, para que lleguen a ser accesibles, la proteina
debe desnaturalizarse y de esta manera pueden ser reconocidos por los

linfocitos.

Ahora que sabemos cOomo nuestros anticuerpos reconocen antigenos,
necesitamos conocer como se produce la presentacion de antigenos por parte
de las CPA.

7.4.2 Moléculas presentadoras de antigenos
Las moléculas presentadoras de antigenos son los complejos mayores de

histocompatibilidad (CMH); en los humanos, hablaremos de “human leucocyte

antigen” (HLA) y a continuacion veremos los dos tipos.

7.4.2.1 “Human leucocyte antigen — 1” (HLA-I)
La cadena a esta compuesta por 3 dominios donde en

al se encuentra la parte (N terminal); una region
transmembranal y una region citoplasméatica donde se
encuentra (C terminal). En el dominio a3 tiene un sitio

de interaccion con la molécula CD8 de los linfocitos T

citotoxicos.
Figura 2: Sacada del

articulo (Hickey &

Valenzuela, 2016)

La funcion de la 2-microglobulina es estabilizar la cadena a.

Todas las células nucleadas presentan esta molécula salvo las células
germinales, del hueso, del cartilago y neuronas. Van a presentar péptidos

antigénicos a los linfocitos CD8.

7.4.2.2 “Human leucocyte antigen — 1I” (HLA-II)
Esta compuesto por dos cadenas.

Peptide
Peptide-binding
groove

En la cadena a, encontramos los dominios externos a1

(dominio N-terminal) y a2. .
Ay 4
En la cadena B, también encontramos los dos dominios Figura 3: Sacada del articulo
“Alloantibody Generation and

Plasma membrane

B1 y B2; siendo el primero el dominio N terminal. El _ _
Effector Function  Following

dominio B2 interacciona con las moléculas CDA4. Sensitization to HLA (2016)

De esta manera, los dos dominios N terminales, van a formar la estructura

donde se unira el péptido del antigeno. Como esta estructura esta formada por
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dos dominios, a diferencia de HLA-I, el péptido puede ser mas largo (15 — 20

aminoacidos).
Este tipo de molécula es presentado por las CPA y reconoce linfocitos CD4.

7.5 Reconocimiento de antigenos
El reconocimiento de antigenos se puede dar de dos maneras, dependientes

del timo o de forma independiente.

7.5.1 Antigenos timo-dependientes
En este tipo de reconocimiento, entran en juego los linfocitos T. En el caso que

el reconocimiento se dé por linfocitos T CD4*, el reconocimiento se dar& por la
molécula HLA-II, que reconoce exo-antigenos; en cambio, los linfocitos T CD8,

al reconocer HLA-I, generalmente reconocera endo-antigenos.

7.5.1.1 Endo-antigenos peptidicos
Estos antigenos provienen de la degradacion de la proteasoma. Al degradarse,

los péptidos liberados seran transportados por el reticulo endoplasmatico (RE).
Dentro del RE, los péptidos se fijan a unas moléculas del CMH-I, formando un
complejo que transita por el aparato de Golgi. Dentro del aparato de Golgi, se
produce la glicosilacion del HLA-I y una vez formado, se dirige a la membrana
plasmética.

7.5.1.2 Exo-antigenos peptidicos
Estos antigenos provienen de la digestion de una fagolisosoma; los péptidos se

dirigen al aparato de Golgi que contienen el complejo CMH-II/CLIP. Como
estos péptidos son especificos para CMH-II, se van a unir desplazando CLIP.

Las células que presentan antigenos exdgenos son las células dendriticas ya
que son las Unicas células capaces de presentar los dos CMH (de tipo | y 11); el
proceso por el cual la célula dendritica presenta los péptidos de un antigeno

exégeno a un CMH-I se llama presentacion cruzada.

7.5.2 Antigenos timo-independientes
Algunos antigenos son capaces de activar una subpoblacion de linfocitos B

(B1) sin necesidad. En esta inmunidad no se van a crear células B de memoria

y los anticuerpos producidos son IgM e IgA.

Este tipo de respuesta se produce en el bazo y a nivel de mucosas.
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Una vez introducido todos los conceptos anteriores, podemos pasar a la
definicion de inmunidad adaptativa.

7.6 Inmunidad adaptativa

Esta inmunidad empieza en los tejidos linfaticos secundarios, y ahi se dara la
presentacion de antigenos a los linfocitos. La caracteristica principal de esta

inmunidad es que al final del proceso, se produciran linfocitos de memoria.

Primero voy a introducir el funcionamiento basico de esta inmunidad, es decir la

sinapsis inmunoldgica y la activacion de los linfocitos By T.

7.6.1 Sinapsis inmunoldgica
La sinapsis inmunolégica consiste en tres sefiales producidas entre una CPA 'y

un linfocito T. En la estructura de una CPA encontramos su CMH junto con una

molécula co-estimuladora.

La primera sefial consiste en el reconocimiento por medio del TCR a un

determinante antigénico asociado a un CMH.

Una segunda sefial es necesaria para activar un linfocito T no maduro; la CPA
tiene una molécula CD80 o CD86 que se va a liar a la molécula CD28 (receptor
de la molécula co-estimuladora) del linfocito T. Esta segunda sefial va a
producir interleuquina 2 (IL-2) y permitir la expresiéon del receptor de IL-2 por

parte del linfocito.

La ultima sefial se produce con la union de la IL-2 y su receptor. Con lo que

llevara a su posterior activacion.

En el caso de los linfocitos T CD4*, concretamente los Th, la segunda sefal
induce a la sintesis de CD40L. Este ligando interacciona con la molécula CD40
de la CPA, y provocara una liberacion de citoquinas implicadas en la

orientacion funcional del linfocito.

7.6.2 Activacion y diferenciacién de linfocitos T
Una vez separado el linfocito de la CPA, empezara la expansion clonal, es

decir, ese linfocito va a replicarse para tener una gran concentracion de

linfocitos especificos para ese antigeno.

Después, se da a cabo la diferenciacién gracias a las citoquinas liberadas. Los
linfocitos T CD4*, pueden diferenciarse en Thl, Th2 y Thl7. Los Thl estan
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inducidos por la IL-12; este tipo de linfocitos inducen respuestas celulares
porque va a producir que los linfocitos B, produzcan IgG (funcion de
opsonizacién, marcando antigenos para que sean fagocitados por los
macréfagos); los Thl también activan los linfocitos T citotoxicos y por medio de
la produccion del interferon gamma (INy), aumentan la actividad fagocitica de

los macrofagos.

Los Th2, inducidos por IL-4, produce una respuesta humoral. Activan los

linfocitos B para que produzcan anticuerpos.

Para acabar con esta familia de linfocitos, tenemos los Th17 producidos por la
sinergia entre IL-6 y “transforming growth factor” (TGFB), que estan implicados

en la respuesta inflamatoria.

Los linfocitos T CD8*, se pueden activar de forma dependiente o independiente

de linfocitos Th.

De forma independiente, se va a producir la sinapsis inmunolégica como he

explicado antes.

De forma dependiente de Th. Una vez el Th esté activado por una célula
dendritica, va a activar a esta misma CPA. Esta CPA activada va a exponer a
la célula co-estimuladora de su CMH-I; por lo tanto, podra activar el linfocito T
CD8*. Posteriormente se dara la expansion clonal.

7.6.3 Activacion y diferenciacién de linfocitos B
El linfocito B se puede activar de forma dependiente de Th o independiente.

De forma independiente de Th, el linfocito B va a reconocer el antigeno por su

BCR de forma directa y empieza la expansion clonal.

De forma dependiente de Th, cuando el linfocito B reconoce al antigeno a
través de su BCR, lo va a endocitar, degradar y luego va a exponer los
péptidos a través de su CMH-II. En paralelo, otra CPA va a presentar el mismo
epitopo a un linfocito Th2. Una vez se produce la activacion del linfocito Th2.
Ahora este linfocito T, por medio de su TCR, va a reconocer los péptidos
antigénicos presentados por el linfocito B. El linfocito Th2, va a producir IL-4
qgue activara el linfocito B. Por lo tanto, se producira la expansion clonal y la

diferenciacion en célula plasmatica o célula de memoria.
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Como podemos ver, tenemos muchas subfamilias de linfocitos y cada uno de
ellos tiene una especificidad concreta para el antigeno. Posteriormente se

explica como se da esa especificidad.

7.7 Diversidad del reconocimiento antigénico
Para que se de esa especificidad entre epitopo y paratopo, nuestros antigenos

tienen que reordenar los genes que codifican para los dominios variables de las
inmunoglobulinas. Al igual que en los BCR, en los TCR también se dara un
reordenamiento de genes que definira la especificidad de los linfocitos T.

7.7.1 Reordenamiento de los genes codificante de los dominios variables de

las inmunoglobulinas (Ig)
Primero vamos a localizar los genes codificantes para las cadena pesadas y

ligeras de las inmunoglobulinas y luego, explicamos el proceso que se da para

su reordenamiento.

7.7.1.1  Organizacion del locus de las Ig
Tanto para las cadenas pesadas (H) y ligeras (L), tenemos 4 tipos de genes;

los variables (V), genes de diversidad (D), de unién (J) y constantes (C). Los 3
primeros (V, D y J), pertenecen a la regién variable de la Ig y C pertenece a la

region constante.

El locus de estos genes se llama IGH (cadena H). Compuesto por IGHV, IGHD,
IGHV, IGHC. IGHC; se encuentran en el cromosoma 14. En cambio, para la
cadena L, encontramos dos locus diferentes IGK, para la cadena kappa en el
cromosoma 2, e IGL, para la cadena lambda y se encuentra en el cromosoma
22.

7.7.1.2 Reordenamiento de V-(D)-J y sintesis de las cadenas pesadas (H) y
ligeras (L)
La formacion de las cadenas de Ig se da durante la diferenciacion de los

linfocitos B. Necesitamos reordenar el ADN somatico de manera independiente
del ag. Por lo tanto, primero se reordenaran los genes de la cadena H y luego,

los de la cadena L.
- Cadena H:

Union de los genes IGHD-IGHJ; se produce la deleciébn de los genes
intermediarios y conseguimos una secuencia DJ reorganizada. Después se da

la unién de IGHV-D-J; empieza con la transcripcion con el gen IGHM, por lo

18



1[11

UNIVERSITAT Mug

(} cne

ROVIRA i VIRGILI Ties

hitp:hwww.imgt.org

tanto, tenemos ARN pre-mensajero, IGHV-D-J-Cm (IGHM esta compuesto por
4 exones CH1-CH4; se dara un “splicing” con lo que tendremos como resultado
el ARNm. (Chi et al., 2020) Luego se dara la traduccién, y obtendremos una
cadena polipeptidica. El péptido sefial es eliminado después de la penetracion
de la cadena dentro de la cavidad del reticulo endoplasmaético.

- Cadena L:

Union de los genes IGKV-IGKJ; habra una delecion de los genes intermediarios
con lo cual obtendremos la secuencia VJ reordenada. Posteriormente, se dara
la transcripcion con el gen IGKC a ARN pre-mensajero, luego se producira un
“splicing” hasta obtener nuestro ARNm (Chi et al., 2020). Finalmente, habré la
traduccion y se formara una cadena polipeptidica y al igual que la cadena H, la
seflal desparecera cuando la cadena penetre la cavidad del reticulo

endoplasmatico.

Como podemos ver, al reordenar los genes podemos obtener muchisimas

combinaciones diferentes, de manera que nos proporciona una gran diversidad.

7.7.2 Diversidad de los dominios variables
A parte de la reorganizacion de los genes, la diversidad de los dominios de las

inmunoglobulinas viene dado por las hipermutaciones somaticas.

7.7.2.1 Hipermutaciones soméaticas (HMS)
La HMS consiste en mutaciones que cambian un nucleétido por otro diferente

en las regiones hipervariables (CDR1, CDR2 y CDR3) de las Ig. La variabilidad
producida por las mutaciones va a generar anticuerpos con mas afinidad para

el antigeno.

7.7.3 Diversidad de los TCR
Como he mencionado anteriormente, los TCR también sufren una

reorganizacion de los genes que les proporciona una cierta diversidad; pero,
ademas, los TCR sufren adiciones de nucleétidos que también les proporciona

una mayor diversidad.

7.7.3.1 Organizacion de los genes codificante de los dominios variables de
las cadenas de los TCR
Los genes codificantes de los dominios variables de los TCR se organizan de

manera similar que los de Ig. LA diferencia es que tienen un unico gen C y que
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el dominio variable de una cadena esta codificado por V-D-J (B y &) en cambio

la otra cadena, esta codificada por V-J (ayy).
TCRB y TCRG estan en el cromosoma 7y TCRAy TCRD en el cromosoma 14.

7.7.3.2 Biosintesis de los dominios variables de las cadenas de los TCR
Los dominios variables se crean de la misma forma que las Ig seguido de la

creacion de regiones P y N. Esto producird una diversidad de las uniones casi
ilimitada. Las regiones P se crean al rellenar las zonas de cortes con
“‘nucledtidos P” y las regiones N son producidas al afiadir nucleétidos de
manera aleatoria. La diversidad de union también se puede dar por la

eliminacién de nucledtidos.

8. INTERES, HIPOTESIS Y OBJETIVO

El repertorio inmunitario adaptativo es el conjunto de receptores inmunitarios de
anticuerpos y células T de un individuo, y representa tanto el estado inmunitario

actual como el anterior del individuo.

Actualmente se piensa que después de estar en contacto con una enfermedad,
se producen cambios en los repertorios inmunitarios. Definimos como

repertorio inmunitario, las secuencias del ADN de los receptores BCRy TCR.

Numerosos estudios destacan la correlacion entre la diversidad de repertorio
inmunitario con los estados inmunitarios de un individuo (sano, enfermedad,
infeccion, etc. (Ruschil et al.,, 2021). Para agruparlos, definiremos repertorio
sano y repertorio patolégico para poder representar cualquier diferencia que
pueda asociarse a una patologia. Esto nos va a servir para los posteriores
analisis que serviran como guia para el diagnéstico de enfermedades, terapia e
indicaciones clinicas. La mayoria de las herramientas disponibles para explorar
la diversidad del repertorio estdn adaptadas a repertorios desequilibrados, es
decir, a repertorios con una extension significativa de uno o mas linajes de

células inmunitarias. (cancer, infeccion grave, etc.).

En los sujetos "sanos", existe una variabilidad fisiolégica del repertorio
inmunitario que puede estar influida por la edad, el entorno, el grupo étnico, los
antecedentes personales, etc. Nuestra hipétesis es que la eleccion del

repertorio normal para estudiar una patologia no es trivial, porque dependiendo

20



UNIVERSITAT
ROVIRA i VIRGILI

hitp:hwww.imgt.org

del estado del repertorio normal elegido, la desviacién de la "normalidad” puede

ser mas o menos importante.

El objetivo principal de este proyecto es iniciar un estudio sobre el andlisis de la
diversidad del repertorio inmunitario no patolégico (normal) en los seres

humanos. El proyecto esta organizado en varias etapas:

1. Encontrar las secuencias del repertorio “sano”. Estos repertorios pueden
describirse como “sanos”, “no alterados” o “no patologicos” en la
literatura. Es esencial establecer diferentes categorias de datos segun la
edad, el tejido muestreado, la profundidad de muestreo, el grupo de
marcadores de diferenciacion, etc.

2. Analizar los repertorios seleccionados con las herramientas
proporcionadas por IMGT (IMGT/HighV-QUEST e IMGT/StatClonotype).

3. Caracterizar la coleccién de repertorios seleccionados con immuneREF
(Wever, 2022).

9. METODOLOGIA

9.1 Bioinformética para el analisis comparativo de repertorios
Para poder ver el impacto de las elecciones de repertorios normales en el

analisis de una patologia; vamos a comparar diferentes tipos de repertorios
(normales y patolégicos) mediante dos herramientas de andlisis de repertorios:
con “immuneREF” (Wever, 2022) e “IMGT/StatClonotype” (Aouinti et al., 2016;
Aouinti et al., 2015). Estas herramientas estan escritas en el lenguaje R y se
dedican a la ciencia de los datos, el andlisis estadistico y la representacion
grafica. Elegimos “immuneREF” porque es una herramienta de reciente
publicacién que ofrece un andlisis comparativo de directorios a gran escala.
“IMGT/StatClonotype” ofrece un andlisis profundo y detallado de la

comparacion de dos directorios.

9.1.1 “ImmuneREF”
‘ImmuneREF” es una herramienta que nos permite cuantificar la similitud de

diferentes repertorios inmunoldgicos basandonos en caracteristicas
especificas. Este instrumento establece un diccionario con un conjunto de
datos tanto simulados como experimentales; de esta manera, cada conjunto de

datos analizado se usara posteriormente como referencia para poderlo
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comparar con otros repertorios. A parte de comparar diferentes repertorios,

también nos ofrece informacioén individual.

9.1.1.1 Caracteristicas
Para cada repertorio inmunologico vamos a calcular las siguientes

caracteristicas; la expansion clonal, la frecuencia de las posiciones de los
aminoacidos, la arquitectura de la red de similitud de secuencias, la
convergencia, la diversidad genética en la linea germinal y la aparicion de “k-

mers”.
- Perfiles de uniformidad (expansion clonal):

Esta caracteristica se basa en la uniformidad de la distribucion de las
secuencias en los clones de un repertorio. “ImmuneREF” define un clon como
las secuencias con una CDR3 AA idéntica. “ImmuneREF” calcula la Diversidad
de Hill (Wever, 2022), una familia de indices de diversidad, para valores alfa de
0 a 10 en pasos de 0,1, donde alfa = 1 se define como uniformidad de
Shannon. Cada entrada del perfil varia entre =0 y 1, y los valores mas altos
indican una distribucion de la frecuencia clonal cada vez mas uniforme.
‘ImmuneREF” determina los perfiles de uniformidad para cada repertorio y
evalla la similitud de uniformidad entre repertorios mediante la correlacién de
Pearson (Wever, 2022).

- Frecuencia de las posiciones de los aminoacidos:

‘ImmuneREF” calcula para cada longitud de CDR3, la frecuencia de
aminoacidos en cada posicion. Para ello elegimos un rango de entre 8 y 20
aminoé&cidos para tener resultados interpretables. Esto da como resultado un
vector de frecuencia por longitud de CDR3 por directorio que puede ser
comparado con otro directorio utilizando el coeficiente de correlacion de
Pearson (Weber, 2022).

- Arquitectura de la red de similitud de secuencias:

‘ImmuneREF” construye una red de similitud de secuencias para cada
repertorio. Esta red se ve representada con nodos que nos indican las
secuencias de los aminoacidos de las regiones variables de los receptores de

antigenos. Los nodos estan conectados por bordes de similitud. A diferencia de
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muchas otras caracteristicas, la caracteristica de red combina varias medidas
individuales, lo que dificulta el analisis de correlacion de Pearson con las cuatro
medidas de red estudiadas: la distribucién de grados acumulativa, es decir, la
fraccion de vértices con un grado menor; la media de los nodos (1 —
“‘IMeanHubScoeA - MeanHubScoreB|”), la fraccion de clisteres y nodos no
conectados vy, por ultimo, el porcentaje de secuencias en el mayor componente
conectado (1 — “|PercLargestComponentsA - PercLargestComponentB|”)
(Wever, 2022).

- Superposicién del repertorio (convergencia):

Esta medida se realiza comparando solamente 2 repertorios. Mesura el
solapamiento de la secuencia clonal (“ImmuneREF” considera como clon, la

similitud del 100% de las secuencias de aminoacidos CDR3).

Superposicion (X, Y) = [XNY]| min (|X], |Y) x 100 donde X = repertorio X, Y =
repertorio Y (Wever, 2022).

- Diversidad genética en la linea germinal:

La herramienta calcula la frecuencia relativa de los genes de la linea germinal
(genes V-(D)-J) entre los clones de cada repertorio. “ImmuneREF” examina las
frecuencias de los genes V y J entre los clones de cada individuo. Se determiné
el coeficiente de correlacion de Pearson para cada uno de los vectores de
frecuencia. Los valores de correlacion resultantes se combinan en un Unico
valor calculando una media ponderada de estos componentes. El vector de
pesos por defecto es ¢(V =1, D =1, J =1, VJ = 0). Esta medida capta el

impacto potencial de un estado patolégico (Wever, 2022).
- Aparicion de “k-mers” separados:

Para esta caracteristica, “immuneREF” calcula todas las subsecuencias con
una longitud k (en nuestro caso k = 3), en una longitud maxima de hueco m (m
< 3) de las secuencias de ADN. Los parametros k y m se eligieron basandose
en investigaciones anteriores (Weber et al., 2020), donde se demostré que
establecer los parametros k = 3, m < 3 conducia a una codificacion suficiente
para la clasificacion de secuencias. La aparicion de “k-mers” separados

representa informacion de secuencia de corto y largo alcance codificada en el
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repertorio. “ImmuneREF” también correlaciona las distribuciones resultantes

entre pares de repertorios utilizando la correlacion de Pearson.

9.1.1.2 Célculo de las similitudes
Esta medida se basa en la comparacion de dos repertorios. Se calculan las

similitudes por cada caracteristica (descritas anteriormente).

9.1.1.3  Similitud de repertorio
Una vez calculadas las similitudes por cada par de repertorios, condensamos

esos datos en una red con las 6 caracteristicas.

9.1.1.4 Similitud del repertorio local
Es una media para el grado de conexién de un repertorio dentro de una

caracteristica. También nos indica el nodo mas y menos representativo en cada

categoria.

9.1.1.5 Simulacién de los repertorios de receptores inmunitarios adaptativos
Es necesario simular datos de repertorios para poder asociar datos a

caracteristicas y que nos sirvan de guia mas adelante. Para ello, primero los
autores del articulo (Wever, 2022) observaron un repertorio real a partir del

cual, crearon un modelo viendo caracteristicas en comun.

9.1.2 “IMGT/StatClonotype”
Es un software que compara estadisticamente la diversidad o la expresion del

clonotipo IMGT (los aminoacidos) entre dos conjuntos de resultados de
IMGT/HighV-QUEST. Evalla la significacion estadistica de las diferencias en
las proporciones por variable, diversidad y union de genes y alelos de un
determinado locus de un receptor, utilizando siete procedimientos de pruebas
multiples para el ajuste de valores p (Bonferroni, Holm, Hochberg,
SidakSS,SidakSD, Benjamini & Hochberg, Benjamini & Yekutieli): esto permite
seleccionar la rigurosidad mas relevante para el objetivo de un estudio (Aouinti
et al., 2016; Aouinti et al., 2015).

9.1.2.1 Seleccion de datos
Para poderlo utilizar esta herramienta, necesitamos un formato de salida del

analisis concreta, proporcionada por “IMGT/HighV-QUEST”. Concretamente el
archivo se llama “stats_XXX” (siendo XXX el nombre del analisis hecho por
“IMGT/HighV-QUEST”).
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9.1.2.2 Seleccidn de los parametros de visualizaciéon
Hemos seleccionado una longitud de las regiones variables de los receptores

entre 4 y 45 aminoacidos, de esta manera eliminamos los valores atipicos del

procedimiento estadistico.

9.1.2.3 Resultados proporcionados
Una vez analizado los dos repertorios, la aplicacion nos proporcionara las

comparaciones de los genes y alelos de los dos repertorios. Primero nos
muestra las pruebas estadisticas, seguido de diferentes gréficos, luego las
longitudes y propiedades de las regiones hipervariables y para finalizar, las

asociaciones de los genes VDJ.
- Pruebas estadisticas:

Nos muestra los diferentes clonotipos con las longitudes CDR3 seleccionadas.
‘IMGT clontype (AA)’ se define como un reordenamiento V-(D)-J Unico,

anclajes CDR3 conservados y una secuencia de unién CDR3 Unica.
- Gréfico de sintesis

“‘IMGT/StatClonotype” puede generar la diversidad de clonotipos IMGT por
genes. Va a crear un grafico de sintesis que compara las proporciones
normalizadas de diversidad de clonotipos (AA) IMGT de los genes IGHV en dos

repertorios.
- Longitudes de CDR

Muestra graficos de barras para el numero de clonotipos en los dos repertorios
por la longitud de CDR1, CDR2 o CDR3. Nosotros analizamos solo los CDR3

ya que es la region que sufre mas mutaciones.
- Propiedades del CDR

Muestra la distribucidon de clases de los 20 aminoacidos comunes en una

posicion CDR especifica en los 2 repertorios.

Nos dara los resultados como valores absolutos (niumero de apariciones de un
aminodacido (o clase de aminoacido IMGT) en una posicién determinada, para
una longitud de CDR dada) (Pommié 2004).
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También generard graficos de variabilidad basados en la “entropia de

Shannon”, el “indice de Simpson” y la “variabilidad de Wu-Kabat”.
- Asociaciones del gen VDJ

Muestra mapas de calor interactivos que representan asociaciones de genes
VJ, VD o DJ en los dos repertorios. Nosotros vamos a analizar solo las
asociaciones VJ ya que la regiébn D es muy pequefia, entonces son datos

insignificantes.

9.2 Datos de secuenciacion de alto rendimiento
Para empezar a entender y posteriormente analizar los datos experimentales,

primero analicé el articulo (Heikema et al., 2020) para ver resultados esperados
y poder interpretar mis resultados. Luego explicaré el método de secuenciacion
del ADN para poder analizarlo y también el método de busqueda y de descarga

de los datos necesarios para el estudio.

9.2.1 Articulo sobre el estudio del COVID
Antes de empezar la parte experimental, se tuvieron que simular los datos para

poder comparar posteriormente, los datos experimentales que obtuvieron.

La parte experimental del articulo se hizo para validar la sensibilidad de
immuneREF. Este apartado se divide en tres partes; el estudio de la
inmunizacion de ratones mediante los BCRs, el estudio de los TCR3 humanos
y firmas de citomegalovirus y finalmente, el estudio de los TCR de pacientes

recuperados de casos leves de COVID-19.

9.2.1.1 Simulacién de datos
En el articulo, simularon 200 conjuntos de repertorios inmunitarios con 40

combinaciones de parametros. Para la simulacion, usaron inmuneSIM (paquete
de R) (Wever, 2022). Cada repertorio contiene 12000 secuencias. Estas
secuencias varian siempre en funcién del receptor, la linea de genes
germinales, la especie, la distribucion de los genes, entre otros. También
afnadieron pequefias secuencias de nucleétidos en posiciones aleatorias de la
region CDR3 para modificar el subconjunto de repertorios. También produjeron

eliminaciones de secuencias para variar la arquitectura de la red de similitudes.
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Con el experimento de pacientes con COVID, pasa igual; el estudio reveld
grupos de mayor similitud dentro de los pacientes y las poblaciones celulares.
(Wever, 2022).

9.2.1.2 Estudio de inmunizacion de ratones de BCRs y estudios de los
repertorios de TCR de pacientes recuperados de casos leves de
COVID-19

La muestra la extrajeron de células B de diferentes tejidos; del bazo y de la

médula 6sea. Hicieron una secuenciaciéon de alto rendimiento de ARN con
MiXCR (Heikema et al., 2020).

Los resultados esperados eran ver diferencias en la similitud con los grupos
con inmunizacién con antigenos. Pudieron ver diferencias entre isotipos y
poblaciones de células que no habian entrado en contacto con el antigeno
(muestras del bazo). También observaron que los grupos de inmunizacion con
antigeno (muestra de la médula Gsea) tienen perfiles de similitud con mas
diferencias en las poblaciones de células plasméaticas (IgG) que con las

poblaciones de células sin experiencia con el antigeno.

Con la parte experimental de pacientes con COVID leve, se demostré que hay

grupos con mayor similitud dentro de los pacientes y las poblaciones celulares.

9.2.1.3 Estudio de repertorios de TCRf3 humanos y firmas de citomegalovirus
En este estudio evaluaron 1522 repertorios de TCR humanos derivados de

células mononucleares de la sangre periférica (PBMC) de diferentes pacientes
con estados inmunitarios diversos. Las muestras fueron de pacientes sanos,

con lupus eritematoso sistémico (LES) y pacientes con artritis reumatoide (AR).

Se encontraron con una similitud global alta y uniforme en los rasgos

individuales.

Al calcular la dispersion, vieron que los grupos de pacientes sanos y AR tienen
un rasgo mas restringido de puntuaciones de similitud en comparacion de LES,

que tiene un rango mas amplio (Wever, 2022).
Las muestras sufrieron una secuenciacion de alto rendimiento basada en ADN.

9.2.2 Método de secuenciacion
Los datos utilizados se secuenciaron por sintesis “illumina”. Este tipo de

secuenciacion se divide en la preparacién de una libreria, la generacion de los
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“clusters” y amplificacion en puente, secuenciaciéon por sintesis y analisis de

datos.

9.2.2.1 Preparacion de una libreria
Han hecho la extraccion y purificacion del ADN a partir de la muestra.

Fraccionaros la muestra con la ayuda de transposasas que cortaran el ADN de
manera aleatoria para formar pequefios fragmentos. Posteriormente, se

produce la tagmentacion, que es la adicién de secuencias adaptadoras.

El siguiente paso, es la amplificacion ciclica reducida. Afadieron “primers”

afines a las secuencias adaptadoras.

De esta manera ya se ha creado la libreria y posteriormente, tienen que hacer

la generacion de “clusters”.

9.2.2.2 Generacion de “clusters”
Este proceso se realiza dentro de una celda de flujo. La celda esta formada por

un vidrio con carriles. Cada carril esta recubierto por dos oligonucleotidos
diferentes. Uno de los oligonucleétidos es complementario a la regién 5’ de los

motivos adicionales y el otro oligonucleoétido, es complementario a la regién 3’

La biblioteca preparada anteriormente, se desnaturaliza y la cargan en la celda

de flujo. Cada fragmento de la biblioteca se amplificara de forma isotérmica.

Ahora los oligonucleétidos se van a unir a las regiones correspondientes de
ADN de nuestra biblioteca de secuenciacion monocatenaria. En el momento de
unién, actuara la ADN polimerasa. Como resultado obtendran un ADN de doble

cadena que se desnaturaliza; luego lo lavan para eliminar la cadena original.
Ahora se dara la amplificacién clonal a través de amplificacion de puente.

9.2.2.3 Amplificacién en puente
La hebra formada anteriormente, se doblara haciendo que la segunda

secuencia complementaria se una al segundo tipo de oligonucleétido. Otra vez
un ADN polimerasa actuara. Por lo tanto, tenemos una estructura bicatenaria
que se desnaturalizara obteniendo en el proceso, obteniendo dos tipos de
hebras la “forward” y la “reverse”. Ahora se lavan las hebras “reverse”. De esta

manera quedan las hebras “forward” con el extremo 3’ libre y bloqueado.
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9.2.2.4 Secuenciacion
El primer paso es la extension del “primer” de secuenciacion. En las muestras

que hemos analizado, las secuenciaron mediante el método “illumina”
(Heikema et al., 2020). Este método utiliza desoxirribonucleétidos (dNTP)
modificados, con un terminador en la posicion 3’ de la desoxirribosa. Otra
caracteristica es que los dNTP estan marcados con fluorescencia. Por lo tanto,
después de cada adicion de nucledtido complementario, se emitird
fluorescencia. Después de la deteccion de luz, el fluoréforo se lava y se afade
un segundo dNTP ya que, el grupo terminador 3’ de la desoxirribosa se puede
regenerar con un grupo hidroxilo. Este proceso se llama secuenciacién por
sintesis. Cada nucleétido tiene un color asignado, de esta manera pueden

reconocerlo.
Después de terminar este proceso, hace lo mismo con la secuencia “reverse”.
Cuando se finaliza la secuenciacion, procedemos al analisis de datos.

9.2.3 Buscar y descargar datos
Los datos utilizados para el analisis con “immuneREF” son “healthy 3” (H3),

“healthy 4” (H4), COVID moderado 5 (M5), COVID moderado 6 (M6), COVID
severo (S24) y COVID severo (S26). Estos datos estan disponibles en

“National Institute of Health’s Sequence Read Archive”. El cddigo de acceso
para acceder al articulo es: PRINA630455. Con este codigo llegamos al

articulo (Kuri-Cervantes et al., 2020).

Para la seleccion de datos, tenemos que fijarnos en que todos tengan las
mismas condiciones de edad, sexo y que la muestra provenga del mismo
tejido. En nuestro caso, el articulo (Kuri-Cervantes et al., 2020) no lo tuvo en

cuenta.

Una vez elegidos los datos, vamos a descargarlos. Para ello hay dos formas,

una con la linea de comando y la otra de forma manual.

Para la linea de comando, tenemos que descargar e instalar “conda sra tolos”.
Una vez iniciemos el programa y descarguemos los datos, los obtenemos en
formato “FASTQ”.

Para descargarlo de forma manual, una vez copiado el cédigo de acceso, le
damos a descargar en formato “FASTQ”.
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Finalmente pasamos los datos en formato “FASTA” y los podemos analizar en
“IMGT/HighV-QUEST”. Aqui seleccionamos el formato en el que queremos el
analisis. Para comparar los datos por “immuneREF”, elegiremos el formato
‘AIRR”. En cambio, para comparar a través de “IMGT/StatClonotype”,

necesitamos el formato “CSV”.
A continuacién, veremos el repertorio con su identificante:

En el caso del repertorio normal o “healthy” nos encontramos con
H3: SRS6898286 y H4: SRS6898236. En el caso de los repertorios normales,

no tenemos los datos ni del sexo ni de la edad del donante.

Los repertorios patoldgicos (con COVID) los dividimos en dos grupos; el grupo
con sintomas moderados M5: SRS6898319 y M6: SRS6898312, y el grupo con
sintomas severos; S24: SRS6898299 y S26: SRS6898292. En el caso de M5,
el donante tenia entre 25 y 30 afios, en cambio, el donante de M6, tiene entre
61-65 aflos. Los datos proporcionados para COVID severo nos indican que
S24 tiene entre 51-55 afios y S26 entre 71 y 75 afios. A pesar de que no se
respecto el pardmetro de que la edad y el sexo de todos los repertorios sea
igual, si que se respectd que la muestra de origen sea la misma. Todas las

muestras fueron extraidas de la sangre.

10.RESULTADOS Y DISCUSION

Primero voy a analizar los resultados individuales de los repertorios normales, y
después de uno de los dos repertorios de cada grupo, es decir, un repertorio
con COVID normal, y otro con COVID severo puesto que los resultados son

muy parecidos, entonces las diferencias no son muy significativas.

10.1 Resultados repertorio H3
Primero analizamos la longitud y propiedades de CDR3 para el repertorio

normal H3 y luego las asociaciones de los genes V-J
- Longitud de CDR3

En esta grafica podemos ver el numero de clontipos que encontramos
dependiendo de la talla de CDR3 en el repertorio normal H3. Podemos ver una

frecuencia de mas de 6000 clonotipos con una longitud del5 nucleétidos.
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En la figura 6, vemos la entropia de Shanon, esta entropia nos indica la menor
cantidad de informacion necesaria para eliminar su incertidumbre. Si nos
fijamos, tanto en la posicién 105y 116, el valor de Shanon es muy cercano a 0.
Esto se debe a que, en esas posiciones, encontramos muy pocos aminoacidos

y uno de ellos en una gran cantidad (Figura 5).

La figura 7, es el indice de Simpson, sirve para medir la diversidad de una
comunidad. Si nos fijamos, la grafica es muy parecida al indice de Shanon ya
que esta correlacionada también con la diversidad de amino&cidos, cuantos

menos aminoacidos hay en una posicidn, mas pequefio es el valor de Simpson.

La figura 8, es el indice entre 0 y 200 que hemos obtenido al dividir el nUmero
de aminoacidos que encontramos en cada posicion de la secuencia CDR3 en
el repertorio H3 entre la frecuencia del aminoacido mas comudn en esa posicion.
Por lo tanto, nos dice el grado de variabilidad, podemos ver que en la posicion

109, es donde hay una mayor variabilidad de aminoacidos.
- Asociacién de los genes V-J

En la figura 9, vemos representado en

forma de “heatmap” la frecuencia de

asociaciones entre los genes Vy J de
las regiones hipervariables. Cuando

el color es mas oscuro, significa que

hay un mayor numero de genes
recombinados. Podemos observar

gue la mayoria de los genes V se

asocias con IGHJ4. Y de todos los

Homsap IGHJ1
Homsap [GHJ2
Hemsap IGHJE
Homsap IGHIS
Homsap IGHJ2
Homsap [GHJ4

genes V, el que tiene mas

HJ4, or Homsap IGHJS
HJ3, or Homsap IGHJE
HJ2, or Homsap IGHJS
HJ3, or Homsap IGHJ4

HJ1, or Homsap IGHJS

probabilidades de unirse con IGHJ4
Figura 9: “Heatmap” de la asociacion de los genes V
es IGHV3-48.

con J del repertorio H3. Proporcionado por
“IMGT/StatClonotype”.
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10.2 Resultados repertorio H4
Ahora vamos a calcular lo mismo para el otro repertorio normal para poder

compararlos puesto que queremos definir el repertorio inmunitario no

patolégico.
- Longitud de CDR3

T En esta grafica podemos ver el

4000

namero de clonotipos que

(an)

encontramos dependiendo de la talla
de CDR3 en el repertorio normal H4.

umber of IMGT clonotyp,

Si lo comparamos con la figura 4,

HHHHH Hﬂﬂﬂm podemos observar que tienen una
5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 forma pareCIda, puesto que ambas

CDR3-IMGT lengths (set 2)

z
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[

Figura 10: Grafica de barras proporcionada por son repertorios no patolégicos.

“IMGT/StatClonotype”. Muestra el numero de . ,
Podemos ver una frecuencia mas

clonotipos (AA) a lo largo de la secuencia CDR3 de

H4. elevada de clonotipos con una
longitud de entre 12 y 17 aminoacidos. EI mayor numero de frecuencia en este
caso es acerca de los 4000, un valor inferior que en el repertorio H3 que tiene

un valor de 6000.

- Propiedades de CDR3

Figura 12: Esta grafica nos muestra los valores de

la entropia de Shanon en las primeras 21
posiciones de CDR3 en H4. La grafica la he
extraido de “IMGT/StatClontype”
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de aminoacidos y sus nombres en las Figura 13: Esta gréafica nos muestra los valores del

indice de Simpson en las primeras 21 posiciones
de CDR3 en H4. Sacado de “IMGT/StatClonotype”

primeras 21 posiciones de CDR3 en H4.
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Figura 14: Esta grafica creada por

nombre de cada
21

podemos ver el “IMGT/StatClonotype” nos muestra la variabilidad de
Wu-Kabat para las primeras 21 posiciones de CDR3

en H4.

aminoacido. Hemos escogido
aminoacidos ya que, si nos fijamos en
la longitud de CDR3, a partir de secuencias de 22 AA, tenemos una baja

frecuencia de clonotipos AA.

Si comparamos esta figura con la figura 5, podemos ver que la estructura es

muy parecida puesto que ambos repertorios son sanos respecto al COVID.

En la figura 12, vemos la entropia de Shanon, esta entropia nos indica la menor
cantidad de informacion necesaria para eliminar su incertidumbre. Si nos
fijamos, tanto en la posicién 105y 116, el valor de Shanon es muy cercano a 0.
Esto se debe a que, en esas posiciones, encontramos muy pocos aminoacidos

y uno de ellos en una gran cantidad (Figura 12).

La figura 13, es el indice de Simpson, sirve para medir la diversidad de una
comunidad. Si nos fijamos, la grafica es muy parecida al indice de Shanon ya
que esta correlacionada también con la diversidad de aminoé&cidos, cuantos
menos aminoacidos hay en una posicion, mas pequefio es el valor de Simpson.
La figura 14, es el indice entre 0 y 200 que hemos obtenido al dividir el nUmero
de aminoacidos que encontramos en cada posicion de la secuencia CDR3 en
el repertorio H4 entre la frecuencia del aminoacido mas comudn en esa posicion.
Por lo tanto, nos dice el grado de variabilidad, podemos ver que en la posicién
109, es donde hay una mayor variabilidad de aminoacidos igual que en la

secuencia de H3 y la forma de la grafica, también es muy similar.
Asociacion de los genes V-J

En la figura 15, vemos representado en forma de “heatmap” la frecuencia de
asociaciones entre los genes V y J de las regiones hipervariables. Cuando el

color es mas oscuro, significa que hay un mayor numero de genes
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recombinados. Podemos observar

gue la mayoria de los genes V se
asocias con IGHJ4 e IGHJ6. Y de
todos los genes V, el que tiene mas
probabilidades de unirse con IGHJ4 e
IGHJ6 es IGHV3-30-3.

Hornsap IGHJ2
Homsap IGHJ1
Homsap IGHJ3
Homsap IGHJS
Homsap IGHJE
Homsap IGHJ4

HJ1, or Homsap IGHJ4.
HJ4, or Homsap IGHJE
HJ4, or Homsap IGHJ5

Figura 6: “Heatmap” de la asociacién de los genes V
con J del repertorio H4. Proporcionado por
“IMGT/StatClonotype”.

10.3 Resultados repertorio M5
Ahora vamos a ver los resultados inmunitarios del repertorio patolégico M5

para comparalos con el normal y ver si hay diferencias significativas.
- Longitud de CDR3

En esta grafica podemos ver el niamero de clontipos que encontramos
dependiendo de la talla de CDR3 en el repertorio con COVID normal M5. Si lo
comparamos con la figura 4 o 10, podemos observar que tienen una forma muy
diferente. En los repertorios normales tenemos una forma de crecimiento
continuo y luego, viene el decrecimiento; en cambio aqui la forma no sigue
ningun tipo de continuidad. Podemos ver una frecuencia mas elevada de

clonotipos con una longitud de 15 nucleo6tidos.

= También observamos que el mayor niamero

de clonotipos AA no llega a 3000, en

cambio en el repertorio H3, el valor maximo

Figura 7: Gréfica de barras proporcionada por

esta cerca de los 6000, es decir el doble.

H
z

“IMGT/StatClonotype”. Muestra el numero de
clonotipos (AA) a lo largo de la secuencia CDR3
de M5.
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Figura 8: Esta grafica nos muestra los valores de la

entropia de Shanon en las primeras 20 posiciones
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de aminoéacidos y sus nombres en las

primeras 20 posiciones de CDR3 en M5 Figura 9: Esta grafica nos muestra los valores del

indice de Simpson en las primeras 20 posiciones de

En la figura 17 podemos observar CDR3 en M5. Sacado de “IMGT/StatClonotype”.

H
=)
=]

.

cuantos aminoacidos hay en las

E P
. .. 1 =T . s
primeras 20 posiciones de la 5 % o B N W
secuencia de CDR3 en M5 y, ademas, * L L
10510610710810911011 8011 M1 P11, 31212 M2 P12 B12.413114115116117
podemos ver el nombre de cada CORSIMET postions (3e12)

aminoacido. Si comparamos esta figura Figura 20:  Esta  grafica  creada  por

. “IMGT/StatClonotype” nos muestra la variabilidad

con la figura 5 0 12, podemos ver que _ -
de Wu-Kabat para las primeras 20 posiciones de

la estructura difiere bastante puesto cprsen ws.

que estamos hablando de un repertorio patolégico. Solemos encontrar los

mismos AA en cada posicién, pero con una frecuencia muy diferente.

En la figura 17, vemos la entropia de Shanon, esta entropia nos indica la menor
cantidad de informacion necesaria para eliminar su incertidumbre. Si nos
fijamos, tanto en la posicion 105 y 116, el valor de Shanon es muy cercano a 0.
Esto se debe a que, en esas posiciones, encontramos muy pocos aminoacidos

y uno de ellos en una gran cantidad.

La figura 19, es el indice de Simpson, sirve para medir la diversidad de una
comunidad. Si nos fijamos, la grafica es muy parecida al indice de Shanon ya
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gue esta correlacionada también con la diversidad de aminoacidos, cuantos

menos aminoacidos hay en una posicion, mas pequefio es el valor de Simpson.

La figura 20 es el indice entre 0 y 100 que hemos obtenido al dividir el nimero
de aminoacidos que encontramos en cada posicion de la secuencia CDR3 en
el repertorio M5 entre la frecuencia del aminoacido mas comun en esa
posicion. Por lo tanto, nos dice el grado de variabilidad, podemos ver que en la
posicion 112, es donde hay una mayor variabilidad de aminoacidos.

- Asociacioén de los genes V-J

En la figura 21, vemos representado

en forma de “heatmap” la frecuencia ?I?j

de asociaciones entre los genes Vy J

de las regiones hipervariables.
Cuando el color es mas oscuro,
significa que hay un mayor nimero de —

genes  recombinados. Podemos

observar que la mayoria de los genes

Homsap IGHV4-38, or Horr
Homsap IGHY2-23, or Hon

V se asocias con IGHJ4. Y de todos

Homsap IGHJ4
Homsap IGHJ1
Homsap IGHI2
Homsap IGHJG
Homsap IGHIS

Homsap IGHJ3

los genes V, el que tiene mas

HJ3, or Homsap IGHJE

probabilidades de unirse con IGHJ4
es IGHV3-48. Esta frecuencia de

Figura 21: “Heatmap” de la asociacion de los
genes V con J del repertorio M5. Proporcionado
asociacion es muy similar a la del por“mGT/StatClonotype”.

repertorio H3, a diferencia, podemos
observar que hay mas frecuencia de asociacidbn con mas genes J en este

repertorio que en los repertorios normales.

10.4 Resultados repertorio S26
Por ultimo, dentro de andlisis individual, analizamos el repertorio patoldgico

severo S26 para ver las diferencias entre normal y también con el repertorio

patolégico no severo.

- Longitud de CDR3
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Figura 22: Gréfica de barras proporcionada por
“IMGT/StatClonotype”. Muestra el niumero de

clonotipos (AA) a lo largo de la secuencia

CDR3 de S26.
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En esta gréfica podemos ver el nimero de
clonotipos que encontramos dependiendo
de la talla de CDR3 en el repertorio con
COVID severo S26. Si lo comparamos
con la figura 4 o 10, podemos observar
gue tienen una forma bastante similar, ya
gue hay una pendiente creciente continua
y luego una decreciente. Podemos ver
una frecuencia méas elevada entre
secuencias de CDR3 compuestas entre
14 y 18

secuencias con 20

nucledtidos. A partir de
nucleodtidos, los
valores son muy pequefios, por esa razon,

analizaremos hasta la posicion 20.

También observamos que el mayor

namero de clonotipos AA no llega a 2500,

es el valor maximo de nimero de clonotipos de AA mas pequefio.

- Propiedades de CDR3

Shannon entropy
.

10510610710810911011111.011.211. 31212112012 812.413114115116117

CDR3IMGT positions (et 2)

Simpson Index
e o
o N
8
e

L
.

e
.
]

10510610710810911011 111 M1 211, 31212 M2 M2 F2.413114115116117

CDR3IMGT positions (Set 2)

Figura 23: Esta grafica nos muestra los valores de
la entropia de Shanon en las primeras 20 posiciones
de CDR3 en S26. La gréafica la he extraido de
“IMGT/StatClontype”.

Figura 24: Esta grafica nos muestra los valores
del indice de Simpson en las primeras 20
posiciones de CDR3 en S26. Sacado de
“IMGT/StatClonotype”.
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Figura 25: Esta grafica creada por

Humber of IMGT clonceypes (AA

“IMGT/StatClonotype” nos muestra la variabilidad

de Wu-Kabat para las primeras 20 posiciones de
CDR3 en S26.
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En la figura 26, podemos observar cuantos :
Figura 26: Proporcionado por
aminoacidos hay en las primeras 20 “mGT/statClonotype’. Muestra el numero
posiciones de la secuencia de CDR3 en S26 de aminoacidos y sus nombres en las
, primeras 20 posiciones de CDR3 en S26

y, ademas, podemos ver el nombre de cada
aminoéacido. Si comparamos esta figura con la figura 5 o 12, podemos ver que
la estructura difiere bastante puesto que estamos hablando de un repertorio
patolégico. Solemos encontrar los mismos AA en cada posicion, pero con una
frecuencia muy diferente. Si lo comparamos con la figura 18, también
encontramos diferencias en el nimero de clonotipos puesto que este repertorio

pertenece a un caso grave de COVID.

En la figura 23, vemos la entropia de Shanon, esta entropia nos indica la menor
cantidad de informacion necesaria para eliminar su incertidumbre. Si nos
fijamos, tanto en la posicion 105 y 116, el valor de Shanon es muy cercano a 0.
Esto se debe a que, en esas posiciones, encontramos muy pocos aminoacidos

y uno de ellos en una gran cantidad.

La figura 24, es el indice de Simpson, sirve para medir la diversidad de una
comunidad. Si nos fijamos, la grafica es muy parecida al indice de Shanon ya
gue esta correlacionada también con la diversidad de aminoacidos, cuantos

menos aminoacidos hay en una posicién, mas pequefio es el valor de Simpson.

La figura 25 es el indice entre 0 y 150 que hemos obtenido al dividir el nUmero
de aminoacidos que encontramos en cada posicion de la secuencia CDR3 en
el repertorio S26 entre la frecuencia del aminoacido mas comun en esa
posicion. Por lo tanto, nos dice el grado de variabilidad, podemos ver que en la
posicion 113, es donde hay una mayor variabilidad de aminoacidos.
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- Asociacién de los genes V-J

Hemsap IGHY1-68

E GHYE-T
sap IGHY1-18

Hamsap [GHV1-8
Homsap IG11V3-15
Hamsap 1GHY2-9
Hamsap [GHVA-4
Hamsap IGHV3 53
Homsap IGHY1-16
Hamsap [GHV2-5
Hamsap IGHV3-73
Homsap IGHV2 70D
Homsap [GHV3-71
Homsap IGHY3-430

Hamsap IGHVA-53, or Hon

Homsap 1GHYA-28

Homsap IGHY2-11, or Hom
Homsap 1GHY4-59, or Hon

Homsap IGHV1-NL1T
Humsap IGHVT-4-1
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Hamsap IGHV3-4T

Hamsap IGHV1-2, or Homs
Homsap IGHV4-4. or Homs
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Humsap IGHY1-66-2

or Homsap IGHJ4
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Hormsap IGHJ2
Hemsap IGHJ3
Homsap IGHJS
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Figura 27: “Héatmap” de la asociacion de los genes V

con J del repertorio S26.

“IMGT/StatClonotype”.
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En la figura 27, vemos representado
en forma de “heatmap” la frecuencia
de asociaciones entre los genes Vy J
de las

regiones hipervariables.

Cuando el color es méas oscuro,
significa que hay un mayor ndamero
de genes recombinados. Podemos
observar que la mayoria de los genes
V se asocias con IGHJ4 e IGHJ6. Y
de todos los genes V, el que tiene
mas probabilidades de unirse con
IGHJ4 es IGHV3-33; y el que tiene

mas probabilidades de asociarse con

IGHJ6 es IGHV1-60. Esta frecuencia de asociacion es muy similar a la de los

repertorios normales.

10.5 Comparacién H3 con H4

Ahora voy a comparar los dos repertorios normales para ver si hay diferencias

significativas.

Synthesis graph H3 et H4 genes
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o
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53, or Homsap IGHV386 |
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msap or Homsap IGHVA-31
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Figura 28: Grafica comparativa de la frecuencia de
todos los genes V entre H3 y H4. A la derecha nos

muestra el intervalo de confianza de los genes.

Synthesis graph H3 et H4 alleles
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Figura 29: Gréfica comparativa de la frecuencia de
todos los alelos V entre H3 y H4. A la derecha nos

muestra el intervalo de confianza de los alelos.
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En la figura 28 y 29, nos fijaremos en los valores en la gréfica del intervalo de
confianza tanto de los genes como de los alelos. Estas gréaficas nos indican las
diferencias de un gen determinado en dos directorios. Las lineas rojas no son
significantes. Tanto en la figura 28 como en la 29, vemos una predominancia
de lineas azules, esto nos indica las

diferencias significativas.

Aqui nos vamos a fijar en la ultima

Occurrence AA [3]

grafica a la derecha que nos dice

“‘eveness”. Aqui observamos la

(R 1723 4868 7484 0ni2iisisir

rapido disminuya la curva, significa "‘ | l
" Illilll.l__

RN AR
CDR3 sequence postion

uniformidad respecto a la talla de los

clones. Es decir que cuanto mas :

Fraquency (%)

gue mas diferentes son los diferentes ul-ll“l‘ill

grupos de clones, respecto a su talla. §88

Podemos ver que los grupos de

@

clones de H3, tienen una talla mas

Froqueancy (%)
Evenness
il

parecida entre ellos que en H4. Por © 4
eso, vamos a coger como referencia —-. ‘ . VLI A

. .
bs_ig_h M3 hs_ig_h_Hé

Figura 30: Datos proporcionados por “ImmuneREF”,
Las dos tablas de arriba nos muestran la frecuencia
y nombre de aminoacido en las primeras 17
posiciones de la secuencia CDR3 para los
repertorios H3 y H4. En medio vemos la
comparacion de genes V y abajo a la izquierda para

los genes J. Por Ultimo, tenemos la grafica de
10.6 Compara0|0n H3 con M5 uniformidad de clones respecto a la talla.

Ahora comparamos el repertorio
normal que hemos elegido, con un repertorio patolégico con sintomas normales
de COVID.

En la figura 31 y 32, nos fijaremos en los valores en la grafica del intervalo de
confianza tanto de los genes como de los alelos. Estas graficas nos indican las
diferencias de un gen determinado en dos directorios. Las lineas rojas no son
significantes. Tanto en la figura 31 como en la 32, vemos una predominancia

de lineas azules, esto nos indica las diferencias significativas. Si comparamos
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estas gréficas con la comparacién de H3 y H4, podemos encontrar en estas

mas valores significativos que comparando solo los repertorios nhormales

Synthesis graph H3 et M5 genes Synthesis graph H3 et M5 alleles
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Figura 31: Grafica comparativa de la frecuencia Figura 32: Gréafica comparativa de la frecuencia de
de todos los genes V entre H3 y M5. A la derecha todos los alelos V entre H3 y M5. A la derecha nos

nos muestra el intervalo de confianza de los muestra el intervalo de confianza de los alelos.

genes.

" En la figura 33, la parte inferior derecha,

g . vemos que para un valor de alfa = 1, hay una

- gran diferencia, eso quiere decir que las tallas
T g T * para los diferentes grupos de clones en M5 es

muy diferente que para H3.
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Figura 33: Datos proporcionados por “ImmuneREF”. Las dos

" aipha

)

tablas de arriba nos muestran la frecuencia y nombre de
aminoacido en las primeras 17 posiciones de la secuencia CDR3
para los repertorios H3 y M5. En medio vemos la comparacion de
genes V y abajo a la izquierda para los genes J. Por ultimo,
tenemos la gréfica de uniformidad de clones respecto a la talla.
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10.7 Comparacion H3 con S26
Por altimo, vamos a comparar los analisis del repertorio normal con el

repertorio patoldgico que corresponde a COVID severo.

Synthesis graph H3 et S26 genes Synthesis graph H3 et S26 alleles
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Figura 34: Grafica comparativa de la frecuencia de Figura 35: Grafica comparativa de la frecuencia de
todos los genes V entre H3 y S26. A la derecha todos los alelos V entre H3 y S26. A la derecha nos

nos muestra el intervalo de confianza de los genes. muestra el intervalo de confianza de los alelos.

En la figura 34 y 35, nos fijaremos en los valores en la gréafica del intervalo de
confianza tanto de los genes como de los alelos. Estas graficas nos indican las
diferencias de un gen determinado en dos directorios. Las lineas rojas no son
significantes. Tanto en la figura 34 como en la 35, vemos una predominancia
de lineas azules, esto nos indica las diferencias significativas. Si comparamos
estas gréficas con las del repertorio normal, vamos que hay menos resultados
significativos en cambio para COVID normal; hay mas resultados significativos
gue para COVID severo.

En la figura 36, la parte inferior derecha, vemos que para un valor de alfa = 2,
hay una gran diferencia, eso quiere decir que las tallas para los diferentes
grupos de clones en S26 es muy diferente que para H3.
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Figura 36: Datos proporcionados por “ImmuneREF”. Las dos tablas de arriba nos muestran la frecuencia

y nombre de aminoéacido en las primeras 17 posiciones de la secuencia CDR3 para los repertorios H3 y

S26. En medio vemos la comparacion de genes V y abajo a la izquierda para los genes J. Por ultimo,

tenemos la grafica de uniformidad de clones respecto a la talla.

10.8 Comparacién de todos los repertorios
Ahora vamos a hacer una comparacion de las 6 caracteristicas que definen un

repertorio inmunitario, escogiendo los repertorios sanos como referencia.

Figura 37: “Radar plot” proporcionado por
“ImmuneREF”. Nos asigna un valor de similitud
para cada caracteristica y cada repertorio
tomando como referencia H3, que le damos un

valor de 1.

“Radar

“ImmuneREF”. Nos asigna un valor de similitud para

Figura 38:

plot”  proporcionado  por

cada caracteristica y cada repertorio tomando como

referencia H4, que le damos un valor de 1.
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Hemos creado dos comparaciones de estas caracteristicas tomando como
referencia los directorios H3 y H4. La comparacion de la convergencia es
siempre 0 porque esta caracteristica se compara solo para 2 repertorios y aqui

tenemos los 6.

En el grafico de la izquierda, los repertorios "sanos" tienen en casi todas las
caracteristicas, la mayor similitud excepto en la arquitectura cuando el sano 3
es la referencia, ya que el COVID severo (S26), tiene aun mas similitud en esta
area, pero, por otro lado (S24), es el otro directorio con COVID severo, tiene la
arquitectura mas diferente, por lo que tiene muchas diferencias con S26.
Luego, en todos los demas dominios, los repertorios COVID normales (M5 y
M6), tienen casi los mismos valores excepto en arquitectura y diversidad; en
diversidad, M5 es el repertorio mas diferente en comparacion con el H3. Asi, en
los dominios VDJ y “k-mers”, el orden de similitud es el de los sanos, seguido
del COVID moderado y después del COVID grave. La frecuencia de las
posiciones de los aminoacidos es la caracteristica con mas diferencias dado
que, H4 esta justo por debajo de 0,75; seguido de la COVID severa (S26),
después de la COVID normal (M6), la COVID severa (S24) y la ultima COVID
normal (M5).

Ahora el gréfico de la derecha, tomamos como referencia el directorio H4
(saludable 4). En comparacién con el otro repertorio normal, tienen los valores
mas similares, excepto en los k-mers, que el COVID severo (S26) tiene aun
mas similitud y (S24) esté justo detras de (H3); y en la frecuencia de posiciones
de aminoéacidos donde (H3) tiene la mayor similitud pero, esta justo por debajo
de la posicion de similitud de 0,75. En los genes VDJ, después del repertorio
sano (H3), el COVID severo tiene mas similitudes que el COVID normal y el
repertorio (M5) esta por debajo de 0,75. En la arquitectura, los valores mas
parecidos a la referencia después de H3, es el COVID severo (S26), seguido
del COVID moderado y para terminar con un valor cercano a 0,75, el COVID
severo (S24). Y los resultados de la diversidad son los mismos que cuando se

utiliza H3 como referencia.
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11.CONCLUSIONES

Con el andlisis de los resultados podemos determinar que el repertorio
inmunolégico normal y patologico (para el COVID), no cambia mucho, es decir
gque no encontramos diferencias significativas que nos demuestren que el

repertorio va a cambiar al estar en contacto con una enfermedad.

Con estas métricas no se puede hacer una distincion clara entre los diferentes
estados del sistema inmunitario y la patologia, pero, si que observamos
pequefias diferencias entre los repertorios patolégicos y los normales. En estos

dos meses no pudimos ver exhaustivamente diferentes repertorios normales.

También podemos pensar que algunas de las diferencias vienen determinadas
por la edad y el sexo puesto que los datos que hemos obtenido a partir del
articulo (Kuri-Cervantes et al., 2020), no lo han tenido en cuenta.

Este proyecto ha establecido una linea de analisis para evaluar el impacto de la
eleccion del repertorio normal para los estudios de patologia y también para

evaluar la variabilidad entre los repertorios normales.

12.AUTOEVALUACION

En este apartado, voy a autoevaluarme en relacion con las practicas realizadas

en IMGT, como en el trabajo de final de grado en biotecnologia.

En primer lugar, gracias a estas practicas, he aumentado mis conocimientos
tanto en inmunologia como en bioinformatica. Aqui he aprendido un nuevo
lenguaje de programacion (R), y a crear y analizar datos a través de mi
programa. También mi estancia en IMGT me ha permitido mejorar mi nivel de
francés e inglés. He aprendido a interpretar los resultados y a trabajar con
diferentes formatos, para que puedan ser analizados por el programa. También

he aprendido a transferir datos de un ordenador a otro gracias a la codificacion.

En segundo lugar, gracias a este trabajo de final de grado, he aprendido a
relatar correctamente una memoria cientifica. También a seleccionar los datos
y explicarlos. Uno de los puntos mas interesantes es la discusion de resultados

y conclusiones, desde mi punto de vista, es lo mas complejo ya que tienes que
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saber analizar los datos correctamente y entender a la perfeccién la teoria para

poder llegar a unas explicaciones acerca de los resultados.

En conclusién, tanto las practicas como el trabajo me han ayudado a nivel
profesional ya que la bioinformatica es un campo muy recurrido e interesante.
Es imprescindible saber analizar y tratar datos, y esta experiencia me ha
ayudado muchisimo. También a la hora de escribir la memoria, he podido
enriquecer mis conocimientos sobre inmunologia, he aprendido a sintetizar y
organizar un trabajo cientifico. Por finalizar, también estoy satisfecha a nivel
personal, por haber compartido tiempo con un gran equipo y con otros

estudiantes de préacticas y por llevarme alguna amistad.
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ANEXOS
Normativa de Treball Fi de Grau Facultat d’Enologia
Aprovada per Junta de Facultat d’Enologia del dia 30 d’octubre de 2014

ANNEX 2

FITXA DE SEGUIMENT DEL TUTOR/A del TFG

Nom i Cognoms de ’Alumne/a: Lorena Hernandez Servian

Nom i Cognoms del Tutor/a: Ana Fernandez Bravo

Data de la entrevista amb I'alumne: 22/04/2022, 03/05/2022

Recomanacions durant el seguiment: Les recomanacions donades a l'alumna han estat les
seguents: i) Recerca i lectura dels articles rellevants relacionats amb el tema de treball; ii)
Seguir un metode per a descriure els resultats obtinguts fins el moment. iii) Fer petites reunions
per teams 0 escriure correus perd a comentar els resultat, les possibles interpretacions i els

problemes que han pogut sorgir.

Observacions: La alumna durant el treball realitzat fins el moment ha mostrat un gran interés
per tindre uns bons resultats, a més de tindre iniciatives al hora de organitzar els resultats en la
memoria. Lorena no ha deixat de fer preguntes sobre el treball i ha mantingut un constant
contacte amb mi per poder dur a terme correctament I'escrit. Per altra banda, ha rebut
correctament qualsevol comentari de la meua part i ha portat a terme aquestes recomanacions
en el seu treball. En general, Lorena esta fent un bon treball i te una gran capacitat d’analisi.

Observacions Darrera revisio:
En base al treball realitzat, expressi que I'alumna Lorena Hernandez Servian ha superat les
expectatives que s’havien depositat en ella, a nivell professional.

Signatura del Tutor/a Signatura del Alumne/a

Tarragona a 25 de maig 2022
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